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INTRODUCTION

Buffon disait : « Si les animaux n’existaient pag serions-nous pas encore plus
incompréhensibles a nous-mémes ? ». L'animal até&ét au coeur des progres de la médecine; il
est source d'observations, fait office de modéles ple support expérimental, sans oublier son
utilisation en tant que médicament. Des la préhstdHomme cherche autour de lui des remédes
pour soulager ses maux et lI'animal, source de itanérrjoue un réle central. L'alimentation carnée
est en quelque sorte la premiére utilisation danithal -médicament”. Cette alimentation est
I'amorce de l'opothérapie, terme désignant la geériique par tous les produits animaux.

Mais qu'en est-il aujourd'hui : L’'animal tient-iheore une place dans I'arsenal thérapeutique de la
médecine humaine conventionnelle ? Vous avez peaiteditendu parler de zoothérapie, et bien
non, vous n'y étes pas ! L'animal n'y est pas raétként mais thérapeute, ce qui n’est pas ici I'objet
étudié. 1l faut donc poser les limites du sujet’utilisation de I'animal comme soutien
psychologigue ou moteur ne sera pas abordée,rteetéanimal médicament" s'entend ici comme
animal possédant des propriétés curatives ou piiggenLoin de I'idée de faire un catalogue des
substances animales utilisées, ce travail s’attacliaire découvrir 'usage de I'animal entier a
destination de la médication humaine.

Dans cette optique, de nombreuses questions soigvées. Comment "l'animal médicament"
traverse-t-il les siecles jusqu'a notre époque?ilEsicore d'actualité? L'animal médicament, a
I'neure des biotechnologies et cultures cellulaingegopartient-il pas au passé ? Et si I'on conitbina
"animal médicament” et manipulations génétiques e: ld brebis Dolly aux Organismes
Génétiguement Modifiés, quelles en seraient lespeetives?

Cette thése espere vous donner un petit aperca dart que tient I'animal entier dans la
médication humaine d’'aujourd’hui et de demain. dasvinvite a plonger dans le mystére de
"L'animal médicament, l'opothérapie au XXlécle"

Dans un premier temps, nous retracerons succinotemeelle a été ['utilisation historique de
I'animal médicament a travers l'opothérapie. Ersmibus découvrirons l'usage actuel de I'animal-
médicament en médecine et réapprendrons les véetda sangsue, des asticots, abeilles... Pour

finir, nous nous attarderons sur les promessea tdehnologie au service de l'animal-médicament.






PREMIERE PARTIE : LOPOTHERAPIE

A Opothérapie : définition et apercu historique

Opothérapie vient du gre@pos 6uc) et dethérapéia(traitement), c’est donc ['utilisation
thérapeutique d'organes ou d'extraits d'organegjide animale (Le Petit Larousse Illustré 1996).
Créé par Landouzy, ce terme désigne une thérapeusigssi vieille que I'hnumanité. L'opothérapie
a traversé I'Histoire, non sans quelques débopesr finalement participer aux progrés de la
médecine et plus particulierement de I'endocrinelog

Une premiere idée conductrice et trés simple é&ad depuis I'origine et universellement,
en Chine, en Inde, en Gréce, chez les arabes, derMAge au XX™ siécle. L'idée que fes
visceres séparés du corps conservent une partieuts propriétés et que leur ingestion supplée a
I'insuffisance d’organes similaires 93] conduit a I'usage thérapeutique de produitganiques
tels que sandjile, foie, testicules...

L’attraction de 'Homme vers le fantastique et lergeilleux s'ajoute a cet usage et lui fait
employer une série de remedes animaux dont leteagaextréme ou répugnant constitue leur seule
valeur. Un remede prenait d’autant plus de valeit gtait susceptible de frapper violemment les
esprits, de faire appel a I'imagination, la madgemorbide. Partout 'Homme s’est ainsi délecté
d’excréments d’animaux (chauve-souris, chien...)pdiss avec la méme ferveur que les bouillons
de vipére ou scorpion, graisse des pendusmie d’Egypte (momie réduite en poudre), avec
incantations magiques au clair de lune. Les exgavees de certaines pratiques finirent par
discréditer tous les médicaments animaux et I'ofrahie sombre alors dans le ridicule et I'oubli.

Il fallut toutes les recherches surla physiologes glandes et les merveilleux résultats de
I'opothérapie thyroidienne 93] pour démontrer la valeur des extraits d’oegret remettre
I'opothérapie sur pied, non sans quelgues excésdéicauverte de principes actifs et le concept
d’hormone préfigurent une nouvelle ere thérapeetigour I'opothérapie et plus largement pour la
médecine.

L'histoire de I'opothérapie s'écrit en quatre grasdpériodes : peuples anciens et période gréco-
latine, du Moyen Age a la fin du ¥8siécle, dul7™au 18™ siecle et la période scientifique.



B Les grandes périodes de I'opothérapie [9,93]

.B.1. Peuples anciens et période gréco-latine : I'op  othérapie,
médecine universelle

L’emploi de remedes animaux se retrouve dans lpgotudes peuples, en voici quelques
usages non exhaustifs.

B.1.1 Indiens

Malgré leur répugnance pour la chair animale, tilssaient par exemple des testicules de
bouc comme aphrodisiaque lorsqu’ils avaient de tnopnbreuses épouses a contenteu»encore
un « remede composé de crocodiles, rats, grenouillesn@neaux donnait a I'homme une
puissance de coit infinie pourvu qu’il ne touchas e sol »[93].

B.1.2 Chinois

La pharmacopée chinoise dont certains usages thérgpes persistent encore aujourd’hui,
employait dans le méme but que les indiens, duisEEthé de bouc. Pour les maladies de l'intestin,
elle préconisait des matiéres fécales desséchéds, fitente de poulet pour les ballonnements de
ventre, de la peau de couleuvre pour les paralysiedézoard de vache pour lesatarrhes
pulmonaires, du sang de cerf tiré de I'animal viyaour laphtisie, du sang d’ane de la méme facon
pour guérir la folie, du « N’'go-kia » colle de pedi&ne pour arréter diarrhée et crachement de
sang.

B.1.3 Hébreux

Les hébreux connaissaient I'usagefiél dans leophtalmies Tobie guérit la cécité de son
pére en frottant les yeux avec du fiel de pois€®i.usage est encore retrouvé en 1910 en Grece, a
Rome, chez les Arabes sud oranais.

B.1.4 Grecs anciens

La encore, on retrouve de nombreux remédes animaars I'lliade [119], Chiron Le
Centaure nourrissait Achille son éléve, de moadidéi@hs pour lui donner leur courage. Les temples
d'Esculape (dieu de la santé et de la médecir@mmandaient de la chair de vipére aux Iépreux.
Le tableau suivant donne un apercu de l'utilisatieri'opothérapie rapportée par les grecs anciens
(Tabl. 1).



Tableau 1.Opothérapie rapportée par quelques auteurs grecs anciens

Auteur

Remeédes animaux proposés

Hippocrate

Donna une longue liste de médicaments animaux d@atucoup se Sso
conservés jusqu’en 1900 :

-commediurétique : une infusion de miel et vin dmntharides dont il 6tait les

ailes et les pattes. Les cantharides sont utiliseel000 pour les néphrites.
-du fiel de taureau en suppositoire avec du mietred’engorgement intestinal

Arété

- inventa les cantharides en vésicatoire

-usa également deastoréum pour les maladies chroniques, de cervelle
vautour pour Epilepsie de chair de vipere poliéléphantiasis

- plongeait les pieds du malade dans le ventrererdtaud d’une chevre nour
d’iris pour guérir lagoutte.

Asclépiade
Pharmacien

Eut la gloire, vite partagée, de faire manger adesaenents animaux et humain
dans diverses maladies

Musa

Introduisit & Rome:

-la chair de vipére contre les ulcéres malins

-du sang encore chaud des gladiateurs pour llEeptgues
-du foie de pigeon frais et cru contre I'hépatite

-du foie de renard desséché poasthme

-des limacgons pilés avec leur coquille comme diaatt.

Andromaque,
médecin
de Néron

Inventa lathériaque avec la chair de vipere, médicament dont l'usagst
conserve longtemps.

Galien

Conseille du foie de loup en casjdanisse

Coelius
Aurélianus

Opposa hygiene et thérapeutique, s’insurgeant €datrtes ces matieres [...]
toutes si abominables » [93]

Pline I’Ancien

Trouva les remedes animaux plus efficaces que desiplantes et en relatait U
variété considérable:

-encore des foies de loup/belette dans les malddiésie

-cervelle de chameau/ane pour I'épilepsie

-poumon de renard, vautour, lievre, ours pour leslelrs du rein o
I'incontinence urinaire

-testicule (ours, hyéne, sanglier, cheval) en dagpdissance

-cendres d’excréments de chameau/sanglier/bouc |@®diarrhées

-présure de chevreau ou lievre cheval pour legitgsst

-cantharides pilées avec de la poix fondue cotatepécie

Quant aux serpents, Pline les pensait rangés @snatiributs du Dieu de

médecine car ils fournissaient des remédes précieux

D

2 de

re

ne

la

Les médecins grecs considéraient qu’un viscére massédait une spécificité propre contribuant a
rétablir 'organe malade correspondant. Pline eicBidine notamment, employaient les organes
selon cette loi de l'identité .Cette théorie medatdisation de testicules pour les impuissarts,

foie pour les troubles hépatiques, jusqu’a la déaocde « derriere de bceuf» a ceux affligés

d’hémorroides



B.1.5 Arabes

Avicennes, vers I'an 1000, conseillait aux nousides tétines de brebis/chevre cuites dans
leur lait et pour les douleurs articulaires, delifa dans laquelle un renard a cuit.

.B.2. Du Movyen Age alafin du 16 ™ siécle : I'opothérapie entre
tradition et médecine savante.

L'opothérapie était étudiée par I'Ecole de Salehait lieu de la médecine médiévale.
Cependant, le Moyen Age reste une époque d'igneranda tradition se perpétue. Les bourreaux
faisaient commerce fructueux des cadavres de siggliutilisés contre I'épilepsie eagoplexie
mais la majorité des remedes étaient d'origine alleim

Albert Le Grand (12" siécle) préchait toujours la loi de l'identité awm remede récurrent dans la
littérature médicale : le testicule de porc posrifepuissants.

Pour encore plus d'efficacitéquand on veut donner de 'amour, on cherche faaliqui est le
plus chaud a I'heure a laquelle il est le plusadgeux dans I'accouplement, parce que, pour lors,
il a le plus de force au combat amoureux ; ensoiteprend de lui la partie la plus propre a
I'amour. Si donc 'homme est peu puissant, il fautfaire manger des testicules de porc ; pour
faire concevoir la femme, il faut lui faire prendde la matiére de liévre fla vertu des animajix
Gilbert d’Angleterre prétendait faire expulser dafculs vésicaux en faisant boire du sang de jeune
bouc nourri avec des herbes diurétigues comme il pa dusaxifrage.

Mesué, arabe chrétien, préconisait a I'apothicdéreposséder dans sa pharmacopée 56 drogues
animales dont il établit la liste (foie de loup am@é A’ athanasiepour les maladies du foie...). Ses
formules passent dans la pharmacopée jusqu’a ladidinl6™ siécle. Mesué avait déja la
préoccupation de fournir un remede animal le phis possible, des poumons de renard, il disait
qu'ils devaient €tre bien sains, tirés de I'animal récemment tiléng faut pas que I'animal soit
mort de maladie de peur que le viscere ne fat iddmeéchante impression, ni ait péri de vieillesse,
car serait privé d'esprit » [93].

.B.3. La Renaissance, grande heure de I'opothérapie.

Jean Gaddesden, au début déMi&iecle rétablissait la mémoire avec du cceur degosl,
traitait leshémorragiesavec des excréments de porc et faisait tombeltdats avec de la graisse
de reinette.

Paracelse chercha ensuite a se mettre a I'abrpd@éfactions animales en tentant d'extraire la
quintessence des organes par des moyens chimidgoas est poison, rien n’existe sans poison et
I'ont doit, par conséquent, utiliser les poisondl employait surtout des remédes fantastigugs :
de vers de terre, mousse de crane de cadavregeset@ grenouille. La mumie était également
encore tres prisée.

Ambroise Paré, chirurgien et anatomiste francatgisait de "l'huile des petits chiens" pour
cautériser des plaies (chiots nouveaux nés boddiis de I'huile de lys avec des vers de terre et d
la térébenthing). L'usage de remédes issus de canidés était colrtoup a d'ailleurs été I'objet
d'un traité entier par Gabelchover sur son usageéstecine.

Jean de Renou, médecin d’'Henry IV suivait les cit;mske Mesué« il n'est pas malséant au
pharmacien d’en tenir dans sa boutique et partengdiment de la fiente de chevre, paon, pigeon, du
musc de civette sans compterdlbum graecungui correspond a de l'excrément de chien desséché.
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Du batracien aux mammifere, tout animal a un intérédical, il n'en est pas perdu une miette
comme le montre I'utilisation du hérisson : en @éoo ou réduit en cendres et bu pour empécher
les fuites urinaires, son foie desséché et puképsur les maladies rénales, tachexie

I hydropisie.

B.4. 17°™ au 18°™ siécle : opothérapie, abus et décadence

Dans tout le 17-18° on trouve les mémes pratiques sans grandes iatobfis pendant
que la science progresse...
Les essais opothérapiques continuérent. Ettmudlura avoir guéri une femme a demi morte d’'une
perte de sang rebelle a tout autre remede pargeisiente de chien en poudre.
Vers 1624 : Ducheson (sieur de la Violette) recomuait encore des dragées faites de poumon de
renard contre toutes les maladies du poumon. Rehawde, loup, hyéne seraient pour les gens
riches, veau et agneau suffisants pour les pau@egains pensaient encore que les animaux
sauvages étaient plus efficaces. Sans doute étlidtifficiles a se procurer, ce qui en faisatirle
valeur médicale?
Mme de Sévigné écrivait a sa fills1®" de la Fayette vient de prendre du bouillon de repgui lui
donne des forces a vue d'eidt d'elle méméj'ai pris 8 gouttes d'essence d'urine de viperarpo
mes vapeurs »[93].
Des poudres confectionnées par La Voisin étainédis a beaucoup de dames de qualité. Celle qui
devait aider Mme de Montespan a conserver I'amaurod contenait poussiere de taupe séchée,
sang de chauve-souris.
L’alchimiste David Planis Campy dit I'Edelph (1646)prit Paracelse en rapportant que : I'eau
distillée de sang était admirable contre les affestinternes et lpleurésie I'eau des crabes contre
les cancers, lI'eau de semence de grenouille clesttallures et érysipéle de la vessie de hareng
pour I'expulsion des urines.
“"Le sang des animaux bu tout chaud par un hommencomgue au buveur les fagons et les airs de
la béte : du sang d'ane, animal pesant et assou@iprés des oreilles guérit les maniaques les plu
dangereux, de la rapure de corne de taureau rapgedant le coit rend les gens vigoureux en
amour ou du sang et cerveau d'un moineau tué erengmmps. " [93]
Kirikirius dans son "Art Magnétigieformulait que les parties des animaux convienraumt
mémes parties que I'hnomme, par exemple : foiewl@denard pour les atteintes hépatiques.
Daniel Becker (1622) appliguait le méme principka belle et divine harmonie qui se trouve entre
les parties et par laquelle un membre est propsodlager le méme membre et les mémes parties,
prouve combien il est évident et certain qu'onttpieer de tres grands remedes du corps humain,
les choses semblables étant conservées par lenntslagles si véritablement que certaines parties
des bétes soulagent et guérissent les mémes pautissps de 'homme. »
Le bouillon de grenouilles eut I'honneur en 1791cdeduire a la découverte de la pile électrique.
Galvani en préparant un bouillon pour sa femme mbs@endant un orage les mouvements
électrigues des pattes de grenouilles gu'il awaidpes a un balcon de fer. Il chercha alors les loi
du phénoméne.
Enfin, en 1798, La Pharmacopée universelle de Lg{@B8B] signa I'apogée de l'opothérapie.

Inévitablement, avec les progres de la sciencenéxtecins étaient de plus en plus septiques
au sujet des médecines animales, plus bizarreficaoes. Aprés les abus, vint donc la décadence
de l'opothérapie. Les préparations organiquesffitiis a conserver, si répugnantes, aussi bien a
l'esprit qu'a l'estomac disparurent. Persistéramhnee remedes animaux, les cantharides, le
castoréum et les yeux d'écrevisse.
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Les remédes animaux furent oubliés pendant unesgohs le monde médical mais les traditions
populaires conservaient l'usage de certains[9]:

- Testicules de taureau difficiles a avoir car nexherchés par les gitans comme stimulant sexuel.
- Le sang artériel bu a I'abattoir pour ée&mies menstruations irréguliéreshlorose

- Un pigeon ouvert en deux, vivant, placé surfa tii malade dméningite.

- La thériaque, antipoison courant, utilisant entre autre de hairc de vipere séchée, devint
botanique puis chimique avec les progrés rapidda sieience.

.B.5. Période scientifique de I'opothérapie

B.5.1 La naissance de I'endocrinologie

Avec les découvertes physiologiques du™iSiécle et l'aveénement de la médecine
expérimentale sur les animaux, l'opothérapie efdres I'ere scientifique.
Claude Bernard découvrit les fonctions de glandetendlu foie et pose en 1867, le principe des
sécrétions internekelles qui sont versées dans le milieu organiquérieur” et externescelles
qui s'écoulent au dehorsle réle physiologique de ces sécrétions fut ragoavec les "diastases
glandulaires’, des synergies interglandulaires furent mises eiteédce. Les déficiences
pathologiques de ces sécrétions internes furems &@mdiées menant par exemple a I'emploi de
certains extraits digestifs tels que la pepsinecpatine, bile, huile de foie de morue...

Brown-Séquard succéda a Claude Bernard en 1878chdiae de médecine expérimentale, au
College de France. Il édifia lI'opothérapie en wablit corps de doctrine en reprenant dans les
"mémes termes et avec une conception aussi siengkst choses, ce qu'avaient, a I'envi, proclamé
tous les peuples ancienfd’aprés Carnot [93]). Il annonga en juin 188%re'énjecté sous la peau
un extrait agueux de testicules broyés de chiele @chon d’'Inde. Il affirma que ces injections lui
avaient rendu ses forces physiques et ses capagpitéd’'age avait atténuées. Il concéda toutefois
que cette méthode n'en était qu'a ses premieratlaatients. Il explora la pathologie endocrinienne
pendant plusieurs dizaines d’années, suivi paodebneux chercheurs.

En 1905, la revue Lancet publia I'article de Bagy/lk Starling [190] qui créent le terme «hormone»,
du grec hormaodpudm, qui signifie «je reléve» ou «j'excite»), pour ihéf des substances
chimiques telles que la sécrétine, qui sont capalileans des quantités extrémement faibles, de
stimuler des organes a distance. Ces hormonesittaiksées pour leur action homostimulatrice si
aucun déficit de la glande correspondante n'ébséve et si I'expérimentation avait démontré une
efficacité particuliére : extrait hypophysaire pées hémoptysies Les hormones étaient également
utilisées pour leurs actions freinatrices : extosarien dans I'hyperthyroidisme ou pour empécher
les infections ovariennes.

Les travaux se multipliérent dans tous les pagadbcrinologie s'affirma comme une des sections
les plus importantes de la médecine, d'autres ipgacactifs comme l'adrénaline, la thyroidine et
I'insuline furent découverts.

Physiologistes, médecins, chimistes cherchaientbt&no des produits purs d'une efficacité
maximum, ils veulaient isoler le principe actifletreconstituer synthétiquement. Schiff compara
les effets de la tyroidine avec les extraits thyimis mais les extraits complets étaient parfais pl
efficaces que le produit chimique.

1 Diastases glandulaires : (vieux) substance orgamnigiiaccélére une réaction biochimique.
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B.5.2 Essor de I'opothérapie et organisation de laliere des matieres
premieres

Carnot s'éleva contre les abus et fantaisies drélliode en déclarant qu'dge remet a
absorber toutes sortes d'organes au hasard et shwaxgec les mémes exces que jafdS]. Dans
l'ordre de fréquence d'emploi, voici quelques edemg'extraits utilisés [93,138] : ovaire, thyrgide
surrénales, hypophyse, foie, pancréas, fcetus, astomtestin, bile, rate, moelle osseuse, nceud
lymphatique. Les testicules, premiers a avoir é@leyés étaient peu a peu abandonnés. D'autres
extraits existaient mais étaient plus raremenisésl en France : thymus, mamelle, placenta, tissu
nerveux, poumon, rein, prostate, parotide, derrmecarps ciliaire de boeuf.

Ce nouvel essor de l'opothérapie, augmenta gramddendemande en matiére premiere. La récolte
des organes et des substances était difficile mtaddait du personnel formé, engendrant une
mutation profonde du réseau. Au départ les orgateent prélevés par le tueur; aussi, des erreurs
anatomiques étaient possibles. Celui-ci en aitiér bénéfice en les revendant au ramasseur du
laboratoire. Puis, les tripiers de gros s'assutéeemonopole.

Des conditions de conservations douteuses étasgortées avant 1914-1918. En effet, la
demande était supérieure a l'offre ; on importa@éhma de I'Europe, les organes attendaient donc
enchéres et tractations, conservés quelque fois pa@a toujours dans de la glace, livrés dans des
poubelles ou boites en fer blanc. Les organes delpgoids étaient conservés dans de l'alcool (qui
sert jusqu'a épuisement) pour attendre un nombfisamt [9]. "En réalité les procédés actuels de
récolte des organes animaux aux abattoirs congtitue véritable sabotagd35]. L'hygiene et les
conditions de récolte et de conservation jusqsdiaissées de coté, devinrent des préoccupations
centrales. L'animal a prélever devait avoir ét@aase et déclaré sain. Il fallait éviter la putodian

des organes a l'origine de nombreuses intoxicatibasnombreuses méthodes étaient proposées :
stérilisation par la chaleur, emploi d'antiseptg¢acide chlorhydrique), filtration [9]. Des atetie
spécifiques se développérent dans certains alsattoir

B.5.3 Isolement des principes actifs

Deux phases se succéderent alors [182],

- une premiere, correspondant aux années 1900-1f2ant laquelle le concept d’hormone se
précisa avec l'inventaire et la description détailtles effets que ces substances produisent,

- une seconde, entre 1923 et 1935, au cours dellages hormones furent d’abord isolées
chimiquement, puis fabriquées par synthése.

Le retentissement de ces succes scientifiquesohidérable et donna naissance a une spécialité
médicale nouvelle, I'«endocrinologie», mot datast 1012. En 1924, Courrier réussit a isoler I
«hormone ovarienne» ou «folliculine». Mais, en 19Zbrner et Willard Myron Allen en
découvrirent une autre, la "progestine"” (progestgyroObtenir la folliculine et la progestine adtét
cristallisé devint I'objectif des chimistes dans kEnnées trente. En 1932, Girard extrayait un
kilogramme d'cestrone cristallisée a partir de sgpits tonnes d’urines de juments. Butenandt
réussit, en 1934, a isoler I'hnormone du corps jaendraitant six cents kilos d'ovaires de trugest

50 000 animaux, il en avait extrait 12 milligramnues«progestine» cristallisée.

Pour se libérer du facteur limitant animal et péliminer le risque viral, on chercha a synthétiser
toutes les nouvelles hormones découvertes. En 49B8&rait le premier cestrogene artificiel le trop
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célébre diéthylstilboestrol

Par génie génétique, dans les années 1990, delesaele mammiferes en culture (hamsters)
furent rendues capables, apres transfection, déhéyser de la FSH, de la LH, de I'hCG
recombinantes. En thérapeutique, ces hormones IlExoat paru présenter des vertus incroyables
comme la capacité de guérir la schizophrénie, leypio de rajeunir les personnes ageées.

L'industrie, a la fin du siécle, a ensuite commalisé de nombreuses hormones recombinantes et
I'officine de I'endocrinologie devient indépendarte I'animal.

2 Diéthylstilboestrol : Distilbéne® responsable ngid est absorbé par une femme enceinte, de madfions de
l'appareil génital et de cancers vaginaux si leioest une fille.
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DEUXIEME PARTIE :

L'ANIMAL ENTIER COMME
MEDICAMENT

Utilisons-nous encore aujourd’hui I'animal-médicatn@ Nous verrons que sangsues et
asticots sont encore d’'usage. Abeilles, vers pamast poissons, méritent également que nous nous
y intéressions pour que le tour d’horizon actudl samplet.

15



A La sangsue-thérapie

La sangsue est utilisée depuis la plus haute atitjoglle a connu des moments de gloire
puis de désuétude pour finalement redevenir I'odjehe pratique courante aujourd’hui. Nous

allons suivre son parcours historiqgue et nous esgar ensuite a ses caractéristiques et son
utilisation actuelle.

A.1. Histoire de l'utilisation de la sangsue. [175, 231,318]

Figure 1. Femme s’appliquant des
sangsues, jarre de sangsue

F'T‘-‘ e e e

S&Jrce : Bossche, Guillaume van den,
Bruxellas, Typis Joannis Mommarti, 1639
Historia medica, in qua libris IV

L'utilisation des sangsues, en médecine (Fig.1 )etr@monte jusqu’a la 8 dynastie
égyptienne (1567-1308 avant J.-C.). Sa premieréra@te, écrite du second siecle avant J.-C.,
relate de son utilisation lors de morsures venimgublentionnée également dans le Sanscrit, la
littérature perse et arabe, elle reste sujette lanpque dans la société gréco-romaine. Pline
I’Ancien la préconise dans le traitement gddebites et des hémorroides. Utilisée volontiers par
I'école méthodiste, elle est généralisée par Aviesnpour éliminer du corps les substances
antipathiques et ainsi restaurer la balance deardetirs (sang, phlegme, bile jaune, bile noire)
altérée par la maladie.

Figure 2.
Lancette

Au Moyen-age, les utilisations de I'application sEngsue se multiplient puis
déclinent ensuite a la faveur de la pratique dealgnée avec Imncette (Fig.

2) du barbier chirurgien.

C’est a la Révolution que la pratique de phlébotsngt de saignées avec les
sangsues reprend en raison du manque de chirurgiens

© Parks Canada
2009 Au 19éme siécle, les sangsues ont la faveur deeamsddont le célebre

Dictionnaire . . . Z . . . .
descriptif et visuel. chirurgien en chef de I'armée de Napoléon, Franfmégph-Victor Broussais
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(Fig. 3) qui contribue a favoriser directement owdiiectement I'emploi des sangsues. Ses
souscriptions se limitaient a la saignée ou aétedi il suivait a la lettre la doctrine physiolgge :

« Toute maladie étant une hyperstimulation, le glogvent une inflammation de I'estomac, il faut
la combattre par des mesures anti-inflammatoiresangiphlogistiques », par I'application de
sangsues, de préférence sur I'abdomen et par uste diricte » On en prescrivait alors plusieurs
millions chaque année pour soigner [@saryngites, les problemes ophtalmiques, l'obésite, les
désordres mentaux...

Surnommeé par ses adversaires « le vampire de lagim&d», on lui attribua a tort ou a raison de
nombreux « assassinats meédicaux » notamment cellCasimir Perier, mort en mai 1832 du
choléra... aidé par les saignées.

Figure 4. Lithographie montrant la
sangsue thérapie chez un patient

Figure 3. F.-J. -V. Broussais

1 T

A -
Dr rarerscee.

* Source : Date inconnue. National Library of Mediin
Gravure ancienne Disponible sur le site de Bethesda, Maryland
Wilkipédia [en ligne] Source : Encyclopeedia Britannica. 2009. Leeching.
http://www.fr.wikipedia.org/(page consultée Site de Encyclopaedia Britannica [en ligne]
le 12 novemhre 200 <http://www.britannica.com/EBchecked/topic/75013%/

leeching> (page consultée le 3 novembre 2009)

L’engouement pour les sangsues épuise vite lesvessérancaises et celles des pays voisins, les
marais sont dépeuplés par une péche abusive dsussngntre 1820 et 1840. Le commerce de la
sangsue s’organise, prélevée en eau douce ou etleeaer, elle est importée de Hongrie, Grece,
Turquie. Les plus recherchées sont celles de Terwee, du golfe de Guinée, des eaux chiliennes.
Avec le transport, la mortalité est élevée, lex flambent. Ce commerce florissant conduit au
développement d’élevages de sangsues mais aussiteothperies. Vendues au poids, les sangsues
n'avaient pas le tube digestif vide, des fraudéessendaient déja a moitié gorgées de sang.

Les hbpitaux parisiens utilisent a eux seuls plua dillion de sangsues par an.

On a di reconnaitre que l'usage des sangsuestrfmmies effets escomptés... surtout face aux
épidémies de choléra. Pasteur et I'avenement asepsie achevérent I'engouement pour les
sangsues, celles-ci apparaissant comme de graotsikede germes.

Au XXeme siéecle, les sangsues disparaissent diene, mais ne disparaissent pas de

la thérapeutique. En 1920, 'engouement renaie sl travaux menés en France sur le traitement
desthromboseset phlébites. C’est a cette époque que le Dr HBwtrenberg publie &he Leech
Therapy» qui reste encore une référence aujourd’hui. llridldes effets locaux et généraux de
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I'application des sangsues dans les troubles vaises! La sangsue doit ce renouvellement d’intérét
a ses propriétés anticoagulantes. Cependant landéde de I'héparine par Mac Lean en 1916 finit
par inverser une nouvelle fois la tendance.

Des 1884, Haycraft découvréifudine et son pouvoir anti-coagulant. Cette découvestoeiée

au développement de la microchirurgie, remet laysae d’actualité. En effet, certains voient dans
la sangsue une solution aux problemes de stase ebmgestion lors de greffe. En 1960, les
chirurgiens Derganc et Zdravic sont les pionniansptiénomene, ils publient un article dans le
« British Journal of Plastic Surgery » sur les asgas d'utilisation de sangsues dans la technique
de transplantation cutanée par rotation de lamideais.le Dr Roy Sawyer, scientifique américain,
contribue a I'essor de cette thérapie en créarPays de Galles la premiere ferme d’élevage de
sangsues a rayonnement mondial.

En France, c’est le Professeur Baudet, spécialistia chirurgie plastigue au C.H.U. de Bordeaux
qui initie l'utilisation des sangsues en chirurgéparatrice. Il est le premier en 1972 a les eatilis
pour la réimplantation des doigts.

A.2. Biologie de la sangsue.

Les sangsues appartiennent a 'embranchement dedides et forment la classe des
hirudinées. Elles sont souvent ectoparasites debes.

Morphologie
Les sangsues sont des vers segmentés, hermaphmalieant méle et devenant femelle. Elles
possedent 2 ventouses (Fig.5), une antérieureegbastérieure. La premiere, de petite taille,
correspond a la bouche et fonctionne comme un erdarsuccion; la seconde sert uniquement a
I'ancrage et au déplacement.

Figure 5. Anatomie d’ Hirudo medicinalis

European medicinal leech 'l ! 'r_ :
( Hirude medicinalis) (W4,  head
1 1
characteristic S L Sa“'u'ary
incision calls
mouth parts aws
ridge of teeth
crop
blood- | ead salivary
w (bloo : ;
2 storage | Sucker (L ductules
£ arga b | .
E gan) A B salivary
S il ! cells
g - k)
~ intestine il
11 5
/raclum I H:
A
anus il
/ ) LAY

posterior
sucker

£ 1999 Encyclopedia Britannica, Inc.

© Source : Encyclopeedia Britannica. 2009. Leech8ig de Encyclopaedia Britannifen ligne]
<http://www.britannica.com/EBchecked/topic/750132lEag> (page consultée le 3 novembre 2009)
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Le genreHirudo a bénéficié d'études approfondies du fait ddisation médicale ‘tHirudo
medicinalis.Cette espece appartenant a I'ordre des Gnathdbdualis se distingue notamment par
un pharynx armé de trois machoires dentées [2iE)Jdo medicinalis mesure environ 12 cm de
long une fois gorgée et peut se contracter, réduda2/3 sa taille [231]. De la méme maniére, son
diamétre varie de 6 a 7 mm en fonction de la datéetnier repas.

Reproduction

La sangsue se reproduit un fois par an du printgugogi'en été. Elle pond 1 a 9 mois plus
tard, des cocons qui vont éclore sous 6 a 8 semdiaesangsue a une espérance de vie de 12 a 20
ans avec une croissance lente qui se termine dwbduans.

Répartition géographique

Il n'y a pas d'endroit au monde qui n'ait été cgdmar les sangsues, eaux douces (grande
majorité) ou marines, sangsues terrestres ou tggle, méme les installations sanitaires sont
parfois concernées... L'Europe et 'Amérique dudNasmptabilisent la plus forte populatio.
medicinalisest une espéce en voie de disparition (convem®lVashington) depuis 1981, on la
retrouve en France dans des étangs vaseux ave@gégtion abondante (Photo 1), en Normandie
et en Camargue.

Photo 1. Hirudo medicinalis dans son milieu
J % s uiP ¥

T e . * | N

e ol e
© Source : Ricarimpex. La sangsue. Site de Ricaimpglevage de sangsues [en lighttp://www.sangsue-
medicinale.com/default.ph{page consultée le 28juillet 2009)

Alimentation

Les sangsues se nourrissent trés rarement et g'apriains auteurs, elles peuvent vivre 200
jours sans manger [231H. medicinalisest réputée exclusivemehématophage mais les tres
jeunes sangsues médicinales mangent des larvegalés, de méme les sangsues soumises au
jeline peuvent se nourrir sur des lombrics et desogilles.
Les sangsues affamées restent a la surface deet'@mgent aussitét dans la direction d'une source
de vibration. De plus, la recherche de nourrituréaemorsure sont stimulées par la température
corporelle des mammiferes et la présence de sodiuiiarginine dans le sang. De puissants
muscles actionnent leurs machoires créant ainsingigon en Y (Fig. 5) par laquelle est injectée
une salive riche en produits actifs. Les substasabgaires agissent sur 'incision elle-méme et su
I'aspiration de sang par le maintien d’'un flux dams. Elles comprennent un anesthésique local
(supposé), un vasodilatateur, de la hyaluroniddséda collagénase, des inhibiteurs de I'agrégation
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plaquettaire et de la coagulation. Au cours d'ymass la sangsue reste en place 20 a 40 min. Elle
préleve 5-15 ml de sang soit 5 a 10 fois son poeElsui constitue un repas pour une année entiere.
La sangsue se détache d'elle-méme de son hoteisnegleine ».

Le sang prélevé est déshydraté puis digéré damestin par la flore commensaleseudomonas
hiridinis et Aeromonas hydrophi)a pendant plus de trois mois, période durant Ibgua sangsue

ne mordra plus [231,245]. Aucune enzyme digestiaeété identifiée pour l'instant chélirudo
medicinalis.

Apres s'étre détachée, la sangsue s'écarte powergagiond de I'eau et se protéger sous une roche.
Le cycle alimentaire de la sangsue est une sucredsiphases de faim et de satiété.

.A.3. Composition de la salive d’'Hirudo medicinalis
[76,231,245,319]

H. medicinalisest la sangsue la plus étudiée parmi 650 espé&csamfjsues, chaque espece
possédant un arsenal enzymatique diversifié, emorapavec les différents comportements
alimentaires. Les effets thérapeutiques de la sengeposent sur I'effet lié a la saignée mais aussi
sur I'action de la salive. La salive de la sangsstd’objet de nombreuses recherches, ses molécules
et propriétés sont peu a peu précisées. Voici ehdpercu de ses propriétes.

A.3.1 Inhibition de I'agrégation plaguettaire

Dans le plasma, les plaquettes peuvent s’agrégerisofluence de nombreuses substances,
telles 'ADP, I'épinéphrine, la thrombine et tmllagéne La salive de sangsue contient plusieurs
substances facilitant I'écoulement de sang, noverpour I'animal.

Hirudine

La morsure de sangsue doit son effet anticoagaldthirudine. Découverte par Haycraft en 1884,
I'hirudine était employée au cours des transfussamguines en 1915 [175].

Elle fOt I'objet de nombreuses recherches et gsuadihui produite par génie génétique [113]. Elle
est utilisée dans leerombosesveineuses chez les patients développanthmenbopénie induite
par I'héparine.

L'hirudine est un inhibiteur trés spécifique deéheombine, avec une affinité beaucoup plus élevée
que le substrat naturel, fdrinogene. Le mécanisme d'action de I'hirudine comme ardigotant
commence seulement & étre compris (Fig.6).

Le substrat pour la fixation de I'hirudine estiaombine, qui est une enzyme protéolytique, qui,
par activation (par le facteur X activé) a partr s forme zymogéne, la prothrombine, coupe le
fibrinogéene dans le flux circulatoire pour le trioreer en fibrine qui est nécessaire a la formation
du caillot de sang.

Elle agit également sur le facteur Xa qui catalgseonversion de la prothrombine en thrombine.
Elle accélére fortement le relargage du facteuaXeartir de cellulegndothéliales Le facteur Xa
passe donc en solution danglasmaou il est soumis a I'action de ses inhibiteurs.
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Figure 6. Effets de PPhirudine par rapport a ’héparine, sur la cascade de coagulation
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L’héparine inhibe la conversion de la prothrombine en thrombine ainsi que I'activité de la thrombine par I'anti-
thrombine III (AT-IIl). L’hirudine a un effet inhibiteur direct sur la thrombine et pourrait avoir une activité

contre le facteur X activé.
Source : Whitaker I.S.,, Cheung C.K., Chahal C.AXArpo R.0.S., Gulati A., Foo I.T.H. By what mechando leeches help to
salvage ischaemic tissues? A review. British Jouofi@ral and Maxillofacial Surgery (2005) 43, 155661

L’hirudine est dégradée apres environ 15 minutessajue le saignement persiste plusieurs heures.
Ce saignement serait attribué a une inhibition fdestions plaquettaires par les molécules qui
suivent.

La caline

Cette protéine interfére directement sur l'inte@tplaquette-collagene mais aussi sur la liaison
facteur de Willebrand et du collagene. Ces 2 effets pourraient contribuahiber I'adhésion
plaquettaire.

L'apyrase
Il s’agit d’un phosphohydrolase qui réalise I'hylyse de I'ATP et de 'ADP. C’est un puissant
anti-agrégant plaquettaire.

La collagénase

Cette enzyme clive la chaine du collagéne. Or llegéne intervient dans I'activation de
I'agrégation plaquettaire.

Une prostaglandine

Ce compose agit comme la prostacycline et ses@unedoet intervient sur I'agrégation plaguettaire
en empéchant I'attachement et la diffusion desygtgs sur le collagéne et en activant I'adényl-
cyclase des membranes plaguettaires, généranua@snolécule anti-agrégante.
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Toutes ces substances contribuent a I'effet argideat de la salive #lirudo medicinalis
(Fig.7)

Figure 7 Intervention des molécules de la salive d’Hirudo médicinalis sur les
mécanismes de coagulation
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(A) Interaction entredes plagugttes et le collagene, Iésion de la par eaux exposeée au collagene,
entrainant une adhésion plaquettaire dépendante des récepteurs membranaires plaquetteaires. Aprées
adhésion, la synthése de prostaglandine est stimulée, induisant le déwversement du contenu (ADP,
sérotonine et autres facteurs) des granules cytoplasmique. La sérotonine provoque une vasoconstriction
locale pendant que I'ADP stimule I'agrégation plaquettaire et la formation du clou plaquettaire (B et C).

Les wies de coagulation sont stimulées, menant a la formation de fibrine qui stabilise le clou plaquettaire.
Source : Whitaker 1.S.,, Cheung C.K., Chahal C.AA., K®.S., Gulati A., Foo |.T.H. By what mechanisnfedohes help to
salvage ischaemic tissues? A review. British Jouoh@ral and Maxillofacial Surgery (2005) 43, 155601

A.3.2 Les inhibiteurs de protéase

La bdelline

Cette enzyme est un inhibiteur de la trypsine daddymotrypsine. Son action s’oppose a l'action
de I'hirudine au niveau de la coagulation sanguinen existe 2 types, la bdelline A et la bdelline
B.
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L’égline
C’est un inhibiteur de protéinases lysosomialdsaetériennes, libérées lors de certains processus

inflammatoires (exemples : chymotrypsine et élaspasduites par les neutrophiles humains,
cathepsine G et autres enzymes fabriquées parderalgcytes humains).

Cette enzyme peut jouer un role préventif @éephyseme pulmonaire En effet, I'équilibre
élastase/antiélastase joue un rdle critique damaietien de l'intégrité des structures alvéolaires
pulmonaires humaines.

L’anti-kallikréine
Il s’agit d’un inhibiteur des facteurs de coaguatgue sont la kallikréine et le facteur Xlla qui
jouent un réle dans le processus intrinséque dgutaigon.

A.3.3 Les protéases

La déstabilase

Elle agit comme une isopeptidase c'est-a-dire lgufrmet de liquéfier la fibrine soluble en lysant
les liaisons:-(y glutamyl)-lysine de la fibrine stabilisée par &teur Xllla en présence de®Ca
Cette enzyme confére donc aux sangsues la capadyser les caillots, il ne s’agit donc plus
uniquement d’un processus anticoagulant mais déltation fibrinolytique.

Les lipase et estérase

Les sécrétions salivairesHirudo medicinalissont douées d’un pouvoir lipolytique pour digdeer
sang ingéré. Deux enzymes sont responsables dgekstidn lipidique : une lipase et une
cholestérol-estérase.

La hyaluronidase

L’extrait de sangsue présente un facteur de ddfudi’enzyme responsable de cette activité est une
endof-glucuronidase stricte avec pour seul substratdéabyaluronique. Cette enzyme, la
hyaluronidase, dégrade 'acide hyaluronique augamgrginsi la diffusion de tous les principes

actifs inoculés par la morsure de I'annélide.

Une substance vasodilatatrice
C’est une substance similaire a I'histamine quadaum réle vasodilatateur lors de la succion.

Une substance anesthésiante
La morsure de sangsue étant quasiment indolom sogigere la présence de molécules
anesthésiantes mais cela n’a pas été démontré.
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A.4. Indications de la sangsue aujourd’hui [19,232]

Aujourd’hui, des préparations a base d’extrait degsues existent sur le marché comme
Hirucreme® [175], qui se recommande pour les affest veineusesyarices, ecchymoses
hémorroides... L’hirudine n’est aujourd’hui produijee par génie génétique. L’héparine gardant la
plus belle part, I'hirudine ne posséde a ce jouurguindication, la prévention des thromboses
veineuses profondes aprées chirurgie orthopédiqugrammeée.

Reste enfin l'usage fréquent de la sangsue théragiréralement réservé aux hoépitaux, par
I'intermédiaire des services de chirurgie plastigtgraumatologique.

A.4.1 Sangsues et chirurgie

Chaque année des milliers de patients subissentréingplantation d’organes ou de
membres perdus lors d’accidents. La microchirusgié sans peine suturer bout a bout les artéres
lésées, mais la réanastomose du réseau veineuxXradie est beaucoup plus difficile. Le flux
sanguin afférent est rétablit alors que la ciréofatretour n’est pas assurée. Le sang s’accumule
alors, entrainant la congestion du greffon quitcisa mal. La compression des tissus par la masse
sanguine conduit a un défaut d’oxygénation desigispuis a un@écroselocale. Dans ce cas, le
recours aux sangsues est conseillé. La sangsuebablgosang qui s’accumule au niveau de la
greffe faute de retour et permet ainsi d’éviteddtachement de la greffe par hyperpression.

La principale indication est donc la présence € 'ursuffisance veineuse dont voici les criteres de
diagnose :

Observation de la couleur cutanée : bleuatre onétre.

Un temps de remplissage capillaire court.

Réponse a la piglre : écoulement rapide d’'un sampie.
Historique de trouble de retour veineux.

Présence éventuelleoetlemedont la taille augmente rapidement.

+ &+ 4+
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L’application des sangsues permet de sauvegardeis$eis dont |'état veineux est médiocre, alors
gue la vascularisation artérielle est efficace [L&8ace a cette technique, 60% des transplantation

digitales sont ainsi réussies [169].

L’application précoce de sangsues améliore la iteuses greffes de tissus dont la prise est
compromise par une mauvaise vascularisation. Bgligour des chirurgies plastiques ou
reconstructives maxillo-faciales [226], des doi¢#!,69,107,168,264,300], du nez (Photo 2)
[192,260], des lévres [311], des oreilles (Photd3%®,131,293], des seins [102], des lambeaux

cutanés [37] et méme du pénis [189].

Photo 2Sangsue thérapie : un cas d avulsion nasale
traitée au Thomas Jefferson University emergency department

3

(1) Avulsion traumatique d’'une narine aprés morsure humaine durant une altercation, le tissu amputé
contient une microvascularisation qui ne peut étre anastomosée chirurgicalement.

(2) Le tissu nasal amputé est greffé, une congestion vasculaire apparait aussitot.

(3) Des sangsues sont immédiatement appliquées

Source : Peter Seymour, Ron Winokur, Greg Artz, dhiPribitkin: Successful Non-Microvascular Nasg Replantation
After Traumatic AvulsionThe Internet Journal of Plastic Surge2906. Volume 2 Number

Aprés 4 a 5 jours de saignements minimes dus alitgion de sangsues, une néo-vascularisation
apparait et remplace les vaisseaux lésés. Lenmaitedure trois a sept jours jusqu’a I'apparitien d
nouveaux vaisseaux et le rétablissement d’'unelaiion fonctionnelle, donc d’'une peau rose. La
simple fonction d’anticoagulant n’est pas la seekgponsable de ce résultat. Des essais d’injection
d’héparine dans des micro-perforations intentidiesede sont révélés inefficaces. Un tel résultat es
dd a l'action combinée des constituants salivaile$a sangsue. On sait que grace a la collagénase
et la hyaluronidase salivaire, il y a lyse desuiset instauration d’une circulation capillaire,
maintenue par injection d’anticoagulants, d’agami$-agrégants et de substances vasodilatatrices.
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Photo 3 Sangsue thérapie : un cas d’avulsion auriculaire

AL

1) Lacération avulsive e
i:o)m léte de 10 cm s'étendant (3) Sangsues_admlnlstrees
e Iappartie A IdJet{X fois par jour sur la zone
postérieure : du méat auditif & e
I'helix, avec une rétraction
postérieur de 'oreille de son lit

(2) Congestion veineuse,
tissus oedémateux et sombres

.....

(4) Apparence de l'oreille apres

(5)
traitement par les sangsues patient n'a pas de déficience

sensorielle et I'oreille montre une
revascularisation compléte

Source : Hullett, Spinnato, and Ziccard!. Adjunctive Leech Therapy to Treat Far Laceration. J Oral Maxillofac
Surg 2007
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A.4.2 Sangsues et phlébite et varice

Les varices compliquées d’'cedeme atlcBres posent un véritable probleme quant a leur
traitement. Des chercheurs indiens ont mené undeétui évalue l'efficacité des sangsues
médicinales pour aider a la décongestion veineus résorption des cedemes, a la disparition de
I'hnyperpigmentation et a la guérison des ulceraguaux [15]. Vingt patients souffrant de varices
se sont vu appliquer des sangsues sur la zone situsd’ulcére variqueux. Tous les ulceres ont été
guéris, 95% des patients montraient une réducteofiaire de I'cedéme et 75% des patients une
diminution de I'hyperpigmentation. De plus, la camgson de la pO2 du sang prélevé par la
sangsue et celui du sang veineux des patients enqo& la sangsue préleve préférentiellement du
sang veineux et aide donc ainsi & la guérison ldésas.

A.4.3 Sangsues et congestion localisée avec semi atagon [300]

Lors d’'uneavulsion digitée due au port d’'une bague, I'extrémité digddee met a gonfler, bleuir
puis noircir (Photo 4). Le principe est identiqueedui du mauvais retour veineux pour les greffes.
L’application réguliere d’'une sangsue toutes lés & heures pendant 8 jours rétablit la circulation
sanguine, ce qui permet d’envisager une greffe edri@prés 3 semaines (pas systématiquement
nécessaire).

Photo 4 Utilisation de sangsue lors d’un cas d’avulsion digitée due a une bague

(A) Patient vu 3 jours aprés le début des
symptémes, noter la cyanose marquée, une
insuffisance veineuse évidente.

(B) Doigte traumatisé aprées 4 jours d’application
de sangsues.

(C) Vue dorsale a 17 mois de suivi, la fleche
montre le site de traumatisme.

(D) Vue palmaire a 17 mois de suivi, la fleche
montre le site de traumatisme. Noter I'excellente
cicatrisation par seconde intention (la déviation
radiale légére du doigt traumatisé est une
déformation antérieure au traumatisme, présente
également sur le majeur)

Source :Tuncali D, Terzioglu A, Cigsar B, Aslan G. The ahf medical leeches in the treatment of classrihg
avulsion injuries: Report of 2 cases. J Hand Sukgn] 2004;29:943-946
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A.4.4 Hématome/congestion veineuse [162]

L'utilisation de sangsues permet une réductionlécéé et plus efficace d’ummatome

Le sang est drainé par la morsure apres actioa salive. En effet, I'hirudine a un effet

antithrombotique et la hyaluronidase, enzyme muwmplg, favorise sa diffusion. Les sangsues sont

efficaces pour prévenir I'extension des hématonaes dies régions critiques [183].

Les sangsues ont été utilisées avec succes danagdenent d’'un patient soufrant d’'une

compression du nerf due a un hématome de I'ava#t-ii8 sangsues ont été placées et ont préleveé

environ 145 ml de sang [115]. Des résultats passtifnt ressentis au bout de 24 heures et les
symptémes avaient pratiguement disparu le lenderaatun autre traitement (en particulier

chirurgical) n’a été nécessaire. Un autre exemglieapporté pour un hématome sublingual [162]
(Photo 5) ou encore pour un hématome du scrotuin [96

Fhoto 5 Utilisation de sangsue pour résorber un hematome :
cas d’'un hematome sublingual

(3) Hématomszjbinual apré:-:: 4Eh_'
de sangsue-thérapie

: (4) hématome sbl'fngua'lf aprées une
semaine de sangsue-thérapie

Source : Lee N [, Packiti N.S. Treatment of a Sublingual Hematoma With Medicinal
Leaches: Report of Case. J Oral Maxillofac Surg 1996:54(1).:101-103
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A.4.5 Sangsues et douleur chronique

Quelques études ont été menées sur l'utilisatiosatgsues pour diminuer la douleur dans les
ostéoarthrites du genou [186] et du poignet [188]. Pour le traikat, des sangsues sont disposées
en zone périarticulaire et plus particulierementles endroits les plus douloureux a la palpation.
La sangsue thérapie, comparée a un traitemeniguasaurait des effets antalgiques plus puissants
et plus persistants. Les auteurs ont suggéré cueeffets obtenus étaient dus a I'activation
nociceptive de contre irritation, aux anticoaguaiiux anti-inflammatoires et a la hyaluronidase de
la salive. Il est difficile d’évaluer I'effet plabe dans ce traitement inhabituel et le nhombre de
personnes traitées reste faible. Par exempledgétle Michalseret al. [186] a été menée sur 16
patients souffrants drthrose du genou : 10 regurent 4 sangsues pendant 80 unile genou, 6
autres eurent un traitement conventionnel. Lesepti traités par les sangsues ont eu une
diminution de la douleur en moins de 24h et 4 seasaplus tard, I'effet positif du traitement se
faisait encore ressentir.

Des études de plus grande envergure sont nécaspaireen évaluer 'efficacité.

A.4.6 L’application de sangsues en pratique [19,76]

Dans l'esprit des gens, la sangsue reste un éisélau Il peut étre repoussant et effrayant
de se voir appliquer ce ver gluant a méme la peaw @n subir la morsure. Le protocole doit étre
clairement expliqué au patient. Il doit étre ragssur I'absence de douleur.

Le déroulement de la séance est répété avec lui emppelant que 'objectif est de laisser le sang
couler (ce qui n'est pas simple a faire accepter).

Une fois l'indication vérifiée et le nombre de sangs déterminé, l'infirmiére se charge de la pose
des sangsues.

La zone d’application est désinfectée ave@ntiseptique puis
Photo 6Application de sangsue | rincée soigneusement au sérum physiologique, legssas
¢ étant trés sensibles aux odeurs. Un trou de 1métre est
réalisé avec des ciseaux dans une compresse higeidjii
servira de « guide a sangsue ». Manipulée avegalgs, elle
est sortie de son bac et appliquée sur la peaida B'une pince
inerme ou d’un guide (Photo 6). La téte est présentéeiaau
de l'orifice de la compresse, si I'animal ne veag mordre, une
petite piglre faisant sourdre une goutte de sahg@rasiquée.
L'attachement est en général rapide. Dés que fegsgas sont
gorgées de sang, elles tombent spontanément.tliéfater de
les arracher sous peine d’occasionner de pehitsgmons La
sangsue reste attachée en moyenne 30 a 60 miSulestepas
Source : Ricarimpex. Les applications | gt hegqucoup plus court, c'est signe d'insuffisartéeielle, il ne
médicales. Site de Ricarimpex - élevage de L. . o
sangsues [en ligndittp:/www.sangsue- | faut donc pas insister et proposer une chirurdiiatie.
medicinale.com/default.phjpage Des compresses sont placées tout autour de la plaie
consultée le 28juillet 2009) contenir le saignement, il faut ensuite retireruti@gement les

caillots sanguins qui se forment toutes les 20 tesmyendant
les premieres heures. |l faut également estimeg¢ganse du tissu au traitement et vérifier qu'une
infection locale ne se développe pas.
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Les sangsues sont appliquées 1 a 2 fois par jegujau rétablissement de la circulation capillaire
travers la lIésion pangiogénésesoit 4 a 5 jours environ.

Les sangsues utilisées sont détruites afin de siéfpa réutilisées sur un second patient et daaisq
une contamination (VIH...).

Jamais exposées directement aux rayons du sdlefl,sont conservées dans des récipients fermés,
percés de petits trous. Elles baignent dans de Lkstillée ayant une osmolarité adaptée, la
température optimale se situe entre 5-7°C et nepis dépasser 15°C. Les salles dédiées a la
sangsue thérapie ne doivent donc pas étre surélesuff

A.5. Contre indications effets indésirables [19,232 ]

L'utilisation des sangsues est contre-indiquée dbgzpatients sous anticoagulants, anti-agrégants
plaquettaires, présentant une anémie sévere oualnleme hémorragique. Le sang étant rendu
incoagulable, des hémorragies peuvent surveniraeticplier chez les patients atteints de troubles
hépatiques.

Lors d’'insuffisance artérielle, le risque de sweitifon est accru, la sangsue thérapie est donc auss
déconseillée.

Le dommage tissulaire créé par la morsure de sangssocie un contact prolongé direct entre le
tube digestif de la sangsue et les tissus, ceaguij@i’'une infection est possible. De plus, l'irtiea

est favorisée par le saignement diminuant la \éteks cicatrisation et par la plaie qui doit rester
découverte. La flore digestive de la sangsue peuataminer le site, le risque d’infection est
d’autant plus élevé que la zone est déja trauneaéispeu immunocompétente.

En dépit d’'une décontamination externe, une inaddesssez élevée d’'infection est rapportée, elle
varie dans la littérature entre 2,4% et 36,2% (2ajB20].

Tableau 2Tableau chronologique résumant les taux d’infections publiés dans la
littérature médicale suite a une thérapie par les sangsues

Nom_bre de Dur?e Taux d'infection Auteurs Année
patients (années)

30 3 20% Mercer et al [37] 1987

42 Non rapporté 7% Lineaweaver et al.[38] 1992

18 5 11% De Chalain et al.[39] 1996

122 5 4,1% Sartor et al.[40] 2002

47 2 36,2% Bauters et al.[41] 2007

Source : Whitaker I.S., Chir M.B.B., Kamya C., Azrdp&.A., Graf J.,, Kon M., Lineaweaver W.C. Prevegtimfective
complications following leech therapy : is praticeeping place with current research? Microsurg@09;29(8):619-25.

Plus de 99% des bactéries présentes dans le btitide la sangsue ne sont pas cultivables [320],
c’est avec les progres de la microbiologie quealamme desymbiontesde la sangsue ne cesse de
s'élargir. La bactérie présente systématiquements di@ tractus digestif et responsable de
nombreuses complications, eséromonas sppqui est parfois résistant aux céphalosporines de
premiére génération, pénicillines, augmentin, tdtthnes. Des études ont démontré qu’une
antibiopropylaxie appropriée (ciprofloxacine) prévenait de touteeation liée a I'emploi de
sangsue. Malgré ces recommandations, une enqué®pyaume Uni et en Irlande montre que
certains hopitaux ne respectent pas cette reg¥.[32
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JA.6. Hirudiniculture et médecine

Les deux plus grands producteurs de sangsues sogap®ur et le Sri Lanka, en raison de
'immensité de leurs marais naturels et de la ndoeuvre disponible. Cependant, les sangsues
produites ne démontrent pas une sécurité d’empftisante pour étre utilisées en thérapeutique par
les pays développés.

En 2004, les autorités de santé américaine etdrs@ ont reconnu la sangsue comme traitement
médical et la sangsue thérapie est désormais resdma 40% par la sécurité socidle.Food and
Drug Administration des Etats-Unis a approuvé lisdition d' Hirudo medicinalis a titre de
dispositif médical. Quant a l'Allemagne, elle calése les sangsues comme des médicaments
depuis aout 2008. En France s$tatut de la sangsue n'est pas encore fixé. €ndant les
recommandations de I'Agence Francaise de Sécuaititere des Produits de Santé (AFSSaPS),
selon la Iégislation frangaise, ces organismesws/pourraient étre considérés comme des matiéres
premieres d’origine biologique.

Les recherches médicales et certifications onteffgctuées avec une sangsue qui était supposée
étreH. medicinalis.Cependant une récente étude moléculaire a révédénréent que les sangsues
vendues n’étaient pas. medicinalismaisH. verbang268].

Les hoépitaux se fournissent actuellement auprell@atoires certifiés dont le géant Biopharm
(Pays de Galles) et le nouveau « Leeches USA Framace a également un laboratoire fournisseur :
la société Ricarimpex en Gironde produisant plusi¢éonnes destinées pour moitié a I'exportation
essentiellement vers les Etats Unis.

A.7. Vers des sangsues mécanigues  ?

La sangsue-thérapie comporte quelques limites :
-impact psychologique ou émotionnel négatif dedlyes des sangsues
-risque infectieux
-tendance des sangsues a migrer du tissu ciblé
-codt de la méthode nécessitant l'utilisation dsmbreuses sangsues pendant plusieurs jours
-colt de la surveillance continue pendant le tnagbet
-incapacité de la méthode a agir sur des zonedugsrde tissu

Dans I'espoir de surmonter ces obstacles, des ésjoipt tenté de mettre au point des dispositifs
mécaniques qui pourraient remplacer les sangsueséuipe américaine de chirurgie [46] tente de
mettre au point un prototype de sangsue mécankjges). Parmi les quatre substituts testés, deux
ont montré une capacité d’anticoagulation sousr@davec une extraction de volume sanguins
supérieure a la sangsue-thérapie, un voletxdecf a été ainsi décongestionné apres 4 h
d’obstruction veineuse compléte.
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Figure 8 Prototype de sangsue mécanique
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@ Nicraporous disk

@ Réalisation d’une incision de 8 mm de long a travers I'épiderme et le derme, d'un
diamétre de 8-10mm

® Succion constante contrdlée par un logiciel entre 50-70mmHg

@ Anticoagulation chimique par irrigation (héparine diluée & 10 U/mL dans une solution
saline isotonique) déversée dans la blessure a 200 a 500mL/h par une aiguille hypodermique

@Application d’'une succion créant une turbulence dans la solution d'irrigation mélangée
avec le sang.

@ Anticoagulation chimique par injection et perfusion :

- 6 injections intradermiques (0.2ml chacune) d’héparine (1000 U/ml Elkins-Sims) dont 3
avant l'incsion (équidistantes, a 5-8mm du centre de la future incision), 3 aprés le retrait du
mécanisme a 15mm du site.

- Infusion continue d’héparine (1000 U/mL Elkins-Sims) dans un hydrogel inséré en sous-
cutane.

@Anticoagulation mécanique par agitation du disque (rotation manuelle de 90°toutes les
10 & 20min

Source : Conforti M.L., Connor N.P., Heisey D.M.\M&nderby, Kunz D., Hartig G.K. Development of a

mechanical device to replace medicinal leech (Hirmdedicinalis) for treatment of venous congestimurna
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A.8. Bilan

La chirurgie reconstructrice greffe des tissusdarg plus étendus (greffe de la main) et 'usage
de sangsues mécaniques pourrait aider a décongestides volumes importants. Toutefois, la
sangsue mécanique n'a été testée que sur desgpdrcenvient de faire une anesthésie locale
avant de faire I'incision. Etant donné la tailleldg@pareil son usage est limité a des zones étndu
(inutilisable pour le doigt, les oreilles...). Le potype nécessite quelques améliorations. Peut-étre
alors sera-t-il envisageable de comparer le priresieent et I'efficacité de la sangsue-thérapia a |
thérapie par sangsue mécanique ? La sangsue-thé@rapcore de beaux jours devant elle. A
suivre...

33



B L’asticothérapie

.B.1. Historique

Les asticots sont utilisés depuis I'Antiquité. Hfek les plaies des soldats sur lesquelles
étaient retrouvés des asticots, cicatrisaient pltes! Au 16™ siécle, Ambroise Paré décrit les
bienfaits de cette utilisation dans «le traité besssures par arquebuseles larves de mouche
verte sont aussi utilisées sous Napoléon pourrdeitééveloppement de gangréne sur les blessures
de soldat.

Dans les années 20, Baer [11] a ensuite été I'erpdEmiers reconnu pour utiliser les larves
de mouches Calliphoridées dans le traitement daeslouvertes suppurées . Sur 89 patients
souffrant dbstéomyélitechronique il a obtenu un taux de succes de 909 gloa cette époque, le
taux de mortalité des fractures ouvertes du menibigrieur est de 75%. L’apparition des
antibiotiques et I'amélioration des techniques wigiicales ont suppléé a cette technique. Ce n’est
que vers le fin des années 80 que I'asticothéramiennu un regain d’attention aux Etats Unis, en
Allemagne, Grande-Bretagne, Suede, Suisse, Isra#vant les échecs de la médecine moderne
dans le traitement de certaines plaies infect@ssedsais ont été tentés en derniére alternatard av
'amputation.

.B.2. Biologie et propriétés médicales des asticots

L’asticot est une forme immature de mouche. La rheysond tous les 3 jours des paquets
de 225 a 250 ceufs qui éclosent pour donner deotsstie 1-2mm de long. Au bout de 4 jours, ils
atteignent 1 centimetre. Cette prolificité renddi@@age de mouches relativement aisé.
L’asticothérapie utilise des larves de mouchesamtila particularité de se nourrir uniquement de
tissus morts et d’exsudats sans Iéser les zonesssaeontrairement a d’autres larves de mouches.
Les larves utilisées appartiennent a la famille @afliphoridéesLucilia (phaenicia) sericatast
utilisée en grande majorité mais ont rencontre iaussilia illustris, Phormia regina. Lucilia
sericatg mouche métalliqgue verte, se rencontre partous danmonde, elle est responsable de
myasescutanées des ovins, Homme et autres mammiférestf&nlors de surpopulation les tissus
vivants sont attaqués induisant ainsi des myasesstidonc nécessaire de contréler le nombre
d’asticots, leur croissance et 'accumulation decéns sur une plaie.

Pour expliguer I'action des asticots, différentscamésmes ont été décrits.

=+ Par simple action mécanique, leur présence entmaieeirritation conduisant a une
sécrétion d’exsudat irrigant en continu la plaieriespond a un rincage de plaie), leur mouvement
constant favorise directement la granulation. Lleapion d’asticots libres sur une plaie donne, en
effet, un meilleur résultat que I'application deches de gaze contenant des asticots [280].

=+ Quant aux meécanismes chimiques contribuant a laisgué de la plaie, ils sont
progressivement éclaircis. L'asticot procéde a uigestion extracorporelle en sécrétant des
enzymes protéolytiques [251] (chymotrypsine, trgpsimétalloprotéase, aspartylprotéase) actives
essentiellement sur les dépots fibrineux nécrotiduemnides. Les tissus nécrotiques sont liquéfiés
puis ingérés avec les bactéries présentes. Un gamagutieux de la plaie est ainsi réalise, plus

34



efficace que I'action manuelle d’'un chirurgien. $ti@ot stimule aussi la cicatrisation de la plaae p
son excrétion/sécrétion. L’excrétion/sécrétion morit des facteurs trophiques favorisants la
cicatrisation tels que l'allantoine, le bicarbondtammonium et des cytokines. Des travaux ont
également mis en évidence un facteur de croissagissantin vitro sur les fibroblastes [220].
L’excrétion/sécrétion inhibe la réponse pro-inflaatoire des neutrophiles sans affecter leur
activité antimicrobienne [306]. Cette action enrdggrocessus inflammatoire destructeur engagé
lors de plaies chroniques.

== |’activité¢ antibactérienne des asticots a fait jgbde travaux avec des résultats
contradictoires. Mumcuoglet al. notaient que 80 % dds. coli étaient détruits au cours de leur
passage dans le tube digestif des larves [195]reizanche, Daeschleiat al. retrouvaient la
persistance de souches vivantes de staphylocogumssles déjections des larves [55]. Les travaux
de Daeschleiret al ont montré que les larves diminuent la chargetéo@nne d'un facteur
supérieur ou égal a 4, répondant plus aux caratitgres d’'urantiseptique que d’'unantibiotique.
Steenvoorde et Jukema ont suggeéré que la répétenmapplications pourrait améliorer I'action
bactéricide [285].

.B.3. Utilisation des asticots

L’asticot-thérapie est utilisée pour traiter desigd chroniques [139,194,295], ulcéres [266]
et escarres L'objectif de I'application est de nettoyer lekips des tissus nécrotiques, réduire la
contamination bactérienne et stimuler la granutatten effet, malgré des techniques chirurgicales
précises pour retirer les tissus en voie de négchHeseblessures difficiles a soigner restent un
probleme majeur. Ce type de probleme est rencahigg les personnes diabétiques, paraplégiques,
présentant des troubles circulatoires, des stagagphhtiques, souffrant dehalassémie
polycythémies carcinomes... Par exemple, l'ulcere du pied dighétifrappe a lui seul 600.000
personnes dans le monde chaque année, conduisiad milliers d'amputations. Le traitement
classique de cette affection peut durer deux aos(ger 30.000 dollars.

Le Dr Mucuoglu rapporte l'efficacité des asticots sles plaies persistantes depuis 1 a 200 mois
malgré un traitement classique. De méme Sherebal obtenaient 80 % de détersion complete

sous larvothérapie contre seulement 48 % sousenmaitt conventionnel dans une étude

comparative sur 145 plaies [265]

Les larves sont utilisées sous forme libre ou cwee dans un petit sac a mailles larges,
mais infranchissables du fait d’'une gaze imprégiepolyvinyle alcool. Dans la technique «libre»,
les larves sont déposées librement sur la plaigégée en périphérie par un pansement
hydrocolloide, puis I'ensemble est recouvert de compressesdggart humidifiées et d’'une bande
a maille larges peu serrée. Dans l'autre technideg sachets sont déposés sur la plaie en veillant
la protection des bergebydrocolloideou pate a I'eau); ils sont ensuite recouverts atapresses
legerement humidifiées et d’'une bande a maillegelapeu serrée. Des sensations de chatouillement
sont rapportées dans la majorité des cas, 20 ad&4patients ont une majoration de la douleur
[281], aisément contrdlée par des antalgiques.deptabilité du traitement est tres bonne de la part
des soignants comme des patients. A la fin duetrant, les larves sont noyées dans I'alcool et
traitées comme des déchets a incinérer.
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.B.4. Quelques exemples d’asticothérapie

] Amputation transmeétatarsienne suite a une gangrenalu pied aprés traitement de
fractures métatarsiennes multiples sur un homn#Sdes [133]:

- Le moignon cicatrise tres mal, des irrigationguiotidiennes et dgsaragesde tissus nécrotiques
bihebdomadaires sont nécessaires pendant 4 senfldimas 7, vues 1 et 2).

- La douleur importante et le caractere fastidi@ixchronophage de ces soins « classiques »
conduisent a I'utilisation d’asticots : 500 astgebnt appliqués et laissés 48h (Photo 7, vuegB et
au bout desquelles le tissu fibrotique est réduitretissu de granulation sain est découvert (Photo
7, vue 5).

- L'application est renouvelée avec de nouveauix@stpour 72h, parachevant le parage (Photo 8,
vue 6).

- Le changement de pansement biquotidien et caht@vec des irrigations, la peau repousse d’'un

cm par semaine et la plaie est entierement ciéatrés semaines aprés les applications d’asticots.
(Photo 8 vue 7)
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Photo 7 Asticothérapie pour une gangréne d’'une amputation transmétatarsienne
I. Mise en place de la thérapie

(1) Vue dorsolatérale du pied - début de gangréne
Peau nécrosee et ischemiée, traitement mis en
place : changement quotidien du pansement et
débridement hebdomadaire pendant 4 semaines

k- K - g
(3) Mise en place de I'asticothérapie - 500
asticots

(2) Vue dorsolaterale du pied aprés 4 semaines :
fibrose excessive, escarres empéchant une
cicatrisation par seconde intention

(4) Asticots maintenus par un pansement
hydrocollotde semi imperméable pendant 48h

(5) Plaie 48h apres l'application initiale des asticots : les asticots ont multiplié leur
taille par 5, la plaie montre des saignements de bonne augure. Seconde application

d'asticots pendant 72h

@ Source : Zeeshan 5. Husain, Lawrence M. Fallat. Maggot Therapy for Wound Debridement In a Traumatic Foot-
Degloving Injury: A Case Report The Journal of Foot & Ankle Surgery 42(6):371-376, 2003




Photo 8 Asticothérapie pour une gangréne d’une amputation transmétatarsienne
Il. Aprés asticothérapie

Vue plantaire du pied

(6) A,B,C - Vues du pied aprés 2 applications
d'asticots : les marges de plaie continuent a se
fermer par seconde intention. Désormais, le
fraitement consistera en des soins de plaies
traditionnels (pansements humides puis
pansements secs)

Yue dorsolatérale du pied

(7) Fermeture totale de la piaie Smaines apres l'initiation de I'asticothérapie : présence d'une
escarre focale distale secondaire a llirritation due au port de la chaussure.

@ Source : Zeeshan 8. Husain, Lawrence M. Fallat. Maggot Therapy for Wound Debridement in a Traumatic Foot-
Degloving Injury: A Case Report The Journal of Foot & Ankle Surgery 42(6):371-376, 2003
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3 Usage de l'asticothérapie sur des plaies avec d’'impgants dépéts fibrineux et/ou
nécrotiques humides lorsque la détersion autolytique classique assaciéee détersion manuelle
est soit inefficace, soit trop douloureuse, l'aghérapie est indiquée. Exemple d’'une détersion d’u
ulcere du pied apres application d'un sachet adattipendant 3 jours (Photo 9) [33].

Photo 9 Asticothérapie pour un ulcére du pied

Ulcere du pied avant traitement Larves en « biobag » aprés trois jours

Le méme ulcére aprés trois jours d'application des larves
@ Source : E. Cartier, P. Combemale. Utilisation des larves de Lucilia sericata pour la détersion des plaies
chroniques Annales de Dermaitologie et de Vénereologie. 2008; 135(10):685-688.

.B.5. Perspectives

Il parait de plus en plus évident que le rappotit/edficacité/tolérance de I'asticothérapie
est trés avantageux. Thomas a estimé que la |@&nagile permettait un gain de temps important en
termes de détersion [294], a I'origine d’'un gaimaficier considérable. En France, le prix HT d’'un
sachet en avril 2008 varie de 129 euros pour Is péiit (2,5%x4 cm= 150 larves) a 264 euros pour
le plus grand (10x10 cm = 600 larves).

Depuis juin 2005, 'AFSSaPS a pris position parp@p au statut des larves de mouche
gu’elle considére dorénavant comme répondant &fmitlon du médicament. En attente d’'une
AMM, leur utilisation est sous Autorisation tempioead’utilisation (ATU) nominative depuis le 16
septembre 2006. Cette ATU n’est délivrée que pog utilisation en milieu hospitalier, a la
demande du médecin responsable.
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C Utilisation de I'abeille vivante

L’apithérapie rassemble une gamme variée d’'utibsatmédicales des produits de la ruche.
Miel, propolis, gelée royale, pollen sont utiliséspuis longtemps, des Egyptiens a Hippocrate,
Avicennes et aujourd’hui encore. Reméde de grane-me@ntre le mal de gorge ; le miel est utilisé
pour ses vertus cicatrisantes dans des hoépitauxmBme, la propolis et la gelée royale sont
utilisées comme fortifiant, antiseptique. A cetteidération de produits appartenant a I'apithérapie,
s’ajoute le venin d’abeille. On retrouve l'utiligat du venin d’abeille dés I'Antiquité. Pour la
médecine traditionnelle chinoise, le venin représéa feu, un des 5 éléments fondamentaux. Le
venin correspond donc au coeur et a I'intestin ggéfacilite la circulation du sang, régule le ryih
cardiaque, agit sur le systéeme nerveux centralsditbres motrices [227].
La médecine par le venin des abeilles est I'apifurecou Bee Venom Therapy (BVT), elle utilise
la piglre de I'abeille ouvriére. apipuncture est pratiquée aujourd’hui dans monde entier [217]
de nombreuses organisations conduisent des redsepdur étudier les effets thérapeutiques de
I'abeille vivante.

.C.1. Principe de la thérapie et application pratiqu e

C.1.1 Geéneralités sur la pigdre d’abeille

Le venin d'abeille, dans certains cas peut avos efifets toxiques sur 'Homme. Il y a
danger de mort a partir de 150 piglres au m2, ¢e&quivaut a un seuil de 250 pigdres pour un
adulte moyen (1,8 m2 de peau). La mort survienespine hémorragie cérébrale et/ou une
insuffisance rénale. Environ 0,5% a 2% de la pdmraest allergique aux piglres d'insectes;
certains articles rapportent une fréquence de % §99]. Cette différence de prévalence s’explique
par une définition de iypersensibilité différente selon les études.

La piqlre de l'abeille est toujours douloureuserdanisme de la plupart des individus s'habitue
assez rapidement aux piqdres et y réagit trésefadaht ou méme pas du tout. Toutefois, méme les
personnes immunisées ressentent immédiatementiddespiqlre, une douleur assez forte qui reste
raisonnable pendant quelques instants, s'amplifie gécroit. Une substance (le peptide MCD)
attaque les cellules deépiderme et les mastocytes provoquant la libération de plusieurs
substances donthistamine. C'est une question de quelques dizaines de sesofithe petite
papule apparait, rougit, grossit, s'étend, durcit, bréteest douloureuse, un cedéme s'installe.
L'infiltration de venin avec toutes ses conséqueratieint son apogée le lendemain de la piqdre,
diminue et s'estompe, en regle générale, le swetenth ou les jours qui suivent. Des réactions
locales plus intenses peuvent étre observées avgonilement important [25].
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Généralement, on développe une certaine résistnceiqres d'abeilles, mais on connait des cas
de réactions systématiques et méme anaphylactadnezsdes personnes pourtant habituées depuis
longtemps aux effets du venin. Les symptébmes seafestent dans les courts instants suivant la
pigdre (30 minutes). La respiration devient difé¢ides vomissements peuvent survenir, la tension
artérielle peut baisser fortement, entrainant @etep de conscience et parfois la mort par colapsu
respiratoire et circulatoire (état pathologiqueacsgrisé par un malaise soudain, intense avec ou
sans perte de connaissance, une baisse de lantems@maccélération du pouls, des sueurs froides).
Environ 50 décés par an aux Etats-Unis, 25 & 3Brance, sont dénombrés suite a des piqlres
d’abeille [25].

C.1.2 Pratique de lI'apipuncture

L’apipuncture utilise I'abeille vivante comme sejire a injection d’une solution active.
Le prélevement des abeilles dans la ruche doitféirgprécautionneusement en veillant a ne pas
nuire a la viabilité future de l'essaim [66]. Lebedles sont récoltées dans un bocal ventilé
contenant du miel pour les attirer (Photo 10).

Photo 10Pot a
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L'idéal est de prélever les abeilles juste avargdance de piglres, mais cela n’étant pas toujours
possible, le prélevement peut tout a fait s’effectiles heures avant ou méme la veille. Une abeille
est prélevée a I'aide d’'une pince et appliqguédasmaone cutanée déterminée (Photo 11).

Pour prévenir de la douleur de la piqare, un matbéfioid peu étre appliqué au préalable pendant
dix secondes. Si la personne se révele trop sensibtiard peut étre retiré pour effectuer desanicr
pigdres de quelques secondes, moins douloureussgulidard pouvant servir vingt fois d’affilée.
Avant chaque début de séance, méme s'il ne s'agitde la premiére, une micro-dose est
utilisée sur le poignet ou le genou pour s’assdeefabsence de risque allergique [276]. Pour cela,
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I'abeille est retirée aprés une fraction de secasleéyant pris soin d’intercaler entre la peau et
I'insecte une grille ou toile étamine qui éviteraegle dard reste planté dans la peau. Certains
désinfectent la peau avec de l'alcool ou une smiuibdée, ce qui n'est pas nécessaire puisque le
désinfectant est rapidement détruit par le venisuffit simplement de laver la zone avec de I'eau
tiede puis de sécher.

De la vitamine C est prescrite pendant la curer paler I'épithélium cutané a retrouver son
intégrité. On ne peut pas repiquer un endroit engonflé et rouge..

Certains préférent utiliser un extrait préparé éeinv d’abeille comme Apitd% sous forme de
capsules prétes a I'emploi, ou d'aiguilles d’acugure avec réservoir, plutét que I'abeille elle-
méme. Le venin préparé est obtenu en électrocldardabeilles. Agressées, elles piquent a travers
une membrane tres fine en caoutchouc. On recueil@nin derriére cette membrane puis on le
lyophilise. On en obtient ainsi de grandes quastitées partisans de I'apithérapie par I'abeille
vivante soutiennent que la sécrétion la plus eficfla plus pure) ne peut étre obtenue gqu’en
laissant I'abeille piquer.

Les piglres sont douloureuses, certaines persdesesupportent plus que d'autres, il faut étre
détendu et calme. L'administration de venin par agsilles d’acupuncture est moins douloureuse
et 'ont peut méme y associer de la lidocaine thdsgant, Xylocair® pour désensibiliser la zone
piquée.

Contre-indications

Le venin dabeille ne doit pas étre utilisé sur dpsrsonnes ayant un diabéte
insulinodépendant, Isyphilis, gonorrhée, tuberculose, une allergie sévere, une insuffsaénale,
une maladie cardiovasculaire grave ou a un staalecav
De méme, certains traitements ont une influenactirsur la libération d’histamine et I'application
de venin est fortement déconseillée : salicyléstpimaiques, codéine, protamine, amphétamines,
macromolécules (dextran), produits de contrasteédpccertains anesthésiques généraux (D
tubocurarine, halothane), certains antibiotiquesy(pyxine B,
colimycine, néomycine), anti-hypertenseurs (résepi hydralazine), thiamine, quinine,
scopolamine, pilocarpine, chymotrypsine, ACTH, b#&iguants (utilisés notamment contre
I'hypertension artérielle).

Il est important d’éviter les piqQres au niveau gesgx, des tempes, des sourcils, car I'inflammation
provoquée peut conduire a umévrite du nerf optique.

L’auto-traitement est parfois pratiqué avec l'assise d’'un proche dont la tolérance au
venin est testée. Il faut s’assurer de I'interv@mtiapide d’'un médecin en cas de réaction anormale
et avoir a portée de main une seringue d'adrénglilédivrée sur ordonnance). Aucun déces
imputable a cette pratique n’est rapporté a ce jpas malades possédent ainsi leur propre ruche.

L’apipuncture est pratiquée couramment aux Etatis-Bihen Chine, en France elle n’est pas

reconnue et peu encadrée méme si des associatiohsréées la créat(a travers les associations
d’apithérapie).
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C.1.3 Composition du venin d’abeille [8,90,42,274]

Sécrété par les glandes venimeuses de l'abeill@erav(Fig.9), le venin est un mélange
d’enzymes et de peptides utilisé comme moyen degtion face a I'agresseur.

Figure 9 Localisation des glandes venimeuses de l'abeille
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La composition du venin d’abeilles n'est pas comsa Elle évolue selon les saisons et
I'alimentation de I'abeille. Cette composition éwelavec I'age de I'abeille. Il existe aussi detpsti
différences entre les individus et les espécedigiement inexistante avant le troisieme jour, la
production va augmenter jusqu’'au®I3jour et rester constante jusqu’a la mort de I'dbeOn
enregistre un pic entre le I8et le 2™ jour au moment ou I'abeille prend le réle de gandie. La
production de venin cesse en cas de carence empildiminue au fil de I'été.

Ce venin est incolore, de pH 5-6, a I'odeur fodeactéristique, il se compose de :

4+ 85% d’eau

+ 2-3% de composants volatils (c’est cette fractiongpusse certains thérapeutes a préférer
'usage de I'abeille vivante, car le venin recongtine contient plus les huiles volatiles)

%+ Dans les 12% restants on retrouve du plus petitgeotage au plus grand, avec leurs

principales propriétés:
—Des amines : I'histamine impliquée dans les réastallergiques, la dopamine neurotransmetteur
ayant une action vasomotrice, norépinéphrine.
— Des enzymes : essentiellement la phospholipasgoAn@nt le lysolécithine par scission), une
hyaluronidase.
— Des composés non aminés tels que les sucred)dephwlipides, I'acide vanilmandélique.
— Des peptides dont :

- La mélittine : principale toxine du venin, est amntioxydant puissant. Toxique majeur des
membranes cellulaires, hémolysant, elle inhibehlaspholipase A2. Ses propriétés anticancéreuses
font I'objet de nombreuses recherches [274] et sdlisssur des modéles de cancers animaux.
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Orsolic et al. ont rapporté une réduction significative du nomtbeemétastases pulmonaires chez
des souris, suite a 'administration de venin dikdear intraveineuse [205].

- La tertiapine : inhibe la calmoduline et modifienc les échanges ioniques sodiques au
sein des cellules.

- L’apamine : neurotoxique, inhibiteur des canaax'/K*, inhibe la relaxation induite par le
NO dans l'activité contractile du myometre.

- Le « MCD peptide »: induit la production d’histar@ pour de faibles concentrations et
inhibe la dégranulation des mastocytes pour degarbncentrations.

- L’adolapine : effet analgésique, anti-inflammatginhibiteur COX, neurotransmetteur

- Un cardiopeptide : antiarythmique.

.C.2. Abeille et affections rhumatismales

C.2.1 Apercu des affections rhumatismales traitéesap les abeilles

L’ arthrite rhumatoide (AR) est une affection grave avec une prévalere®,8% [274]
chez l'adulte. Elle cause des douleurs articulaite®e invalidité sévere et peut prédisposer un
individu & une mort précoce. L’arthrite rhumatoédt une malade inflammatoire auto-immune dont
le mécanisme initial est inconnu méme si a étérohéte€e une cascade de réactions immunologique
et inflammatoire. Ces réactions produisent unéammmation de lasynovig suivie rapidement
d’une destruction articulaire et osseuse irrévégsib
L’ ostéoarthrite est également une des formes la plus connue dtertlelle est appelée aussi
arthrite dégénérative ou arthrose et concernedesopnes d’age moyen ou ageées. Elle touche les
articulations supportant le plus de poids, commgeleou, engendrant des modifications locales du
cartilage, une hypertrophie de I'os sous-chondrag prolifération osseuse, une déformation des
articulations, une inflammation.

Le traitement classique emploie des méthodes caaisezs avec médication (anti- inflammatoires)
et thérapie physique, le traitement chirurgical pesfois envisagéafthroscopie et débridement,
prothése). Ces traitements ne sont évidemment @gased d’effets secondaires et la Bee Venom
Therapy (BVT) est présentée comme une méthodenattee par ses praticiens.

C.2.2 BVT et rhumatismes

Les effets anti-arthritiques [274] de la BVT oné @émontrés sur divers modéles animaux

(arthrite provoquée par injection d’un adjuvantiraghénate, lipopolysaccharide). C’est en 1979
gue Chang et Bliven rapportent les premiers qudniaistration sous-cutanée de venin d’abeille
supprime le développement de I'cedeme de la paidejtipar le carragénate chez le rat. D’autres
études sur le rat ont montré les mémes effets.
L’adolapine, isolée du venin d’abeille en 1982, déire des propriétés analgésiques et anti-
inflammatoires efficaces sur les modeles animawtidfite. Puis les propriétés antioxydantes
(inhibant la production d’02) de la mélittine salétcouvertes. Les chercheurs veulent découvrir les
mécanismes d’action du venin d’abeille swarthrite . On découvre que le venin a de multiples
effets inhibiteurs sur I'expression et l'activitee da COX2, sur les médiateurs inflammatoires
comme PGE2, NO, TNE; IL-1p (Fig.10).
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Figure 10 Proposition sur F'effet anti-arthritique de la mélittine
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L'activité du NF-kB est induite par de nombreux stimuli anti-inflammatoires. Le complexe KK,
compose des kinases IKKa et IKKP et de la sous-unité régulatrice NEMO (ou IKKy), est un point
de convergence pour les 3 voies de signalisation. Les complexes IKK phosphorylent le IkBa, ce
qui conduit a leur dégradation et permet aux diméres de NF-kB d'entrer dans le noyau, ou ils se
fixent aux sites de liaison apparentés de F'ADN et activent l'expression de génes pro
inflammatoires. On envisage que la mélittine inhibe la sortie du kB a travers I'inhibition des
|KKs. Cette inhibition pourrait &tre due a l'interaction entre la mélittine et le groupe SH des IKKo
et IKKR, ce qui inactive le NF-kB et réduit donc la production de médiateurs inflammatoires. La
melittine peut aussi agir directement avec le p50 du NF-«B et ainsi inhiber la translocation du
p50 dans le noyau.

P, phosphore; Ub, ubiquitine; NF-«B, nuclear factor-«kB; IkB, inhibitor of NF-xB; IKK, IkB kinase,
NEMO, NF-kB essential modulator

© [Vaprés D J Son et al. / Pharmacology & Therapeutics 115 (2007} 246-270

Dans l'arthrite rhumatoide, Idtroblastes de la synovie changent de phénotype et proliféedent
facon anarchique avec une perte de la capacit@pfape. lls détruisent le cartilage adjacent et I'o
Sur une culture de ces cellules issues de patgteinits d’arthrite rhumatoide, le venin d’abedle
induit une apoptose [120], ce qui laisse présagesfiet bénéfique sur I'arthrite rhumatoide.

Dans la BVT, la méthode d’injection est souvenbag® a la Bee Venom Acupuncture. On utilise
I'abeille vivante ou des aiguilles d’acupuncture@wn réservoir contenant du venin d’abeille, sur
des points d’acupuncture précis. Cette pratique test courante en Corée qui effectue de
nombreuses études sur I'acupuncture et le venipedla. Ces chercheurs suggerent que les effets
de la BVA dépendent de la localisation des injejoles injections au niveau des points
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d’acupunctures ont des effets plus forts que dgsctions au hasard chez le rat (dans le dos)
[147,274,327]. Il sS'avere que la plupart du temps, points d’acupuncture utilisés sont des points
proches de la Iésion.

Malgré la pratique courante de cette techniqud’smmme, peu d’essais cliniques sont recenses.
Les essais cliniqgues de la BVA sur l'arthrite rhtoide (Tabl. 3) souffrent d’'un protocole peu
rigoureux (pas toujours de groupe témoin, pas dagk de la concentration du venin...) avec des
échantillons de petite taille. Les essais concluens les trois a une diminution marquée des
symptoémes.

Tableau 3Les effets de I'apipuncture (BVA) sur l'arthrite rh umatoide

Auteur (année) Construction de Groupes et interventions Mesures et résultats
I'étude
Lee SH, Hong | Essai randomisé » Patients avec une arthrite rhumatoigleEvaluation de la sensibilité
SJet al (2003) | contrdlé (deux (n=80): groupe BVAIl = 40) et articulaire :
groupes) groupe contrdle n(= 40). BVA < contrdle R < 0.05)

« Traitement: 2 fois par semaine « Evaluation de gonflement articulairg:
pendant 2 mois, BVA sur les BVA < contrdle R<0.05)
articulations phalangiennes proximalg¢® Ankylose matinale:
et distales, au niveau des points BVA < control R < 0.05)

d’'acupuncture: SI5, LI5, PC7, TE4, | « Parametres de laboratoire:

LI11, TE10, HT3, SI8 ST36, GB34, | ¢« ESR: BVA < controle K < 0.05);
SP9, EX-LE2, EX-LE4, GB40, BL62,| * CRP: BVA < contréle R < 0.05);
SP5 et KI6, selon les zones atteintes
des patients

Lee SH, Lee HJ Essai incontrolé *Patients avec une arthrite rhufdato| ¢ Evaluation de la sensibilité

et al (2003) (n=22) articulaire :
« Traitement: 2 fois par semaine avant > apres P € 0.01)
pendant 3 mois, BVA sur les « Evaluation du gonflement articulaire:
articulations phalangiennes proximal@savant > aprés P <(
et distales, au niveau des points 0.01)

d’acupuncture SI5, LI5, PC7, TE4, « Effet analgésique évalué avec une
LI11, TE10, HT3, SI8, ST36, GB34, | échelle visuelle :

SP9, EX-LE2, EX-LE4, GB40, BL62,| avant > aprés P € 0.001)

SP5 and KI6, selon les zones atteintgs Ankylose matinale:

des patients avant > apres P € 0.01)
Kwon KR et al | Essai incontrolé « Patients avec une arthrite rhaidat | « 90% d’amélioration clinique des
(1998) (n=10) symptomes. Amélioration

remarquable, 2 cas ; bonne
amélioration, 5 cas, amélioration
efficace, 2 cas.

ESR, erythrocyte sedimentation rate; CRP, C-reagtrotein
Source : Jae-Dong Lee, Hi-Joon Park,Younbyoung CBabina Lim. An Overview of Bee Venom Acupundtutiee
Treatment of Arthritis. eCAM 2005;2(1)79-84

Quant a lbstéoarthrose elle a fait I'objet de deux essais cliniques IsuBVA par la méme
équipe, un essai cas/témoin et un essai sans gamigentrole ( [156,312] d’'aprés [274]). Les
conclusions sont les mémes que pour l'arthrite divide, les symptémes cliniques sont diminués.
Un essai clinique de phase Il sur la BVT dans lalelor et I'inflammation des ostéoarthroses en en
cours aux Etats-Unis [301]

Il faut rester prudent sur l'utilisation de la B\pbur soulager les douleurs et I'encadrement
médical est important. En effet, Un casldpus érythémateux dissémingLED), débutant apres
un traitement par la BVA, est rapporté par une ggul’une l'université de médecine interne de
Corée [230]. La patiente souffrant de douleursuddgfs depuis 6 mois avait essayé la BVA pour ses
douleurs au genou apres avoir refusé tout examerplémentaire pour investiguer une possible
maladie auto-immune. Elle se présente a I’hépiiajolirs apres pour fievre disurie et présente
un angiocedéme. Un LED est diagnostiqué, I'hypothasela BVA ait déclenché la flambée de la
maladie, est avanceée.
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.C.3. Abeilles et sclérose en plague

C.3.1 La sclérose en plaque en quelques mots

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie autodra associée a une démyélinisation
inflammatoire chronique du systeme nerveux centelcause de la SEP n’est pas connue a ce jour,
une origine infectieuse a longtemps été débattoeincrimine un facteur environnemental, une
susceptibilité génétigue. Le mécanisme déclencheste mystérieux. L'inflammation cause la
déemyeélinisation de certaines régions (la myélirtdaegaine isolante autour des fibres nerveuses) ce
qui crée une plaque, région ou la conduction nagneat ralentie ou bloquée. La localisation de la
plague détermine les déficits neurologiques qurésultent. La plupart des nouvelles lésions se
résorberont spontanément, soit partiellement, smitplétementNi le patient ni le médecin, ne
peuvent prédire le déroulement d'une sclérose aqupl chez un individuOn estime qu'il existe
deux millions de personnes atteintes dans le mdodé 50000 en France, 70% des cas sont des
femmes. L'age de début varie entre 20 et 40 anks [B0 dépit de recherches étendues, aucun
traitement spécifique efficace n’a encore été téouv

Le traitement symptomatique est donc primordialsdanprise en charge de la maladie. Il a
pour but de traiter les complications urinaires, sfaasticit¢ les douleurs, la fatigue, ou la
dépression.

Les épisodes de poussées inflammatoires reléeventtiditement symptomatique, avec la plupart
du temps la nécessité d'une hospitalisation detealurée, pour de débuter une corticothérapie
intraveineuse a forte dose.

Les traitements de fond visent a réduire le pracegslammatoire et démyélinisant : l'interféron
béta est actif sur le nombre de poussées (il réduiombre de poussées d’environ 37%) et les
lésions IRM. Par contre, son efficacité sur la sane et la gravité du handicap a long terme est
moins probant [50].

Les médicaments utilisés actuellement ont des seff@destes sur la progression de la
maladie, c’est pourquoi les malades se tournen¢esdwers au moins une medecine alternative
(50-75% des personnes atteintes de SEP [132,196]).

C.3.2 Lathérapie par le venin d’abeille (BVT) et lasclérose en plaque

Voici comment se déroule la thérapie par le veriabeille pour la sclérose en plaque,
proposée par le Dr Domerego (D’aprés [38] et amnésir respecté les modalités décrites au
paragraphe sur la pratique de I'apipuncture)

Le traitement s’applique sur les zones «yang» dpsco dos, face postéro-latérale des membres,
fesses, dessus des épaules, dos des mains, des lpgsdautres zones peuvent favoriser les
réactions adverses/allergiques.

Il faut commencer par une seule piqdre au nivealldmbes a c6té de la colonne vertébrale.
Augmenter trés progressivement le nombre de piqlraspremiére séance débute souvent par
seulement deux pigdres. Les pigdres sont faiteshdgque coté de la colonne vertébrale au niveau
des lombes puis en remontant le long du tronc jasqgeou. Ensuite on continuera sur les fesses, le
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bassin, les épaules. Des points locaux peuvent pitneéés en fonction de la localisation des
symptoémes.

Le nombre de pigQres ira de 1 a environ 20 pigoteplus, deux a trois fois par semaine pendant
plusieurs mois (Tabl.4).

'_I'ableau 4Exemple d’un protocole de piglres chez un patient a  tteint de SEP
lere séance |CuUisses + jambes (face avant) + téte
Zeme séance | Colonne 20 piglres + téte
2eme seance |4 piglres par bras (face avant) + 3 pubis + 2 ventre + téte
deme seance |CUISses + jambes (face externe) + téle
Heme seance | Colonne + téte
Geme seance |Bras iface externe) + pubis + ventre + téte
7eme seance |CUisses + jambes (face arriere) + téte
geme séance |Colonne + téte

Source : Cudo Jean-Michel. Un protocole. Site ddérBse en plaque et apithérapie. http://abeillesatiative.chez-
alice.fr/html/un_protocole.html

A la régression des symptomes et amélioration @atl'général, le nombre de piglres pourra étre
réduit et stabilisé.

Le patient est prévenu d’effets secondaires passiapparaissant dans la deuxieme ou troisieme
semaine de traitement sous forme d’'une aggrava@ssageére des symptdomes ou de I'apparition
d’'un granulome éosinophilique sur le lieu de pigameultiples. Des «réactions de guérison» : une
gastro-entérite, des vomissements, diarrhée, peuvent survenisitcrement et sont trés positives
(d’'apres [38]). A la suite de cet épisode, des esgmarqués d’amélioration se manifestent
généralement.

Quelques études préliminaires ont été menées sBVTa [34], suggérant de sa slrete,
cependant le nombre d'essais est insuffisant paucanclure définitivement. Une seule étude
croisée randomisée a été realisée a ce jour parthgesheurs Néerlandais [31TQet essai est basé
sur 24 semaines de BVT sur 26 patients avec rechBtablissement ou rechute secondaire
progressive. Les piqlres étaient bien toléréasyil pas eu d’effets secondaires séveres. Il n'y a
pas eu de réduction évaluable des lésions visblA®M. Il n'y a pas eu non plus de réduction
significative du taux de rechute, ni d’améliorataunhandicap, de la fatigue et de la qualité de vie

La BVT est principalement utilisée dans des cliegjprivées et les informations disponibles sur les
observations et résultats sont limitées. Le mamudocuments scientifiques, d’études contrblées,
rend difficile la détermination de I'efficacité de traitement. Les patients atteints de sclérose en
plague répondent differemment a la thérapie pafrpi d’'abeilles. Certains montrent une
amélioration en peu de temps, mais certains orditve&Bune plus longue période. Dans certains
cas, I'état du malade n'est pas amélioré. Actuadlin on ne connait pas l'origine de ces
différences : prise insuffisante de vitamine C, waase nutrition, traitements meédicamenteux,
allergie, blocage mental, tout peut étre évoque...

Il faut garder a I'esprit qu’'une simple adminisipat de venin d’abeille ne suffit pas et qu'il faut
suivre certaines lignes directrices qui ne songéésque sur des observations qui semblent étre

effectives dans la majorité des cas.
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Malgré le manque d’évidence scientifique, cetteapie est utilisée par les gens atteints de
sclérose en plaque pour stabiliser la maladie,iréda fatigue et la spasticité. Les malades atein
de SEP doit vivre dans l'incertitude de ce queuterfva lui apporter, tout en étant ballotté efdse
rémissions et des aggravations imprevisibles. Imgitdde, susceptible de rémissions spontanées,
incurable, la SEP est plus spécialement suscemtiétee la victime de traitements "miracles"” et de
leurs déclarations Des études multicentriques awveprotocole plus précis sont nécessaires pour
déterminer la réelle efficacité de la BVT. Actuelient, 30 a 40 personnes suivent ce traitement en
France et aux Etats-Unis, cette solution thérageatest trés pratiquée avec plus de 60 000 patients

[6].

.C.4. Abelilles et douleurs musculo-squelettiques

Une injection de venin d’abeille peut avoir un effeciceptif immédiat puis prolongé car il
contient des substances potentiellement doulouseuseélittine, histamine, PLA2. Le venin
d’abeille est cependant utilisé pour soulager ocetadouleurs, des études suggérent que la voie
d’action principale passe par son action suro2sdrénorécepteurs. Les données de la littérature
concernant les conséquences de l'injection de v@aiveille sont contradictoires [274], il n'y a pas
encore d’explication d’'une possible relation etdeeffets nociceptifs et anti nociceptifs du venin

Les abeilles sont donc utilisées pour soulagerddeseurs musculo-squelettiques : douleur
lombaire ou nucale, choc post-traumatique d’uniewddtion, entorsehernie discale Il est encore
une fois difficile de tirer des conclusions con@erhl’efficacité de la BVT envers ces pathologies.
Une revue [161] sur le sujet a tenté d’en faireat @es lieux en 2008 : il ressort que de nombreuse
études proviennent de Corée du Sud, pays connuepaser un taux vraiment bas de résultats
négatifs [307]. De plus les essais cliniques pgblpésentent un échantillon total réduit ne
permettant pas d’affirmer ou d’infirmer la validiié la BVT.

.C.5. Bilan

Malgré de nombreuses évidences infondées, la tieerppr le venin d'abeille est
traditionnellement pratiquée pour traiter diversedadies comme I'arthrite, les douleurs lombaires,
les tumeurs et scléroses. On préte au venin dlakigls effets anti-inflammatoires, anticancéreux,
analgésiques qui sont confirmés par les propridg¢eses composants. Cependant, les mécanismes
d’action exacts du composant majeur, la mélittrestent inconnus. Les chercheurs ont attribué les
effets cytotoxiques de la mélittine a l'inductide I'apoptose et/ou nécrose de certaines cellules
cancéreuses et des fibroblastes synoviaux de rit@tthumatoide. De plus, Saet al [273] ont
démontré que la mélittine induisaiapoptosedes cellules musculaires lisses de la média (SMCs)
aortique chez le rat, laissant supposer le réleafigtique de la mélittine dans l'athérosclérose.
Mais cette propriété est a double tranchant etredrgel’hypothése que la BVT pourrait mener a la
formation d’'unanévrisme aortique [91]. Il faudrait donc exclure de ce teaient les individus
ayant des risques élevés de formation d'un anéerisrtique (hypertension, hyperlipidémie,
troubles des tissus conjonctifs). Cette découvegtpelle que l'utilisation de la BVT n’est pas sans
risques. Les essais cliniques sur I'efficacité eleecthérapie doivent étre précisés.
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D La thérapie par des helminthes

Les allergies sont de plus en plus courantes denpdys développés et 'augmentation de
cette incidence reste encore largement inexplig2@g 70]. La relation entre I'amélioration des
conditions d’hygiene notamment au cours de I'erdaet les maladies allergiques et/ou auto-
iImmunes, telles que les maladies inflammatoiresrafjues intestinales (MICI) ou l'asthme, fait
I'objet d’une attention particuliere [130]. Aingine augmentation de l'incidence des MICI dans les
pays en voie de développement, parallelement anieeau d’industrialisation [171] a été mise en
évidence par des études épidémiologiques. Jusaycaurd’hui, aucun traitement permettant de
guérir d’allergies sévéres n’'a été trouvé et ceemithérapies mises en place ne sont pas dépourvues
d’effets secondaires [216]. Le rdle possible d’'umeindre exposition aux helminthes (vers
parasites) lors dllergie a été suggéré par plusieurs travaux [77].

Les helminthes sont des vers parasites infectanhlienains partout dans le monde (spécialement
dans les régions chaudes). Selon les espécesytntoation se fait par contact avec de I'eau, un
sol ou de la nourriture contaminés. Plus d’'un t@@s humains en sont porteurs, spécialement les
enfants vivant dans de mauvaises conditions segstal’homme est conduit a étre exposé a
d’autres helminthes a travers les pratiques agricpla chasse, la proximité avec les animaux.

Selon les espéces d’helminthes, le milieu de d@pelment chez 'homme est différent : la lumiere
intestinale, les canaux biliaires, les poumonsaleg. Pour pouvoir se développer dans leur héte, le
helminthes doivent échapper au systeme immunid&reet hote.

Des modeles expérimentaux d’allergie ont montré lgaehelminthes parasites pouvaient protéger
contre la réaction allergique en induisant une ageet immunosuppression [197,254]. Ces
constatations ont poussé certaines equipes a momes helminthes comme nouvelle piste
thérapeutique afin de traiter certaines maladiesgidjues.

Nous allons donc voir quelle est I'action des habmés sur le systéme immunitaire et I'organisme
avant d’envisager I'application clinique de I'hehithe-thérapie.
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.D.1. Les helminthes sont-ils iImmunosuppresseurs ?

D.1.1 Quelques bases sur les mécanismes immunitai@mcernés [240]

Aprés le passage des barrieres physigues de lisrganpar le pathogéne, une réponse
immunitaire innée se deéclenche. Associée a unens&pdmmunitaire adaptative, elle devrait
éliminer I'intrus.

La réponse immunitaire innée se met en place géada reconnaissance de caractéristiques
moléculaires associées au pathogene. Ainsiplemocytes(monocytes, macrophages, cellules
dendritiques, cellules cytotoxiques comme les @kilers NK) contrélent I'invasion. Les cellules
du systeme immunitaire inné, présententletsgenesdu pathogene rencontré a dgsphocytesT

et B, induisant de ce fait une réponse immunitaglaptative. Les lymphocytes B sécretent des
immunoglobines E (IgE), anticorps dirigés contrantigene (pour I'élimination des pathogenes
extracellulaires). Les lymphocytes T quant a euxnigent les parasites intracellulaires et sont
responsables des réactions allergiques. Cette ségommunitaire adaptative est plus importante au
fur et a mesure des expositions a un méme anticaniey a formation de cellules mémoires B et T
(on parle alors de réponse immunitaire acquise).

Les lymphocytes T sont caractérisés par un antigeneurface appelé CD (Cluster of
Differenciation). L’antigéne présent sur tous lgsmphocytes T est le CD3, faisant partie du
récepteur reconnaissant les antigenes présentéespaellules présentatrices d’antigene (CPA).
Parmi les lymphocytes T, une différence est faitgeeles lymphocytes T-cytotoxiques (CD8+) et
les lymphocytes T helper (CD4+).

Les CD4+ peuvent orchestrer les deux réponses iitam@s innée et adaptative en « appelant a
I'aide » macrophages, NK, lymphocytes T-CD8+, lymgytes B. Les lymphocytes T helper (Th)
se divisent en deux catégories: Thl et Th2, coordot I'activité d’effecteurs différents. Les
sécrétions différentes de cytokines distinguent&sx catégories.

La lignée Thl est engagée dans I'éradication deog@nes intracellulaires (bactéries, virus) et est
caractérisée par la production d’'IL-2 (Interleuk@e d’IL-12 et de IFN (interféron gamma). La
lignée Th2 stimule la production d’anticorps pas lgmphocytes B, le recrutement d’é€osinophiles
et est caractérisée par la production d’IL-4, dAlet d’IL-13. La voie Th2 stimule I'élimination des
infections parasitaires helminthiques et provoagseréponses allergiques.

Les cytokines produites par la voie Th2 régulent le développdne¢r’activité de la voie Thl et
inversement. Par exemple, I'llfNoroduit par la voie Thl amplifie le développemeet Thl et
inhibe la prolifération des lymphocytes Th2. Deteehaniére, les helminthes peuvent induire une
réponse immunitaire qui pourrait atténuer la vdd.T

Une troisieme catégorie de lymphocytes CD4+, désigmar Th17, a été découverte derniérement
et est caractérisée par la production d’'IL-17. keges Thl et Th2 peuvent inhiber la voie Th17
mais ce n’'est pas réciproque. L'IL-17 est élevéasddiverses conditions inflammatoires dont
I'arthrite rhumatoide, 'asthme et les maladiesamimatoires de l'intestin.

Une autre population de lymphocytes T est regrougmes le nom de lymphocytes régulateurs
(Treg), avec un profil sécrétoire (IL-10) différedés Thl, Th2 et Thl7. Ces lymphocytes Treg
suppriment les réponses immunitaires excessivebhde Th2, Th17, ils jouent un rdle important

dans la maintenance de l'auto-tolérance, prévedant maladies auto-immunes et inhibant les
maladies inflammatoires comme I'asthme et les niedaitiflammatoires de I'intestin.

51



D.1.2 L’hypothese de I'hygiéne

L’espéce humaine est en contact étroit avec leaihtiles depuis plus de 100 000 ans. Cette
co-évolution de longue durée aurait permis unectéle de traits antigéniques chez I'homme,
permettant de tolérer dans une certaine mesurdedtion helmintique. Selon cette hypothese,
appelée hypothese de la « Boucle d'or » (goldilobigpothesis), un inoculum parasitaire peu
important stimulerait les lymphocytes Treg, quiuasat une tolérance par I'héte humain. Une
infestation massive pourrait quant a elle causexctBment des lésions. A I'opposé, le fait de ne
plus étre en contact avec le parasite serait assogh défaut de tolérance du systeme immunitaire
prédisposant a I'apparition de désordres auto-insnfhypothése de I'hygiene) [157,315].

Le traitement industriel des eaux usées, I'amdimmades conditions d’élevage des animaux, le
contrle sanitaire des industries alimentaires, @t a I'origine d’'une rupture du cycle des
helminthes dans les pays développés. Des étudepsiuies menées aux Etats-Unis avant 1940
montraient que 17% des individus étaient exposkBschinella spiralisalors qu’aujourd’hui moins

de 5 personnes par an contractent cette infecaos de pays [157]. Cette moindre exposition aux
helminthes favoriserait le développement de matadigo-immunes et d’allergies.

I a été montré chez 'homme que I'éradication dehistosomiases ou des helminthiases
intestinales augmentait la réactivité a la poussiErmestique [304]. En opposition, une autre étude
montrait qu’un traitement anti-helminthes pris pamdun an, n'avait pas d’effets sur le risque de
maladies allergiques [48].

Une étude cas-témoin en Ethiopie [257] a montré lgsegens infectés par les ankylostomes
présentaient une basse fréquence d’asthme, ohiservapportée également au Vietnam [84].

La sclérose en plaque est une autre maladie répsiton un gradient nord-sud avec une prévalence
grandissante dans les pays développés [83]. Cegmentation est corrélée a la diminution du
portage ddrichuris trichiura[83].

Concernant les maladies inflammatoires chroniques I'ohtestin (MICI), les données sont
nombreuses et montrent une corrélation inversee datprévalence des MICI et la fréquence de
I'infection helminthique [157,315]. Les MICI compneent la maladie de Crohn (MC) et la
rectocolite hémorragique (RCH). Ces maladies somtplexes et leur étiologie multifactorielle
reste mal connue. L’hypothese principale avancée gxpliquer le développement des MICI serait
une dysrégulation de la réponse immunitaire muguestte réponse immunitaire, dirigée contre
des éléments de la flore intestinale surviendtazales patients génétiquement prédisposés.

L’hypothése de I'hygiéne et de la boucle d’or (EIJ.impliqueraient que les helminthes aient une
certaine action anti allergique.
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Figure 11 1llustration de Phypothése de la Boucle d’or (ou Goldilocks en anglais)
et de ’hygiéne a travers ’exemple d’helminthes parasites digestifs
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Un faible inoculum d’helminthes stimulerait I'apparition de lymphocytes T régulateurs dont I'effet
est d’assurer une tolérance immunitaire de ces parasites par 'homme. Une infestation massive
peut causer des lésions de la muqueuse intestinale, alors que lI'absence de contact avec le
parasite serait associée a un défaut de tolérance du systéme immunitaire prédisposant ainsi a
I'apparition de désordres auto-immuns (hypothése de I'hygiéne).

Source : Laclotte C., Oussalah A., Reyd P., Bersea., Pluvinage N., Chevaux J.-B., Trouilloud I.ir8eA.-A,
Boucekkine T., Bigard M.A., Peyrin-Biroulet L. Helthes et maladies inflammatoires chroniques linests.
Gastroentérologie Clinique et Biologique (2008) 3264—1074

.D.2. Helminthes : allergiques ou anti-allergiques  ?

Les helminthes induisent majoritairement une forf@onse Th2 chez I'homme [80,
240,254]. De plus, tout en empéchant le développentiiane réponse Thl, les helminthes limitent
le risque d'observer une réponse Th2 excessive..u d'aée de les utliser comme
immunomodulateurs. Alors les helminthes ont-ilgpotentiel antiallergique ?

Les helminthes sont suspectés de soutenir certatogses par l'induction d’IL-4 menant au
développement accru de cellules allergisantes d®i& Th2 [80]. Les taux éosinophileset de
mastocytes actives élevés, peuvent augmenter l'inflammatien tgpe allergique. L'irritation
mécanique, par la migration larvaire, de sitesfiiinmation allergique (dans les poumons, ou le
tractus digestif), pourrait également augmentexpfession d'une atopie. En effet, la réponse
inflammatoire induite au niveau de ces sites, ré@ndysteme immunitaire plus sensible aux
allergenes présents (qui seront détectés et pésspat les CPA).
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Certains produits d’helminthes agissent directentemime des allergénes (par exemfpstésakis
simpley [80]. Il existe certains exemples dans lesqugifettion par les helminthes est associée a
une augmentation de I'allergie [80], cependantggrt des études suggerent 'opposé.

Une étude a montré que la présence d’IL-10 daeériem de patients infectés par des schistosomes
était associée a un test allergique négatif [308F résultats suggéerent que I'lL-10 (sécrété mar le
lymphocytes Treg et les CPA) est sécrétée en répansme infection helminthique chronique et
interfere avec les mécanismes effecteurs de Iadlefdégranulation des mastocytes, prolifération
des lymphocytes Th2). Lors de linfection de la seyar différents helminthes, la réponse
allergique est supprimée et associée a la préstihd® et de lymphocytes Treg [80].

D’autres mécanismes sont impliqués dans la rédudiola réponse allergique [80] :

- induction de macrophages « alternatifs » : supgrait les fonctions des lymphocytes T

- hypothese peu probable des IgE bloquées : pratecontre la dégranulation des mastocytes et
des basophiles par saturation des sites de clivdgeses cellules aux IgE ; de ce fait les IgE
spécifiques de l'allergene ne pourraient pas agir.

- induction de cellules B immunosuppressives

Les méta-analyses des données publiées arriverst éorclusion que certains types
d’helminthes favorisent I'exacerbation ou la gétiérade réponses allergiques alors que d’autres
semblent protéger (Tabl.5) ou encore provoqueretfess controversés [80]. Les données fournies
par les études sur les modeles animaux, laissent@aloutes a propos de I'effet améliorateur de
I'infection helminthique sur les immunopathologiete bénéfice pour la santé est obtenu par
plusieurs approches schématisés sur la figure 12.

Tableau 5Helminthes dont les propriétés de protection/induction/exacerbation
des réponses allergiques ont été rapportées

Protection contre les allergies Induction/exacerbatio n des réponses allergiques

Etudes épidémiologiques Etudes épidémiologiques

Ascaris lumbricoides Anisakis simplex

Intestinal helminths (en particulier les ankylostomes) Ascaris spp.

Enterobius vermicularis Fasciola hepatica

Schistosoma haematobium Enterobius vermicularis

Schistosoma mansoni Hook worm

Trichuris trichiura Toxocara spp.

Oxyuris spp.

Expérimentation animale Expérimentation animale

Heligmosomoides polygyrus Ascaris suum

Nippostrongylus brasiliensis Brugia malayi

Schistosoma mansoni Nippostrongylus brasiliensis

Strongyloides stercoralis Toxocara canis

Strongyloides venezuelensis Trichinella spiralis
Schistosoma spp et oeufs

Source : Erb K.J. Can helminths or helminth-deriveddpicts be used in humans to prevent or treat gitediseases? Trends in
Immunology Vol.30 No.2
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Figure 12 lllustration de Pinfection helminthique au service de la santé

Infection helminthique Infection helminthique Administration d’antigenes
chez un hote chez un hote dérivés des helminthes et
Non-permissif permissif produits excrétés/sécrété
Réponse immunitaire anti-helminthique Tests in vivo et in vitro
Expulsion des Infection stable/chronique Propriétés immuno-
helminthes (cycle complet des vers) modulatrices

Régulation de I'activité¢ immunitaire
Définition des mécanismes de mobilisation des cellules immunitaires

v

Utilisation de I'information pour développer de nouveaux traitements pour
les maladies auto-immunes, inflammatoires idiopathiques.

Source : McKay D.M. The therapeutic helminth? TreindBarasitology Vol.25 No.3 (2008)

.D.3. Les dangers potentiels de l'usage thérapeutiqu e des
helminthes

Utiliser des helminthes vivants pourrait créer clieenent une pathologie immune sévére.
Dans le cas dhelminthes résidant dans le tractigestf, ils pourraient engendrer des
vomissements, diarrhées connus pour certainegiafisthelminthiques.
D’autres effets secondaires potentiels de leur aissgraient une réaction anaphylactique ou
allergiqgue. Cependant la plupart des infectionsmiehiques ne sont pas responsables
d’anaphylaxie chez les personnes infectées pareelguparasite et I'hGte ont développé des
mécanismes d'inhibition (vus aux paragraphes pem@S)l Nous avons vu également les
controverses a propos de I'effet anti-allergiquenon des helminthes.

L’avantage dans l'utilisation de pathogénes humastsque les effets secondaires sont connus et
gue des médicaments antihelminthiques sont disfgngour en tuer une grande partie. L'usage de
Trichuris suis un vers parasite de lintestin du porc, a étéétekez ’lhomme dans le traitement de
MICI. Les chances que cet helminthe soit pathogeme I'nomme sont faibles étant donné qu’il est
parasite naturel du porc et qu’aucune infectiorhqpgéne ar. suisn’a été rapportée [157]. La
prévalence d'infection d. suischez le porc varie de 19 a 45% a travers le mahoies que la
prévalence de l'infection humaine pour ce parasgietres faible [157]. Les études produites sur
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I'infection expérimentale de 'Homme pdr. suisne rapportent aucun effet secondaire. Dans les
expériences de Summaesgs al. plus de 120 patients atteints de MICI ont recws e 2000 doses
d’ceufs deT.suis certains pendant plus de quatre ans [287]. Eogg&jrla tolérance rapportée est
aussi excellente [287], méme avec des traitemamntsinosuppresseurs en cours.

Deux cas de complication suite a un traitemenflpauison été rapportés. Le premier, a développé
6 mois apres le traitement, uiléocolite étendue, de gravité modérée a sévere, associée a u
atteinte rectale ulcérée et une sténose du cblsneddant [151]. Les biopsies ont retrouvé la
présence intramuqueuse Tesuistraduisant une infection parasitaire patente.diedue le patient

ai recu un traitement par anti-TNF avant I'ingestidhelminthes pourrait suffire & expliquer la
survenue d’'une infection parasitaire invasive pugste TNF est connu pour étre essentiel dans la
défense de I'h6te contre les infections par helngst Les essais cliniques publiés n’utilisent pas
'anti-TNF. Le risque d’infection iatrogene peutpemdant étre par la suite maitrisé par un
traitement antihelminthique. Pour Hetial [129], les patients non répondeurs au traiterpantes
helminthes devraient systématiquement bénéficien draitement antiparasitaire pour plus de
sécurité. Le second cas est sepsisgrave chez un patient traité par helminthes [26[€
parasitisme a favorisé le développement d’'une texiion parCampylobacter jejuni La tolérance

a long terme de ce traitement n'a pas encore abdiet

.D.4. Les essais clinigues de traitement par les hel minthes

D.4.1 Helminthe-thérapie aved\ecator americanus

L’infection simultanée deéNecator americanus et Ancylostoma duoderede rencontrée
parmi les gens pauvres sous les zones tropicadés r(ifllions de cas). L'effet pathogéne majeur
survient lorsque les parasites adultes causenanémie par la perte intestinale de sang. En dépit
de la morbidité associée a l'infection par ce veestains effets sont apparemment bénéfiques chez
les hotes souffrant ddaladie de Crohn ou de maladies liées a une suractivation immunsitéie
Dr. David Pritchard de I'Université de NottinghatdK et Jasper Lawrence d’Autoimmune
Therapies, Tijuana, Mexico, se sont eux-mémes ti@éseavec les vers et ont rapporté de bons
résultats concernant la diminution des symptdomésxistants avec une stabilisation de la maladie
[289]. Lawrence déclare que grace a cette thérapie,asthme sévere et ses allergies saisonnieres
sont en rémission.

Mortimer et al. [193] ont mené une étude pour déterminer la daséacyes a administrer pour
obtenir un seuil voulu d’ceufs par gramme chez I'aimnen vue de produire des essais cliniques
sur l'asthme. L’infection par 10 larves d& americanusest bien tolérée et parait étre une dose
convenable pour des études cliniques préliminaires.

Ce parasite pourrait étre utilisé pour traiter laladie de Crohn [53]. La maladie de Crohn est un

type de MICI ou la paroi du tractus gastro-intestinflammeée est a l'origine de diarrhées séveéres
et de douleurs abdominales.
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D.4.2 Helminthe-thérapie avecTrichuris suis

Summerset al. ont produit plusieurs études sur l'utilisation @e suischez des patients
atteints de MICI (Tabl.6)

Tableau 6Efficacité et tolérance des helminthes dans la maladie de Crohn et la
rectocolite hémorragique (résultats en intention de traiter).

Reéférences Type d’essai Nombre de Schéma therapeutique et suivi Objectifs Resultats
patients
Summers et al. [24] Ouvert 4MC CDAI =220 2500 ceufs de T. suis puis suivi toutes les deux semaines Tolérance Aucun effet
pendant 12 semaines. Pour deux MC et deux RCH: 2500 secondaire
ceufs toutes les trois semaines pendant 12 semaines clinigue et
biologique
IRCHSCCAI= 4 Efficacité Efficacité:
CDAI CDAl<150: 0,75
SCCAI CDA1L100 points :
0,25
1BDQ SCCAl<4:3/3
IBDQ = 170: 6/7
summers et al. [25] Ouvert 29MC CDAI == 220 2500 ceufs de T. suis toutes les trois semaines pendant Tolérance Aucun effat
24 semaines secondaire
Efficacite Efficacite
CDAI a 512 512: CDAl<150:
et 524 19/29 (66 %)

S12: CDAIL100:
22/29 (76 %)

524 : CDAlI<150
21/29 (72%)

S24: CDAIL100
points: 23/29

79%)

Summers et al. [26] Randomise 54 RCH 24: placebo Primaire : 43% (13/20) vs
controlé contre UCDAIL4 17 % (4/24) ;
placebo, double points p=0,04
insu

UCDAI =4 30: 2500 T. suis toutes les 2 semaines pendant 12 Secondaire : 10% (3/30) vs
semaines 4,2% (1/24), p=NS
UCDAI=0-1
Tolérance

Aucun effet
secondaire

MC : maladie de Crohn; RCH: rectocolite hémorragique ; CDAI: Crohn's Disease Activity Index; SCCAl: Simple Clinical Colitis Activity Index ; UCDAI: Ulcerative Colitis Disease Activity
Index; NS: non significatif ; S :semaine ; IBDQ: Inflammatory Bowel Disease Quality of Life Index.

Source : Laclotte C., Oussalah A., Reyd P., Bems=h4, Pluvinage N., Chevaux J.-B., Trouilloud Lir&é\.-A, Boucekkine T.,
Bigard M.A., Peyrin-Biroulet L. Helminthes et malesl inflammatoires chroniques Intestinales. Gasitémlogie Clinique et
Biologique (2008) 32, 1064—1074

La premiere étude voulait déterminer la toléranaetrditement par helminthes chez les patients
atteints de MICI [284]. Une rémission clinique (déf par un score CDAICrohn disease activity
index- inférieur a 150) a été obtenue chez troikades sur les quatre. Pour les patients atteints de
rectocolite hémorragigue (RCH), une rémission gliei a été observée chez les trois patients avec
une réduction de 57 % en moyenne du score d’évafuaffin de préciser la tolérance de ce
traitement, quatre patients ont recu plusieurs slds@ufs dél'. suistoutes les trois semaines pour
une durée de suivi minimale de 30 semaines. Audtet secondaire clinique ou biologique
(objectif principal) n'a été observé.

Le second essai ouvert a ensuite porté uniquerenles patients atteints de MICI majoritairement
réfractaires au traitement médical standard, damention de traiter la MICI [285]. lls ont recu
2500 ceufs ddl. suistoutes les trois semaines pendant 24 semainestivitacclinique de la
maladie était évaluée aux semaines 12 et 24. Qsiajges ont été sortis de I'étude avant la semaine
12 en raison d’'une maladie toujours active et wmnfie en raison d’'une grossesse. Une réponse
clinique et une rémission clinique étaient obsesvéleez respectivement, 76 % (22/29) et 66 %
(19/29) des patients a la semaine 12 ; ces chidfi@ent respectivement, de 79 et 72 % a la semaine
24. Comme dans l'étude précédente, aucun effetndage n'a été observé chez les 29 sujets
inclus.
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Enfin, la derniére étude est un essai randomiséreqiacebo chez 54 patients atteint de RCH
active [286]. Vingt-quatre patients ont été trapés placebo et 30 patients ont recu 2500 ceufs de
T. suistoutes les deux semaines pendant 12 semainesuj&® snt complété I'étude (2 ont été
exclus pour violation du protocole). Une réponseiaqlie était plus fréquente chez les patients
traités par helminthes que dans le groupe plaacaspéctivement, 43,3 % versus 17 $%= 0,04) ;

les taux de rémission clinique n’étaient toutefpés significativement différents dans les deux
groupes. Plusieurs critiques de forme ont été &rdaséencontre de la mise en forme des résultats.
Pour Mayer [179], le nombre de patients répondetiFintensité de la réponse clinique étaient trop
faibles pour tirer des conclusions définitives kuplace des helminthes dans le traitement de la
RCH.

Une étude randomisée en double aveugle avec upgmntréle sous placebo, de Bager
al., avait pour objectif de déterminer I'efficacité Ideelminthe-thérapie pour les rhinites allergiques
[12]. Cent personnes atteintes de rhinite allergioguite par le pollen, ont été réparties airdsi :
personnes sous placebo et 49 personnes qui oméiBgdoses de 2500 ceufs a un intervalle de 21
jours. Des diarrhées transitoires a 41 jours aniéservées chez 33% des patients traités avec les
oeufs (2% pour le placebo). Une augmentation des d&osinophiles, d’IgET .suis spécifiques,
d’lgG, d’lIgA est mesurée chez le groupe traité sansun changement significatif des symptémes.
Les auteurs concluent que la thérapie avec les amufB.suis n'a aucun effet sur la rhinite
allergiqgue mais induit une réponse clinique et imoiagique correspondant a une infection par les
helminthes.

En résumé, le caractere monocentrique des étudperilbles, avec des résultats qui n’ont
pas été reproduits par des équipes indépendarirseftiant les MICI), et le fait que seuls deux
essais randomisés contre placebo aient été mengs jaur, ne permettent pas de tirer de
conclusions définitives sur I'efficacité thérapeuie.

.D.5. Bilan

Beaucoup de questions restent sans réponse qlepratection des helminthes envers les
désordres allergiques. Les données épidémiologigaegermettent pas de conclure méme si de
nombreuses (mais pas toutes) expériences chembBhmnontrent une réduction de l'allergie. Ces
expériences ne refletent pas des conditions réelles des souris dans un environnement sans
contact avec de multiples allergenes et des hdtesnhon-utilisables chez 'homme. L'application
a ’lhomme donnera-t-elle les mémes résultats héeapie est-elle vraiment slre pour les patients ?
Sous quelles conditions (dose, durée) la théramierait-elle étre efficace ? Quel est le mécanisme
de protection ? L’étude des réactions aux infestathelminthiques a notamment été I'occasion de
donner un nouvel éclairage sur I'épidémiologieaghtysiopathologie des MICI.
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E La thérapie par des poissons

La Turquie, riche de 1800 sources chaudes, posgedesource originale qui attire de
nombreux curieux et personnes souffrant de proldéateematologiques [246].
Tout commence vers 1917 : d’aprés I'histoire local@660 m d’altitude, dans la province de Sivas
(Fig.13), un berger, au pied blessé, se serainBaitans les retenues d’eau naturelles qui auraient
guéri sa blessure [144,246]. Ces sources thernoalieka particularité d’abriter de petits poissons
qui ne sont pas étrangers au développement de statien thermale appelée Kangal Hot Spring
(leur site web : httpwWww.balikli.org). La station a une réputation mystique car on nesé¢xde
aucune information sur la maniére dont les poissm g arrivés dans la région. Les premieres
piscines thermales publiques ont été construited 368 et les premieres cures pour traiter le
psoriasis sont rapportées dées 1980 [314,144,246].
Apres une bréve présentation des poissons de Kangi leur milieu, nous nous pencherons sur
leur usage pour traiter le psoriasis.

Figure 13Carte de la Turquie
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.E.1. Les célébres poissons de Kangal

L'eau de la source est toute 'année a une températe 35°C, avec un pH légérement
alcalin de 7,2 et une valeur d’oxygene de 2,9 pp@T]. L'eau est riche en calcium, magnésium et
particulierement en sélénium (1,3 mg/l) [144,246].

La caractéristique essentielle de Kangal spring ss8ts aucun doute, ses habitants
aquatiques, surnommés par les locaux « doctomfidbeux espéces différentes appartenant a la
famille des cyprinidés, sont retrouvées dans lesdites d’eau de la source [314,296] :

- Cyprinion macrostomus macrostomsignomme « striker » : 15 a 20 cm de long, il pdss
une bouche terminale.

- Garra rufa obtusgPhoto 12): 19 cm de long maximum, sa bouche sen&n forme de
croissant lui permet d’adhérer par succion aux eohpour se nourrir de plancton. Deux
stades sont différenciés : le «jabber », forme atume qui va perdre ses spots latéraux
durant la maturation pour devenir un « licker ».

Gara rufaest considéré comme le plus efficace dans le tnaité des maladies de peau.

Garra rufa se retrouve dans les rivieres du Nord et du cethirenoyen orient, principalement en
Turquie, Syrie, Iraq et Iran. Il est protégé deppitation commerciale en Turquie en raison de la
surexploitation des ressources pour I'exp@arra rufa peut étre gardé en aquarium entre 17 et
27°C.

Ces deux poissons sont omnivores et se nourriseennhalement de zooplancton et de
phytoplancton. Les températures élevées de I'eandece sont la cause d’une quantité insuffisante
de plancton pour les poissons. Ainsi, les poissamsune croissance ralentie et deviennent des
prédateurs agressifs. Dans les piscines, la p&udes ressources rend la peau humaine attractive.
Les « strikers » (déchireurs) interviennent en peenattaquant la peau affectée en mordillant la
surface. Les « jabbers » (perceurs) creusent la paaollie par I'eau tiede et sont parfois a
I'origine de saignements. Les « lickers » (polissg@valent les débris en lissant ainsi la peau et
sécrétant une enzyme utilisée dans le traitemeuijue du psoriasis (I'anthraline : freine la
synthése de I’ADN et la mitose de I'épiderme hypesigue). La peau squameuse est attaquée en
priorité par les poissons qui ne lésent généralepenla peau saine. Ce nettoyage est accompagné
de sensations de chatouillement.

Photo 12 Garra rufa
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© Emma Turner, So-urce : Thoene Martin. PictoraéSips Search Index Garra species. Site de Loaches oneline [en ligne]
http://www.loaches.com/species-index/pictorial-spesgarch-index/garra-species
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.E.2. Utilisation des « doctor fish » dans le traitement du psoriasis

Un terme a été proposé récemment pour désigneraleerhent par ces poissons :
I'ichthyothérapie.
L'usage de ce traitement dans le psoriasis a 'faifdt de quelques études pour objectiver son
efficacité et les phénomenes qui concourent adaigon.

E.2.1 Mais avant quelques mots sur le psoriasis[106]

Le psoriasis est une maladie de la peau commune ane distribution mondiale : la
prévalence estimée en Europe et aux Etats-UnisdesR%. Le psoriasis est une maladie
multifactorielle responsable d'une anomalie de leolifgration et de la différenciation
kératinocytaire Il en résulte des Iésiongrythémato-squameuses parfois pustuleuses en
particulier aux zones de friction (Photo 13). Leonmsis peut atteindre la peau, les muqueuses
buccale et génitale, ainsi que les articulatiohgelit apparaitre sur une égratignure, sur degngsi
dermatologiques déja existantes, des zones derfrettt, des zones d’anciens traumatismes et a
nouveau sur des Iésions de psoriasis dont le soigfre déja : on parle de phénoméne de Koebner.
Inversement, lorsqu'une région de peau psoriasiaechit aprés un traumatisme on parle de
phénomene de Koebner inverse.

Des facteurs génétiqgues, environnementaux (streggents infectieux), immunologiques
(inflammation chronique auto-immune) sont impliqudans la pathogenese. Des avancees
considérables ont été réalisées dans la gestiardaladie mais il n'y a pas de guérison possible n
de moyen de traitement sdr, simple et invariablérbiéement du psoriasis fait appel a trois types d
moyens : les traitements locaux, les traitemengtésyiques, la photothérapie. Ces traitements
peuvent étre utilisés seuls ou en association.aldertpatients se tournent vers des meéthodes
alternatives ou des traitements complémentaires.

Photo 132 Plaques de psoriasis classique
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E.2.2 Etudes publiées sur l'ichthyothérapie

Photo 14Patient assis dans la piscine de soins
durant la thérapie avec les Garra rufa

© Source : Grassberger M., Hoch W. IchthyotherapyAiernative
Treatment for Patients with Psoriasis: A Pilot StudCAM
2006°3(4)483-48

L'ichthyothérapie fait partie des traitements aitgifs et/ou complémentaires.
En 2000 Ozcelilet al. [206] ont testé l'efficacité de I'ichthyothérapies sources de Kangal sur 87
patients atteints de psoriasis classique. La doniéénale de traitement était de 11 jours avec une
durée quotidienne de station dans les piscines4dlbetres. Une diminution significative du score
calculé grace au Psoriasis Area Severity Index (RASEté rapportée a chaque releveé (jours 3, 6, 9,
12, 15, 21). Le score PASI prend en compte I'extendes surfaces Iésée ainsi que la sévérité de
I'érythéme, de la desquamation, et de I'indurat{dn pas de psoriasis, 72 : sévérité maximale).
Chez 35 patients, ont été observées des remigsignsongues que les rémissions obtenues par les
traitements avec des corticoides topiques.

Entre 2002 et 2004, en Australie, Grassbeegeal.[101], ont traité 67 patients atteints de psosiasi
pour évaluer l'efficacité de I'ichthyothérapie eahdrs de la région de Kangal. Contrairement a la
méthode classique, le « bain avec les poissonsip l@hité a 2 heures quotidiennes dans des
bassins individuels (Photo 14). La thérapie a étélinée avec une courte application d’'UVA pour
simuler les conditions naturelles de Kangal. Tsamaines aprés le début de la thérapie, le score
PASI a baissé de 71% (Photo 15). Respectivement é6%b% des patients ont vu le score
diminuer des 75% et 50%. A la fin du traitementy®@es patients envisagent d'y avoir a nouveau
recours.
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Photo 15Trois patients avant et aprés ichthyothérapie combiné aux radiations UVA
pendant 3 semaines

© Source : Grassberger M., Hoch W. IchthyotherapyAliernative Treatment for Patients with PsoriagisRilot Study.
eCAM 2006;3(4)483-488

Les mécanismes complexes de l'action de lichthéathie de Kangal ne sont pas
complétements compris. Le nettoyage par les passdes plaques de psoriasis facilite ensuite la
penétration de la lumiére ultraviolette natureltecentribue a la « guérison » des lésions [206].

L’eau chaude pourrait également jouer un role,@ésau stress psychologique réduit par la nature
relaxante du traitement.
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.E.3. Bilan

Les Garra rufa sont aujourd’hui célébres et leur usage se rémtards le monde. Des
établissements mettent en place des cures spésfipur traiter le psoriasis et 'eczéma. Le monde
de la cosmétique s’y intéresse et l'utiise en gude gommage et de massage activant la
microcirculation. En 2006, des spas utilisant ldogtor fish » ont ouvert a Hakone au Japon, a
Umag en Croatie, ou les poissons sont utilisés pettoyer les baigneurs et le spa [321]. D’autres
spas ont ouvert également a Hainan en Chine, coemnBlgique, aux Pays-Bas, en Corée du Sud,
a Singapour, en Slovaquie, a Surat en Inde, emkxgie, en Malaisie et & Hong-Kong [321]. En
2008, aux Etats-Unis, un service de pédicure atitise “doctor fish” a fait I'objet d’'un reportage
la BBC [18] (Photo 16), ou il est vanté pour sofetefle rajeunissement de la peau, de relaxation en
communion avec la nature. La méme année, la SARkhiBgn voit le jour en France, elle propose
notamment la fourniture des poissons et l'instalfatiu matériel nécessaire a leur utilisation [67].

Photo 16Pédicure par ichthyothérapie

———

© Source : Planetkdo. La nouvelle vague de pédidélmarque en France. Site de Orsérie [en ligne]
http:/mww.orserie.fr/style-attitude/article/la-nouleelague-de-pedicure-2789 (page consultée le 20
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TROISIEME PARTIE :

BIOTECHNOLOGIES
ET
ANIMAL-MEDICAMENT

Le clonage animal suscite de grands espoirs dashent@ine de la médecine humaine. Deux
pistes sérieuses existent actuellement : les amimaisines a médicaments » (ou bioréacteurs) et
les animaux donneurs d'organes. Apres avoir exiessgrincipes fondamentaux de ces techniques,
nous ferons le point sur 'avancée actuelle dedees pistes.
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A Les animaux usines a médicaments

A.1. La place des animaux dans la production de pro téines
pharmaceutigues

A.1.1 Protéines pharmaceutiques et bactéries

Les protéines d'intérét pharmaceutique ont commenéé&e utilisées au cours des années
1920 avec l'insuline extraite des pancréas de p@i@&ne si celle-ci n’a posé aucun probléme
pendant des années, une insuline humaine a comneerétée préparée a partir de bactéries
recombinantes vers 1980. Cette protéine s’est avglés efficace et a été adoptée par tous les
diabétigues. Plusieurs autres protéines et notamnthermone de croissance humaine, ont ainsi été
préparées. C'est également avec cette techniquyaratkiction qu’on s’est affranchi du prion a
I'origine de nombreux cas dwealadie Creutzfeldt-Jakob chez les patients traités avec I'hormone
issue de tissus humains.

Ces premiers succes ont rapidement montré la lideiscbactéries qui sont incapables de synthétiser
des protéines ayant une structure complexe. En, giteur étre stables et activ@s vivo, ces
protéines doivent subir de multiples modificatigust-traductionnelles. De plus certaines protéines
sont produites en si grande quantité par la bactgrielles forment des agrégats d’ou il est difici
d’extraire la protéine d’intérét sans la dénaturer.

A.1.2 Protéines pharmaceutiques et eucaryotes

Les principales modifications sont le repliemeatclivage, I'association des sous-unités, la
g-carboxylation et la glycosylation. Certains orngames eucaryotes comme les levures les
champignons et les algues unicellulaires peuventcititivés a grande échelle et sont capables de
réaliser des modifications post-transcriptionnellés,52,220,85]. Cependant, ces systemes sont
rapidement limités dans la copie des modéles deipphumaine et peuvent donner des produits
recombinants possédant des propriétés indésiratlasne une protéine peu active ou immunogene
(présence de sucres spécifiques aux levures etpitpaoms). Des levures modifiées génétiquement,
exprimant des genes codants pour des enzymes sadpes de glycosylation, sont capables de
sécréter des protéines possédant des carbohydiatédgires a ceux trouvés dans les protéines
humaines [109]. Mais ces levures ne peuvent enpas mimer completement la synthése de
protéines humaines.

Des cellules d’insecte offrent une production @dgquate [82] mais leur systeme de culture limite
son utilisation a I'échelle du laboratoire. Cesludes ne possedent qu'un seul modele de
glycosylation. La culture de cellules métazoairesuasi été utilisée comme bioréacteur mais est
trop difficile a exploiter a grande échelle.
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A.1.3 Protéines pharmaceutiques et plantes

Les plantes transgéniques offrent également déstEmtes possibilités [98], la transgénese
étant relativement aisée chez les plantes. Lareultie ces plantes est facile et permet de hauts
niveaux de production. Il ne faut cependant padi@ubn facteur limitant, qui est le risque de
dissémination incontrélée de protéines. Les pregiatrangeres peuvent étre stockées dans les
feuilles ou les graines selon jgomoteur utilisé. Pour la production de protéines d'intérét
pharmaceutique il est difficile de purifier la pkote d’intérét (présence de protéases) et de la
séparer de substances mal tolérées par les pafi@rdtsence de polyphénols). La encore, la
glycosylation effectuée par la plante est difféee(firésence de xylose) de celle de 'lhomme et
induit une réponse immunitaire néfaste chez I'homme
Des expériences encourageantes [95,117] concelagmbduction de protéines pharmaceutiques
par les plantes ont été menées, mais ces résudtgisuvent prédire si cette technique va s’étendre
au marché pharmaceutique.

A.1.4 Protéines pharmaceutiques et animal

Les modifications post-transcriptionnelles rechéeshne se produisent complétement que
dans des cellules de mammiferes. Malgré le colprdeuction, elles sont cultivées dans des
fermenteurs a I'échelle industrielle [7]. La cultude ces cellules permet de produire quelques
kilogrammes de protéines recombinantes par an amecglycosylation aléatoire de la protéine
d’intérét.

Il reste alors l'utilisation de I'animal entier come support de production de protéines humaines :
retour aux sources. La production par un animahsgganique laisse présager des codts de
productions bas avec une grande quantité de pestdéa qualité. En contrepartie, la difficulté a
séparer les protéines humaines des protéines danéh est un inconvénient. Une attention
particuliere doit étre accordée a la préparatiopridééines et a la présence d’éléments pathogenes
actifs chez I'humain. De plus, certaines protéinesombinantes peuvent étre actives et donc
directement déléteres pour I'animal producteur.

Les avantages de l'animal bioréacteur ne sont gagigeables par rapport aux autres
techniques évoquées (Fig.14, annexe 1). Ces anismite support de nombreux espoirs.
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Figure 14Les qualités respectives des différents systémes de production de protéines (cf
annexe 1 pour plus de détails)
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«vitesse »: du gene a la production, «colt/g » co(t total de la marchandise, « production a grande
échelle » : facilité et rapidité de production, « Réglementation » considération des produits ayant obtenu une
autorisation jusqu’'a présent.

Traduit de I'anglais. Source: Dyck M. K., Lacroix,Pothier F., Sirard M.-A. Making recombinant peots in animals — different
systems, different applications. TRENDS in BioteldgyoVol.21 No.9 September 2003

Nous allons voir comment ces animaux sont prochotsr faire ensuite un tour d’horizon
sur la production issue des animaux bioréacteurs.

.A.2. Techniques de production d’animaux transgéniqu es

De multiples techniques existent pour créer desank transgéeniques, selon les espéces, on
retrouve :

A.2.1 La microinjection d’ADN dans les pronucléi emibyonnaires

Cette méthode repose sur l'introduction d’'un geneplus dans le pronucléus male d'un
ovocyte fécondé. L’ADN introduit peut provoquer dar- ou sous-expression de certains genes.
Comme l'insertion est ici aléatoire, le géne inégrune forte probabilité de ne pas s'intégrer dans
un site favorisant son expression. Le transgend pessi étre a l'origine de « mutations par
insertion » en perturbant la fonction des géenes@tides selon le site d’intégration [68]. L'ceuf
fécondé et génétiquement modifié est réeimplantés dawviducte d’'une femelle porteuse. Si le
transgene a été intégré trop tardivement, apréighbat de mitose des blastomeres, les cellules de
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'embryon ne contiennent alors pas toutestrlnsgeéne Les animaux (souris, rat, lapin, porc,
poisson) ainsi obtenus sont des animeosaiquesou chimeres Un transfert de gene idéal doit
avoir le transgene présent dans la lignée de esllgerminales pour pouvoir assurer une
descendance également transgénique. La premierragén (F1) peut alors se composer de
chiméres. Des croisements consanguins doivent étoeseffectués sur 10 a 20 générations jusqu'a
ce que des animaux transgénighemozygotessoient obtenus et que le transgéne soit présaest da
toutes les cellules de I'animal.

Malgré toutes les difficultés a surmonter, cettdhteque a été utilisée jusqu’a trés récemment pour
produire les premiers ruminants transgéniques ®rainants « bioréacteurs » [40,73,329]. Etant
donné que, seule une petite proportion d’animatégient le transgéne, plus de 1000 ovocytes
bovins, 300 ovins et 200 caprif822,258,310]doivent étre injectés et transférés chez des
receveuses pour produire un seul ruminant tranggéniPour parvenir a un animal transgénique
« utilisable », plusieurs lignées de ruminants dg@miques sont constituées pour optimiser les
chances d’obtenir au moins une lignée avec un niggavé d’expression du transgéne. En utilisant
cette technique, la production d’'un troupeau erdeeruminants transgéniques nécessite au moins
deux générations, ce qui est peu efficace et tréeax [258,310].

Faute de pouvoir fabriquer & volonté du bétail dggmique, « recopier » a linfini I'animal
transgénique obtenu a grand-peine a été envisaendant, la procédure de clonage somatique
(cf. paragraphe A.2.5) ne s’avere guere plus efficat cette approche ne s’avérerait pas moins
onéreuse, une amélioration des procédures estsadmes

A.2.2 L'usage de vecteurs lentivirus ou transposons

Cet usage a amélioré I'efficacité de la microinmtt Il a été utilisé avec succes chez le porc
et les ruminants [128].
Des embryons sont infectés par un ou plusieurssviecombinants. Immédiatement apres
I'infection, le rétrovirus produit des copies d’ADdé ses ARN, ces copies sont intégrées au hasard
dans la cellule héte généralement sans réarrangameié¢létion. Le transfert de génes par cette
méthode approche des 100% de cellules transféegdedépendant, comme pour la microinjection,
les inconvénients de linsertion au hasard sonjotos présents. Pour des raisons de sécurité, les
rétrovirus utilisés pour créer des animaux tranggs, ne sont capables d'infecter que I'espece
concernée, évitant toute contamination involontaides lignées humaines.
L’intégration d’ADN étranger est toutefois limitéa taille (<15 kb), le nombre d’intégrations est
difficile a controler et des interférences entrexpression du transgene et les séquences du
rétrovirus sont possibles. La encore des chiménesabtenues.

A.2.3 Le sperme comme vecteur

Le sperme, utilisé comme vecteur [10,36,88,121,1&8] modifié pour étre porteur d’ADN
étranger. Il est utilisé ensuite pour effectuer udeondationin vitro. L'implantation de
spermatogonies transfectées peut également étisaghe comme méthode de fécondatiorivo
[23].

Cette technique a été utilisée avec succes chemulss et le porc [36,121,128].
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A.2.4 La transgénese dans des cellules pluripotentes

Les cellules pluripotentes (indifférenciées) sait des cellules souches embryonnaires soit
des cellules souches germinales. La séquence d’ADblsie est insérée par recombinaison
homologue dans une cultui@ vitro de cellules souches embryonnaires. Ces modifitsitio
génétiques ciblées incluent le remplacement, llidaéion et la mutation spécifique de certains
genes (un allele ou les deux) a des sites actifgétome, ainsi que l'addition précise de génes
étrangers au génome. Les cellules modifiees sorg altégrées a un embryon au stade blastacyste
L’animal obtenu est un animal chimére, possédard dellules normales et des cellules
transformeées. Cette méthode est utilisée pourivaalies genes ciblés (méthokleock-out). Pour
une raison inconnue, les cellules pluripotented sapossibles a obtenir chez d’autres animaux
[68,128] que la souris et réecemment le poulet.

A.2.5 Latransgenése dans des cellules somatiquégansfert nucléaire

Cette méthode crée des animaux clonés par tramsfeldaire. Elle a été utilisée pour créer
des ruminants et porcs transgéniques [68,128].
Dans l'optique de la création de lignées d’anima@nsgéniques, l'intérét de la technique de
transfert de génes par microinjection est plutétité. Le clonage somatique ouvre d’autres
perspectives.

Des cellules issues d’'un embryon, d’'un feetus om dissu adulte sont transfectéasvitro
par les techniques standaskimiques (lipides, phosphate de calcium), physgigectroporation,
injection directe, bombardement de géene) ou tratisfe rétrovirale. La combinaison des cultures
cellulaires et de la transgenése autorise des ioatiliins précises du génome pacombinaison
homologue restreintes precédemment a I'emploi de cellubesises. Les cellules transfectées sont
ensuite sélectionnées selon l'intégration du transegune lignée cellulaire stable est alors établie
Cette lignée cellulaire peut également provenirnd'wbiopsie issue d’'un animal transgénique
produit d’une autre facon. Comme les cellules ¢ééis peuvent étre congelées et stockées, la
source de noyaux donneurs ne constitue pas urnufdotetant, permettant la production d’'un grand
nombre d’individus.
Le matériel génétique d’'un ovocyte est ensuitev@nlauis remplacé par celui issu des cellules
transgéniques (Fig. 15). L'embryon transgéniqusiabtenu dérive de la transplantation d’'un seul
noyau geénétiguement modifié dans un ovocyte énudl@ate notion de mosaicisme est éliminée,
en méme temps la transmission du transgéene araeligerminale est obligatoirement assurée.
Avec une sélection appropriee de la lignée celieldransgénique, la majorité des animaux
transgénigues exprime le transgéne correctemertte Gechnique réduit significativement le
nombre d’animaux requis pour produire une lignéagsgéniqué¢l4,253] Les temps de production
de protéines recombinantes par ces animaux traiggéEnsont réduits par I'usage du transfert
nucléaire [22].

Bien que séduisant, ce protocole associant cloeatyansgenése connait quelques limites et
souleve d'autres problemes concernant le bétail.
Le nombre de meéres porteuses pleines apres lefdramsembryon est faible et la mortalité
postnatale est élevée [27@Mes différences sont notées entre les especes, lebechevres par
exemple, des taux de réussite acceptables sortrtapsans haute incidence d’avortement comme
chez les bovins [13,145]
Certains types cellulaires paraissent étre pluefaent génétiquement modifiables que d'autres ;
I'efficacité du transfert nucléaire et la viabilitke la progéniture en est modifiee [142,309,316]
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Chez les bovins par exemple, féroblaste est considéré comme un bon candidat aux
manipulations génétiques. Il posseéde une des éaisicjues essentielles pour utiliser cette
technique : une grande durée de vie en culture gimtm En effet, les cellules doivent étre
maintenues en culture longtemps pour parvenir e trelles ou l'insertion du transgene est
correcte : les colonies transfectées doivent eddin d’obtenir une population suffisante pour
envisager la sélection (testage génétique).

Ces resultats montrent qu'avec une sélection apgepde cellules de donneurs et dautres
améliorations techniques, les probléemes associésiasfert nucléaire devraient diminuer.

Ces différentes méthodes ont été décrites dangamtes revues [125,126,71,303], elles
sont résumeées dans la figure 15 suivante.
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Figure 15 Différentes méthodes pour produire des animaux transgéniques.

DNA transposon lentiviral vector

DNA microinjection

nuclear
transfer

\

[Cocovecosy T@
) . luripotent cells -
EScells  EGcells plunip cell selection

O C] 2 Q J@

P,
®

-gene addition
-gene replacement feetal somatic cells ———————— -gene addition
-gene replacement

‘@/‘
adult somatic cells

enucleated
oocyte

|generation of chimerae |

blastocyst

cell selection

transgenic animal

(1) Transfert d’ADN par micrioinjection directe dans le pronucléus ou le cytoplasme de I'embryon

(2) Transfert d’ADN par transposon : le géne d’intérét est introduit dans le transposon qui est injecté dans un pronucléus

(3) Transfert d’ADN par un lentivirus vecteur : le géne d'intérét est inséré dans le lentivirus vecteur qui est injecté entre la zone
pellucide et la membrane de I'ovocyte ou de I'embryon

(4)Transfert d’ADN par le sperme : le sperme est incubé avec un géne étranger et injecté dans le cytoplasme de I'ovocyte pour
une fécondation par ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection)

(5) Transfert d’ADN par des cellules pluripotentes : I’ADN est introduit dans une lignée de cellules pluripotentes (ES: embryonic
stem cells ou cellules souches embryonnaires : lignée établie a partir d'un embryon jeune, EG: embryonic germ cells: lignée
établie a partir des cellules germinales primaries des gonads d'un foetus). Les cellules pluripotentes contenant I'ADN sont
injecté dans un embryon au stade précoce pour créer un animal chimérique portant le géne étranger;

(6) Transfert d’ADN par clonage : le gene étranger est introduit dans des cellules somatiques, leur noyau est introduit dans le
cytoplasme d’un ovocyte énucléé pour créer des clones transgéniques. Les méthodes 4, 5 et 6 permettent I'addition du géne au
hasard et l'intégration ciblée du géne par recombinaison homologue pour I'addition ou le remplacement de gene incluant la
méthode de « knock out » ou de « knock in ».

Source : Houdebine L.-M. Production of pharmaceltiproteins by transgenic animals. Comparative Imoiagy,
Microbiology and Infectious Diseases 32 (2009) 17
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A.2.6 Le chromosome artificiel

L’expression du transgéne étant améliorée parutajie séquences d’ADN spécifiques, le
matériel a transférer est tres long ; or les moydastransgenése vus précédemment, ont une
longueur d’intégration du transgéne limitée. Cjstirquoi le chromosome artificiel est intéressant,
il peut en effet, contenir de grands fragments d\A@e plus d'une mégabase (Mb). Contrairement
aux méthodes classiques de transgenése, le miorooBome n’est pas intégré a I’ADN hoéte et se
comporte comme un chromosome indépendant, portdapeellule au cours des divisions. Les
chromosomes artificiels ont été initialement dé&ivdes levures, ils contiennent tout ce qui est
nécessaire a leur fonctionnement : des télomeres, ragion centromérique, des origines de
réplication. Des essais d'intégration d’'un YAC (sedrtificial Chromosome) chez les rongeurs
ont produit des résultats encourageants [21,248] ;YAC de 210 kb microinjecté dans des
pronucléi de rats a produit des rats transgénigxg@simant I'alphalactoglobuline ou encore le
facteur de croissance humain dans leur mamell8T6Cependant les YAC s’averent instables
avec des délétions intempestives de l'insert r@jautificiellement. L'utilisation de BAC (Bacterial
Artificial Chromosome), plus stables mais avec possibilité d’insertion inférieure a été testee,
des souris transgéniques ont ainsi été créées.[326]

Récemment, des chromosomes artificiels de mammif@AC) ont été créés avec soit des
éléments chromosomiques endogenes des YAC, so#iéleents extrachromosomiques de virus ou
de BACs et chromosome artificiel P1 (PAC) [308]v@®ses approches ont été utilisées pour créer
des MAC avec les composants nécessaires a uneatépli correcte [81,112,116,288]. Des
chromosomes artificiels humains (HAC) portant lesi ldes chaines lourdes et légeres des
immunoglobulines, ont été créées par plusieurs équipes de rechpr84¢35,152,153,297,298].

Apres le succés de lintroduction des HAC chez $&suris pour produire des anticorps
monoclonauxhumains, la technique est développée chez lel lpgtish des capacités de production
plus grandes. Ainsi, en créant une lignée de eslplossédant un chromosome artificiel puis en
utilisant la méthode du transfert nucléaire, damanx transgéniques plus complexes peuvent étre
créés [154].

A.2.7 La production d’oiseaux transgeniques

L’obtention de poules transgéniques s’est heurtde anombreuses difficultés pendant 15
ans, cependant des anticorps et un interféron téntééemment obtenus dans le blanc d’'ceuf [7,
126].

+

La physiologie de la reproduction des oiseauxgdifite par rapport aux mammiféres, rend
les techniques classiques difficiles a mettre enreell’embryon aviaire se développe a partir d’'un
ceuf jaune assez grand, enveloppé d'une coquille dyres la fécondation. L’embryon se
développe ensuite dans I'ceuf couvé ou incubé. lerdtpeuf fécondé est pondu, son stade de
développement dans le jaune d’ceuf est d’envirorD80&ellules. La plupart des modifications
génétiques des mammiferes nécessitent la manipuldtovocytes fécondés ou d’embryons a un
stade précoce, issus de femelles donneuses. Uneelleoumanipulation est nécessaire pour
transférer 'embryon modifié a une femelle receeels grande taille et la fragilité du jaune d’ceuf
ne permettent pas ces manipulations chez I'oideanjection de transgéne ou le transfert nucléaire
a des stades précoces n’est donc pas envisageable.
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Les trois stades clés utilisés sont les suivaliteuf juste fécondé, 'embryon dans les ceufs juste
pondus, des embryons aprés 2 jours d’incubatiosqle les cellules germinales primaires
(précurseur des gametes) sont accessibles [16Bjn@agpour créer les mammiferes transgéniques,
des virus vecteurs ont été utilisés. Les premieseurs viraux, dérives de rétrovirus aviaires,
avaient un taux de production d’'oiseaux transgéni@ible (10%). L'usage d’un lentivirus dérivé
du virus de I'anémie infectieuse équine a été dadppd, avec une obtention de 100% d’animaux
chimériques et une transmission a la lignée germiplas fréquente. Concrétement, le virus porteur
du transgéne est « emballé » dans une enveloppéique provenant du virus de la stomatite
vésiculaire, apres culture sur cellules, les vestsont injectés dans les ceufs juste pondus qtii son
ensuite incubés. L’embryon en développement esli aiansfecté et de I'ceuf nait une chimere
(Fig.16).

Figure 16 Un apercu schématique des étapes de la production de poules transgéniques

A Develop viral constructs B |pject virus into embryo
and transfect cell line C culture embryo
to hatching

D Raise founders
to sexual maturity

E Cross with Wild-type hens
and screen offspring

(A) Une construction virale efficace pour I'expression du transgéne est développée puis transférée dans
une lignée cellulaire appropriée. (B) Un haut titre de virus est injecté sous le blastoderme d’'un oeuf non
incubé (C) Les embryons injectés sont cultivés pendant 21 jours dans une couveuse. (D) Les poulets
chimériques (GO0) sont élevés jusqu’a la maturité sexuelle (E) les fondateurs (avec une semence positive
au transgene) sont accouplés avec des poules de type sauvage, la présence du transgéene est recherchée
dans la descendance G1. (illustration par Jennifer Petitte).

Source : Pettite JN, Mozdziak PE. The incredibléledand therapeutic egg. Proc Natl Acad Sci USA
2007;104:1739-40.

Quelle gque soit la technique utilisée, le taux éassite mesuré en nombre de naissances
d'animaux vivants porteurs du transgene est tibtefdl n’en reste pas moins que les chercheurs
persistent et que les animaux transgéniques ombhoreux usages aujourd’hui.
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.A.3. Production de « bioproduits »

A.3.1 Optimisation de I'expression du transgéne

Pour étre exprimé d’'une maniére correcte, le trmsgloit contenir un promoteur (éléments
de séquence dispersés sur lesquels se fixent cesifa de transcription), deshancers(plusieurs
éléments de séquence tres proches sur lesqu@esedes facteurs de transcription), des isolateur
(limitant les interactions entre les promoteurseats éléments régulateurs tels que les enhancers,
Ces séquences pourraient agir sur la transcripsioih,comme de simples barrieres en bloquant la
progression de protéines régulatrices le long adilamatine, soit en modifiant I'organisation ou la
structure des fibres de chromatine), des intronseerminateur de transcription [126]. Ainsi des
constructions moléculaires permettent de pilotefolectionnement d’un transgéne dans I'espace
(dans un tissu donné), et dans le temps (& cemaoments de la vie fceetale ou adulte). Pour la
majorité des animaux réacteurs, c'est dans legladt les protéines d'intérét pharmaceutique sont
produites. Une expression maximale dans la marestl@lors recherchée, I'expression dans le lait
est effective avec les promoteurs de génes de=ipest du lait [97,239]. Il est possible de
transfecter de fagon stable les cellules somatifoeses avec une construction contenant un géne
humain lié & un promoteur (connu pour fournir urpression élevée du transgene dans la glande
mammaire). L'expression dans le blanc d’ceuf essiptes en utilisant un promoteur du géne de
I'ovalbumine. L'utilisation de longs fragments d’ADcontenant le promoteur spécifique stimule
encore plus I'expression du transgene étrangerl(FigCette stimulation a été démontrée pour le
promoteur du géne d’'une protéine du lait : WAP g@ifdey Acidic Protein) [235]. Des éléments
de ce long fragment d’ADN devraient étre identifggsur construire prochainement des vecteurs
compacts exprimant le transgéne plus efficacen@sy.

Figure 17 Exemple schématique de séquence d’un transgéne utilisé par BioProtein
Technologies pour produire une protéine d’intérét dans le lait de lapine

::--:I—-—_
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Source : BioProtein Technologies, services>intéllat property, Site de BioProtein Technologies [digne]
http://www.bioprotein.com/gb/services.htm#jiiage consultée le 31 octobre 2009)

Construire un vecteur d’expression efficace powdpire une protéine thérapeutique n’est
pas une opération standard comme le montrent lesal@emples suivants de production de vaccins
recombinants.

=+ Des vaccins recombinants contre la malaria sontellement en étude [92]. Une des
protéines initialement obtenue dans le lait de iso[#83] est maintenant en cours de
production dans le lait de chévre. D’'une facontaratue I'antigene produit dans le lait de
souris avait perdu ses propriétés de vaccinatiocepgu’il était glycosylée.
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=+ Le second exemple est la production de protéinez &R/P6 d'un rotavirus chez un lapin
transgénique [271]. Le génome du rotavirus est éomie quelques fragment d’ARN
indépendants. Le virus est répliqué dans le cysopéaet ses protéines ne sont pas sécrétées
individuellement. Les modifications suivantes déquences nucléotidiques de VP2 et VP6
ont été réalisées : élimination des sites d'épissaetgde quelques sites de glycosylation,
addition d'un peptide signal et adaptation des osdwour optimiser I'expression des deux
ADNCc dans la mamelle de I'animal. Les ADNc modifi@ést été introduits dans un vecteur
adapté [126]. Cette construction a rendu possibled-sécrétion dans le lait des deux
protéines virales jusqu’a une concentration de B@@ml. Ces protéines produites par le
lapin sont capables de protéger la souris contveus [272].

A.3.2 Les différents systémes animaux transgéniques

Les animaux traditionnels d’élevage comme les &vinoutons, chévres, porcs et méme
lapins ont des avantages significatifs pour la potidn de protéines recombinantes par rapport aux
systemes classiques de production de protéinesntecantes (cf. 8 plus haut, A.1l.la place des
animaux dans la production de protéines pharmanpeeg). Le site de production le plus prometteur
pour les protéines recombinantes, est la glandemazém. Des fluides corporels sont également
explorés comme le sang, I'urine (I'épithélium desésssie secrete la protéine recombinante mais les
concentrations obtenues sont trés basses [14628}),,8 liquide séminal [70], ’'hémolymphe de
larve d’insecte [176].

Récemment le blanc d’ceuf [166,330] a été utilisémeore les glandes a soie [237].

Isoler de I'hémoglobine humaine recombinante pridpar le porc dans son propre systeme
circulatoire a été essaye, mais la tache est ithffien raison de la grande similitude entre
I’'hnémoglobine humaine et I'hémoglobine porcine [R93 sang n’est pas utilisable la majorité du
temps, il ne peut pas stocker de hauts nivaux detipes recombinantes. De plus, les protéines
recombinantes dans le sang peuvent altérer la dasténimaux alors que la production dans le lait
évite tous ces problémes. La production de prosénreeombinantes a été étudiée chez plusieurs
especes dont voici un apergu des avantages etigci@mts de chacune :

Lapins

Cette espéce offre de nombreux avantages. Le éspiphylogénétiguement plus proche des
primates que ne le sont les rongeurs et les rurtinaa glande mammaire des lapins possede des
capacités post-transcriptionnelles plus prochesetles de 'Homme comparées aux capacités des
ruminants. La glande mammaire produit des protéimgm-fucosyléexe qui présente un intérét
pour la production d'anticorps monoclonaux a méxgaaid'action ADCC. Des sialilations avec un
mélange de formes NANA (N-Acétyl Neuraminic Acid)MGNA (N-Glucolyl Neurmaninic Acid)
sont réalisées. La plupart des lignées CHO utdisée bioproduction génerent des protéines
hautement fucosylées et avec 100% de formes NGHMésis, alors que les protéines humaines
sont NANA sialilées. C’est donc un animal de chodur produire des glycoprotéines humaines et
des vaccins recombinants.
Un temps de gestation trés court (1 mois) et untuna@gon sexuelle rapide (4 mois pour les
femelles et 5 mois pour les méles), 8 a 10 popdesn de 8 laperaux en moyenne, permettent de
générer rapidement (Fig.18 et Tabl.8) une ligné@midiaux transgéniques avec un faible codt de
revient. Lapremiére lactation des femelles fondatrices estrale# 6 mois apres I'étape de micro-
injection du transgene dans les embryons. En péales méales fondateurs sont croisés avec des
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femelles non-transgéniques pour donner naissancka aeuxieme génération de lapines
transgéniques qui permettra une rapide montée msgnece industrielle. Le délai nécessaire pour
pouvoir commencer la traite des lapins de deuxigémration est approximativement de 12 mois
apres les premieres micro-injections.

Insensible au prion et n'étant pas la cible de diata sévéres transmissibles a I’homme,
I'exploitation dans un statut sanitaire controléfasile.

La production de lait est relativement élevée jis@b0 ml de lait par jour de lactation, soit un
volume de 10 & 15 | de lait par an et par fem@&@hefonction du niveau d’expression du transgene,
la concentration en protéine recombinante et caapntre 0.1 et 10 g par litre de lait. La majorité
des protéines thérapeutiques actuellement sur kehdaont des indications qui nécessitent une
production mondiale annuelle inférieure a 10 kgaeéines, ce qui reste adapté pour le lapin.

Figure 18Schéma comparatif du cycle de reproduction de la vache, de Ia
chévre et de la lapine
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Source : BioProtein Technologies, science >aboubbif, Site de BioProtein Technologies [en ligne
http://www.bioprotein.com/gb/science.h{page consultée le 31 octobre 2009)

Porcs

Comme les lapins, les porcs sont capables de pedas protéines avec des modifications
post-transcriptionnelles proches de celles de ltmemSes caractéristiques de reproduction sont
aussi favorables (Tabl.7) avec une gestation coume premiére portée précoce, des truies
prolifiques. Les porcs peuvent étre élevés aveestatut sanitaire controlé de par I'existence de
lignées sans pathogénes. Les truies produiseniedephus grandes quantités de lait (300 I/an) que
les lapines mais ont un colt de production querplis élevé.

Ce n’est pas sur le lait que se distingue le pam@&hcteur mais sur le liquide séminal [68]. Ereeff

la semence de porc contient 30 mg de protéineitparel le verrat peut produire 200 a 300 ml de

semence 3 fois par semaine avec un total de 6-8 gratéine par éjaculat. La sécrétion de la
protéine recombinante étant exclusivement exocteesque d’interaction avec la physiologie de

I'animal est minimisé. Avec une maturité sexuell@1®-125 jours et une production de sperme
continue sur toute l'année, le porc est donc umébicteur a explorer. Des recherches sur les
séquences régulatrices et les promoteurs condussfiekpression de protéines dans les glandes
sexuelles males des porcs sont en cours.
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Ruminants

Les ruminants sont plus appropriés pour produirgrdades quantités de protéines. Il a été
calculé que la quantité d’antithrombine Ill obtenp@ an avec les chévres transgéniques était
I'équivalent de l'utilisation de 90 000 échantilbbde sang humain [71]. Cependant, leur maturation
post-transcriptionnelle des protéines n’est pasidiien que celle des lapins ou des porcs. Le cycle
de reproduction requiert un temps assez long (§ig@tlTabl.7), de la naissance a la premiére
lactation. GTC therapeutic [105] rapporte un dd&il8 mois entre l'introduction du transgéne et la
premiére lactation de ses chévres et une durée3 deois pour une premiére lactation de chévre
obtenue par un fondateur male.

Avec les niveaux d’expressions moyens dans leléaitplume moyen de lait produit, I'efficacité de
la purification, les estimations suivantes sontrdms en 1999, par an [27] :

%+ 5 400 vaches nécessaires pour produire les 10&@0d'albumine sérique humaine requis
par an dans le monde
% 100 chévres pour 100 kg d’anticorps monoclonaux® viches nécessaires pour produire
les 100 000 kg d’'albumine sériqgue humaine reqaisap dans le monde
% 100 chévres pour 100 kg d’anticorps monoclonaux
%+ 4 500 moutons pour produire 5 000 kg d’alpha-aygme (a-AT)
%+ 75 chévres pour 75 kg d’antithrombine Il (AT)LII
Dix ans aprés, les estimations d’effectifs sontussva la baisse (Tabl.8), les techniques de
production s’étant améliorées.

Tableau 7Comparaison du temps requis pour obtenir des protéines recombinantes
chez les différentes espéces d’animaux transgéniques

Rabbit Pig Sheep Goat Cow
Gestation time (months) 1 4 5 5 9
Age at sexual maturity (months) 5 6 8 8 15
Time between gene transfer and first lactation (months) 7 16 I8 18 33
Number of offspring 3 10 1-2 1-2 1
Annual milk yield (liters) 15 300 500 800 S000
Recombinant protein per female per year (kg) 0.02 1.5 25 4 40

Source : Houdebine L.-M. Production of pharmacealtygroteins by transgenic animals. Comparative Imoiagy, Microbiology
and Infectious Diseases 32 (2009) 107-121

Tableau 8Niveau possible de production de protéines recombinantes dans le lait
des différentes espéces d’animaux transgéniques

Protein Estimated need (kg year ') Species Herd size
Human serum albumin 100,000 Cow 5400
o-1-Antitrypsin 5,000 Sheep 4,300
Monoclonal antibody 100 Goat a8
Anti-thrombin-II1 75 Goat 43
Factor IX 2 Pig 4
Protein Cl inhibitor 1 Rabbit 30

Source : Houdebine L.-M. Production of pharmacealtjgroteins by transgenic animals. Comparative Imoiagy, Microbiology
and Infectious Diseases 32 (2009) 107-121
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Poules

La difficulté a obtenir des oiseaux transgéniqué&téasurmontée récemment [166,303,330]
et I';euf est désormais considéré comme un systéenoengpteur. L'utilisation de poules
transgéniques combine de nombreux avantages.

La poule a un cycle de reproduction court par rapaox ruminants avec une capacité de
multiplication exponentielle. Un coq peut étre aqué avec 10 poules par jour et chaque poule
peut pondre 10 ceufs fécondés. Ainsi, une fois uptm@nsgénique créé, celui-ci peut engendrer
plus de 100 000 individus transgéniques par an][166 poule peut étre élevée en grand nombre
dans un milieu clos et produire un nombre impreswmot d'ceufs sources de protéines
recombinantes (environ 300 ceufs par an). De pheslignée de poules sans pathogene spécifique
est désormais disponible [140] et I'ceuf a I'avaptab@tre un milieu stérile avec des protéines
stables. Les poulets ayant une physiologie différetes mammiféres, de nouvelles perspectives
sont alors ouvertes pour la production de protéioegues par les mammiféres (par exemple,
I'érythropoiétine humaine).

Concernant la maturation post-transcriptionnellss tonnées sur les oiseaux sont peu
nombreuses ; une étude sur la glycosylation des dg€z différentes espéces [224] a mis en
évidence que les oligosaccharides de poulet incenpainiguement I'acide N-acétylneuraminique
(NANA) comme I'Homme (cf paragraphe sur les lapinisgs autres animaux utilisés jusqu’a
présent, produisent des formes NGNA. Ce point acgniine importance car il ne peut étre exclu
qgue les protéines contenant la forme NGNA induidarformation d’anticorps neutralisants chez
les patients, méme si ce phénomene n’a pas jusgujaur été observé. De plus, les poulets ne
produisent pas di1-3-galactose [165] ; cette glycosylation abseliezd’Homme, présente chez
les mammiferes utilisés pour produire des proténeesmbinantes, est a l'origine de production
d’anticorps pouvant entrainer un rejet. La glycasgh par la poule des protéines recombinantes
doit étre plus étudiée, méme si les protéines estont une forme proche de celle de 'Homme,
elles contiennent de nombreuses structures de rmam@t@angeres chez 'Homme.

Des études préliminaires montrent que les pouleggré pondre des ceufs contenant jusqu’a
0.1 g de protéine humaine dans un blanc d’ceuf. Aveqg de protéine recombinante par ceuf, une
seule poule pourrait produire 30 g de protéinegoafl65]. Les effets sur I'intégrité de I'ceuf, de |
production de protéines recombinantes en grandetitgiasont inconnus.
Le blanc d'ceuf contient naturellement 4 g de praédont la moitié provient du géne de
I'ovalbumine [114,136]. La composition simple dwait d’ceuf devrait faciliter la purification des
protéines recombinantes de I'albumen. Les gend®dalbumine et du lysozyme du blanc d’ceuf
ont été étudiésleurs promoteurs et voie d’expression sont dondidats pour exprimer une
protéine recombinante [165]. Les éléments foncedsidu géne du lysozyme du poulet sont connus
de maniére plus précise que ceux de I'ovalbumindecgene a pu étre introduit chez la souris pour
étre étudié.
Le jaune d’ceuf, par sa composition plus complexe lgublanc, rend la purification des protéines
d’intérét plus difficile. Comme le jaune d'ceuf ségtre jusqu’a 400 mg d’lgY [165] (8—20 mg
d’lgY par millilitre [238]), une forme d’IgGil a été utilisée pour produire des IgG chimérgue
humains. L'usage du jaune d’ceuf se destine aliss production d’anticorps recombinants par des
poules transgéniques [165,238] qu’a la productieprbtéines.

D’aprés L-M Houdebine [127], ce systeme n’est maslamentalement plus performant que

le lait (Tabl.9) mais il a 'avantage d’échappex devets portant sur la production de protéines
dans le lait.
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Tableau 9Comparaison des avantages et des limites des différents systémes de

production de protéines recombinantes par les animaux transgéniques.Un nombre de croix
élevé signifie que le paramétre considéré est favable

Systémes de production Sang Lait Blanc Plasma Urine Glande Larve de
d’eeuf  séminal séricigéne drosophile

Niveau de producﬁon +++++ +++++ +++++ ++ ++ ++ ++
Investissement +++ +++ +++ + + +++ +++
Cout de production e+t S 4 ++ + bt RIS
Souplesse RFRT— FHE FRFRRTa. ++ + FRFRE 4
Conservation des lignées et ) b e s B et
Délais pour la premiére production 4 + 4+ (+) R +4+ + PR R
Augmentation d’échelle et ot e+t e+t + PR et
Collecte FRFRTRNIS FRFa. FRFRRTa. . e+t S IR
Effet sur les animaux ++ 4+ ++ + (+) + 4+ (+) ++ + (+) A+ PR
Madifications posttraductionnelles o+t St ++ + (+) 4+ + (+) + 4+ (+) + + (+) ++ (+)
G|ycosy|0ti0n ++++(+) 44+ +4++ ++ 4+ (+) ++ + (4 ++ ++
Purification ++ +++ +++ ++ (+) ++ [+ +++ ++ (+)
Contamination par des pathogénes ++ 4+ 4 4 ++ FRFa RIS
Dissémination dans |'environnement e+t FRFRTE 4+ ERFRFRTAS ATRFRAS FRrar. +HE+
Propriété intellectuelle e+ +++ +++ +++ 4 4+ 4
Considérations bioéthiques e+ +++ 4 4 4+ S IR

Source :Houdebine L.-M. Préparation de protéines thérapgugs a partir des animaux transgéniques. STV 2@In° 1, janvier
2008

A.3.3 Choix de la protéine recombinante a produire

Le transgene qui code pour la protéine d’intéréit @re dérivé d’'un animal de la méme
espece ou non et méme d’une bactérie ou d’'uneeplant

Une des clés de la réussite de la production d&ipes pharmaceutiques est I'innocuité de
la protéine étrangere envers la physiologie deirfiah Malgré la production de nombreuses
protéines d'importance biomédicale, exprimées aweccés dans la mamelle d’animaux
transgéniques, quelques unes ont demontré des eftiEsirables.

Des chevres transgéniques exprimant un activatemalm du plasminogéene dans leur lait, ont vu
leur production de lait chuter prématurément. Celitete a été attribuée a de hauts niveaux de
concentration de la protéine nouvellement exprigté& son interaction avec les composants de la
caseéine [73].

Chez la souris, I'expression de la protéine C rdmoante humaine, a induit un phénotype de
lactation anormal, malgré que les auteurs pensenteg défaut était di aux effets secondaires de la
transgénése et non a la seule expression de Emprdd [209].
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Un autre exemple : des lapins transgéniques exptiohes niveaux d’érythropoiétine humaine bas
dans leur lait, ont montré une fuite de la protéaes leur sang. Ces animaux étaient infertiles et
avaient une viscosité sanguine anormale avec uatoénte élevé [178].

Des effets secondaires moins séveres ont été @sskmsque ’hormone de croissance humaine a
été produite dans le lait de lapine (données nbifigrs, d’'aprés [128]).

Ces problemes devraient étre évités par une saedti transgene, associée a un contrble précis de
I'expression spécifique du tissu. Il est nécessd@eprocéder méticuleusement a la création des
assemblages d’ADN et au « pré testage » de cestrectisns sur des lignées de cellules
transgéniques. Des précurseurs de protéines repanibs peuvent également étre créeés, ils sont
alors produits inactifs durant les étapes de matibn et activés par d'autres procédés.

En plus de produire des lignées transgéniques @cietent dans le lait des niveaux
acceptables de la protéine voulue, sans affectephigsiologie de l'animal, la question de
purification de la protéine doit étre posée. Cetiestion est extrémement importante puisqu’elle
aura une incidence sur I'économie et la commesatibn du produit. La purification d’'une
protéine recombinante avec un codt raisonnable peeEngialement viable, est un point critique de
cette production en raison de la composition cor®pbiu lait [97]. Ces processus doivent étre tres
contrdlés et la méthode documentée avec un caesectthrges précis [89].

A.3.4 Les différentes étapes de production de protéés pharmaceutiques
recombinantes a travers I'exemple du lait

Les objectifs de laltération du lait par la traeegse peuvent se répartir en quatre
catégories :
- La valeur ajoutée du produit : des taux plus &ede caséine pour la fabrication de fromage, un
lait dépourvu de la protéine allergéne du Ifitactoglobuline), un lait avec un taux de lactoas b
pour les intolérants au lactose, un lait avec desémes antibactériennes (lactoferrine humaine,
lysozymes, lysostaphine),... [125]
-Une amélioration de la valeur nutritive : un laitmanisé formulé pour les bébés, un lait de truie a
haute valeur nutritive pour mieux nourrir les péetg un lait enrichi en oméga 3 [125].
- La production de protéines pour le traitementaoprévention de maladie humaine.
- Des biomatériaux : collagene, protéines de la deil’araignée [141,218,331].

Les protéines pharmaceutiques permettent une bisngoosse marge que les protéines agricoles
traditionnelles. Le plus grand intérét économigei¢rguve donc dans les deux derniéres catégories.
La production de ces protéines chez des animatigriaa des avantages significatifs concernant le
risque sanitaire et les colts directs de productmila pourquoi, il parait judicieux d’aborder les
étapes de production d’'une protéine transgenidrevars I'exemple du lait (Fig.19).

82



Figure 19 Diagramme de production d’une protéine transgénique dans le lait
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Les animaux fondateurs

Le choix des animaux-source pour réaliser la trangge fait I'objet d’'une attention
particuliere.

Pour obtenir une lignée sans maladie, qui pouaféetter le futur projet, les ruminants-source sont
la plupart du temps originaires de Nouvelle-Zélaadal’Australie qui sont des pays officiellement
indemnes d’Encéphalopathie Spongiforme Transmiss{[89]]JA9). Le gene PrP nécessaire au
développement des maladies a prion a été récemmaxgttvé pour une lignée de bovins [233].
Quant aux lapins et cochons, des lignées EOPS (Exéi@rganismes pathogénes Spécifiques ou
SPF en anglais Specific Pathogen Free) existefaic#itent les procédures. Les animaux sont mis
en quarantaine le temps nécessaire, ils doiverdédes un moyen d'identification permanent et
lisible (tatouage, transpondeur, tag a l'oreille.Lg.troupeau créé, doit étre dans un environnement
maitrisé, avec entrée reglementée des nouveauxdodi Des procédures sont mises en place pour
gérer tous les risques inhérents a I'environnemérevage, les contraintes de la production, les
spécificités de I'espece élevée. Des plans de wation, de contrdle du parasitisme externe et
interne sont mis en place ainsi qu’un contréle médére permanent.

Les qualités de reproduction et de production desnaux choisis sont également
importantes. Nexia a créé une lignée de chévredapédour obtenir des animaux fondateurs. Les
chevres BELE® (Breed Early, Lactate Early) sontiéssd’une lignée de chevres naines d’Afrique
de I'Ouest ayant une reproduction et une lactapficgtoce. Un bouc BELE® peut atteindre la
maturité dés I'age de 15 semaines, alors qu’'un lmwdmaire ne I'atteint pas avant 30 semaines
d’age [199]. Ainsi les délais de production d’'uaupeau transgénique sont réduits et la production
de protéines plus précoce, le processus de conatisation est accélérée. |l est également
indispensable d’accroitre la diversité génétiquel’éviter la consanguinité lorsque la lignée des
fondateurs est établie. Par exemple, Nexia a ctegséhevres fondatrices avec une lignée normale
comme la Saanen ou I’Alpine qui ont une producl#tiere plus élevée que les BELE® [199].
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De la premiére production de protéines a la prodoata grande échelle [89]

Premieres analyses

La production de petites quantités de protéinesmbinantes dans la phase de départ du
projet permet de commencer la caractérisation bhitigue nécessaire de la molécule. La récolte
précoce de lait peut attendre que le stade phygeple naturel de lactation soit atteint ou alors la
lactation peut étre induite chez la chévre parciiga hormonale (a I'dge de 2 mois environ) avant
la maturité sexuelle aussi bien chez les maledeaguiemelles [105].

Avant la récolte, la santé des animaux est cordrfééat général, température corporelle,
état de la mamelle) et des tests sur le lait salisBs pour dépister les mammites cliniques et
subcliniques (aspect macroscopique du lait, CalifoMastisis Testing). Une fois ce check-up
réalisé, la production des animaux sains peutrétraltée. Ces contrdles sont réalisés avant chaque
traite. Les animaux malades bénéficient de soimérim@ires et sont réintroduits une fois guéris,
lorsque le lait ne contient plus aucun résidu dedioaénent ; certains animaux peuvent étre
réformés définitivement.

La premiere production est utilisée pour détermitaetivité biologique, mesurer les concentrations
d’expression, la séquence des acides aminés pspdantlyser les hydrates de carbone de la
molécule et identifier les contaminants. Cette rimfation est nécessaire pour tout produit
recombinant. Cette analyse doit étre réalisée plaague animal transgénique, a différents stades de
lactation et durant différentes lactations pousstaer de la constance du produit tout au longde |
production.

Un taux de 1 mg/ml de lait ou méme plus bas esemable économiquement. A des
concentrations plus élevées, les protéines recant®#s ne sont pas totalement matures et
partiellement glycosylées. La cellule mammaire,uiss, ne peut glycosyler entierement les
protéines recombinantes. La protéine recombinaite/@ (human antithrombin 1l) produite dans
le lait de chevre contient moins d’acide sialique glans la molécule originelle [74]. De la méme
maniere, I'inhibiteur C1 humain, produit dans lé e lapine n’est pas entierement sialilé [149].
Les bonnes pratiques de fabrication doivent asdargécurité, la pureté, I'efficacité de la progin
produite par des contrbles reglementaires de gualit

Une fois les premiéres analyses réalisées, lesaanifondateurs sont choisis pour propager
le transgene et créer une lignée productrice geotgine. La taille du groupe dépend de la demande
du marché pour la protéine recombinante. Lorsquegidads effectifs sont nécessaires des
embryons peuvent étre obtenus d’'une femelle formgatransgénique [14]. L’analyse PCR des
embryons par biopsie permet de sélectionner lesyemb qui ont le transgene [22]. Les males
fondateurs sont utilisés pour propager rapidementtrbnsgéne en utilisant I'insémination
artificielle.

Avant la récolte a grande échelle, tous les pracétivent étre standardisés, écrits et
documentés, le personnel formé spécifiquementédgspements calibrés. Toutes ces procédures
sont indispensables a I'éventuelle autorisatiom® sur le marché.

Purification des protéines d'intérét

Le lait est récolté individuellement a chaque éralita procédure de purification nécessite de
regrouper les échantillons. Le regroupement efisééammédiatement si le lait est gardé frais et a
I'état liquide, une autre méthode stocke le laibhgalé individuellement. Des tests additionnels
peuvent alors étre réalisés (recherche de bactenias, etc).
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Peu importe gu'une protéine recombinée soit predaiti'aide de bactéries, levures, culture de
cellules de mammiferes ou extraite du lait de obgvelle doit étre purifiee afin d'en retirer les
autres protéines et contaminants. Dans le castglal@rotéine doit étre isolée des matieres g®ss
et des autres protéines naturellement présenteaseléait.

Il existe diverses méthodes de purification destéimes recombinées, notamment la
centrifugation, la précipitation, la filtration efpécifiquement la chromatographie sur colonne.
Généralement, le lait est d’abord filtré pour eerlela matiére grasse, la caséine, les cellules et
particules. Dans un deuxieme temps, le filtrat\essé dans une colonne (chromatographie sur
colonne), une résine est utilisée pour lier spggdiment la protéine recombinée. Une fois liée a la
résine de la colonne, la protéine peut étre isaléenoyen d'une solution spécifique qui la libere.
Cette facon de procéder permet souvent d'obtesipdEéines d'un haut degré de pureté.

Le degré de pureté nécessaire dépend de l'appiicatievue de la protéine. Ainsi, lorsque la
destination est pharmaceutique, le produit dog éktrémement pur.

Les protéines d’intérét sont généralement sécrél@ées la phase aqueuse du lait mais elles peuvent
parfois étre hydrophobes et se concentrer dans dmbrane des globules gras du lait. Les
procédures de purification des protéines recomi@sadans le lait, ne sont donc pas standard et
doivent étre adaptées au cas par cas. L’isolatiola ¢protéine recombinante est compliquée par la
présence des micelles et des globules gras d[BZi#l. Méme si les protéines recombinantes sont
stables dans le lait, elles sont plus ou moinsgaggar la caséine extrémement abondante. Un essai
de production ddacteur VIII de coagulation humain dans le lait de brebis, atréotoute la
difficulté a extraire le facteur séquestré danaitg201].

Une procédure et des mesures spécifiques doivemin@ses en place pour supprimer ou
inactiver tout virus ou prions accidentellementsgrés dans le lait.

Etudes précliniques et cliniques

Une fois toutes les étapes précédentes réaliséesgtddes précliniques sont nécessaires. La voie
d’administration, la dose administrée, la fréquesicka durée du traitement doivent étre définies ca
méme si ces données sont connues pour la protégieetle, la protéine transgénique peut étre
différente. Des essaig vitro et sur des modéles animaux sont réalisés. Le ns@card’action,
I'efficacité, la toxicité de la protéine recombinamoivent étre déterminés.

Si les études préclinigues sont favorables, leduéale purification est encore développé pour étre
validé et la procédure classique des essais cbsigst engagée.

A travers I'exemple du lait, nous avons pu voir cgide principe de production d’'une
protéine recombinante est simple, les étapes meénémiproduction sont complexes. Il aura fallu
19 ans pour passer de la preuve du concept a fiisation pour la mise sur le marché d’'une
protéine thérapeutique extraite du lait de chek#dryn ® (anti-thrombine Il humaine). Ce temps
n'est que relativement long si on le compare ai @gluest nécessaire pour mener a bien un projet
de production classique d’une molécule thérapeatimjptenue par synthése chimique. Une fois le
support de production mis en place, il reste enadranchir les étapes reglementaires et a répondre
aux impératifs économiques pour parvenir a unetéede commercialisation. Le succés n’est pas
toujours au rendez-vous.
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A.3.5 Les protéines pharmaceutiques produites

En raison de I'avancée des recherches médicalés let croissance de la demande globale
en produits dérivés du sang humain (globules rquglesma, facteurs de coagulati@humine
sérique, immunoglobulines), les animaux bioréastergprésentent une promesse alléchante.
Actuellement des protéines pharmaceutiques humaomssoit isolées de fluides humains (facteurs
de coagulation) soit produites comme protéinesméioantes. La premiere méthode implique des
risques de contamination (HIV, maladie de Creutitfébkob) et se heurte au manque de donneurs
qualifiés, a des barrieres reglementaires, des lgmas éthiques (il n'est pas possible
d’hyperimmuniser des humains pour stimuler leur systeme immuniteingers des maladies
spécifiques). La seconde méthode produisant dedipes recombinantes par des mammiféres, des
cultures cellulaires, des systemes de fermentatatérienne, est tres chére [57,218]. La production
de protéines transgéniques pharmaceutiques panilegux en est a ses débuts. Voici un apercu de
cette production animale, apercu qui ne se veuephaustif en raison de la rapidité d’évolution de
la production des protéines pharmaceutiques tramnpges.

Du bétail transgéniquaroduisant une protéine humaine dans le lait, prtéuit grace a des
programmes de recherche subventionnés par des gampacommerciales [200,218,239]. Un an
apres Dolly, la premiére brebis clonée, naissaiRaslin Institute, la brebis Polly et cing autres
agneaux clonés porteurs du géne du facteur IX hur(facteur de coagulation utilisé pour le
traitement de 'hémophilie). En 1999, c'était aurtde Diana de défrayer la chronique avec autre
protéine humaine d'intérét pharmaceutique : I'atphentitrypsine (destinée au traitement de la
mucoviscidosg, toujours financée par la firme PPL Therapeutidése étude publiée en 2009 par
Houdebine montre que la majorité des projets ernrscale développement sont basés sur la
production de protéines recombinantes dans IgHRait20). Jusqu’'a récemment cette technologie
était limitée a la phase recherche/développemeid deanombreux essais cliniques sont en cours
(Fig.20) et une protéine recombinante issue d’ankm@ansgéniques a déja une autorisation de
mise sur le marché. Cette premiere protéine aé®res été I'anti-thrombine 1IATryn® de GTC
Biotherapeutics, en 2006, sur le marché europémtithrombine est une protéine plasmatique
avec des propriétés anticoagulantes et anti-inflatoires.

Les facteurs de coagulations (facteur VIII [210Lpte traitement de I’hémophilie A, le facteur 1X
[256] pour I'hnémophilie B), I'activateur du plasneigene [63], le fibrinogéne, I'albumine sont des
protéines pour lesquelles la médecine curativetrest demandeuse, leur disponibilité accroitrait
grandement les possibilités de traitement des tidfess Les sociétés pharmaceutiques envisagent
de commercialiser ce type de protéines recombisaafgdement (Fig.20 et Tabl.10).

Tableau 10Quelques protéines pharmaceutiques en cours d’étude produites dans le lait

Proteins Company Animal 2/l Glycosylation Development
Alryn GTC Goat 3 <NANA, >NGNA EMEA (2006)
InhibitorC] Pharming Rabbit 3 <NANA Phase 111
Fibrinogen Pharming Rabbit ? Phase 111
Malaria antigen GTC Goat ? No Clinical
Anti-CD137 GTC Goat ? ? Clinical
Albumin GTC Goat ? No Clinical
o-AT GTC Goat ? ? Clinical
BChE PhAth Goat ? ? Preclinical
RotavirusVP2/VPH BPT Rabbit 0.5 No Preclinical
Blood factor BPT Rabbit 3 < NANA Preclinical
TNAP AM Pharma Rabbit <0.1 ? Preclinical

Atryn : antithrombine IIl, oAT : I'alpha-1 antitrypsine, BChE : butyrylcholinestérase, TNAP : Tissue-Nonspecific Alkaline
Phosphatase. Source : Houdebine L.-M. Production of pharmaceltmoteins by transgenic animals. Comparative Imaiogy,
Microbiology and Infectious Diseases 32 (2009) 17
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Quelgues protéines recombinantes prochainemeré snarché sont présentés rapidement
ci-dessous.

Inhibiteur C1

Rhucin®, un inhibiteur C1 recombinant humain prodians le lait de lapines, est développé par
Pharming (Tabl.10 et 11) [214]. Cet inhibiteur dézase C1 régule certaines voies inflammatoires
et inhibe certaines protéases, il fait partie dstéaye de défense humain. Une déficience
fonctionnelle (mutation génétique et héréditaire)cet inhibiteur mene a une activation excessive
de certaines voies immunitaires et deéhostase donnant lieu a des crisesadgioedémesCes
crises sont caractérisées par une tuméfaction itmaes mal délimitée, pouvant étre trés
douloureuse, située au niveau des tissus profomddedme, des tissus sous-cutanés, ou des
muqueuses. L'administration de l'inhibiteur normsalia réponse immunitaire et stoppe la crise. Les
essais clinigues sont en phase lll et un essaguknde phase | est en cours pour son utilisation e
prévention des complications et du rejet apresspiamtation d'organe. Aprés deux refus
d’autorisation successifs en 2007 et 2008 par I'BMEharming a a nouveau soumis Rhtioém
septembre 2009 pour son Autorisation de Mise sitdeché. Aprés avoir retiré en 2008 certaines
de ses réserves majeures, 'lEMEA restait préoccpaéda probabilité de développement d'une
réponse avec anticorps lorsque RhBiaést administré plus d'une fois. Les informations son
impact, sa sécurité d’emploi et son efficacitétammt pas suffisantes. LEMEA demandait plus
d’informations.

Butyrylcholinestérase

Nexia, via la filiale Pharmathene tente de metuepaint une version recombinée de la
butyrylcholinestérase humain (le « BChE ») prodp#e des chévres transgéniques (Tabl.10 et 11).
Les recherches sur la mise au point de ce progpielé Protexi® sont en cours [200]. Le BChE
est une protéine naturelle présente en quantitégmes dans le sang. Il agit comme un fixateur
naturel qui absorbe les toxines telles que lesopsiorganophosphorés (les « PO »), les agents
neurotoxiques et certains pesticides avant quélscausent des dommages neurologiques. Des
études effectuées par I'armée américaine utilidarBChE extrait du plasma sanguin ont démontré
que des concentrations plus élevées de BChE daan¢epermettaient de protéger les animaux de
laboratoire contre les effets toxiques d'agentgatexiques. Bien que le potentiel du BChE soit
connu depuis plus d'une décennie, une des priesipiahites a sa généralisation tient a l'incapacité
a le produire en quantité commerciale. Nexia ayoi sa technologie de production transgénique
permettra de s'affranchir de cette limite.

Antigénes destinés a la vaccination

Des antigenes de la malaria ont été exprimés datatide chevre et des antigénes d’'un
rotavirus dans le lait de lapines (Tabl.10 et 11administration de ces antigénes est destinée a
produire une réaction immunitaire non délétere qomferera une protection future contre le
pathogene ciblé. Avec la concentration obtenue raxgétalement dans le lait de chevre (0,9 g/l),
une cheévre produisant 700 litres de lait par ansgait pourvoir assez d’antigenes pour vacciner 8,4
millions de personnes par an [100].
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Utilisation du systéme immunitaire des animaux trsgeniques : Un avenir
particulierement prometteur

Les animaux, producteurs naturels d’anticorps gdeur propre protection peuvent étre
utilisés comme source d’anticorps pour soigner ifitdoe. Déja en 1920, les animaux étaient utilisés
comme fournisseurs de sérupolyclonal, la thérapie par le sérum soignait de nombreuses
maladies : pneumonie méningite, scarlatine, botulisme, anthrax, tétanos diphtérie...
Cependant, cet usage a été limité rapidement areffets secondaires dus a une réponse
immunitaire contre les protéines non humaines algiBérum. Avec les nouvelles technologies, des
anticorps recombinants « humanisés » produits jear ahimaux transgéniques ou des cultures
cellulaires, essaient de rendre cet usage le plusossible.

Le premier usage des anticorps s’est d’abord toueng I'immunisation passive : I'administration
d’anticorps peut étre utilisée pour protéger leiepts d’'une infection (exemple des anticorps
recombinants conte Mrus respiratoire syncitial). Cet usage est intéressant lorsque ni vaccins ni
antibiotiques sont disponibles ou que le pathogesterésistant aux antibiotiques. Des patients
immunodéprimés font également appel a ce traitenpnsqu’ils ne produisent pas assez
d’anticorps, le codt de revient est tout de méme@b$ a 50 000 $ par an.

Agissant également sur la protection contre leBqugnes intracellulaires, ils peuvent étre utilisés
contre les attaques bioterroristes. Les anticoms/gnt étre gardés sous forme de poudre et sont
aisément « auto-injectables » en cas d’attaque.

La présence d'une grande variété d’'anticorps avee lute spécificité et affinité pour des
antigenes étend l'usage de ces protéines a destitbjautres que leur usage classique de
'immunisation passive contre des maladies. Degamits peuvent bloquer spécifiquement I'action
de facteurs naturels vivo, ils sont donc utilisés pour inhiber certains nmésimes de rejet aprés
une transplantation d’organe. D’autres usages is@rtoriés. Les anticorps peuvent étre utilisés
comme transporteurs de molécules destinées a unientblé. Par exemple, des ions radioactifs
sont liés a des anticorps qui reconnaissent spaeifnent les cellules tumorales. Cette approche
permet de détruire ldgmphomes[122].

La palette d’utilisation des anticorps est larg&ishge courant du sérum est resté pour traiter
I'exposition a la toxine botulique, les morsureqimeeuses [41], certaines overdoses et pour la
suppression de la réponse immunitaire chez lesyeeace de greffe d’organe.

Les animaux transgéniques représentent un potemnt@ime de fabrication d’anticorps en
quantité suffisante, a grande échelle, a un cdétassant. lls peuvent étre hyperimmunisés avec la
majorité des pathogenes humains et étre ensuieati
- pour produire des anticorps polyclonaux contre al#igénes humains.

- pour produire de grandes quantités d’anticorps.
- pour évaluer rapidement un grand nombre d’anégéeen testant leur capacité a produire les
anticorps voulus chez 'animal transgénique.

Il a été rapporté une expression d’anticorps jusd4# mg/ml dans le lait de chevres transgéniques
[217], ce qui laisse espérer une production en tif@asupérieure aux capacités de cultures
cellulaires. Des anticorps monoclonaux humanisé®t gwoduits dans le lait de souris. La
production d’anticorps dans le lait est techniquethpus avancée par rapport & d’autres systemes
comme l'usage de poules transgéniques. Par exen®I€ Biotherapeutics est en train de
développer un anticorps monoclonal anti-CD20 [1fi¢duit dans le lait de chévres transgéniques,
cet anticorps (Rituximab), a prouvé sa valeur thénsique dans le traitement dggiyphomes non-
hodgkiniens et de la polyarthrite rhumatoide. Il est égaleng&uatlié pour une gamme de maladies
auto-immunes comme lapus érythémateux systémiqugle purpura thrombocytopénique auto-
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immun (PTI) et lediabéte de type 1Le CD20 est un antigéne situé sur la surfacdymeghocytes

B matures et des cellules cancéreuses dérivéelmedocytes B. L'anticorps monoclonal anti-
CD20 recrute les défenses naturelles de l'organigueatteindre les lymphocytes B identifiés. Les
cellules souches de la moelle osseuse ne possédesntdantigene CD20, permettant aux
lymphocytes B sains de se régénérer aprés lenraite L'anticorps recombinant produit devrait
avoir une spécificité ciblée similaire a celle dutuRan® (Rituximab) et une cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps olCBOAntibody Dependent Cell Cytotoxicity)
relativement plus grande. Les ventes du Rituximattpellement utilisé au niveau mondial,
s'élevaient a presque 4 milliards de dollars er6200es prévisions du marché devraient atteindre 5
milliards de dollars d'ici 2010. La soumission dwtemande d'autorisation de recherche clinique
pour un nouveau médicament auprés de la Food amgl Administration est prévue pour 2010.

Plusieurs sociétés travaillent sur la mise au pdegrands animaux génétiqguement programmeés
pour fabriquer des anticorps humains polyclonattematech sur les vaches, Revivicor sur les
porcs, Origen sur les poules, Therapeutic HumagcRwolals (THP) sur les lapins. Il est envisagé

de créer des animaux produisant des anticorpsrem@nt humains. En effet, les anticorps produits
contiennent souvent encore des molécules avecatastéristiques de I'animal producteur et ces

caractéristiques different de celles de anticorpadins (cf § différents systemes).

%+ Une étude de Kuroiwaet al. publiée en 2002 [154] rapporte [l'utilisation d’un
microchromosome contenant les loci entiers desnelalourdes et 1égéres de I'immunoglobuline
humaine, chez des vaches. Ces vaches transchromgossnont été créées par transfert nucléaire
de fibroblastes foetaux indifférenciés contenargdHAC. Vingt et une vaches transchromosmiques
ont été produites. Des lymphocytes du sang péiigpneet des fibroblastes de quatre vaches ont été
soumis a une hybridation fluorescemesitu (FISH) qui a montré que le HAC était retenu comme
un chromosome indépendant. La proportion de callatetenant le HAC était de 78 a 100% avec
aucune différence significative du pourcentageéention parmi les vaches entre les fibroblastes
(87%) et les lymphocytes (91%). Une RT-PCR des hyoagtes est pratiquée pour vérifier si les
loci humains intégrés ne sont pas modifiés. Lesplypecytes expriment les chaines lourdes et
légeres de I'immunoglobuline humaine avec un r@reriambda tres diversifié. Des niveaux bas
d'immunoglobulines humaines ont aussi été détatdés leprécolostrum des vaches.
L’incorporation de loci entiers d'immunoglobulindsumaines devrait permettre au bétail de
produire des anticorps humains fonctionnels face antigene spécifique, d’'intérét meédical. Une
étape est franchie dans la production d’anticongsapeutiques polyclonaux humains. Le groupe
Hematech a l'origine du financement de cette prean&ude, envisage d'utiliser le systeme de
bovins transchromosomiques, pour produire des @ptc humains polyclonaux contre de
nombreux antigénes, notamment I'anthrax. Des amadlims sont nécessaires pour augmenter
I'efficacité de la production qui n'est pas encémmnomiquement viable. D’autres études devraient
suivre pour montrer si ce chromosome additionnai@expression stable et s’il est transmis d’'une
génération a l'autre.

+ THP a développé une approche difféerente, la séguercorrespondant a
'immunoglobuline du lapin a été invalidée et reag#le par une séquence dimmunoglobine
humaine (Fig.20). Des lapins produisant des chaloesdes et légeres des immunoglobulines
humaines ont été produits avec des taux d’lgG jasgung/ml de lait [28]
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Figure 20Schéma du principe utilisé par Therapeutic Human Polyclonals
pour produire des anticorps humanisés chez le lapin
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Source :R. Buelow, W. van Schooten. The Future of Antibdusrapy Ernst Schering Foundation Symposiu
Proceedings (2007), Vol. 4, pp. 83-106

3

Quant aux poules, des études récentes montreptégsion d’anticorps monoclonaux

humanisés dans le sérum et les ceufs [140,166,238].

Ces techniques devraient avoir de nombreuses apiphs futures, comme le traitement ou
la prévention de maladies infectieuses humainesjnifections résistantes aux antibiotiques, les
maladies auto-immunes, le cancer... En 2002, 11@p8aecombinants avaient été autorisés par la
Food and Drug Administration. Pres de 400 anticogz®mbinants, obtenus par divers moyens,
sont en étude. La capacité de production mondialgrotéines recombinantes était estimée a
400 000 L vers 2000, mais cette capacité de pramuatevrait étre multipliée par 5 a 6 pour

répondre aux besoins actuels [122].
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Tableau 11Groupes européens et Nord américains produisant des bioproduits ou
modeéles biomédicaux chez les animaux transgéniques d’élevage

Company/Group,
System Country Company/Group Website Products or Models Status
Goats GTC Biotherapeutics, www.transgenics.com Antithrombin Il (ATryn) ATryn received EU approval and is
United States Monoclonal antibodies in clinical trials in the United States.
Malaria vaccine Other products in preclinical
Pharmathene, www.pharmathene.com Butyrylcholinesterase Research
United States/Canada
Cattle Hematech, www.hematech.com Polyclonal antibodies Research
United States
GTC Biotherapeutics, www.transgenics.com Human serum albumin Research
United States
Pigs Revivicor, WWW.revivicor.com Xenotransplantation Research
United States (cartilage implants)
Polyclonal antibodies
Progenetics http://www.progtx.com/ Factor-1X Research
Foulum Research Center, http://www.agrsci.org/ny_navigation/  Alzheimer's model Research
Denmark forskning/centre/forskningscenter
foulum
North Carolina State University hitp://www.ncsu.edu Retinal pigmentosa Research
(R.M. Petters), model
United States
University of Missouri hitp://www.missouri.edu Xenctransplantation Research
(R. Prather),
United States
Rabbits Pharming, www.pharming.com C1-inhibitor Phase Il clinical trials
The Netherlands
BioProtein Technologies, www.bioprotein.com Recombinant proteins Research
France
Therapeutic Human Proteins, — www.pelyclonals.com Humanized polyclonal Research
United States antibodies
Chickens  Avigenics, http://www.avigenics.com/ Interferon Clinical trials
United States
Origen Therapeutics, www.origentherapeutics.com Recombinant proteins Research
United States
Viragen, www.viragen.com Interferon alpha and Research
United States single chain antibody
Vivalis, www.vivalis.com Recombinant proteins Research
France using cell-based system

2Company producis and status are estimations due 1o limited types of available information (e.g.. press releases, articles in popular press, etc.).

Source :

Council for Agricultural Science and Tedogy (CAST). 2007. The Role of Transgenic Livestocke

Treatment of Human Disease. Issue Paper 35. CAS&s Aowa.
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A.4. Application commerciale des animaux transgéniq ues
bioréacteurs

Avec l'avancée technique des méthodes de prodydtow démocratisation » des animaux
bioréacteurs doit faire face a des questions cowiaies, éthiques, environnementales et sociales.

A.4.1 Questions commerciales

L'utilisation d’animaux transgéniques pour produides protéines dans le cadre de la
recherche est réalisée sans contraintes maisdaitdn devient vite limitée lorsque les applicatio
commerciales sont envisagées. De nombreux aspestsiéthodes décrites précédemment ont été
brevetés pour les applications agricoles et biooadels et sont réglementés par des instances
nationales et internationales (EMEA, National lmss of Health, FDA...). Par exemple, un
promoteur spécifique est absolument nécessaire @quimer une protéine particuliere dans la
mamelle et les séquences régulatrices concerngdsseavent couvertes par des brevets qui
limitent leur utilisation. Se rajoutent égalemess brevets sur la séquence d’ADN codant pour la
protéine pharmaceutique que I'ont veut produirg,dlde grandes chances pour que la protéine elle-
méme et son usage thérapeutique soit breveté. tEntes méthodes de transfert nucléaire ou de
clonage utilisées pour parvenir a la productionadprotéine, nécessitent une multitude de brevets
pour divers aspects de la procédure. Par exemp&r&ein Technologies possede une licence
exclusive de 'INRA protégeant les applicationsptamoteur WAP (Whey Acidic Protein) de lapin
du gene codant une protéine du I@&PO Patent Application N° 92 401 635.5, US patsht
5,965,788) et sur la séquence isolatrice du gem®O(BPatent Application N° 00 403 658.8) La
protection de ce procédé permet a BioProtein Tdolgres d’exploiter librement sa technologie et
de produire efficacement des protéines a usagepétique et des vaccins recombinants dans le
lait de lapines transgéniques. De nombreux bres@ts basés sur de Iégeres modifications d’'une
technique, aussi est-il difficile de déterminer lipigechnique a été utilisée pour obtenir le produi
final. La description détaillée des procédures ddie produite et doit respecter les droits de
propriété intellectuelle.

C’est pourquoi, commercialiser une protéine prapér des animaux transgéniques est fastidieux
et prend beaucoup de temps par rapport a I'avahegeecherches.

Peut-étre le plus gros challenge de I'applicatienceétte technologie est I'établissement
d’'une commercialisation viable. Au méme titre quenporte quel médicament, ces protéines
issues d’'animaux transgéniques, n’échappent pas daégisions commerciales basées sur la
faisabilité économique et/ou un financement insafit. Les problemes commerciaux ne sont pas
toujours des défis techniques, des facteurs incoenhumprévisibles sont soulevés comme lors de
tout développement de nouvelle technologie. Lesectires complétant les démarches
réglementaires a suivre ont été produites en coitanoe avec le développement de cette nouvelle
technologie, créant une hésitation au sein despgowommerciaux concernant les codlts et les
opportunités associés a la production de protéemsmbinantes.

Par exemple, TEMEA (Agence européenne des médintsha retardé 'autorisation de la méthode
de production de I'ATryfi pour des questions de temps de clairance et d’'imoggnicité. En effet,

il a fallu produire des recherches supplémentaipégifiques a la protéine humaine produite par des
animaux transgéniques. L'acceptation par 'lEMEAIldeamise sur le marché de I'ATr§rest un
événement important a plusieurs titres. Les engepimpliquées dans la préparation des protéines
thérapeutiques par les animaux transgéniques nsgu’a maintenant que des retours sur
investissement tres limités et il faudra encorelques années pour que ces entreprises puissent
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réaliser des bénéfices significatifs par la vergepdotéines. Le fait que 'EMEA ait donné son
accord, méme pour une utilisation restreinte derfh®, est un signal fort pour les différents
acteurs et en particulier pour les investisseur&Ttyn® est acceptée malgré ses imperfections.
Cela signifie que les réglementations concernaniproeédé de production de protéines sont
stabilisées et réalistes. Les experts de 'TEMEAmantré qu’ils n’étaient pas attachés a tout puix a
concept d’identité de structure entre la protéiagvie et son homologue recombinant mais que les
criteres d’acceptation reposaient sur des donnémdramt, au cas par cas, les avantages et les
risques du produit. La menace de faillite qui psseles entreprises concernées, trop lentes aux
yeux de certains, a produire des résultats finansignificatifs s’en trouve allégée, pour le bérgf
potentiel des patients. Une autre protéine prodiates le lait de lapine, I'inhibiteur C1, vient sie

voir refuser a deux reprises I'agrément de 'TEME#upune mise sur le marché. Les experts ont en
effet considéré que les effets thérapeutiques npast été établis avec un nombre suffisant de
patients et que ses effets immunogénes n'ont gasuffisamment évalués. Cette protéine concerne
une maladie orpheline et elle n'a pas d'équivalent recombinant, contrairement a I'ATR/rSon
étude en est rendue plus complexe. Avec de nosvé@hformations, une nouvelle demande
d’autorisation a été déposée en 2009.

Parce que les essais cliniques sont codteux, lela@ement de certains produits transgénigues a
éte arrété apres analyse du rapport colt/bén&ides protéines recombinantes sont utilisées pour
traiter une maladie, les protéines purifiées poentaelle étre produites en quantité suffisanterpou
répondre au marché et si c’est le cas, a quel?tia protéine doit étre compétitive par rapport aux
autres produits du marché et doit avoir un prddilvente rentable. L'alpha-1-antitrypsine humaine
recombinante, la encore, reflete bien ce probldmepremier projet de production développé par
I'ancienne compagnie écossaise PPL a été arr&8@hapres que I'associé, Bayer, aie conclu que
le projet n'était pas assez compétitif pour mérider plus amples financements sur les essais
cliniques et la conformité reglementaire.

Note: La société britannique PPL Therapeutics, ou Dollyaia vu le jour, est a vendre.
L'entreprise avait déja vendu en avril dernier gaiglon "xénogreffe" et son laboratoire écossais
de recherche sur le clonage avait été fermé. Laéégd@annonce avoir enregistré un doublement de
ses pertes avant imp6ts sur le premier semestrd.208rrét de ses activités de développement de
I'ATT, une substance pour protéger les poumongésasns, lui aurait valu une perte de 8 millions
de livres. Ses effectifs ont été réduits de 163 @mbployés.

Le Quotidien du Médecin 19/09/03 - Libération 16/03

A.4.2 Questions Ethiques et environnementales

Cette technologie doit faire face a d’autres pnolge d’ordre éthique et environnemental
concernant la transgenése. L'intégration d’'un gans dans le génome peut perturber I'expression
de genes endogenes. Par le passé, certaines dauttassfert de gene aujourd’hui arrétées, ont crée
des animaux affectés ou méme malades [178,222{eToanipulation génétique rendant un animal
souffrant n’est pas acceptable aussi bien powsdesntifiques que pour le public et les instances d
contrdle.

Les guestions environnementales associées aux Ogdmdernant la nourriture, la contamination

des écosystémes, la menace de la biodiversit&anéagir 'opinion avec force. Ces questions
sont généralement plus problématiques pour lestgdamansgéniques que pour les animaux. La
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majorité des applications sur les animaux transgeéss sont biomédicales et les animaux n’entrent
pas dans la chaine alimentaire. Contrairement éantgs, il y a peu de chance que les animaux
transgénigues domestiques rencontrent des congésgmvrages pour s'accoupler. Concernant la
biodiversité, des mesures ont déja été prises pmsgerver quelques races rares de la sélection
génétique des animaux d'élevage. Théoriguemenyteajoun transgéne dans une population
augmente la biodiversité mais on peut craindrelgsidignées transgéniques remplacent les autres
lignées qui seraient moins résistantes a une neal@lest I'éternel probleme d’une sélection a
outrance qui, ici serait accélérée par les manijuls génétiques.

A.4.3 Question sociale

Les questions sociales a propos des animaux traigggs mettent la science des
biotechnologies au centre d'un examen sans prétédemplupart des questions sont tournées sur
I'éthique concernant l'usage des animaux transgesiq la sécurité des produits, la santé des
animaux génétiguement modifiés, des questions albeguune partie des réponses est scientifique.
Parmi les interrogations soulevées, la plus di€fiéi aborder et a régler est la perception sodiege
animaux et des produits créés. Par exemple, ungipeorecombinante isolée de l'urine d’'un
animal transgénique engendre une perception négaliv public et porte préjudice a la
commercialisation du produit. Les sociétés voulemmercialiser des protéines recombinantes
issues d’animaux transgéniques, développent deeplydus leurs supports de communication vis-
a-vis de grand public. Par exemple, Nexia a un giternet riche en informations sur le
développement de ses chevres transgéniques. La firésente les conditions de logement de ses
animaux pour prouver que ses produits sont fabsigurérespectant le bien étre animal [95], point
particulierement sensible pour I'opinion publique.

Si une majorité ou une minorité agissante de laujadjon contestent fortement I'usage des
systemes transgéniques de production, les compagméviendraient réticentes quant a la
commercialisation de ces produits et le gouvernémeenretarderait I'autorisation. Les groupes
n‘approuvant pas I'exploitation commerciale desmaux pour la production de nourriture,
n'acceptent paa fortiori le systeme de production transgénique. Le dévelogpt d’informations
claires, disponibles gratuitement, sur les contréégglementaires des méthodes de production, sur
les tests des produits, devrait aider tout un amac@avoir une vision complete du sujet. Avec le
développement d’internet, I'information est plugessible, elle est vulgarisée par des sites irterne
tenus par des universités, gouvernements ou assosia

A.5. Bilan

Tout travail sur les animaux transgéniques ne plaét faire abstraction des problématiques
qui I'entourent, les avantages promus doivent @&montrés ainsi que l'innocuité des produits
dérivés. Cependant certains obstacles sociauxpsoiais insurmontables pour certains produits. Ce
sujet reste une question publique trés sensiblend/& en apparence les produits pharmaceutiques
produits par les animaux transgéniques offrent ale@stages significatifs en comparaison a une
production conventionnelle, il est difficile de fichir la barriere de I'autorisation réglementaite e
de la viabilité commerciale. Alors que les agengeavernementales de réglementation doivent
considérer seulement la sécurité et l'efficacités geoduits, les législatures gouvernementales
refletent les préoccupations de la société et dbigensidérer la balance des questions éthiques et
du rapport colt/bénéfice pour la société, de I'esfignimaux pour produire des biomédicaments.
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B Les animaux donneurs d’organes

Les animaux modifiés génétiquement en vue de spigmanme ne comptent pas seulement
les animaux bioréacteurs mais aussi les animaurelos d’organe. Cette partie tente de donner un
apercu des applications et implications des anintensgéniques comme support>admogreffes
Apres un bref historique de I'usage des animauxaem que donneurs d’organes, nous verrons
pourquoi le porc a été choisi comme animal donneéansuite, seront mis en paralléle, les barrieres
immunitaires a franchir pour la transplantationrdirgane animal chez 'Homme et les solutions
proposées par animaux transgéniques. L'usage desgraifes est-il imminent ou est-ce une
fiction ? Pour y répondre, les utilisations actelet potentielles des organes et des tissus animau
chez 'Homme sera passée en revue, sans oublieguestions d’acceptation ou non de cette
pratique par les autorités et I'opinion publique.

.B.1. Introduction : pourquoi la xénogreffe ?

La transplantation de cellules, tissus, organesal@spece a une autre, connait un regain d’intérét
depuis une vingtaine d’années. Appelée xénogreffiee transplantation fait I'objet de nombreuses
recherches depuis les progrés encourageant degesad®80 sur les greffes d’organes humains
(allogreffe : transplantation d’un individu différent a I'aute@ sein d’'une méme espéce). Méme si
la greffe est envisagée lorsqu’aucun traitemennaeche pour se substituer a I'organe déficient, le
nombre de personnes sur liste d’attente aux Etais-&bt passé de 21 914 & 72 110 entre 1990 et
1999 pour seulement 6000 greffes réalisées dansitegvalle. Le nombre croissant d’opérations
(exemple sur la période 2000-2008 en France : Eigg2donc conduit a une pénurie de greffes
disponibles et une augmentation du nombre de peesosur liste d’attente d’organe transplantable.
En 2008, en France, pour 13 698 personnes ayawinbddine greffe, 4 620 greffes ont été
réalisées, 218 malades sont morts faute de gi&ffe [

Figure 21 Greffe d’organe rn France, évolution 2000-2008
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ource : Agence de la biomédecine, Accueil > Lafgrehier, aujourd’hui et demain > Les
chiffres clés Site Tout savoir sur le don d’orgasagede tissus [en ligne]
httn://www.dondoraanes.fr/Les-chiffres-cles.t (naae consultée le 12 novembre 2(
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De trop nombreux patients sont en concurrence pourstock d’organes trop limité.
(Fig.22). Pour pallier a cette pénurie d’'organess dampagnes de sensibilisation aupres du public
tentent d’'informer sur le don d'organe. Actuellemen France, 30% des prélevements possibles
sont refusés, dans prés de 4 cas sur 10, le défdatlaré son opposition, pour les 6 autres cas,
I'opposition vient de la famille souvent par manglimformations sur le désir du défunt [3]. Ces
campagnes n’ont pas permis d’augmenter signifieaient le nombre d’organes disponibles.

Figure 22Le dilemme de la transplantation :
limitation, conflits et conséquences

Trop Patients Sélection
Concurrence Attribution
Pas assez Organes Augmentation

des demandes

Source : Traduit d'aprés Ringe B., Lorf T., Braun Fhe future of xenotransplantation
clinical and ethical considerations. Bailliere's @ital Anaesthesiology Vol. 13, No. 2, pp
227-239, 1999

La xénotransplantation serait une solution offrane réserve virtuellement illimitée de
tissus a transplanter. Elle pourrait également étilesée pour subvenir & de nouveaux besoins
médicaux concernant le diabéte, la maladi@ainson et d’Alzheimer.

.B.2. Historique

Apres les essais du T7 siécle de transfusion de sang animal a 'Homme,9%&° siecle
engagea les premiers essais de transplantationssigs tanimaux a 'Homme : En 1894, un
adolescent de 15 ans recu des fragments de pamsiéasont citées également les greffes de peau
de grenouille particulierement populaires. L&™28iécle est le début des premiéres transplantations
d’organes vascularisés. Les essais et erreursuessdy début du siecle étaient dus a l'ignorance de
'immunologie durejet de greffe. De 1920 a 1930, Serge Voronoff, chimmrgémigré russe
travaillant & Paris, procéda a une centaine dsptantations de testicules de chimpanzés chez des
hommes agés ayant perdu leur libido [43,172].xeaotransplantation est étudiée de maniere
rationnelle dés 1950 et retrouve un peu de sucees la découverte desamunosuppresseurs
Quelques cas cliniques de xénotransplantationadeges 1960 a 1990 sont présentés dans le
tableau suivant (Tabl.12).
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Tableau 12Histoire clinique de la xénotransplantation

Year Rezipients (Surgeon) Xenotransplant Survival
1910 1 (Unger) monkey kidney <2 days
1913 1 (Schons tadt)

1963164 13 patients (Reemtsma) ;Q;T:f;z)e}:;;is 1 case 9 montns
1964 3 (Traeger) chimpanzee kidney < 49 days
1964 1 (Hume) chimpanzee kidney 1 day
1964 6 (Starzl) baboon kidney < 60 days
1964 1 (Hitchcock) baboon kidney 5 days
1964 1 (Hardy) chimpanzee heart 2 hours
1965 2 (Goldsmith) chimpanzee kidney 4 months
1966 1 (Starzl) chimpanzee liver < 1 day
1966 1 (Cortesini) chimpanzee kidney 31 days
1969 2 (Starzl) chimpanzee liver < 9 days, < 2 days
1969 1 (Bertoye) baboon liver < 1day
1969 1 {Marion) chimpanzee heart 4 hrs
1970 1 (Leger) baboon liver 3 days
1970 1 {Marion) baboon liver < 1 day
1971 1 (Poyet) baboon liver < 1day
1971 1 Motin baboon liver 3 days
1974 1 (Starzl) chimpanzee liver 14 days
1577 1 (Barnard) baboon heart 5hrs
1977 1 (Barnard) chimpanzee heart 4 days
1584 ba?ﬁ;%%gg%g:&gﬁgff'th baboon heart 20 days
1992 1 (Starzl) baboon liver 70 days
1993 1 (Starzl) baboon liver 26 days
1995 HIV-infected patient baboon immune cells cells died

Source : Conseil de I'Europe. Report on the statehef art in the field of xenotransplantation. CDBI/SP-XENO (2003) 1.
D’aprés Office International des Epizooties (1928pnoses transmissible from non-human primateasrriational Animal Health
Code, 65-71 et d'aprés Taniguchi, S., Cooper, D. K1€97) Clinical xenotransplantation - a brief rewi@f the world experience.
Xenotransplantation, Springer, 776-784

Dans la plupart des cas ce sont les chimpanzésbeums qui sont utilisés comme animaux-source
car des tentatives de xénogreffes d’autres mamesiféchévre, mouton, porc) ont été I'objet de
violents rejets. Les xénotransplantations échogéngralement dans les premiéres semaines. Un
cas exceptionnel, rapporté par Reemstsma [22&septe une jeune femme qui a vécu neuf mois
aprés transplantation d'un rein de chimpanzé ; déeéda d'une maladie intercurrente non-
identifiée, avec une fonction rénale normale. Ungeaperformance connue est la transplantation
en 1984 d’'un cceur de babouin qui est resté fonuioR0 jours chez un nouveau-né. Les attentes
de la transplantation souleverent de nombreusesusti®ns éthiques et scientifiques. Des les
années 1990, la xénotransplantation pris un nows$or: des essais concernant les
xénotransplantations de cellules (il6ts pancréasqoorcines, neurones porcins) sont réalisés, des
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perfusions extracorporelles pour pallier a une iléfece organique fulminante sont également
étudiées (foie artificiel avec des hépatocytesipsjc

.B.3. Le porc, donneur d’organe

B.3.1 Pourquoi le porc a-t-il été choisi ?

Compte tenu de leur proximité phylogénétique avidorhme, les primates non humains
(chimpanzés) devraient étre théoriguement les pli€me de faire office de donneur d’organe. La
proximité d’espéece entre I'hnomme et le chimpanzaes99% d’homologie génomique. Cependant
les grands singes appartiennent aux especes em&aleparition (annexe 1 de la convention de
Washington) et les rares individus disponibles gmnir la recherche sur le SIDA ounépatite.
D’autres espéces de singes comme les babouins oualeaques sont utilisées par défaut.

D’autres raisons font que les singes ne sont piEséstcomme donneurs de xénogreffes. Les
singes sont petits en comparaison avec un humaiteadlonc ne fournissent pas d’organes de
taille valable pour 'Homme. Toutes les espécesegoduisent trées mal en captivité, ont de
longues périodes de gestation avec peu de jeumgsop@e. Du fait de leur proximité génétique
avec 'Homme, les singes représentent un risquectigux (annexe 2) trop important pour le
malade, son entourage, voire méme la société. Dmbreuses bactéries pathogenes, virus
(notamment les rétrovirus comme le SIDA), parasgéschampignons décris chez ces singes
peuvent étre transmissibles a 'Homme et parfoduire une maladie (annexe 3). De plus,
I'utilisation de singes souléve de nombreuses objes d’'un point de vue éthique. Son intérét est
donc limité au modéle préclinique s’il N’y a paswtre modéle alternatif.

Des investigations ont montré que le porc était smarce d’organe plus adaptée.

Son élevage est relativement aisé. Avec une craisseapide, une gestation courte, des portées de
grande taille, un colt peu élevé, le porc est urickat intéressant. Sa taille et son anatomie sont
proches de celles de 'homme, ses organes sont dompatibles et adaptables a 'homme. Une
lignée de porcs miniatures a été sélectionnée §1200kg versus 450kg pour le porc domestique)
pour obtenir des organes de taille appropriée [1Z8s animaux sans pathogene spécifique
(environnement contrélé, air filtré, nourriture ritéée...) et des animaux transgéniques peuvent
étre produits. Le débat éthique concernant somsatiibn a réuni le plus grand consensus.

Note: On parle de xénozoonose lorsqu'une maladiemale est transmise par
I'intermédiaire de la greffe et d’'une zoonose pome transmission d’'un pathogene animal dans
des circonstances naturelles.

B.3.2 Risque infectieux lié au porc

Par rapport au singe, le porc représente un riggere moins important, mais le risque
infectieux spécifiqgue a l'usage du porc ne doit @@e négligé. La encore, le porc peut étre porteur
de bactéries, virus, parasitefidghinellose, toxoplasmosg, potentiellement transmissibles a
'Homme lors d’'une xénotransplantation (annexe 3. production de porcs sans pathogéne
spécifique est possible et une attention particelést requise concernant certains virus.

En effet, des rétrovirus endogenes porcins (PorBindogenous Retrovirus : PERV), ne
peuvent pas étre éliminés des tissus et il estithffde créer des porcs indemnes de ce virusriatég
dans le génome [99]. Les rétrovirus endogenes more sont pas pathogénes pour leur héte, mais
il n'est pas exclu gu’ils ne le soient pas pourdifime, d’autant plus que l'infection de cellules
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humaines a été démontréevitro [211,177]. Le PERV a été recherché dans 160 éitlbastde
sang de personnes ayant été exposees a des tigants \de porc, tous les prélevements étaient
négatifs [210]. Aucune transmission de PERV ou emmbinaison de PERV avec un rétrovirus
endogene humain n'a été mise en évidence par leletrétrospectives [64,210,292,323] ou les
premieres expérimentations cliniques, malgré ungeren évidence expérimentatevitro [250].
Des études ont montré que l'inhibition de I'expressdes PERV serait possible [65] et une lignée
de mini-porcs indemne de certains PERV [204,228texdéja (lignée David Sachs’ dd, obtenue
par sélection). De la méme facon que pour les E.8rlpourrait également créer une lignée ou les
séquences de PERYV seraient délétées mais la tdicherame en regard du nombre élevé de copies
intégrées dans la plupart des génomes de porc.

Deux autres virus, leytomégalovirus porcinet le parvovirus porcin, théoriquement non
transmissible a I'Homme, font I'objet de surveik@nparticuliere et des lignées indemnes sont
créées [43,172].

Le risque de transmission de I'agent des EST paotk@nsplantation est limité car les porcs
sont considérés comme résistants a I'infection.[B@& plus, les techniques de gestion des risques
concernant I'élevage des porc destinés aux xérfegrgfrennent le maximum de précautions pour
réduire tout risque potentiel.

Les risques infectieux potentiels des xénotransalams comprennent :
% |a transmission d'organismes pathogénes pour |'rommais non pathogénes pour
I'animal donneur.
%+ |a transmission d'organismes non-pathogénes cheamie, mais qui le
deviendraient chez un patient immunosupprimé ouunmsdéprimeé.
%+ La recombinaison ou réarrangement d'agents infectmenant & de nouvelles
souches infectieuses

Les risques de zoonoses peuvent étre minimisésupareglement strict d'élevage des
animaux, des contrbles de procédures chirurgicatesiépistage des animaux et des receveurs pour
les infections connues.

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), congeietes risques de zoonoses, a adopte
en 2004 la résolution WHA57.18. Elle propose auatdtmembres de n'autoriser les xénogreffes
que s'il existe un systeme de controle efficacedparautorités nationales de santé [291].

Le porc, en comparaison au singe (Tabl.13), p&tadt I'animal « idéal » comme donneur
d’'organe. Cependant, ces nombreux avantages sofrelbalancés par quelques obstacles. Des
incompatibilités physiologiques existent entre lifime et le Porc, nous en parlerons dans le
paragraphe concernant la greffe d’'organes (8§ B.blag deuxiéme barriere se dresse : la barriere
immunologique, les différents écueils et solutisesont abordés dans le paragraphe « les animaux
transgéniques contre les barrieres immunologiquedadxénotransplantation » (8 B.4.). Enfin
I'attitude du malade et de la société vis-a-viscdde technique n’est pas un obstacle a négliger,
nous en discuterons en toute fin de partie.
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Tableau 13Avantages et inconvénients des différents animaux source
pour la xénotransplantation chez les humains

Primates non-humains

Singes de [I'ancien
Porcs . .
Chimpanzés monde

(Catarhiniens)
Physiologie Similaire Presque identique Similaire
B! (.je = Tres fort Pas tres fort Fort
transplantation
Gal a 1,3 gal oui non non
Protection animale oui Oui trés forte oui
Taille des organes similaire similaire Trop petite
Posture Horizontales Debout Debout
Temps de gestation | 100 jours 251-289 jours 170-193 jours
Progéniture (nombre) | 10-18 1, rarement 2 1, rarement 2
Disponibilité illimitée aucune Limitée
Codts Bas Tres élevés Eleves
Sans Pathogene . Possible dans le futur [@Possible dans le futur

L Possible R NPT NS,
Spécifique des codts trés élevés | des codts éleves
Si jamais c’esi .

Clonage Possible possible... dans u1POSSIble dans un fut

futur lointair

lointain

18

Source :Traduit d’aprés Conseil de I'Europe. Repmr the state of the art in the field of xenotglaatation. CDBI/CDSP-XENO

(2003) 1
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.B.4. Les animaux transgéniques contre les barrieres
immunologigues de la xénotransplantation

Les mécanismes immunitaires en jeu lors de xéngptantation sont différents selon la
proximité entre les especes. Cette différence maneclassement des xénotransplantation.

- Lors de transplantation du singe a 'lhomme ou dudiar au rat, la greffe sera rejetée de

maniere aigué en plusieurs jours étant donné lblefaprésence dans le sérum du receveur
d’anticorps naturels (préformés) contre les antgédu donneur : on parle de xénotransplantation
concordante.

- Lorsque des anticorps naturels contre les antigénetonneur sont présents dans le sérum
du receveur, on parle de xénotransplantation dilscie. C'est le cas de transplantation du porc a
'homme ou du porc au singe, le rejet survient gd@leénent dans les minutes suivant la

revascularisation de la greffeejet suraigu).

Il y a deux types de réponses immunitaires misgeledans ces réactions de rejet :

-une réponse humorale innée, des anticorps préfoexiétent sans que l'individu aie été en
contact avec I'antigéne auparavant.

-une réponse humorale acquise, résultant d'une séiqro préalable a I'antigéne (lors de
greffe concordante).

La xénotransplantation discordante doit faire face deux réponses humorales : acquise et
innée. Ces réponses immunitaires engendrent desordade rejet (Fig.23) qui sont autant d’étapes
a franchir pour la réussite de la xénotransplamatia phase initiale, nommeée rejet suraigu, a lieu
dans les minutes ou heures suivant la transplantai cette réaction est évitée, uvejet
vasculaire aiguest observé dans les jours suivants. Viennentitenieurejet cellulaire aigu da a
une composante immunitaire cellulaire, puisdgt chronique plus tardivement. La résolution des
problemes engendrés par ces barrieres immunolagigse une priorité pour pouvoir mettre en
place une xénogreffe.

Figure 23 0Obstacles immunologiques de la xénotransplantation

Xénotransplantation

concordante l.‘Rejet Rejet

(singe/ homme, hamster/ vasculaire aigu chronique
rat)

Minutes’heures Jours Mois/Années

Anticorps (Ac) Ac +C Lymphocytes T Ac + NK/MA
+ Natural Killer (NK) *
Complément (C) Macrophage (MA) Lymphocytes T
Xénotransplantation ) .
discordante e ReJCl Rejet Rejet
(porc/ homme, suraigu vasculaire aigu chronique

porc/ singe)
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B.4.1 Le rejet suraigu

Obstacles

Le rejet suraigu a lieu dans les minutes et hesuwasnt la transplantation, trois acteurs sont
impliqués [43,172,173,234] : les anticorps natyré&lendothélium porcin (paroi des vaisseaux

sanguins), le complément.

Les anticorps impliqués sont essentiellement desunoglobulines de type M (IgM), les

IgM se lient a des substances étrangeres (par éeemp bactérie) et aident a leur destruction. Ces
anticorps préformés se sont développés dans lesigres semaines de vie d’un individu. En
réponse a la colonisation bactérienne du tractysstf, I'enfant et le jeune singe, développent des
anticorps naturels contre I'épitope galactosyl galse a (1-3) galactose (Gal) présents sur des
nombreux virus, parasites et bactéries. 1% desapt circulants humains [212] sont dirigés
contre les épitopes Gal. Malheureusement, cesoapsicnaturels anti-Gal réagissent avec les
épitopes Gal présents sur les cellules de I'endiathéorcin. En effet, I'épitope Gal est exprimé a
la surface des cellules de tous les mammiferegx@dption des humains, primates et singes de
'ancien monde (Tabl.14). Cet épitope, synthétiaé I|pl,3-galactosyl transférasetd,3GT) est
donc reconnu comme étranger par le receveur huetaist ainsi responsable de la fixation de prés

de 90% de tous les anticorps anti-porcins.

Tableau 14Distribution de I’épitope galactosyl dans le regne animal

Primates

Homme

Grands singes
Chimpanze et Bonobo 5 MA
Gorille 7 Mma

Orang-outan 19 ma
Gibbon 20 Ma

Singes du Vieux Continent
(Catarhiniens) 20-30 ma

Macaque, Babouin

Absence d’épitopes Gal
Présence d’anticorps anti-

Gal

Inactivation de I’al (1-3) GT

Singes du Nouveau Monde
(Platyrhiniens) 30-40 Ma
Prosimiens

(Lémuriens) 60-70 ma

Mammiferes

Porcs

Rongeurs

Vertébrés non

mammifeéres

Crocodiles

Serpents

Présence d’épitopes Gal

Pas d’anticorps anti-Gal

Présence d’a (1-3) GT

Batraciens

Oiseaux

MA: millions d’années Il y a environ 35 millionsatinées, aprés la séparation des continents, wufaatolutif (vraisemblablement
un agent infectieux) endémique a I'Afrique et a I'Asiepermis la sélection de primates capables deupeodle hauts titres

d’'anticorps anti-Gal (Galili et al., 1987).
Source :Dehoux J.-P., Gianello PXénotransplantationAnn. Méd. Vét., 2003, 147, 147-157
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La fixation anticorps/antigene (anti Gal/Gal) aetila voie classique du complément. Un
complexe d’attaque membranaire (CAM) se formechdkiles endothéliales porcines se rétractent
entrainant I'adhésion et l'activation des plaquettigig.24). Ce rejet suraigu se concrétise
macroscopiquement par des thromboses vasculagda,abngestion, des ruptures de I'endothélium
vasculaire, des hémorragies interstitielles et'abeEléme (Photos 17 et 18). La fuite de sang et de
liquide est suivie par la nécrose des cellules drddiales.

Figure 24 Physiopathologie du rejet suraigu

Thrombus

Thrombomodulin

e °

"o O Platelets

O
o2

Oedema

(3)

(1) Activation des anticorps naturels xénoréactifs du receveur (XNASs) et liaison aux antigenes
du donneur (c.a.d. gala(1-3)gal); (2) Activation directe du complément par I'endothélium ;
(3)Perte de lintégrité endothéliale, exposition aux facteurs tissulaires, expression de la P-
sélectine, attraction des plaquettes ; (4) (Edéme interstitiel et perte des inhibiteurs de
coagulation ; (5) Formation de thrombus et occlusion vasculaire.

Source : Ringe B., Lorf T., Braun F. The futurexehotransplantation: clinical and ethical considgoms. Bailliere's
Clinical Anaesthesiology Vol. 13, No. 2, pp 227-288399
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Prévention

Aucun médicament immunosuppresseur, seul ou combiilisé avec efficacité lors des
allotransplantation humaines, ne peut prévenirpiaition du rejet suraigu. Des solutions ont été
mises en place et peuvent se classer en deux groigimcts :

Modifications chez le receveur.

%+ -Elimination des anticorps préformés anti-porcires plasmaphéréese [324], par colonne
d'immunoabsorption, par utilisation d’anticorps mclonaux ou par mise en contact avec
des résidus saccharidiques.

%+ -Inhibition de l'activité du complément par injemti d’'inhibiteurs solubles comme le facteur
du venin du cobra [164], le récepteur soluble dongiément (CR1) [261] ou le sulfate de
dextran.

Modifications chez le donneur grace aux techniguage transgenése

%+ -Porc transgénique exprimant des protéines réegeéatdu complémer@®

%+ -Porc transgénique exprimant le transgene aid J3fucosyl transférase humaines
(H-transférase)

%+ -Porc transgénique avec invalidation de I'exprassio gene dedi1,3GT®

OLa possibilité de modifier génétiguement les anixndonneurs d’organe grace a la transgenese a
tout d’abord permis d’obtenir des porcs transgéssqdont les organes expriment des protéines
régulatrices du complément humain. A la surfacdadplupart des cellules de I'organisme, des
protéines comme le CD35 (CR1), CD46 (MCP pour memébicofactor protein), CD55 (DAF pour
decay accelerating factor), CD59 (protectin), HRBnGologous restriction factor) inhibent de facon
spécifiqgue d’espéce le complémemitologue [56,212]. Des porcs transgéniques exprimant les
protéines humaines (Fig.25) CD55 (hDAF) [32], hCO4b ou hCD59 [30,202] ont été créés et
testés. L'expression des hCD55 et hCD46 avec os B&D59, abroge complétement le rejet
suraigu des organes vascularisés dans le modeagporate malgré la présence de titres élevées en
anticorps anti-Gal. Cet effet thérapeutique estatiff lorsque le porc exprime ces inhibiteurs a des
concentrations supra physiologiques. Il reste ardéher quelle combinaison d’'inhibiteurs est plus
efficace, a quels niveaux d’expression. Cependast idconvénients de cette technique sont a
envisager. Les porcs transgéniques ainsi créeegessles récepteurs a certains virus humains
dont la rougeole [26,261]; les porcs pourraientadtiréoriquement étre susceptibles a ces agents.
On pourrait alors préférer utiliser la surexpressigs CD55 et CD46 de porc qui se sont averés
également actifs contre le complément humain [191].

@®Une autre approche pour éviter le rejet suraigugibkée sur I'épitope Gal.

Des porcs transgéniques surexpriment la H-trarsééranzyme qui entre en compétition avec la
al,3GT pour un méme substrat. Ainsi, les niveauxxgfession des épitopes Gal décroissent
significativement. Malheureusement, les niveawidrégds d’épitopes Gal restent suffisants pour
déclencher une réponse immunitaire [212]. Uneeastlution a alors été imaginée : cibler
directement le géne deanll,3GT. Des porcs transgéniques (par clonage soneatap [a1,3GT est
inactivée (porcs Gal-KO, Fig.25), présentent taaitntEéme un pourcentage résiduel d’épitopes Gal
de 1 a 2% [263]. La présence d’antigénes Gal chezpbrcs Gal-KO a démontré qu'une autre
enzyme était impliquée dans la production de cebge : I'isoglobotrihexosylcéramide synthéase
(iGb3S) oual,3 galactosyltransférase 2 (A3galt2) a été déatenahez la souris mais il n’est pas
certain qu’'elle soit active chez le porc [212]. liii@nation complete de I'antigéne Gal n’est donc
pas simple.
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Figure 25 Schéma de I'endothélium porcin lors de la réponse primaire de
rejet

Endothélium porcin Endothélium porcin
non protége “Tadifié génétiquement
(a1, 3Gal-Ko

TN

e P v -l - i s

Rejet suraigu

| = vGal-epitopes -.. = Theombus
|= Mambrane atiack compler (MAT) 85 = Maltural Killer Cells
Ce schéma dépeint la situation d'un endothé&lium porcin transgénigue et non-

transgénique face aux meécanismes de rejet. | met en évidence les diverses
approches fransgénigues de contrdle du rejet d'une xénogreffe porcine.

Sovrree - Potersen B, Carowath JW., Niamann H The perspoctives for porcine- v-linman xenografis,
Comparagve fmemono by, Microtiologyr: and Infec Sous Disases 32 20009) 901 - 105

En dépit du taux résiduel d’expression de I'antig&al, la xénotransplantation chez le babouin, de
reins et coeurs provenant de porcs Gal-KO donne rdegltats encourageants avec une
augmentation de la survie de I'organe transplasa@s signe de rejet suraigu (jusqu’a 179 jours
pour le cceur et 83 jours pour le rein [155,325xploration des barrieres immunologiques de la
xénotransplantation peut désormais aller au-delaegt suraigu. Des cceurs de porcs Gal-KO
transplantés a des babouins ont pu ainsi fonctroBrée 6 mois pour finalement succomber a une
microangiopathie thrombotique [155,299].

Une microangiopathie thrombotique a également Bgerwée sur des caeurs transplantés issus de
porcs transgéniques pour le hCD55 [212] en com&@maavec un régime immunosuppresseur et
une perfusion intraveineuse continue de Gal cojygour absorber les anticorps anti-Gal. Cette
réaction évoque l'induction d’'anticorps dirigés trend’autres antigénes que Gal et met en jeu les
réactions de rejet vasculaire aigu.
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Photo 17Photographie d’un cceur de porc transplanté
au niveau du cou d’un babouin non traité

© Source : Joren C. Madsen and Readier Hoerbelt.oansplantation. Book Chapter; Contemporary
Cardiology, Surgical Management of Congestive Heatilure

Photo 18Photographie du méme cceur de porc,
prise 10 min aprés le rétablissement de la circulation sanguine,
montrant Papparence cedémateuse et cyanosée typique du rejet suraigu.

© Source : Joren C. Madsen and Readier Hoerbelt.oansplantation. Book Chapter; Contemporan
Cardiology, Surgical Management of Congestive Heailufe
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B.4.2 Rejet vasculaire aigu

Si le rejet suraigu est évite, la greffe subit ejet retardé : le rejet vasculaire aigu, au bout
de quelques jours a quelgues semaines. On parlgederasculaire parce que les premiers anticorps
formés par le receveur sont dirigés contre lesulesll endothéliales (Fig.26). Les mécanismes
immunitaires concernés dans ce type de rejet nepsmnentierement élucidés (action des Natural
Killers, des macrophages, neutrophiles, lymphogyt®gs antigenes xénogéniques nouvellement
formés au contact du xénogreffon (Immunoglobulidestype G IgG) reconnaissent les antigenes
porcins, notamment I'antigene Gal. On observe wmke faugmentation d’lgG [60] xénoréactives.
La fixation de ces anticorps acquis sur I'endotiméli porcin, entraine des phénomeénes de
cytotoxicité cellulaire médiée par ces anticorpp@C). Le complément et les Natural Killers (NK)
sont actives, menant a une destruction de I'entlothé[248]. La fixation des anticorps active
egalement les cellules endothéliales. Les celleteothéliales vont alors synthétiser des cytokines
pro-inflammatoires (interleukines 1 et 8), des molés d’adhérence comme VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1), la sélectine E, qurextti les cellules immunitaires. Enfin, la perte de
thrombomoduline crée un environnement procoagul&mt. effet, durant la transplantation,
I'inévitable ischémie de reperfusion génére desémues qui endommagent I'environnement
vasculaire. Ces dommages s'’installent une foisejet rsuraigu évité, entrainant de nombreux
changement dans le systeme de coagulation [212].

Le rejet vasculaire aigu méne a des thrombosedlass avec extravasation sanguine, cedeme
interstitiel et nécrose.

Actuellement, ce processus représente le prinapstacle a la xénotransplantation clinique d’un
organe vascularisé de porc. Méme lorsque des @ak&O sont utilisés, les xénogreffes se soldent
par une microangiopathie thrombotique sans quil ait nécessairement d’autres signes de rejet
vasculaire aigu [299]. La médiation de la thrombgse les anticorps est évidente mais des
incompatibilités moléculaires spécifiques peuveetngettre I'amplification du processus et son
extension au-dela du site de la xénogreffe. Vacixdexemples de ces incompatibilités :

-le facteur de von Willerbrand (VWF) porcin, qguntairement a son équivalent humain, se lie aux
plaguettes humaines et les active en absenceas$s stéclencheur [180,255]

- la capacité réduite du complexe thrombomoduliecipe-thrombine humaine a activer la
protéine C humaine (anticoagulante par inactivaties facteurs Va et Vllla) [236].
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Figure 26 Diagramme des changements de procoagulation des cellules
endothéliales (EC) porcines et Pactivation des plaquettes
lors de la xénotransplantation d’un oraane de porc a un primate
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O Les cellules endothéliales porcines sont actives par les anticorps xénoréactifs (avec ou sans
implication du complément) pour exprimer le Facteur Tissulaire et déclencher la formation de
thrombine qui est un puissant activateur des plaquettes. Fgl-2 clive la prothrombine pour panenir a
la formation de thrombine.

@Des ligands (WF et d'autres désignés par ?) ses cellules endothéliales porcines activent les
récepteurs des plaquettes probablement indépendamment de la réponse immunitaire humorale.
©Les cellules endothéliales activées n’expriment plus CD39 et CD73 et sont incapables de
catalyser '’ADP en adénosine ce qui active donc les plaquettes.

Ag: antigene, Ab: anticorps

Source : Lin C.C., Cooper D.K.C., Dorling A. Coagulatiysregulation as a barrier to xenotransplantationtie
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De nombreux anticoagulants ont été testés sur tefeles porc-primate (antithrombine humaines
recombinantes, héparine, aspirine, warfarine) sauossir a obtenir des nivaux d’anticoagulants
nécessaires a la surface de I'endothélium [212]rikgue d’hémorragie associé a un traitement
systémique d’anticoagulants étant non-négligedtdppel a la transgenése est une fois de plus
envisagé. L'expression supraphysiologique des atguis de la thrombose chez le donneur parait
théoriquement plus sdre. Les facteurs humains Egsrjusqu’a présent par transgenese sont [56] :

- CD39 (ectoADPase) : cible les plaquettes et possede unataainti-inflammatoire

- la thrombomoduline : exprimée sur les cellules ¢émél@les, nécessaire a la génération de

la protéine C qui est anticoagulante.

- le récepteur endothélial de la protéine C (EPCRcessaire a la génération de la protéine C
qui est anticoagulante.
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- Linhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TKPI cible le facteur tissulaire qui est
initiateur de la voie de coagulation extrinseque.
- L’hirudine (antithrombine originaire de la sangsu@)hibiteur direct de la thrombine qui est
une molécule procoagulante.
Les tests sur les rongeurs n'ont pas encore domutést les réponses pour pouvoir passer a la
transgenése de ces facteurs chez le porc.

Les aspects variés du rejet vasculaire aigu peudtatretardés par une application continue et
agressive de déplétion des anticorps xénoréaptispglasmaphérése ou injection de polymeéres Gal,
Photo 19) en association avec plusieurs immunogssgppurs (ciclosporine A, corticostéroides,

cyclophosphamide, mycophénolate, mofétil). A ce jtes différents traitements visant a surmonter
le rejet vasculaire aigu lors de xénotransplamatomt eu un effet limité. En 2005, la durée de vie

n'était pas supérieure a 3 mois, les animaux saieist le rejet ou mouraient de complications

infectieuses dues a I'immunosuppression [259].

Photo 19Photographie de la méthode d’adsorption des anticorps naturels
par colonne immunoaffine chez les primates.

Le sang entre dans la colonne via une cannules connectée a laorte. La colonne
d'ologisaccharides Gal, fixe les anticorps anti-Gal circulants. Le sang retourne a I'animal par la

cannule connectée a la veine cave inférieure.
© Source : Joren C. Madsen and Readier Hoerbelt.o¥ansplantation. Book Chapter; Contemporary Cardi/,
Surgical Management of Congestive Heart Failure

B.4.3 Le rejet cellulaire

Alors que la composante cellulaire du rejet vasoalaigu concernait plutét la réponse
cellulaire innée, le rejet cellulaire implique ug@onse acquise dont les principaux acteurs sent le
lymphocytes T. Le rejet cellulaire est le type detrobservé le plus fréquemment dans les modeéles
expérimentaux d’allotransplantation. Les lymphosytel reconnaissent directement ou
indirectement les antigenes. La reconnaissancetdiree fait par I'apprétement des antigénes
étrangers par les cellules présentatrices de ¢iand (CPA) du donneur aux lymphocytes T du
receveur. La reconnaissance indirecte se fait qaagite par I'apprétement et la présentation de
I'antigene par les CPA du receveur. Il existe unmgatibilité moléculaire suffisante entre les CPA
porcines et les lymphocytes T humains pour créeraymapse immunologique efficace permettant
au rejet de survenir par la voie directe[259]. enbreuses études ont mis en évidence que la

109



réponse cellulaire lymphocytaire xénogénique semiti@ plus importante que la réponse
allogénique [61]. Plusieurs raisons y concourdatnombre d’antigénes présentés pourrait étre plus
important en xénotransplantation, la présentatiodirécte semble favorisée, les mécanismes
régulateurs via les cytokines pourraient étre meffisaces.

Macrophages, NK et neutrophiles jouent aussi ua &itif dans le rejet cellulaire xénogénique
[43,173,212,259].

La question est de savoir si la prévention du regtogénique cellulaire exigera des
stratégies thérapeutiques autres que celles eslisec succés en allotransplantation (agents
immunosuppresseurs non spécifiques). La combinaisola cyclosporine A a d’autres molécules
immunosuppressives a récemment conduit a la pratmgde la survie de reins de porcs apres
transplantation a des primates [46]. Des groupescliercheurs travaillent sur des porcs
transgénigues exprimant des genes modulateursydgshbcytes T comme le HLA-E (human
leukocyte antigen E)et le PDL1-L (Programmed Déagfand ou CD274 ou B7-H1) dans I'objectif
de diminuer les doses d'immunosuppresseurs. Une saltition serait apportée par I'expression du
TRAIL humain (human tumor necrosis factor-alphatedl apoptosisinducing ligand) par des porcs
transgéniques pour induire I'apoptose des lymplescyt[148].

Beaucoup de scientifiques et médecins pensent gusudces des xénotransplantations
dépendra du développement des moyens d’inductidaléieance au greffon. Nous verrons plus loin
trois approches expérimentales pour induire urédakce des lymphocytes T envers la xénogreffe.

B.4.4 Rejet chronique

Le rejet chronique de la greffe est tres mal coemallotransplantation et les données sont
quasi non-existantes en xénotransplantation vuileges de survie des xénogreffes [43,173]. Le
rejet chronique survient dans les mois voire anséesant la greffe. Les réactions inflammatoires
persistantes et les proliférations concentriquesl’idéma des vaisseaux artériels, conduisent
finalement a lathérosclérosede la greffe.

B.4.5 Induction de la tolérance au greffon

En allotransplantation, des protocoles d’inductis tolérance sont mis au point pour
réduire les risques infectieux et I'incidence daaaers dus a I'immunosuppression réalisée. Pour
les xénotransplantations, les traitements immuesaiequis actuellement sont incompatibles avec
la clinique humaine. Cette approche a donc un gnaigdét. Deux approches ont eu une certaine
réussite chez les modeles grands animaux en imduisa tolérance.

Création d’'un chimérisme [47,173,242] Fig.27

Une greffe de moelle osseuse (aprés irradiatioimoaunosppression par médicaments chez
le greffé) crée un chimérisme hématopoiétique.deflsiles de la moelle du donneur se mélangent a
la moelle du receveur et les deux populations pauaeiver a un état d'équilibre, aboutissant a un
état de tolérance réciproque. Cette technique aapmdiquée avec succes pour des greffes
allogéniques de rein [143]. Concernant les xénéggefe probleme est plus complexe. La création
d’'un chimérisme permet la survie prolongée de geeffoncordantes (babouin sur macaque) [16]
mais pas des greffes discordantes (porc sur bapdisf].
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Greffe de fragments thymiques du donneur[47,173,Rl2g.27)

La délétion de lymphocytes T xénoréactifs peut @btenue en greffant des cellules
thymiques du donneur. Les essais ont été réalméisdes greffes de rein. Plusieurs semaines avant
le prélevement de rein, le donneur subit une aattedes ses cellules thymiques sous la capsule
d’'un de ses reins. Un « thymus-rein » est ainsermbtpour étre transplanté et ainsi induire lui-
méme sa tolérance chez le receveur. Cette opérdiomssociée a un taux de survie plus important
des xénogreffes discordantes porc-primate [325].

Les prémices de l'induction de tolérance ne présagas encore de leur possible utilisation en vue
de transplanter un xénogreffon chez I'Homme.

Figure 27 Chimérisme hématopoiétique et délétion thymique
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Chez les primates, une greffe de moelle osseuse du donneur, préalablement a la greffe, peut induire
un chimérisme hématopoiétique et la création d'un environnement thymique permettant la délétion
des cellules T alloréactives et xénoréactives. La greffe de fragments de thymus porcin sous la capsule
rénale avant la greffe permet la re-création d’'un thymus porcin vascularisé, qui opére cette délétion
thymique sans chimérisme hématopoiétique (le jour de la greffe, c’est alors un « thymus-rein » qui est
reffé).

gource) :Seveno C., Fellous M., Ashton-Chess J., Soulilloy ¥&hhove B. Les xénogreffes finiront-elles parwe &
acceptées? Médecines/Sciences n° 3, vol. 21, roats 2

=
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.B.5. Techniques de xénotransplantation

Les transplantations d’organes sont nécessaireguera défaillance d’'un organe met en jeu
la survie de la personne. La premiere idée pouiepa la pénurie d’organes humains disponibles
est la xénogreffe d’organe. Cependant la xénottansgiion d’'un organe entier a de nombreuses
limites. A défaut de pouvoir étre implanté le ddmsorps humain, le xénogreffon pourrait étre
utilisé extra-corporellement, temporairement pamplir les fonctions de I'organe défaillant. On
peut parler ici de greffe hétérotopique, c'estra-djue l'organe greffé n'est pas a sa place
anatomique, par opposition a la greffe orthotopiqtette idée a mené les chercheurs a se passer de
I'organe entier et d’envisager I'utilisation de gil®s cellules xénogéniques.

Un état des lieux sur ces différentes possibil(ifég.28) est propose.

Figure 28 Exemples de support ou remplacement xénogénique
de la fonction du foie
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Pontage avec (A) un foie bioartificiel (hépatocytes porcins isolés) ou (B) un foie de porc par perfusion ex vivo
en cas de déficience hépatique fulgurante (C) un foie de porc en remplacement permanent c'est-a-dire une
transplantation, pour des patients ayant une déficience hépatique.
Source : Ringe B., Lorf T., Braun F. The futurexehotransplantation: clinical and ethical considdoms. Bailliere's
Clinical Anaesthesiology Vol. 13, No. 2, pp 227-213399
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B.5.1 Xeénotransplantation d’organes

Comme le montre le graphique ci-dessous (Fig.23),allogreffes humaines les plus pratiquées
concernent le rein, le foie et le cceur. Les limitesnunologiques des xénogreffes ayant été
abordées, voici donc une revue des possibilités siplogiques et anatomiques de
xénotransplantation de ces trois organes.

Figure 29 Répartition de greffes en France en 2008
rein [ :co7 o
Foie [ 101122 %)
ceeur [ 360 8
Poumon [ 1984 %)
CoBur-poumaons I"IH-:f. 1 %)
Pancréas [ 842 %)
Intestin | 43 (<1 %)

232 greffes ont &bé réalisdes & partir de donnevurs wivants |

- 222 grelies da rein

- 10 grefies ge fale
Source : Agence de la biomédecine, Accueil > Ldfgrehier, aujourd’hui et demain > Les chiffres
clés Site Tout savoir sur le don d'organes et dsus [en ligne]http://www.dondorganes.fr/Les
chiffres-cles.htm{page consultée le 12 novembre 2009)

Xénotransplantation de caeur

Le porc a un systéme circulatoire proche de cekiiltlomme mais avec quelques
différences anatomiques. De part leur positionzomtiale, les porcs n’ont pas un cceur orienté de la
méme facon que 'Homme dans la cavité thoracique.niéme, les diameétres respectifs des
vaisseaux porcins et humains a anastomoser, nesrdopvas trop différer pour des raisons
techniques (Photo 20). Des mesures échographigquetes lignées de mini-porcs ont exploré ces
questions et montré une compatibilit¢ anatomiquéoettionnelle possible avec les impératifs
hémodynamique humains [173]. Un cceur d’'un porc raitupomper le volume nécessaire a
’homme pour une station debout. Ainsi, des techegs chirurgicales sont développées pour
pouvoir raccorder un coeur de porc a une anatormeime [275].
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Photo 20Segments d’aorte et d’artére pulmonaire
de porc et dhomme

human

pig

pul monary artery aorta

Epaisseur plus importante de la paroi aortique porcine, diameétre plus
faible de 'artére pulmonaire porcine.

© Source : Siepe M., Martin J., Sarai K., Ihling Sgmmer P., M.D., Beyersdorf H.
Anatomical Study on the Surgical Technique UsedXimotransplantation: Porcine
Hearts Into Humans. Journal of Surgical ResearcB, 241-215 (2007)

Des études dans lesquelles des cceurs de porcéareées a des primates, suggerent qu'ils
fonctionnent suffisamment pour soutenir la fonctiandiaque humaine [252].

En 1990, un cceur de porc a été greffé a un pateer I'attente qu’un allotransplant soit disponible
[54]. Le sang du patient a été passé extra-cofpaneht a travers un cceur de porc pour réduire les
concentrations d'anticorps anti-porc. Le patieritrasrt 24h apres la transplantation suite au rejet
du xénogreffon.

Les récents résultats de xénotransplantation héfique de cceurs de porcs a des babouins ont
rencontré plus de succes que ceux concernantile rei

Xénotransplantation de foie

En 1992 et 1993, deux patients considérés comnmesa |'allotransplantation de foie
(atteints de I'hépatite B et du SIDA en plus poar decond) se sont vu proposer une
xénotransplantation de foie de babouin (qui esista@s a I'hépatite B) [278,279]. Le premier
transplanté était mobile 5 jours apres et le xésfémn était fonctionnel. Aprés une semaine de
fonctionnement, le foie transplanté a engendré dexifications de certains parametres
biochimiques. Le profil biochimique exprimé étad#tractéristique de celui d’'un babouin avec une
absence d'urate. Les facteurs de coagulationsnétégalement modifiés et le taux d’albumine bas
(inexpliqué puisque les babouins ont un taux singilau notre). Le foie de babouin était de petite
taille par rapport a celui du patient et a moneé signes de régénération similaires a ceux okservé
lors d’allotransplantation. Malheureusement, lesglications du traitement immunosuppresseur a
haute dose ont mené a une infection et insuffisaéicale. Un rejet de la xénotransplantation a été
suspecté. Le patient est mort 70 jours aprés fesptantation, d’'une hémorragie cérébrale causée
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par une infection parAspergillus Le second transplanté ne s’est pas bien remislade
xénotransplantation et est mort 3 semaines apmesuffisance hépatique.

La méme année, un foie de porc a également éigéytibur I'Homme [174]. Cette fois, le foie a été
utilisé comme solution transitoire en attente dfoie humain disponible. Avant transplantation, la
jeune patiente atteinte de déficience hépatigumiteie, a subit une plasmaphérése et une perfusion
extracorporelle sur rein de porc, pour réduirectascentrations d’anticorps anti-porcins. Au départ,
la greffe semblait fonctionner avec une productitn bile et une amélioration des parameétres
biochimiques. Cependant, apres la transplantasn¢concentrations en anticorps ont augmentées
rapidement et le xénogreffon a été rejeté lorsgumatiente est morte 34h aprés I'opération.

Ces trois cas sont les seuls cas de xénotransiptemnédfectues depuis les années 1990.

Des xénotransplantations de foies de porcs traigges sont réaliseées chez des babouins avec une
durée de survie de 4 a 8 jours [43,75,225]. L& mjeaigu étant évité, des parametres biochimiques
ont pu étre mesurés. L’hémostase parait étre déatiar le foie, mais on observe toujours une
concentration basse d’albumine.

L'utilisation de cellules hépatiques xénogéniquesafi étre une solution plus réalisable
actuellement. Cette solution est proposée en ati@nne greffe allogénique compatible ou pour
soutenir la fonction du foie lors d’insuffisancephéique soudaine, le temps que le tissu hépatique
se régénere. Un dispositif de foie artificiel a ét@&é a partir d’hépatocytes porcins. En 2004,rle D
Demetriou et ses collegues ont décrit une étuaéqale prospective randomisée multicentrique du
traitement de l'insuffisance hépatique par ce digsppdHepat-assist® ). Un total de 171 patients (8
patients contrbles et 86 patients traités) souffsit d'une hépatite fulminante soit d'une non
fonction primaire de greffon ont été inclus dagsukle. Une amélioration de la survie n'a pas été
démontrée dans cette étude sauf dans le sous-grdepepatients souffrant d'une hépatite
fulminante. Toutefois, une amélioration neurologa une diminution de 18% de la concentration
d'ammonium et debilirubine totale ont pu étre obtenues grace au traitemeit [6

Xénotransplantation de rein

Le rein de porc n'a pas d’'incompatibilité anatongqnajeure avec I'Homme. Concernant la
physiologie, un rein de porc pourra-t-il assureg tonction rénale suffisante pour I'organisme ?
Les hormones régulatrices de la fonction rénalergezlles effectives sur le greffon ?
Plusieurs hormones extrinseques entrent en jeu :
-I'hormone antidiurétique (ADH) : régule 'homéosia hydrique et entraine un diabéte insipide si
elle n’est inefficace.
-I'aldostérone : ajuste les concentrations de sodai de potassium ; méne a une hypotension,
hyperkaliémie, hyponatrémie, en cas de dysfoncéorent.
-parathormone (PTH) : contrdle le métabolisme dicieam et du phosphore et entraine une
hypocalcémie et hyperphosphatémie si elle ne fono# pas correctement
Les hormones intrinseques principales produite$epagin sont :
-la rénine : participe au contrdle de la pressamgsine
-I'érythropoiétine (EPO) : est responsable de latsse des globules rouges, sont absence conduit
a l'anémie.
Les essais de xénotransplantation porc-primate somtbreux concernant le rein (Tabl.15). Les

reins de porc, transplantés a des primates, réessi® maintenir une pression sanguine, une
concentration de sodium, potassium et calcium nlana@res une baisse momentanée juste apres la
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transplantation. Les seuls changements physiolegiggue les scientifigues ont eu le temps
d’observer sont une hypophosphatémie et une andémiéacteur spécifique responsable de cette
anémie n’est pas clairement identifiable, 'TEPOgwe pourrait étre détruite par les anticorps du
receveur ou non reconnue par les récepteurs gpéesfi Un traitement avec de 'EPO humaine,
permet de supprimer cette anémie.

Ces changements aprés une greffe de rein de poncpimate peuvent étre considérés comme
mineurs mais soulévent des questions sur la fditgabiune xénotransplantation d’organe avec une
fonction métabolique plus complexe comme le foie.

Des progrés majeurs concernant la compréehensiémuaeunologie de la xénotransplantation et la
survie des xénogreffons a été prolongée de quelpirastes a quelques mois. Le tableau 14 fait un
état des lieux des différentes études de trangtiantd’organe porc-primate réalisées recemment.
Des tests de perfusion extracorporelle de xénoreg@hez les humains sont réalisés pour le foie
avec plus ou moins de succes et pour le rein [43].

De nombreuses questions restent en suspend etigastit 'opportunité que pourrait
représenter les xénogreffes d’organes (efficamtgctionnelle a long terme et incompatibilités
physiologiques).
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Tableau 15Résultats d’études de transplantation d’organes entiers de porcs a des
primates-non-humains

Type Pigs Recipient Number Survivals (days) Median survival Immunosuppression
(days)
Kidney
Cozzi E (2000) [28] hDAF Cynomolgus monkey 9 5691839,50,565678 39 CsA, CyP, St
Ghanekar A (2001} [32] hDAF Baboon 16 Groups 1-4, not available 19 GASI14,CyPATG, CsA, Rapa, St
Ghanekar A (2001 ) [35] hDAF Baboon 9 Groups 1-3, not available 28 GAST14,CyPATG, CsA, Rapa, St
Vangerow B (2001) [30] hDAF Cynomolgus monkey 10 3491111151821,2868 13 CyP, C1-nh, St
Lam TT (2002) [31] hDAF Cynomolgus monkey 10 3-27 203° GAS914, CyF, CsA, MMF, St
Richards AC (2002) [98] hDAF Cynomolgus monkey 20 Groups 1-2 (4-60) 305 CyP, CsA, RAD, MPS, TP10, St
Barth RN (2003) [99] hDAF Baboon 5 24272732229 27 Thymokidneys, GAS914, ATG,
murine antiCD3, CyP, CVE, MMF
Cozzi E (2004) [38] hDAF Cynomolgus monkey 5 25122737 12 GAS914, CyP, CsA, MMEF, St
Yamada K (2005) [10] GT-KD Baboon (i} Group 1 (4,13,31,33,56,68) 32 Vascularized thymic lobe, TCD-1 or TCD-2
5 Group 2 (16,1826,81,83) 26 Thymokidney, TCD-1 or TCD-2
3 Group 3 (2033,34) 33 Kidney alone, TCD-2 or PTCD
Shimizu A (2005) |36] hDAF Baboon 16 Groups 1-2 (9-30) 1.5 and 155 Thymokidneys, GAS9 14, ATG, anti-monkey (D3,
CyF, CVE, MME, anti-CD40
Chen G (2005) [39] GT-KO Baboon G B8,9,10,11,13,16 10.5 ATG, FK506, CVF, MME, St
Chen G (2006) [37] hDAF Baboon 7 Group 1(78131675) 11 and 13 CAS94, ATG, FK506, MMF, LF15-0195,
Group 2 (8]14) Rituxan, CVF, St
Liver
Ramirez P (2000) [45] Orthotopic  hDAF Baboon 2 96-192 h 144 h CyP, CsA, St
Ramirez P (2005) [47] Orthotopic hDAF/CD59/H- Baboon 5 131820,21,24 h 20 h CyP, Csf, MMEF, Rituximab, Daclizumab, St
Tranferase
Heart
Schmoeckel M (1998) [100] Orthotopic hDAF Baboon 10 <1-9 days L CyP, CsA, 5t
Waterworth PD (1998) [101] Orthotopic  hDAF Baboon 5 00559 387 CyP, CsA, 5t
Heterotopic hDAF Baboon 3 213,21 13 CyP, CsA, St
Bhatti FNK (1999) [56] Heterotopic hDAF Baboon 9 1012,15,15,2632,37.4499 26 CyP, CsA, MMF, 5t
Vial CM (2000) [60] Orthotopic  hDAF Baboon 1 39 39 CyF, CsA, MMF, 5t
Lam TT (2002) [31] Heterotopic hDAF Cynomolgus monkey 3 not available 2 GAS914, CyP, CsA, MMF, St
Houser SL (2004) [59] Heterotopic hDAF Baboon 10 4-139 27 GAS914, ATG, LoCD2b, Thymic irradiation,
MME, CVF, human antiCD154, St
Kuwaki K (2005) |8] Heterotopic GT-KO Baboon 8 16,23,56,59,67,78,110,179 78 ATG, Thymic irradiation, LoCD2b, CVF,
human antiCD154, MMF, St
MeGregor CGA (2005) [57] Heterotopic MCP Baboon 7 15,38,54,64,9699,137 96 Rituximab, ATG, TPC, FK506, Rapa, 5t
Brandl U (2005) [102] Orthotopic  hDAF Baboon 4 12,925 53 GAS914, CyP, ATG, FK506, Rapa, St
Byrne GW (2006) [103]  Heterotopic MCP Baboon 63 0-139 ag" TPC, ATG, Rituximab, CyP, FK506, Rapa, St
Wu G (2007) [67] Heterotopic hDAF Baboon 23 0-36 68" CAS914, NEX1285, CsA, CyP, MME, anti-CD 154
Heterotopic MCP Baboon 5 2h3h1 <1* GASO14, NEX 1285, Csh, CyP, MMEF, anti-CD 154
McGregor CGA (2008) [61] Orthotopic MCP Baboon 3 34,40,57 40 alphaGal-polymer, ATG, FK506, Rapa
Lung
Gaca |G (2002) [73] Orthotopic MCP Baboon 1 9h 9h Antibody depletion (column), antiC5a, CyF,
CsA, Aza, 5t
Gonzalez-Stawinski Orthotopic MCP Baboon 4 1-4 h 44" h Antibody depletion Gal-Peg, Rituximab, CyP,
(2002) [79] Csh, St
Orthotopic MCP Baboon 4 9-12 h 12.2* h CyP, Rituximab, CsA, St
Lau CL (2003) [78] Orthotopic vWF-deficient Baboon 2 <3 h <3h Imuran, CsA, 5t
Cantu E (2004) [71s] Orthotopic  MCP Baboon 5 Not available 226 h Ab depletion (Gal-peg), Clodronate
Orthotopic vWF-deficient Baboon 3 Not available 67 h Ab depletion (Gal-peg), Clodronate

Legend: CsA: cyclosporine, CyP: cyclophosphamide, GAS914: a soluble Gal (ot 1-3] Gal polymer, ATG: anti-thymocyte globulin, St: steroids, Rapa: rapamycin, Cl-inh: Cl-inhibitor, MMF:
mycophenolate mofetil, MPS: mycophenolate sodium, RAD: everolimus, CVF: cobra venom factor, VIG: intravenous immunoglobulin, LoCD2b: rat anti-primate CD2b monoclonal
antibody, AZA: azathiopurine, TPC: anti-Gal antibody therapeutic, TCD-1: T-cell depletion regimen-1 ( 3 doses of antithymocyte globulin (ATG) plus 3-4 doses of rat antibody specific
for human CD2; anti-CD 154 monoclonal antibody, MMF and St, TCD-2: T cell depletion regimen-2 ( 100 cGy whole body irradiation on day -6, 2 doses of LoCD2, 2 doses of ATG; anti-
CD154 monoclonal antibody, MMF and St, PTCD: partial T-cell depletion regimen (3 doses of ATG and 3 doses of LoCD2) anti-CD'154 monoclonal antibody, MMF and St.

4 Mean survival.

® Longest survival among the groups.

Source :Ekser B., Rigotti P., Gridelli B., Cooper D.K.Cenbtransplantation of solid organs in the pig-tonpate
model. Transplant Immunology 21 (2009) 87-92

B.5.2 Xeénotransplantation de tissus et cellules

Depuis 40 ans, la xénotransplantation de tissus@stante pour la peau, les vaisseaux
sanguins, les valves cardiaques (a partir de pélacde veau ou de valves de porc montées sur une
armature rigide). D’autres greffes de tissus odtatcées.
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Transplantation de cellules médullaires surrénales

Les cellules de la médullosurrénale produisent'atirénaline, de la noradrénaline, des
substances opioides-like, la métenképhaline. Céstaoces sont également produites par le
systeme nerveux central et ont des effets analggsiophibant les signaux de douleur venant de la
périphérie.

Des cellules de la médullosurrénale peuvent éttenoles de veaux nouveau-nés (elles sont trop
difficiles a isoler chez le porc). La structure drgstances sécrétés est similaire des bovins a
'Homme.

Comme il a été rapporté que la transplantationgahaue de cellules de la médullosurrénale
pouvaient améliorer I'état des patients soufframtdduleur chronique sévere, la greffe de cellules
chromaffines bovines encapsulées a été testéecélletes ont été transplantées dans le canal
central médullaire (site immunitaire protégée) deiquas atteints de cancer terminal avec une
douleur résistante a la morphine [27]. Aucune imasuppression n'a été réalisée. Un essai de
phase Il a été réalisé en 1999 impliquant 89 pitiapant un cancer ou des douleurs neurologiques,
a montré que le traitement n’était pas suffisamnmngssant. Malgré tout, les meilleurs effets
ressentis concernaient les patients avec des deulmmbaires ou sacrales coincidant avec le site
d’'implantation [43,158].

L’application future de cette xénotransplantatigh iacertaine en raison des problemes techniques
rencontrés avec l'implant. Les implants étaientéstapres 6 mois mais certains n’ont pas pu étre
enlevés et les patients seront suivis a vie. Lapagmie américaine Cytotherapeutics Inc. (CTI) a
vendu le concept a une compagnie Suisse et Asteadea I'origine du dernier essai clinique n'a
pas produit d’autres essais sur I'hnomme [43], dssie se poursuivent chez le rat [75].

Xénoransplantation de cellules produisant un factede croissance neurotrophique

Des cellules foetales transgéniques de hamster ipesduun facteur de croissance
neurotrophique ont été placées dans le canal tenédullaire de six patients ayant une sclérose
latérale amyotrophique (SLA, maladie de Charcotladie neurologique qui méene a la paralysie)
[2]. Des concentrations élevées de facteur de sante sont rapportées mais il n'est pas fait
mention de I'amélioration clinique des patients.

Xénotransplantation de neurones de porcs

Les neurones dopaminergiques de porc sont leslezlherveuses les plus étudiées en
xénotranplantation. La structure de la dopaminesgsilaire chez 'Homme et le porc, mais la
dopamine est produite a des concentrations pluesahez le porc. Le systeme de recyclage de la
dopamine se compose de deux voies métabolique&seatites chez 'Homme alors que le porc n’en
posséde gu’une.

Les médicaments anti-Parkinsoniens semblent awsr hémes effets thérapeutiques que les
neurones de porc. La transplantation de cellulgsughinergiques foetales de porcs dans le cerveau,
améliore les symptomes de rats ou singes ayantnatedie de Parkinson chimiquement induite.
Bien que les neurones soit placés dans le systemveux central, site immunologique privilégié,
un traitement immunosupresseur est nécessairealug@ton histologique a montré que les cellules
se différencient en neurones matures dopaminergigtiettablissent des contacts avec d’autres
neurones. Un essai de phase | réalisé par Diaenn#995 [59], sur 12 patients a rapporté une
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amélioration clinique dont I'effet placebo ne pétre exclu. Un second essai de phase Il en double
aveugle realisé par Genzyme, incluant 18 patierdspas montré une amelioration significative de
I'effet placebo [247].

Des neurones porcins fecetaux GABA (neurones ayaeffahinhibiteur sur la transmission entre les
cellules nerveuses) ont également été transplant@spatients (essai de phase |) atteintshdece

de Huntington. Bien que la structure du GABA soit similaire enftiHomme et le porc, aucune
amélioration clinique n’a été observée. Un essaitaese Il est en discussion [43]. Des essais sur un
faible nombre de patients ont été mis en place paiter des épilepsies focales [43, 244,158].

Xénotransplantation d’flots pancéatiques

Les cellules des ilots de Langerhans (dans le pancréas), pemuile I'insuline, hormone
indispensable a la régulation de la glycémie. Lf&édince structurale entre l'insuline porcine et
I'insuline humaine est seulement d’'un seul acidénémi’insuline porcine a déja été utilisée pour
traiter les patients diabétiques avant qu’une insuhumaine recombinante soit disponible dans les
années 1980. La production d’anticorps anti-ingufdorcine était basse chez les humains n’ayant
pas de traitement immunosuppresseur. Porcs et hanoait la méme fourchette de glycémie et
leurs mécanismes régulateurs de l'insuline somtigees. L'insuline est d’abord sécrétée sous
forme de pro-insuline, elle prend la forme d’ineelilorsqu’'une chaine polypeptidique appelée
« peptide C» lui est enlevée. Le manque de peptliez les diabétiques contribue a des
complications secondaires. Des différences stralgsirsignificatives séparent le peptide C humain
du peptide C porcin dont on ne sait pas s'il pauétae actif chez 'lhomme.

Les Tlots pancréatiques sécretent également dagiumc Cette molécule augmente la glycémie
avec I'hormone de croissance et la noradrénalial@nigant ainsi les effets de I'insuline.

La transplantation d’ilots pancréatiques est eyésapour réguler la glycémie chez les
personnes diabétiques.
Les premiéres expériences de transplantation tesdfifancréatiques porcins adultes ou feetaux, ont
effectivement montré que cette technique pouvastigle diabete chez les rongeurs [43,185]. Des
essais de xénotransplantation chez les primatesimoins ont suivi. En 2008, cette thérapie a été
rapportée sur 181 primates non humains (72 noreticales, 109 diabétiques), par 15 institutions
[118]. Apres la transplantation de cellules d’ilgisrcin, une production d’insuline restaurée
pendant plus de 3 mois (avec une survie fonctidartel greffon jusqu’a 6 mois), a été rapportée
par cing groupes différents [118]. Les glycémiesedtt normales. Ces réussites ont été obtenues
avec diverses stratégies de xénotransplantation :
- infusion intraportale d'llots de porcs adultes nouveau-nés chez des singes rhésus ou
cynomologus immunodéprimés avec un diabéte obtemurgicalement ou chimiquement.
- infusion intraportale d'ilots de porcs adultes|-&®, transgéniques pour le cofacteur de
membrane humain CD46, chez des singes cynomologosunodéprimés, avec un diabéte
chimiguement induit.
-implantation de tissu embryonnaire précurseur pEaiue, chez des singes cynomologus
immunodéprimés, avec un diabete chimiquement induit
-transplantation intrapéritonéale d’ilots adultesicroencapsulés chez des singes non
immunodéprimés, avec un diabéte spontané.
- implant sous-cutané comprenant une monocouchetsdadultes encapsulés sur une matrice de
collagene, chez des singes cynomologus non-immuyonioaés.
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Quelques essais chez ’'homme sont rapporteés :

-flots pancréatiques de lapins transplantés chez digbétiques par le professeur Shumakov
(Moscou) : pas d’information disponible [43].

- Tlots faetaux porcins non-encapsulés implanté3 Patients diabétiques a Stockholm entre 1990 et
1993 par le groupe de Carl Groth et Claes Hell@mstf103]. La xénogreffe a survécu chez quatre
patients (présence de peptide C porcin dans l'usgu’a 450 jours apres la transplantation),
cependant aucun patient n’a pu étre exonéré dedimjs d’insuline.

-flots porcins encapsulés transplantés a 6 patikabetiques en Nouvelle Zélande par le Dr Elliott
en collaboration avec une compagnie américainerékd_es résultats n’ont pas été publiés, ils ont
été évoqués dans un résumé parlant de la suncallau rétrovirus porcin endogéne : une
diminution des besoins en insuline ainsi qu'un lewil contrdle de I'hémoglobine glyquée ont pu
étre observés, dans deux cas, I'insuline a éténdié& au maximum 2 ans [78,79].

-tissus pancréatiques foetaux de porc et de veasplemté a des patients chinois : aucun résultat
publié [43]. Dr Wang a présenté en 2005 les résutta ces travaux concernant la transplantation
dilots porcins dans lartere hépatigue de vingtiepts diabétiques. Différents régimes
immunosuppresseurs ont été administrés aux receveous les patients, ayant recu des stéroides,
ont montré une diminution de leur besoin en ingupour une période d'un an et la présence de C-
peptide porcin [313].

- transplantation d'lots porcins avec des celldlesSertoli, placés dans une prothese en téflon et
greffés en sous-cutané a douze adolescents nonFiosapprimés par le Dr Valdes-Gonzales et ses
collegues. Onze ont recu une deuxieme greffe agpxéseuf mois et quatre ont été transplantés a
nouveau trois ans apres. Chez six patients, unetiéd significative des besoins en insuline a été
documentée sur quatre ans dont deux sont deveswighmrindépendants temporairement [302].

La xénotransplantation de cellules requiert unérigpie d’intervention assez simple. De
plus, la méthode de micro encapsulation permettaswler les cellules xénogéniques du systéeme
immunitaire du receveur, exonere la greffe de émaént immunosuppresseur. Cette simplicité
expligue que quelques essais cliniques ai été&gans expérience significative préalable sur le
modele primate. Les données actuelles indiquent aguiains xénotransplants comme les filots
pancréatique, les neurones dopaminergiques etelades médullosurrénales, peuvent avoir un
effet thérapeutique chez les humains. Plus détusies les aspects physiologiques de ces
xénotransplantations sont désormais attendues.

La xénotransplantation clinique doit faire face & dombreux obstacles: rejet
immunologique, incompatibilité moléculaire, incortipdité métabolique, risque de transmission
de maladies infectieuses.

Les résultats actuels représentent une avancéd¢aspkdre mais indiquent que nous sommes
encore loin de transplanter des organes porcins patients. Les durées moyennes de survie
d’'organes porcins transplantés sont passées detawirsu semaines et le développement des
biotechnologies laissent entrevoir des solutiorssiibes pour prévenir les rejets immunologiques.
La xénotransplantation clinique est pour le monpdus envisageable pour les greffes de tissus.

Les pays n'ont pas tous les mémes instances ddatég aussi 'OMS demande aux Etats
membres de dresser un inventaire des essais @sid@ xénotransplantation qui ont lieu sur leur
territoire. Une collaboration entre 'OMS, les Hapix Universitaires de Geneve et I'Association
internationale de xénotransplantation, a permis rdettre sur pied un site Internet
http://www.humanxenotransplant.orgvec pour but de collecter des informations corarg toute
pratique de xénotransplantation chez 'homme elewtifier les pays dans lesquels de telles
pratiques ont lieu. Cet encadrement tente de rdedreiturs essais cliniques de xénotransplantation
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plus sdr. L'OMS encourage I'établissement de normtesle réglementations sur I'élevage et
l'utilisation d'animaux exempts d'organismes padheg. Ces mémes exigences doivent étre
établies quant a l'autorisation des interventibagprobation des essais cliniques du point dedeue
I'éthique, des modalités de consentement, derfirdtion aux patients.

B.5.3 Acceptation des xénogreffes

Acceptabilité de la xénogreffe

Comme bien souvent, une des questions éthiquereétearet applicable a toute technologie
est : la transplantation d’organes ou de tissumamx a 'humain est-elle « naturelle » ? Il pourrai
étre dit que tout ce que fait I'hnumain est non-rafunon-naturel parce que les actions humaines
interferent avec I'ordre naturel non-humain ! Nagspouvons pas ne pas interférer avec la nature
et 'argument que la xénotransplantation n’est patsirelle n’est ni recevable ni éthique. Il est en
effet difficile de concevoir la délimitation entoe qui est acceptable ou pas. Les débats éthiques
produits par les organisations internationaleslataurde responsabilité de trancher cette question
Nous allons ici soulever quelques une des nombsegisestions concernant les xénogreffes.

Avant de s’interroger sur des considérations guais, de criteres et procédures techniques
(bien étre animal, expérimentation), il parait etieé de s'interroger sur le but de la
xénotransplantation.
Un des premiers arguments avancé est que la xdfeogurrait régler le probleme de pénurie
d’organes humains. Penchons nous sur quelqueseshidie I'’Agence de la biomédecine [4] : en
2008 en France, 2937 greffes de rein et 360 greffesceur ont eu lieu avec respectivement 270 et
6509 patients restants sur la liste d’attente. dtiept en attente de greffe colte plus cher sur le
long terme qu’un patient greffé.

Une étude comparative d’'une équipe de I’Agence idmddecine dirigée par Emilie Savoye et
portant sur plus de 3.000 patients souffrant d’liR3|ffisance rénale terminale) a montré que les
patients restant sous dialyse avaient un risquatifele déces 2,54 fois supérieur a celui des
patients greffés. Or, si le colt moyen annuel d'diadyse se chiffre a 70.000 euros, la greffe de
rein ne revient qu'a 43.000 euros la premiére anpée 13.000 euros en moyenne par an les

années suivantes)dique le Dr Christian Jacquelinet, de I'’Agenechiomédecine.
Cécile Almendros. (07/05/20p%ccueil > Actualités > La pénurie d'organes coitieer Site de Espaceinfirmier.com [en ligne]
http://www.espaceinfirmier.com/actualites/detail/1182-penurie-d-organes-coute-cher.ht(page consultée le 17 novembre 2009)

Méme si un jour des organes de porcs transplastael®nt disponibles en nombre illimité,
les ressources humaines et financiéres demeurguamt a elle toujours limitées, de quel coté la
balance penchera-t-elle ? Les xénogreffes n'empénheas les gens de mourir, le circuit de santé
du pays auquel ils appartiennent limite l'idée seaiie de la possibilité de sauver des vies
humaines.

En effet, 'impératif ultime qui oriente le progrésdical est de sauver des vies humaines. Mais la
vie est une maladie constamment mortelle. Jusquéatrons-nous aller pour prolonger la vie ?

« la xénotransplantation devra étre évaluée dansolexte d’'un débat plus large sur la médecine

moderne et nos tentatives de prolonger I'espéraleceie »
Document confidentiel d’'un groupe d'expert sur lé@natransplantation. D’aprés Nathalie SAVARD, «Lgubilité de la
xénotransplantation du point de vue de notre cdat&éologique», Lex Electronica, vol. 10, no 2néuwo spécial), Automne 2005.
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Du moment que la xénotransplantation est considé@ame envisageable, d’autres
questions d’ordre moral se posent: est-il moraltuky des animaux au bénéfice de receveur
humains ? Dans plusieurs sociétés le sacrifice @mour différents usages, est admis, mais peut-
on considérer la xénotransplantation de la mémeearaf Est-il préférable de devoir un organe
neuf & un homme décédé ou a un animal sacrifié cietnsbjectif, transgressant ainsi les frontieres
entre étres humains et animaux. Le droit des aninmatervient également. La balance entre la
douleur infligée et le bénéfice pour le patienteom probleme de conscience. Le probleme de
'usage des animaux dans un but thérapeutique at&wteux approches, I'une privilégie le cote
utilitaire I'autre le rapport risque-bénéfice dedage de I'animal.

Pour que la recherche se poursuive, les criteracdptabilité éthique devront étre intégrés
aux criteres meédicaux [262], dont voici un apergoppsé au congres vétérinaire de Tunis en 2002
[111]

1- Critéres d'acceptabilité pour ’lhomme
" réduire au maximum les risques infectieux ;
" maitriser le rejet ;

®  évaluer la survie de la greffe qui doit offrir ainfmum une amélioration durable de
la qualité de la vie.

2- Critéres d’acceptabilité concernant I'animal souce d’organes :
" ¢élevage exempts d’organismes pathogenes ;
B préserver le bien-étre animal, éviter les souffeanc

® choisir animal dont I'activité fonctionnelle estophe de celle de 'homme et que
I'on peut transformer génétiquement par l'intégmatdans le génome animal d’un ou
plusieurs génes : Le porc semble étre le modeleotjteé un certain nombre de
garanties.

3- Critéres d’acceptabilité concernant la sociéte :

®  bénéfice pour ’homme et usage a son profit d’anxngéenétiquement modifiés ou
clonés comme source d’organes de tissus ou ddese]lu

" mesures de biosécurité par un encadrement Iégislati
® aspects économiques ;
" interférences religieuses relatives a la puretérapureté de I'animal [108].

4- Criteres de sélection des patients :
B xénotransplantation seulement si c'est la seulesibitig® thérapeutique pour
améliorer la qualité de la vie ;
B consentement éclairé du patient apres informatiggtige sur les risques de la
xénogreffe ;
® surveillance, vigilance et évaluation. )
Des guides de bonne conduite et de recommandaiidngte édités par I'Europe [262] et les Etats-

Unis concernant la xénotransplantation. lls apmorénsi une aide structurelle pour inciter lest&ta
a corriger leurs lois et reglementation souvenbingletes [43].

122



Attitude du public

En 2004, Joakim Hagelin [108] a produit la premiénede transversale faisant un bilan de
toutes les enquétes d’opinion publiées sur les gr@fies. Chaque sondage produit est a interpréter
en prenant en compte la culture du pays sondédentité de I'organisme réalisant le sondage. La
formulation des questions et la formulation deslieapons associées (ou aucune explication)
peuvent biaiser le sondage en incitant la persarteaogée a répondre dans un certain sens. Voici
quelques réponses et pourcentages pour plusieyss[43], donnant une idée de la diversité des
sondages et de la difficulté & en tirer des génésal

Australie

Sur 133 patients dont 89 sous dialyse et 24 greff8s1% accepteraient un organe d’une
personne vivante apparentée, 41,6% accepteraientgame de singe, le méme pourcentage est
obtenu pour un organe d’espéce éloignée de I'Horfpoec, mouton), 47,8% pensent qu'il est
approprié d’élever des animaux pour fournir desoeg a la transplantation.

Canada

Sur 2526 canadiens de 15 ans et plus, pour le iHé&dnada’'s Therapeutics Products
Programme : 54% des personnes interrogées enwasageune xénotransplantation si un organe
humain n’était pas disponible, dont 38% avec unimévocable. Les femmes avaient plus tendance
a refuser la xénotransplantation (55%) que les hesn(87%). Plus I'age et les années d’études
augmentaient, plus I'information a propos des xégibgs était connue.

Etats-Unis

Sur 1200 individus, par la National Kidney Foundati 62% acceptaient le concept de
xénotransplantation comme option viable avec toigefertaines réserves.
Sur 100 patients au Centre Médicale St Vincent% 8fcceptaient la xénotransplantation en
situation d’urgence, 24 patients pensaient que éaottansplantation pourrait changer leur
apparence, leur personnalité, leurs habitudes ataires ou sexuelles.

France

Sur 91 physiciens, 128 infirmiers, 85 technicieB21 étudiants, apres information des
risques infectieux : 72,2% des infirmiers, 74,6% ééudiants, 76,6% des techniciens, 85,4% des
physiciens acceptaient les xénogreffes.

Allemagne
Questionnaire détaillé a 1049 patients greffésurdiste d’attente : 77% des patients acceptaent |
xénotransplantation, 58% acceptaient toujours sirlsques étaient accrus par rapport a une
allogreffe.

Suéde

Sur un échantillon de 1500 habitants de 18 a 7Q@arsThe Department of Public Health
and Caring Science/Social Medicine : Les organedahmeurs vivants sont préférés (77%), suivis
des organes de donneurs décédés (69%), ensuitegases artificiels (63%) et en dernier les
organes animaux (40%).
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Royaume-Uni

Sur 850 patients par la British Kidney Associati@pres informations : 78% acceptaient de
recevoir un rein de porc et 5% ne savaient pas.

Il en ressort que I'éducation, la religion, I'exjgérce permettant de prendre des décisions
sur des questions morales ou éthiques, le sexé,astant de paramétres jouant sur I'opinion a
propos des xénotransplantations [108], comme aograges questions rejoignant 'usage des
animaux dans la recherche biomédicale ou pourm@gations biotechnologiques.
Etant donné les multiples paramétres a prendreoempie, un sondage reflétant 'ensemble de
I'opinion publigue est difficile.

.B.6. Bilan

La compréhension des mécanismes immunitaires enlges le rejet des xénogreffes, se
précise. En interaction avec cette avancée, |aderese tente de créer des animaux capables de
contourner les obstacles du rejet. Nouveaux coagcemuvelles techniques vont de paire avec
nouveaux obstacles et nouvelles questions! En defwidébat éthique que souleve la xénogreffe,
une question de santé publique se pose. En eftet,que jamais, dans le contexte de crainte de
mutation du virus de la grippe aviaire (qui chaageaainsi de cible, passant de I'oiseau a I'homme),
le rle éventuel du xénogreffon dans le passagedeeaux pathogénes de I'animal a ’lhomme est
a prendre en compte.
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CONCLUSION

Méme si 'usage de I'animal-médicament a déclinéasers I'Histoire pour étre remplacé
par des solutions plus « modernes », il est erengjaurd’hui tres diversifié. Certaines thérapies on
déja fait leurs preuves, la sangsue thérapie stid@ thérapie ont prouve leur efficacité. Pour
d’autres comme l'ichthyothérapie, des études coatpas a grande échelle sont nécessaires pour
déterminer leur puissance thérapeutique. Mémeagithiérapie par pigdres d’abeilles se targue d’'un
usage ancestral, des essais objectifs et compbteterd étre produits pour convaincre de son
efficacité et de sa sécurité. De nouvelles pisteg gxplorées, comme l'usage des helminthes
immunomodulateurs dans I'espoir de traiter des dwgainflammatoires chroniques et de trouver
une solution a la gestion de maladies auto-immunes.

Les biotechnologies ont propulsé I'animal-médicatman devant de la scene par I'annonce de la
commercialisation de protéines pharmaceutiqgues uitesl par des animaux modifiés
génétiquement. Ces premiers succes annoncent tmatdudans I'industrie pharmaceutique. De la
méme maniere, les animaux génétiquement modifiagg@ient peut-étre contribuer a la réussite de
xénogreffes, dans un futur proche selon certaitsuast Mais de nombreuses interrogations sont
soulevées quand a la balance avantages/inconvemiertet usage.

Les ressources de I'animal-médicament sont grantdéaut cependant garder raison, de
nombreuses utilisations de I'animal-médicament harcun appui scientifique et se basent sur des
croyances et traditions. En désespoir de causwimemalades peuvent faire appel a un chamane
qui sacrifiera un rat sensé « absorber » la malddierecherche d’insolite peut aussi amener a
pousser la porte d’'un spa qui propose des masaagesies serpents

Le sujet se limitait & l'utilisation de I'animalentier », mais I'animal peut réserver encore de
nombreuses surprises quant a ses propriétés malésulNous avons vu par exemple que la salive
de la sangsue contenait des molécules aux propri@tressantes. L'industrie pharmaceutique s’est
affranchie de la sangsue pour produire aujourdime hirudine de synthése : Angiomax®. La
recherche de nouvelles substances actives daégrie animal promet d’étre riche en informations.
Les venins notamment sont a I'honneur: ils sopbjét depuis de nombreuses années, de
recherches sur les propriétés. De nouvelles maéaont isolées du venin de nombreux animaux
(araignée, serpents, scorpions). L'animal entres dconstruction des médicaments du futur.

3 Buck W. Snake massadgife de about.com : weird neyen ligne]
http://weirdnews.about.com/od/weirdphotos/ss/snalassage.htrfpage consultée le 22 novembre
2009)
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LISTE DES ABREVIATIONS

a-AT : alpha-antitrypsine

ADCC : Antibody Dependent Cell Cytotoxicity, cytotoxiicellulaire médiée par ces anticorps

ADN : 'acide désoxyribonucléique

AFSSaPS: 'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire dedift®de Sante

AMM : autorisation de mise sur la marché
APD : adénosine diphosphate

AR : Arthrite Rhumatoide

ARN : Acide ribonucléique

ATl : antithrombine I

ATP : adénosine triphosphate

ATryn : human antithrombin 11l

ATU : Autorisation temporaire d’utilisation
BAC : Bacterial Artificial Chromosome
BBC : British Broadcasting Corporation
BChE : butyrylcholinestérase humain
BVA : Bee Venom Acupuncture

BVT : Bee venom Therapy

CAM : complexe d’attaque membranaire
CD : cluster of differenciation

CDAI :Crohn disease activity index (index d'activitélaenaladie de Crohn)

CHO : chinese hamster ovar

COX : cyclo-oxygénase

CPA : Cellule Présentatrice d’Antigene

EMEA : Agence européenne des médicaments
EPO : érythropoiétine

EST : Encéphalopathie Spongiforme ransmissible
FDA : Food and Drug Administration

al,3GT: al,3-galactosyl transférase

Gal : galactosyl galactose (1-3) galactose
GABA : acidey-aminobutyrique

HAC : Human Artificial Chromosome

HLA : Human Leucocyte Antigens

HT : Hors taxe

Ig : immunoglobuline

INFy : Interféron gamma

IRM : imagerie par raisonnance magnétique
KO : knock out

LED : Lupus érythémateux disséminé

MAC : Mammal Artificial Chromosome

MC : Maladie de Crohn

MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales
NANA : N-Acétyl Neuraminic Acid

NGNA : N-Glucolyl Neurmaninic Acid

NK : Natural Killer

0.G.M. : Organisme génétiquement modifié
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OMS : Organisation Mondiale de la santé

PCR : Polymerase Chain Reaction

PERYV : Porcine endogenous retrovirus

RCH : Rectocolite Hémorragique

RT-PCR : reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction
SARL : Société a responsabilité limitée

SEP: Sclérose En Plaque

SIDA : Syndrome de I'lmmunoDéficience Acquise

SPF: Specific Pathogen Free

Th : référence au lymphocyte T helper

THP : Therapeutic Human Polyclonals

TNF : Tumor Necrosis Factor

Treg : référence au lymphocyte T régulateur

UVA : rayon ultraviolet A

VIH : virus de l'immunodéficience humaine induisarBIBA
VWEF : facteur de von Willerbrand

YAC : Yeast Artificial Chromosome)
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GLOSSAIRE

Avulsion : Arrachement, I'extraction d'une structure degbmisme ou une partie de celui-ci, de son
point de fixation, c'est-a-dire de I'endroit outeedtructure est fixée dans le corps.

Albumine : Principale protéine du sang, soluble dans kgdabriquée par le foie.

Allergene: Substance (antigene) de nature protéique amp@atex 'environnement et a l'origine
d'une réaction allergique.

Allergie : Réaction inadaptée et excessive du systeme iigmende I'organisme, consécutive a un
contact avec une substance étrangere (le plus sQukorganisme (l'allergene), qu'on dit antigene
L'allergeéne est habituellement bien toléré parllggrt de la population. Toutefois, au contact de
cet antigene, il arrive que le systeme immunitdivze organisme déclenche une réaction inadaptée,
excessive et pathologique : c'est l'allergie, ampébalement hypersensibilité.

Allogreffe: Remplacement d’'un organe, d’'un tissu par I'organde tissu identique d’un donneur
de la méme espéce.

Allotransplantation : Greffe pratiquée entre deux individus apparteada méme espéce animale,
mais génétiquement différente.

Alopécie: Chute totale ou partielle des cheveux ou dés poi

Alzheimer (maladie d’): Atteinte chronique, d'évolution progressive,né'upartie du cerveau,
caractérisée par une altération intellectuellevergible aboutissant a un état démentiel.. La
dégénérescence nerveuse est inéluctable, ellaiesd th diminution du nombre de neurones avec
atrophie du cerveau et présence de "plaques sgmiggactéristiques biologiques de cette maladie.

Ammonium : L'ammonium entre dans la circulation de la vepoete. Il est ensuite rapidement
transformé en urée a condition que la fonction tigpa soit normale.

Amputation : Ablation d'une extrémité du corps suite a umrratisme ou un acte chirurgical.
Dans le cadre de la chirurgie, elle sert a limiespansion incurable d'affections graves comme par
exemple la gangréne.

Analgésique: Une variété de médicament qui permet d'attérwadre de supprimer la douleur.

Anémie : Désigne la diminution d'un ou de plusieurs élétmeomposant le sang. Le plus souvent
ce terme s'applique pour une diminution du nomlee globules rouges. Mais une anémie se
caractérise plus exactement par la diminution dpibntité d'hémoglobine contenue dans une unité
de volume de sang.

Anévrisme : Agrandissement des parois d'une artere dangllsgngouffre le sang et ou il peut y

avoir formation de caillots. L'anévrisme artérist ke plus souvent di a une atteinte de la pa®i de
vaisseaux par l'athérome (dépots graisseux resplessae |'athérosclérose).
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Angiogenése Processus décrivant la croissance de nouveauisseaux —sanguins
(néovascularisation) a partir de vaisseaux prémxist

Angiooedéme: (Edéme sous-cutané ou sous-muqueux, le gonfleeseptus profond que dans une
urticaire qui touche le derme et I'épiderme. Il a'théoriguement pas de prurit ni de rougeur, mais
généralement lors d'une crise, les deux peuvemB8gociés.

Angiopathie : Désigne toutes les maladies, les pathologies vdgsseaux sanguins (artéeres et
veines) ou des vaisseaux lymphatiques.

Anthrax : Dénomination anglaise de la maladie du charl@eite maladie infectieuse due a une
bactérie aérobie (c'est-a-dire nécessitant de d&xg pour vivre) appeléBacillus anthracis
s'observe le plus souvent chez les animaux hedsvdrhomme peut étre infecté par inhalation ou
ingestion a la suite d'un contact avec des animafectés ou des produits d'origine animale
contaminés, ou aprés une piqdre dinsecte. La décmude plusieurs cas récemment aux Etats-
Unis fait redouter le conflit utilisant des armeactériologiques dont I'anthrax est un candidat de
choix.

Antibioprophylaxie : Utilisation d'un antibiotique dans un but thé&afique afin de prévenir
I'éventuel survenue d'une infection susceptibleed@angereuse.

Antibiotique : Substance d'origine naturelle ou synthétiqueantyla capacité d'arréter la
multiplication des bactéries, mais également dsudigents infectieux.

Anticorps : Un anticorps est égalemenimmunoglobuline. Protéine du sang synthétisée par les
cellules du systeme immunitaire en réponse a l&tpgion d'un corps étranger (antigene) dans
l'organisme.

Antigene: Substance étrangere a un organisme (c'est-aegiee 'organisme ne possede pas
habituellement) et provoquant chez celui-ci la titutson d'un anticorps. L'antigene peut se
combiner avec cet anticorps spécifique grace adsgnce de sites antigéniques.

Antiseptique : Substance qui tue ou prévient la croissanceadeehies et des virus sur les surfaces
externes du corps.

Apipuncture : Combinaison du traitement au venin d’abeilldet'acupuncture.

Apithérapie : Thérapie grace aux substances fabriquées pamlesdles (miel, gelée royale,
propolis, pollen, venin).

Apoplexie: Perte de la connaissance et de la mobilité valm@) survenant brusquement, due le
plus souvent a une hémorragie cérébrale.

Apoptose: Mort cellulaire programmeée.
Arthrite dégénérative : Voir arthrose.

Arthrite rhumatoide : Rhumatisme inflammatoire chronique le plus fegy dont l'origine n'est
pas connue avec précision, maladies auto-immunigaiBa une inflammation de la synovie, une
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destruction progressive de l'os et du cartilage,sguvient précocement au cours des premiéres
années.

Arthrite : Nom donné aux affections inflammatoires aigués abroniques qui touchent les
articulations.

Arthroscopie : Exploration visuelle de l'intérieur d'une cawvééiculaire (articulation) a l'aide d'un
arthroscope. Cet examen autorise également lenraittin situ.

Arthrose : Maladie dégénérative articulaire se caractéripan |'altération d'une articulation que
I'on qualifie soit d'idiopathique, c'est-a-dire tam ne trouve pas la cause (on parle également
d'arthrose primitive) soit d'arthrose secondairestea-dire dont on peut identifier la cause.
L'arthrose s'accompagne d'une |ésion des artionktisans inflammation, se traduisant
anatomiquement par la destruction du cartilaga ptéduction de tissu osseux supplémentaire sous
forme d'ostéophytes ou de chondrostomes.

Asepsie: Désigne l'absence de germes microbiens susteEptiientrainer l'apparition d'une
infection.

Asthme: Forme particuliéere de dyspnée correspondant @ difficulté a respirer, et plus
particulierement a expirer (rejeter l'air conteransiles poumons).

Athanasie (ou Tanaisie commune) : Plante herbacée vivacéadamille desAsteraceag tres
commune en Europe. De taille assez élevée (judogu®0), capitules a fleurs en tube d'un beau
jaune d'or. Connue surtout pour ses propriétés itieyes.

Athérosclérose: Désigne la perte d'élasticité des artéres duka &clérose provoquée par
I'accumulation de corps gras (lipides, essentiagdl@ntholestérol LDL) au niveau d'une des trois
tuniques constituant la paroi des artéres (l'intirad intéressant avant tous les grosses et les
moyennes artéeres.

Atopie : Prédisposition génétique aux allergies. Atopiemploie notamment pour qualifier
certaines maladies qui touchent plusieurs orgagpsnse allergique du systéeme immunitaire a des
allergenes communs de [I'environnement, se traduigser une production spontanée
d'immunoglobulines de type E (IgE) lls sont simié® aux symptomes de l'allergie, et leur
manifestation est souvent précoce (en général dizayg de deux ans, il est possible que cela
commence méme des I'adge d'un mois), en commenaganing dermatite (la dermatite atopique),
évoluant parfois avec l'age pour entrainer dehkast puis des rhino-conjonctivites, ponctués
occasionnellement par des épisodes aigus: aggravade l'asthme, urticaire, cedéme, choc
anaphylactique.

Autologue: Issu du gre@utos: soi-méme. Terme utilisé en immunologie, carashéit des tissus
appartenant au sujet lui-méme (des cellules, sé&jum.

Avulsion : Arrachement d'une structure de l'organisme cal pertie de celui-ci, de son point de
fixation.

Bactéricide : Possédant la capacité de tuer des bactéries.
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Bézoard: (du persarpadzahr, « qui préserve du poison ») Corps étranger aquetiouve le plus
souvent dans l'estomac des humains ou des animgwixants. On lui a autrefois attribué des
propriétés médicinales et magiques curatives.

Bile : Liquide jaune légérement verdatre, fabriquééetrété par le foie puis emmagasiné dans la
vésicule biliaire d'ou il est éliminé vers le dundién par le canal cholédoque.

Bilirubine : Pigment biliaire, de coloration jaune tirant der rouge ou le brun, issu de la
biliverdine, elle-méme issue de I'hémoglobine. &pal colorant de la bile, dont I'accumulation
anormale dans le sang et les tissus détermineéne iGaunisse).

Botulisme : Maladie paralytique rare mais grave due a ung&ratexine bactérienne, la toxine
botuliqgue (anciennement appelée toxbwuliniqgué ou botuling produite par différentes espéces
de bactéries anaérobies du ge@iestridium la plus connue étarClostridium botulinum Le
botulisme humain est essentiellement associé axire® de type A, B et E. Leur mécanisme
d'action est une inhibition de la libération d'gtEoline au niveau des jonctions neuromusculaires,
ce qui bloque la transmission entre nerf et mustleconduit a la paralysie respiratoire et
locomotrice.

Cachexie: Dégradation profonde de I'état général, accomgagl'une maigreur importante

Cantharide : Lytta vesicatoria Lordre des Coléopteres, famille des Meloides. Gaiuth
officinale, mouche cantharideu mouche espagnoleu encoranouche de Milancoléoptéere de 12 a
21 mm de longueur, au corps allongé, et d'une nowert brillant. Dégage a distance une odeur
forte assez désagréable, rappelant une odeur ds.s®écréte la cantharidine, substance toxique et
vésicatoire, propriétés aphrodisiaque prétenduesmguéalité inflamme les voies urinaire et en
irritant l'urétre, peut en effet provoquer une dagtection.

Carcinome : Cancer développé a partir d'un tissu épith@lieau, muqueuse).

Castoréum: Sécrétion grasse trés odorante produite pagldesles sexuelles du castor situées en-
dessous de la queue, a proximité de l'anus. Peametastor de délimiter son territoire et
d'imperméabiliser son pelage. A connu divers usagasédecine et en parfumerie.

Catarrhe : Inflammation aigué ou chronique des muqueus&scempagne d'une sécrétion
importante des glandes de la région enflammée fiezynx), ne contient pas de pus.

CD20: Antigene situé sur la surface des lymphocytesn&ures et des cellules cancéreuses
dérivées des lymphocytes B.

Cellules chromaffines: Doivent leur nom au fait qu'elles prennent urdomtion brune en
présence de sels de chrome par suite de la polatién des catécholamines qu'elles contiennent.
Petites cellules présentes dans les glandes msédulimales et dans les ganglions du systeme
nerveux sympathique.

Cellules dendritiques: Cellules phagocytaires du systeme immunitairgyrimmant un large

éventail de protéines permettant de détecter lsepae de pathogenes et font partie des cellules
présentatrices d'antigene.
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Cellules germinales: Issues des cellules souches, d'un animal ouvégétal sont les cellules qui
sont susceptibles de former les gametes.

Cellules présentatrices d’antigénes Cellules qui présentent des parties d'élémenitss, sont de
type monocyte, macrophage, lymphocyte B, celluleddéque.

Cellules somatiques Toutes les cellules qui ne seront pas a I'odgies gametes.

Cellules souches embryonnaires Cellules embryonnaires pouvant se répliquer indéent, se
transformer en d’autres types cellulaires, serdergource continuelle de nouvelles cellules.

Chimere : Organisme possédant deux ou plusieurs génotlipescts

Chlorose: Terme ancien désignant une affection de natiseutbe et considérée comme une
anémie primitive. Caractérisée par une décoloralmiiépiderme ou des muqueuses, qui virent au
blanc-verdatre.

Choléra : Toxi-infection entérique épidémique contagiedse a la bactéri&/ibrio cholerag ou
bacille virgule, découverte par Pacini en 1854d€couvert par Koch en 1883. Elle est caractérisée
par des diarrhées brutales et tres abondantesriree fmajeure classique est fatale dans plus de la
moitié des cas, en I'absence de traitement (deggaslheures a trois jours). La contamination est
orale, d’origine fécale, par I'eau de boisson os a@l@nents souillés.

Chorée de Huntington : Affection héréditaire due a une dégénérescencaiaaht une atrophieéu
cortex cérébral et des ganglions de la base (maksesibstance grise situées a l'intérieur de la
substance blanche du cerveau). Elle se caracpmaide développement progressif, chez I'adulte, de
mouvements de type choréique et d'une détérioratem fonctions cognitives (apprentissage,
intellect en général).

Clonage: Multiplication naturelle ou artificielle a l'icéique d'un étre vivant ou de cellules c'est-a-
dire avec conservation exacte du méme génome posileés descendants (les clones).

Collagene: Glycoprotéine fibreuse dont le réle peut étrenparé a une armature, secrétée par les
cellules des tissus conjonctifs.

Creutzfeldt-Jakob (maladie de): Affection touchant le systeme nerveux centrak @ un prion,
dont I'évolution est progressive et qui se car@®grar une démence associée a des myoclonies.

Crohn (maladie de): Maladie inflammatoire chronique touchant la gaterminale de I'iléon,
suspectée d'étre de nature auto-immune.

Cytokine : Substance soluble de communication synthétisée lps cellules du systeme
immunitaire ou par d'autres cellules et/ou tissggssant a distance sur d'autres cellules pour en
réguler l'activité et la fonction.

Cytomégalovirus porcin: Cause la rhinite chez les porcelets tandis qez td&s porcs plus ageés,

l'infection est infraclinigue. Transmission par tamt ou in-utéro. Symptbmes de jetage,
larmoiements, éternuements, morbidité élevée, tiviecgenéralement inapparente mais parfois
conséguente dans les élevages a haut statut santaice que le CMV porcin est capable d'infecter
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les macrophages pulmonaires, on craint qu'il medés mécanismes de défense de I'hote et qu'il se
révele pathogéne pour 'homme en cas de xénogreffe.

Débridement: Synonyme de parage, retrait des adhérencesusibse des tissus nécrotiques, du
pus.

Derme : Une des trois couches de la peau, situé sopisi&eme (couche superficielle).

Desquamation: Exfoliation de I'épiderme sous forme de squamgassont des petits lambeaux de
peau plus ou moins importants, ressemblant a diesupes.

Diabete de type I: Diabete insulinodépendant, nécessitant destiojecd'insuline pour étre traite.

Diphtérie : Maladie infectieuse contagieuse dueCarynebacterium diphtheria@u bacille de
Loffler-Klebs. Angine qui se caractérise par lanfation de fausses membranes a l'entrée des voies
respiratoires. Leur localisation sur le larynx pyque l'asphyxie par l'obstruction du conduit
aérien : c'est le croup. Le bacille a la propridéoroduire des toxines qui ont une affinité paur |
myocarde (cceur), ce qui peut étre responsable désdée l'individu par atteinte cardiaque ou
trouble du rythme cardiaque si il y a retard deydcstic.

Diurétique : Terme caractérisant de fagon générale ce qui augntersécrétion urinaire. Le plus
souvent le terme diurétique est utilisé pour désigies médicaments dont le réle est d'accroitre la
sécrétion rénale de I'eau et des électrolytes.

Donneur : Le donneur est la personne ou I'animal sur lekgle prélévement d’organes et/ou de
tissus a été effectudn donneur humain permet de greffer 4 personnes@menne.

Dysurie : Difficulté a uriner.

Ecchymose: Traumatisme, généralement causé par un impacts ¢equel les capillaires sont
endommagés, permettant au sang de se diffuserléartssus avoisinants. Couramment appelé
« bleu ».

Eléphantiasis: Augmentation tres importante du volume d’'un mesnbu d’'une autre partie du
corps, due a un cedeme (infiltration des tissusdeata lymphe) de consistance dure, donnant
I'apparence d’'un membre d’éléphant.

Emphyséme pulmonaire :Augmentation de volume (dilatation) des alvéolesmummaires avec
destruction de leur paroi élastique, ce qui engralimpossibilité pour elles de se vider
completement, a l'expiration, de l'air qu'ellestmment.

Encéphalopathie Spongiforme Transmissible Ce terme se regroupent différentes maladieg, don
la "maladie de la vache folle" et la "tremblanterdauton”, ainsi que, chez I'homme, la « maladie

de Creutzfeldt-Jakob ". Ces maladies se caractérpsa un temps d'incubation relativement long

(entre plusieurs années et plusieurs dizaines énpar des lésions particulieres de la moelle
épiniere et du cerveau, ainsi que par une évol@ntrainant la mort.

Endogene: Désignant ce qui se produit dans un organismguogmane de celui-ci.
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Endothélium : Tissu constitué de cellules pavimenteuses aglatitachées les unes aux autres et
recouvrant I'intérieur du coeur et des vaisseaux

Enhancer : Plusieurs éléments de séquence tres prochelesyuels se fixent des facteurs de
transcription.

Enucléation : Retrait du noyau d’un ovocyte.

Eosinophile: Leucocytes polynucléaires, s'attaque aux pasaside l'organisme, sans les
phagocyter, joue un réle dans I'allergie et I'imflanation.

Epiderme : Couche superficielle de la peau.
Epilepsie: Affection neurologique qui est le symptéme d'lnyperactivité cérébrale paroxystique
pouvant se manifester par des convulsions ou urte ge conscience, voire par des hallucinations

complexes.

Epitope : Déterminant antigénique, est une molécule qut p&e reconnue par un paratope (partie
variable d'un anticorps).

Erysipéle: Infection de la peau d'origine bactérienne (#imeoque b-hémolytique), pouvant
toucher également les tissus situés au-dessolspitderme (derme et hypoderme).

Erytheme : Rougeur congestive de la peau, diffuse ou Iséalis'effacant a la vitropression.

Escarre : Destruction locale plus ou moins importante d'issu;, due a une diminution de
I'irrigation sanguine suite a un processus ischamiq

Exogéne: Qualifie ce qui provient de I'extérieur de l'anjsme.

Facteur de Willebrand : Stocké dans les granules des plaquettes, sigélaiissi par les cellules
endothéliales. Un des éléments nécessaire a I'taseoPrimaire, active les plaquettes, assurant
ainsi l'interaction entre les plaquettes et la patovaisseau Transporte le facteur VIII. Un défici
qualitatif et/ou quantitatif est responsable dm&dadie de von Willebrand.

Facteur VIII : Facteur anti-hémophilique A, joue un réle cdrdiems la coagulation.

Fibrine : Protéine filamenteuse issue du fibrinogéne d@acion de la thrombine lors de la
coagulation sanguine.

Fibrinogene : Protéine du plasma sanguin qui se transformdibeme lors de la coagulation
sanguine.

Fibroblaste : Cellule du tissu conjonctif. Le role le plus iorgant des fibroblastes est de réparer les
lésions dues a un traumatisme.

Fibrose: Transformation fibreuse de certains tissus éagllee d'une augmentation du tissu

conjonctif. Survient a la suite d'une destructiohstantielle des tissus ou lorsqu'une inflammadion
lieu & un endroit ou les tissus ne se régénéerent pa
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Fiel : Bile.

Gastro-entérite : Infection inflammatoire caractérisée par unerrtige, parfois associée a des
vomisements et poussées de fievre.

Glycémie: Taux de glucose dans le sang.

Gonorrhée : infection sexuellement transmissible. C'est unedtidn des organes geénito-urinaires,
due au gonocoqué\lgisseria gonorrhoege

Goutte : Maladie due a un exces d'acide urique dansng. 2ouvent d’origine familiale, la goutte
se manifeste par des douleurs articulaires duagpéétipitation de cristaux sous la peau autour de
I'articulation, ainsi que par une atteinte dessein

Granulation : Apparition d’'un tissu de renouvellement vasdskar caractérisé par une couleur
rouge Vif.

Greffe : Transfert de cellules, de tissus ou d'un orgarédevés soit sur le malade lui-méme
(autogreffe) ou sur un donneur (allogreffe ou xé&afig) s’applique plus aux transpositions de
tissus ou cellules (moelle osseuse).

Greffe allogénique: Greffe entre 2 individus différents au sein dunéme espece.

Greffe hétérotopique: L’'organe déficient est enlevé et remplacé parédfe.

Greffe orthotopique : L'organe déficient n'est pas enlevé et I'orgameffg est place en dehors de
la position anatomique habituelle.

Hématome: collection de sang qui s’est enkystée, appanisgénéralement suite a une
hémorragie a la suite d'un choc

Hématophage: Se dit d’'un animal qui se nourrit de sang.

Hémodynamique: Concernant les propriétés du flux sanguin.

Hémoglobine glyquée hémoglobine sur laquelle s’est fixée une molkécde glucose, sa
concentration est dépendante de la glycémie (teuglutose dans le sang). Son dosage permet de

surveiller efficacement un traitement au long caimsz un diabétique.

Hémophilie : Maladie héréditaire liee au chromosome X et amatérisant par un trouble de la
coagulation du sang entrainant I'apparition dengsigent le plus souvent de facon prolongé.

Hémoptysie: Emission par la bouche d'une certaine quangtésahg en provenance des voies
respiratoires ou d'un organe voisin.

Hémorroide : Groupement de vaisseaux sanguins ayant la fdhame tumeur variqueuse due a la

dilatation anormale d'une veine de l'anus et ddurmec Les hémorroides sont situées sous la
muqueuse et sous la peau de cette région.

136



Hémostase Désignant l'arrét d'une hémorragie, survenaohtgmement ou grace a l'utilisation
d'un procédé hémostatique thérapeutique.

Hépatite : Inflammation du tissu hépatique. Les formesgks connues étant les formes virales
(notées de A a G) et alcoolique.

Hernie-discale: Saillie du disque intervertébral, qui avancelehors de ses limites habituelles.
Hirudine : Anticoagulant produit dans la salive de la saegs

Histamine : Médiateur chimique synthétisé par les granulesytasophiles, libéré lors de réactions
d’hypersensibilité.

HIV : Voir SIDA.

HLA : Appelé également histocompatibilité, le systéthé\ ou L-A systéme (de I'anglais Human
Leucocyte Antigens) est le principal systéme fdisamervenir des antigénes (éléments non
reconnus par lI'organisme, donc considérées comraagdrs) dont dépend le succes d’une greffe

Homozygote: Se dit d'un géne qui, chez un individu, seragsgnté par deux alleles (des variantes
de ce géne) identiques.

Hydrocolloide (pansements) Sont constitués d’'un polymére hydrophobe intégdes particules
hydrophiles (gélatine, pectine ou carboxyméthyldeie). Au contact du liquide de la plaie, ces
particules forment un gel absorbant I'exsudat eity8¢re aussi des bactéries. Les pansements
hydrocolloides ont un pouvoir d’absorption moyers@it couverts sur la face externe par un film
en polyuréthane perméable a l'air mais étanche liguxdes et aux germes. lls peuvent rester
appligués pendant plusieurs jours.

Hydropisie : Anciennement employé en francais pour désigmar épanchement de sérosité dans
une cavité naturelle du corps, ou entre les éléndnt tissu conjonctif. || pouvait donc étre

synonyme d' « cedeme ». la plupart du temps le tefhyelropisieen tant que maladie servait a

désigner la cause principale d'cedémes généralsdmoi l'insuffisance cardiaque congestive.

Hyperimmunisation : Inoculation répétée d'une préparation antigémigwun animal en vue de la
production d'un sérum tres riche en anticorps.

Hypersensibilité : Réponse immunitaire disproportionnée par rappoid dangerosité de l'intrus
qui peut étre une bactérie, un virus, une toxineallergéne.

latrogene: Se dit d'un trouble, d'une maladie provoqués paracte médical ou par les
médicaments.

Ichthyothérapie : Thérapie faisant appel aux poissons.
lléocolite : Inflammation de I'iléum et du colon.

Immunoglobuline : Glycoprotéine impliquée dans les phénomenegdennaissance, de liaison et
d'adhésion des cellules.
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Immunosuppression: Suppression ou réduction des réactions immuitpeg spécifiques de
l'organisme contre un antigene.

Inerme : Non armé, sans dent.
Intima : Tunique revétant l'intérieur d’'un vaisseau sangu

Ischémie : Diminution de l'apport sanguin artériel a un arg. Cette diminution entraine
essentiellement une baisse de l'oxygénation desstisle I'organe en dessous de ses besoins
(hypoxie), et la perturbation, voire l'arrét de sa fonction.

Jaunisse: Nom commun de l'ictére : coloration jaune depéau, des muqueuses et du blanc de
I'ceil. L'ictére est dO a I'exces de bilirubine ddasang.

Kératinocyte : Cellules constituant 90 % de I'épiderme et deangres (ongles, cheveux, poils,
plumes, écailles). lls synthétisent la kératineggkgisation), une protéine fibreuse et insoludes
I'eau, qui assure a la peau sa propriété d'impdifitéat de protection extérieure.

KO (knock out) : Inactivation d'un géne par recombinaison homolo@ega consiste a remplacer
une version fonctionnelle d'un géne par une versibérée et non fonctionnelle. Le but est de
comprendre le réle de ce gene.

Lancette : Petit instrument comportant une lame plate @itpe, utilisé autrefois pour les saignées,
les vaccinations ou l'incision d’abces

Lupus érythémateux disséminé Maladie systémique du tissu conjonctif, auto-iam®, qui se
manifeste différemment selon les individus.

Lupus érythémateux systémique Lupus érythémateux disséminé.
Lymphocyte : Leucocytes qui ont un réle majeur dans le systémmunitaire. En termes de
structure et de fonction, on distingue deux lignigegphocytaires différentes : les lymphocytes B et

T.

Lymphome : Tumeur se développant dans les organes lymphoidais ayant la particularité de
pouvoir également apparaitre dans d'autres organes.

Lymphomes non-hodgkiniens, ou NHL: Constituent un groupe de cancers dont l'origisele
systeme lymphatique et qui est caractérisé patransformation maligne des lymphocytes.

Lysosome: Organites cellulaires de 0,2 a 0,5 microns prissdans le cytosol de toutes les cellules
eucaryotes animales, a I'exception des hématies.

Macrophage: Cellules infiltrant les tissus, provient de ldf@enciation de leucocytes sanguins,
les monocytes. Réle de phagocyte et de celluleptasice d’antigéne.

Maladie inflammatoire chronique intestinale: Comprennent deux maladie auto-immunes aux

symptémes identiques (douleurs abdominales, diern@missement, rectorragie, perte ou gain de
poids). La maladie de Crohn pouvant concernerleotutbe digestif.
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La rectocolite hémorragique (RCH) (ou colite uleé®) limitée aux régions du rectum et parfois du
cblon

Mastocyte: Cellule granuleuse présente essentiellement desstissus conjonctifs, qui se
caractérise par la présence dans son cytoplasmeslamombreuses granulations contenant des
médiateurs chimiques comme la sérotonine, I'histamia tryptase ou I'héparine. Lorsqu’il est en
contact avec un allergéne et qu'il présente arfacgules IgE spécifiques de celui-ci, il dégraretle
libére ces médiateurs de facon trés rapide, pam@canisme d'exocytose. Il déclenche ainsi des
réactions allergigues immédiates, parfois gravasynee un choc anaphylactique.

Méningite : Caractérisant toutes les inflammations aiguéshvaniques des méninges cérébrales et
meédullaires et du liquide céphalo-rachidien, inad@a@nment de la cause.

Microangiopathie thrombotique : Présence de thrombus multiples localisés surdétsgmicro)
vaisseauxdngio-).

Monoclonal : Se dit d'un type d’anticorps reconnaissant uil sméme épitope car ils sont issus
d'une seule lignée de plasmocytes, provenant danke cellule. lls sont le produit d'une fusion
entre un lymphocyte B et une cellule cancéreuselpnye).

Monocyte : Cellule sanguine de la famille des leucocytgs]ue en macrophage.

Mosaique: Voir chimére

Mucoviscidose: Pour « maladie des mucus visqueux » en framagacystic fibrosis(pour « fibrose
kystique », sous-entendue du pancréas, en angldigladie génétique létale a transmission
autosomique récessive, affectant les épithéliunasdgllaires de nombreux organes. Due a une
mutation du géne codant pour un canal ionique paiheéau chlore dont la fonction est de réguler
le transport du chlore a travers les membranesilaglts. Le dysfonctionnement provoque une
augmentation de la viscosité du mucus et son adetimmu dans les voies respiratoires et
digestives.

Mumie : Médicament fait & partir de momies réduites endpe.

Myase : ensemble des troubles provoqués par la préstrseun corps humain ou animal de larves
de diptéres parasites des famileslliphoridag SarcophagidagCuterebridae Muscidae

Nécrose: Arrét pathologique du fonctionnement d’une dell@boutissant a la mort de la cellule.
Névrite : Lésion nerveuse d'origine inflammatoire ou dégative.

Nociception: Phénomenes permettant l'intégration au niveawsydtéme nerveux central d'un
stimulus douloureux.

(Edeme: Rétention anormale de liquide dans les tissu®dganisme.
Ophtalmie : Inflammation de I'ceil.

Opothérapie : Utilisation thérapeutique d’organes ou d’exsaltorganes d’origine animale.
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Ostéomyélite : Inflammation de la moelle osseuse et du tissu esseljacent causée par une
infection.

Ostéoarthrite : Forme d’arthrite = arthrite dégénérative = artiar

Papule: Lésion élémentaire seche de la peau se cassépar un léger relief cutané, de forme et
dimension variable (5 mm de diamétre au plus). dlaration de la papule varie du rosé au brun
(plus rarement) en passant par le rouge le plugesibu

Par extension, on parlera d'individu homozygoter peLgene.

Parage: Voir débridement.

Paraplégie: Paralysie plus ou moins compléte des deux mesribférieurs et de la partie basse du
tronc, portant sur tout le territoire situé plus lo@e la Iésion de la moelle épiniere qui la prasoq

Parkinson (maladie de): Maladie neurologique due a la dégénérescenceelkdes nerveuses
d’'une zone située a l'intérieur du cerveau : leutoaiger et se caractérisant, entre autres, par un
tremblement, une lenteur des mouvements et unewaid

Parvovirus porcin : A l'origine de mortalité faetale et de foetus mifi@si chez la truie.

Peptide C: Peptide de connexion, fait partie de la proim&yjlsont excision donne alors l'insuline.
Le peptide C est dégradé dans le rein.

Phagocyte: Cellules pouvant ingérer et détruire des paeguwe taille variable, comprend les
macrophages et les polynucléaires neutrophilesig¢paytes, monocytes).

Pharyngite : Inflammation du pharynx.
Phlébite : Inflammation d'une veine.

Phlébotomie: Terme ancien désignant un prélevement sanguatigné sur un malade afin
d'améliorer son état.

Phlegmon: Infection sans collection, a l'inverse de I'abgai est collecté.
Phtisie : Désigne une des formes de la tuberculose.

Placebo: Substance sans principe actif mais qui, en maide son aspect, peut agir par un
meécanisme psychologique sur un sujet croyant peemale substance thérapeutique.

Plaquettes (ou thrombocyte) Elément figuré du sang, formé dans la moellewss, mais qui se
fragmente immédiatement en petits éléments. Indsgides a 'hémostase primaire.

Plasma: Partie liquidienne du sang participant a la cosijion de certains tissus, obtenu apres
centrifugation sur tube avec anticoagulant.

Pleurésie: Inflammation de la plevre survenant de fagcoru@igu chronique. Présence ou non de
liquide (épanchement).
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Pneumonie: Inflammation des poumons causée le plus soy@ntine infection ou, rarement, par
un agent irritant chimique ou physique.

Polyclonal : Caractérise un mélange d'anticorps reconnaisifiitents épitopes sur un antigéne
donné

Polycythémie: Augmentation remarquable de la masse totalgtti@cytes circulant dans le corps.
Précolostrum : Colostrum avant la mise bas

Prion : Type d’agent pathogéne de nature protéigue fito@sd’'une protéine ayant adopté une
conformation ou un repliement anormal) qui au cairgrdes agents infectieux conventionnels est
exempt d’'acide nucléique (ADN et ARN) comme suppiatinformation infectieuse. Les prions
de mammiferes sont les agents causals responsaldss encéphalopathies spongiformes
transmissibles.

Promoteur : Correspond a une séquence promotrice situéexanité d'un gene et indispensable a
la transcription, sur laquelle se fixe 'ARN polyrase.

Protéine C: Anticoagulante par inactivation des facteursev¥Illa.

Psoriasis: Maladie de peau auto-immune, caractérisée maplagues rouges délimitées, contenant
des papules, et des squames. Celles-ci sont épaileseouleur grisatre ou argentée, et adhérent a |
peau. Au grattage, les squames se détachent facitesous forme de petites lamelles, ressemblant
a une dermite apres un coup de soleil. La persistdn grattage entraine une zone hémorragique.

Purpura thrombocytopénique auto-immun: Destruction plaquettaire périphérique de nature
auto-immune par des anticorps antiplaquettes. Lpupa est extravasation d'hématies dans le
derme, rougeur ne s'effacant pas a la vitropresdes tdches supérieures a 3mm, devenant
brunatres a jaunatres.

Pustule: Lésion cutanée se caractérisant par un souleveimen délimité de I'épiderme et
contenant du pus.

Recombinaison homologue Echange de fragment d’ADN au sein d’une paireftemosomes ou
entre un morceau d’ADN qui peut se combiner avesitend’ADN spécifique.

Recombinant: Se dit d'un ADN composée de séquences nucléoidi provenant de plusieurs
sources et d’un organisme ou protéine produit &rghun ADN recombinant.

Rejet cellulaire : Dans les semaines suivant la greffe, rejet ddiyauphocytes T.

Rejet suraigu: Se manifeste dans les heures qui suivent lebligsament de la continuité
vasculaire par un infarctus du transplant, pamdssocié a une coagulopathie de consommation.

Rejet vasculaire: Dans les jours suivant la greffe, caractérigeypainfiltrat cellulaire composé en
majorité de monocyte, de cellulBstural killer, associé a l'activation des cellules endothélidies
greffon

Rejet: Ensemble du processus de défense d’'un organignteedout corps étranger vivant.
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Rhinite : Irritation et I'inflammation des muqueuses dedsité nasale.
Saxifrage: Plante herbacée vivace de la famille des Sayafrées appartenant au geSexifraga

Scarlatine : Infection assez rare de I'enfant, contagieusiea{ation de gouttelettes de salive), due

au streptocoque B. hémolytique du groupe A. L'itidecse développe a partir d'une zone contenant
du pus au niveau du pharynx et des amygdales (@ngire streptocoque responsable de la
scarlatine sécrete une toxine de I'éruption apgebdee érythrogene.

Schizophrénie: Regroupe de maniére générique un ensemblectlafie psychiatriques présentant

un noyau commun, mais dites différentes quant ageésentation et leur évolution. Altérations de
la perception de la réalité (délire), des trouldegnitifs, et des dysfonctionnements sociaux et
comportementaux plus ou moins importants.

Sclérose en plaque Maladie démyélinisante du systeme nerveux cemtrares rarement du
systeme nerveux périphérique. Se traduit par uldeose de la substance blanche sous forme de
plagues. Ces plaques empéchent les fibres nervatssstes de conduire linflux nerveux,
entrainant des troubles d'intensité et de loc@isdtes variables, en fonction de la zone ou elles
apparaissent.

Sclérose latérale amyotrophique (maladie de Charcpt Affection neurologiquetouchant le
systeme nerveux central de I'adulte et entrainaet lésion des cellules nerveuses (neurones) qui
provoque une paralysie progressive.

Sérum: Partie liquidienne du sang contenant les élémégtrés, obtenu apres coagulation du
sang, ne contient donc pas de fibrinogéne coningingé au plasma.

SIDA : Syndrome de I'ImmunoDéficience Acquise, ensentdsde symptdmes consécutifs a la
destruction de plusieurs cellules du systeme imtauaipar un rétrovirus (le VIH pour 'THomme).

Spasticité: Augmentation exagérée et permanente du tonusufairee d'un muscle au repos. Cette
affection est secondaire a une maladie neurologftmmeeur, probléeme vasculaire, transformation
progressive du tissu nerveux en un tissu inerte).

Squame: Lamelle se détachant de la peau.

Symbionte: Organisme qui transforme une substance de I'hGteassimilable en une substance
gue I'héte peut assimiler.

Synovie: Liquide incolore, transparent et filant sécrpté la synoviale qui est la membrane qui
tapisse la face interne de la capsule des artionktnobiles (appelée également diarthrose). Permet
de lubrifier les surfaces articulaires et de fémilleur glissement pendant que les mouvements.

Syphilis : Maladie infectieuse sexuellement transmissibles, t@ntagieuse et inoculable, due a une
bactérie Treponema pallidum

Térébenthine: Oléorésine jaune ou brunatre selon l'originel'dibre (résineux) dont elle est
extraite.
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Tétanos: Maladie infectieuse aigué, grave et potentieletrmortelle, due &lostridium tetaniun
bacille sporulant anaérobie strict et ubiquitaioatdes spores sont souvent retrouvées dans & terr
Le tétanos est causé par la contamination d'unie péa des spores d&ostridium tetani qui vont
ensuite germer et se transformer en bacille sétratee neurotoxine qui migre le long des axones
des nerfs moteurs jusqu'a la moelle épiniére etrdac cérébral, entrainant des contractures
musculaires caractéristiques, des spasmes et deslsions et éventuellement la mort.

Thalassémie: Défaut de synthese de I'hémoglobine, se reneomssentiellement dans les
populations du bassin méditerranéen, transmiselds gouvent selon un mode autosomique
récessif. Se traduit par une anémie assez impert@m observe également une hypertrophie de la
rate et des déformations du crane et des os langsaktte maladie.

Thériaque : Pate de consistance un peu plus solide quedé odélébre contrepoison, préparé par
les apothicaires, la composition de la thériagbeaucoup varié.

Thrombine : Enzyme possédant la capacité de transformésriedgene en fibrine.

Thrombopénie : Diminution du nombre de plaquettes sanguineslessous du seuil de 150 000
plaquettes / mms.

Thrombose: Formation d'un caillot (thrombus) dans un vasssanguin ou dans une des cavités
du cceur chez un étre vivant.

Toxoplasmose Infection parasitaire dont I'agent est le prommoToxoplasma gondiiLe parasite
infecte le plus souvent des animaux a sang chaadmpris I'étre humain, mais son hote définitif
est un félidé. Sans gravité dans 'immense majal@® cas pour les sujets immunocompétents, elle
ne présente de risque sérieux que pour les femnmsnges séronégatives et les sujets ayant un
systeme de défense immunitaire affaibli.

Transchromosomique: Caractérise un organisme dans lequel un chromesartificiel a été
introduit.

Transcription : Processus biologique ubiquitaire qui, au niveaula cellule, copie des régions
codantes de I'ADN en molécules d’ARN (support dealduction en protéine)

Transfection : Introduction d’ADN étranger dans une celluleéh6t
Transfert nucléaire : Méthode remplacant ’ADN d’un ovocyte par ’ADNovenant d’une cellule
somatique (donneur). L’'ovocyte est capable de ggaramer 'ADN de la cellule somatique et

ainsi poursuivre un développement embryonnaire abrm

Transgene: Séquence isolée d'un géne, transférée d'unismgara un autre, lors de la mise en
ceuvre de la transgenese.

Transgenese Fait d'introduire un ou plusieurs genes danesrganisme vivant.

Transgénique: Qualifie un organisme vivant dont le patrimog@nétique a été modifié par génie
génétique.
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Transplantation : Transfert d'un organe entier d'un donneur, iquat le rétablissement de la

continuité vasculaire afférente et efférente dearghne avec l'appareil circulatoire du receveur.
Cette définition distingue la transplantation deytaffe, qui consiste en un transfert de tissu®u d
partie d'organe. Cependant dans un sens plus &agime "greffe" est aujourd’hui employé pour
parler de transplantation.

Trichinellose : Myosite (inflammation des muscles) fébrile prquée par l'ingestion de viande
crue ou peu cuite contenant des larves microscepiqu ver nématoderichinella.

Tripier : Commercant vendant des produits alimentaires cumportent tous les visceres
comestibles (et non comestibles par le passé)aani (abats).

Ulcére de la jambe: Perte localisée de peau sur la jambe, surviémemplement chez des
personnes présentant une insuffisance veineuss,a@gailement aprés la survenue d'une phlébite.

Ulcere : Plaie ouverte de la peau, des yeux ou d’'une memebmuqueuse, souvent provoquée, mais
non exclusivement, par une abrasion initiale eteté@ue généralement par une inflammation, une
infection, et/ou des conditions de santé qui eetnaila guérison.

Varice : Dilatations permanentes des veines, le plusesdusur le membre inférieur. La varice des
membres inférieurs est une veine sous cutanéel@alidmeétre est supérieur a 3 mm. Les varices
sont habituellement sinueuses. Elles sont le sigégereflux sanguin.

Vésicatoire: Qui provoque des ampoules sur la peau.

Virus respiratoire syncitial : Cause la plus fréquente, dans le monde, d'iofectespiratoires des
jeunes enfants.

Xénotransplantation: Transplantation d’'organes ou de tissus entre espkffésentes (le mot grec
« Xeno» signifie ce qui est étranger).

Xénozoonose Maladie animale est transmise par l'interméeiae la greffe.
Zoonose: Infection ou infestation naturellement transntilkesde I'animal a I'homme et vice versa.

Zymogene: Composé protidique inactif, précurseur d’'uneyemz.
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Annexe 1 Comparaison des différents systemes pour produire des
protéines pharmaceutiques recombinantes

Points to consider Production systems
Bacteria Yeast Insect cells+ Animal cells Transgenic Transgenic

baculovirus (CHO cells  planis animals
Theoretical production level e+ A + -+t ettt
Practical production level ++(+) +H+F) + + ++ o+
Investment cost -+ + ++++ +++
Production cost +HH+ e ++ +H++ et
Flexibility +H+ + +++++ B
Line conservation Ftt A 4+ +++ et
Line stability ++H++ A -+ ++++ B
Delay for the first production  +++++  +++++  +++ +H++ ++++ +++ (+)
Scaling up +++++ e + A ot
Collection ++H+ -t +4+++ +++
Effect on organism +++ (+)  H(+) +H (+) ++ (+) +++ (+) -+
Post-translational modifications  + ++ +++ -+ +++ i+t
Glycosylation + ++ +++ +++ ++ -t
Stability of product +Ht+ A ++ o+ o+
Purification +++ e +++ -+ +4++ it
Contaminant pathogens e -+ +++++ +++
Intellectual property ++++ +++ +++ ++ +++ A+
Products on the market ++++ et +++ e+ + 4+

Source : Houdebine L.-M. Production of pharmacaltfgroteins by transgenic animals. Comparative Imoiagy, Microbiology
and Infectious Diseases 32 (2009) 107-121
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Annexe 2 Liste des agents pathogéenes du singe et de leur potentiel
zoonotique

Microorganismes (a I'exception des retrovirus) derates non-humains, pouvant infecter les

humains

Microorganism

Non-human primate

Human disease

Disease in the non-
human primate

Viruses

Herpesvirus simae (B
virus)

Macaca spp.

paralysis, fatal

usually inapparent

Monkeypoxvirus

Macaca mulatta, M.
fascicularis,
Cercopithecus hamlyni,

benign papules

fever, poxlike
exanthema, frequently

Hylobates lar, Pan fatal
troglodytes
Yaba-Virus Macaca s benign, pseudotumors, pseudotumors
(Poxgrup) PP- fever (histiocytomas)

Yaba-like virus
(Poxgroup)

Macaca mulatta, M.
fascicularis

benign, pseudotumors,
high fever

histiocytic proliferation

Or-Te-Ca-Virus

Macaca sp.

benign cutaneous
lesions

Pock-like lesions

SV 5 (Myxovirusgroup)

Macaca mulatta

antibody formation

respiratory symptoms

Yellow fever virus

Colobus sp.,
Cercopithecus spp.,

mild to severe disease,

fatal disease in New

World monkeys,
Saimiri sp., Cebus spp. haemorrhages haemorrhages
Macaca mulatta, M. antibody formation
SV 40 (Papovagroup) fascicularis, (oncogenic in none

Chlorocebus aethiops

hamsters)

Poliomyelitis virus

Pan troglodytes, Gorilla
gorilla

poliomyelitis

anorexia, occasionally
fatal, encephalomyelitis

Marburg disease virus
(Filogroup)
Ebola virus (Filogroup)

Chlorocebus aethiops,
Pan troglodytes

haemorrhagic fever,
fatal

febrile iliness,
occasionally fatal,

splenomegaly,

haemorrhages

Hepatitis virus

Pan troglodytes,
Hylobates sp., Gorilla
gorilla

hepatitis, occasionally
fatal

usually inapparent,
antibody formation, in P.
troglodytes occasionally
mild disease, diarrhoea

171



172

Microorganism

Non-human primate

Human disease

Disease in the non-
human primate

Bacteria
: diarrhoea from inapparent infection
. I -h t '
Shigella spp. a nonsuglcrgznbﬁgma es haemorrhagic enteritis, to fatal haemorrhagic
diarrhoea

sometimes fatal

Salmonella spp.

all species susceptible

fever, diarrhoea

from inapparent infection
to fatal haemorrhagic
diarrhoea

Leptospira
haemorrhagae

Pan troglodytes, Papio
sp., Macaca spp.

Weils's disease,

occasionally death from

renal failure

usually inapparent,
antibody formation,
occasionally jaundice

Mycobacterium
tuberculosis,

Macaca mulatta, all Old
World, rare New World

respiratory disease,
subacute or chronic

fatal disease

Mycobacterium bovis monkeys disease
Dermatophilus Aotus trivirgatus, dermatitis, furunculosis dermatitis
congolensis Lagotrix lagotricha
Fungi
Macaca mulatta, Pan
Microsporum canis troglodytes, Hylobates eczema eczema
lart, Gorilla gorilla
Parasites
unknown

Trypanosoma brucei

Cercopithecus sp.

sleeping sickness

Plasmodium schwetzi

Pan troglodytes Gorilla
gorilla

tertian malaria

asymptomatic,
occasionally fever

Plasmodium brasilium

Aotus spp., Callitrix
spp.

anorexia, headache

asymptomatic,
occasionally anaemia,
fever

Plasmodium cynomolgi

Macaca fascicularis

tertian malaria

asymptomatic tertian
malaria

Plasmodium ) ) . ) ) ) )
) Macaca fascicularis guotidian malaria experimentally jaundice
knowlesi
Plasmodium . . . asymptomatic,
Macaca fascicularis quartan malaria .
Inui inui occasionally fever
Plasmodium i . ! .
o Callitrix sp., tertian malaria asymptomatic
simium
Plasmodium Macaca s uartan malaria asymptomatic,
catneyi PP 4 occasionally fever

Infections humaines liées au contact avec des peisnaon humains

Number of human cases

Virus

B virus 40

Marburg 35
Ebola 42

Simian immunodeficiency virus

Simian foamy virus

Monkeypox




Herpésvirus des humains et non-humains

Scientific name Common name Host Disease
a-Herpesviruses
Self-limiting mucocutaneous
) Humans vesicles
Human herpesvirus 1, 2 Herpes simplex types 1 P— ™
(HHV -1, HHV-2) and 2 Gibbons eii-imring vesicles or
encephalitis
Owl monkeys, marmosets Fatal infection
Saimirine herpesvirus 1 Herpes T Squirrel monkey Self-limiting mucocutaneous

vesicles

Cercopithicine herpesvirus 1

Herpes simiae, B virus

Macaques

Self-limiting mucocutaneous
vesicles

Humans

Fatal encephalomyelitis

African green monkey

Cercopithicine herpesvirus 2 SA 8 (Chlorocebus aethiops) Myelitis latent
Baboon
Human herpesvirus 3 (HHV - | Herpes varicella, Herpes Humans Chicken pox, shingles
3) zoster Great apes Chicken pox

Cercopithicine herpesvirus
6,7,9

Simian varicella

African green monkey
(Chlorocebus aethiops),
Macaque (Macaca
nemestrina, Macaca
fascicularis)

Chicken pox-like disease

Ateline herpesvirus 1

Spider monkey
herpesvirus

Spider monkey

Usually latent, may cause fatal
infection

B-Herpesviruses

Human herpesvirus 5 (HHY - Cytomegalovirus (CMV) Humans Cytomegalic inclusion body
5) disease
Aoctine herpesvirus 1, 3, 4 Herpes aotus types 1, 3, 4 Owl monkey Cytomegalic inclusion body

disease / usually latent

Cercopithicine herpesvirus 3 SA6 Vervet monkey Cytomegalic inclusion body
(Chlorocebus aethiops disease / usually latent
pygerytrus)
Human herpesvirus 7 (HHV - Humans associated with exanthem
7) subitum, pityriasis rosea,
neurological manifestations
Cercopithicine herpesvirus 4 SA 15 VVervet monkey Cytomegalic inclusion body

(Chlorocebus aethiops
pygerytrus)

disease / usually latent

Cercopithicine herpesvirus 4

African green monkey
cMmv

African green monkey
(Chlorocebus aethiops)

Cytomegalic inclusion body
disease / usually latent

Cercopithicine herpesvirus 5

Rhesus monkey CMV

Rhesus monkey

Cytomegalic inclusion body
disease / usually latent
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Scientific name

Common name

?

Host Disease
Cercopithicine herpesvirus Baboon CMV Baboon ?
?
Cercopithicine herpesvirus Baboon CMV Baboon ?

Callitrichine herpesvirus 1,
2

Herpesvirus saguinus,
marmoset CMV

Cotton-top tamarin

Cytomegalic inclusion bhody
disease / usually latent

Cebine herpesvirus 1

Capuchin herpesvirus
(AL 8)

Cebus monkey

Cytomegalic inclusion body
disease / usually latent

Cebine herpesvirus 2

Capuchin herpesvirus

Cebus monkey

Cytomegalic inclusion body
disease / usually latent

Human herpesvirus 6

(HHV -4)

Human B lymphotropic Humans Exanthem subitum
(HHV-6) virus (HBLV)
y-Herpesviruses
Gamma 1-viruses
’ Infectious mononucleosis,
Human herpesvirus 4 Epstein-Barr virus (EBV) Humans

Burkitt’s lymphoma,
Nasopharyngeal carcinoma

Cercopithicine herpesvirus
14

African green EBV-like

African green monkey
(Chlorocebus aethiops)

?

other EBV-like viruses

Macaques (Macaca
mulatta, Macaca
fascicularis)

associated with lymphoma

Herpesvirus gorilla

Gorilla ?

Herpesvirus pan Chimpanzee ?
Herpesvirus pongo Orangutan ?
Herpesvirus papio Baboon ?

2. rhadinoviruses

Saimirine herpesvirus 2

Herpesvirus saimiri (HVS)

Squirrel monkey
Owl monkey
Marmosets Spider monkey

Latent infection
Lymphoma, leukaemia

Ateline herpesvirus

Herpesvirus ateles (HVA) Spider monkey Latent infection
Owl monkey Lymphoma, leukaemia
Aotine herpesvirus 2 Herpesvirus aoti type 2 Owl monkey ?
Scientific name Common name Host Disease
Rhesus rhadinovirus Rhesus monkey
Cercopithicine herpesvirus (RRV) Macaque -
10, 11 Retroperitoneal (Macaca nemestrina, M.
fibromatosis herpesvirus mulatta)
Cercoprchlc:lr;e2 herpesvirus Herpesvirus papio Baboon 2

Cercopithicine herpesvirus

Chlorocebus rhadinivirus
1 (ChRV 1)

African green monkey "

Chlorocebus rhadinivirus
2 (ChRV2)

African green monkey "

Human herpesvirus 8
(HHV-8)

Kaposi's sarcoma-
associated herpesvirus
(KSHV)

Human

Kaposi's sarcoma,
Castleman’s disease,
primary effusion lymphoma




Infection de primates non-humains par les virusatigpies, potential risqué pour les
xénotransplantations

Virus Classification Size T Natural Infection Experimental Infection
Structure
Hepatitis A virus Cynomolgus macaque; Old and New World monkeys:
(enterically Picorna-viridae 27 nm ssRNA Orangutan 7; Baboon; Chimpanzee; Marmoset; Owl
transmitted) African green monkey Monkey; Tamarin
Hepat\‘qs B virus B 42-47 nm Woolly monkey ‘ Qld World r_nonkeys: .
(transmitted by the Hepadna-viridae 5927 dsDNA o ; Chimpanzee; Gibbon; Gorilla;
parenteral route) (22-27 core) rangutan Orangutan; Woolly monkey
Hepatitis C virus Old World monkevs:
X o ys:
(transmitted by the Flaviviridae 30-60 nm ssRNA Chimpanzee; Marmoset ?
parenteral route)
Hepatitis D virus o QOld World monkeys:
; Viroid, related to
(g:?;:?:::f'rgﬂtg')e plant satellite virus 36 nm ssRNA Chimpanzee
Hepatitis E virus o 27-34 nm Old and New World monkeys:
(enterically Caliciviridae ssRNA Chimpanzee; Marmoset;
transmitted) Macaque; Owl Monkey
Hepatitis F virus (not a hepatitis - - -
virus)
2 Marmoset; Tamarins; Tamarin
Hepatitis G virus Flaviviridae ssRNA Owl monkey;
Chimpanzee
TV Circinoviridae 12-18 nm Chimpanzee Chimpanzee
(associated with (related to ssDNA (Pan troglodytes verus; Banobo
hepatitis) Circoviridae) Pan paniscus)

Distribution des herpes virus chez les singes

Host

Viruses or antibodies detected

Gorilla (captive)

92% anti-HSV-1 + 8% anti-HSV-2

Gorilla (captive)

Varicella zoster virus

Gorilla (mountain)

58% anti- HSV-1, HSV-2, SA 8

Chimpanzee (captive)

71% anti-HSV-2

Gibbon (captive)

100% anti-HSV-1

Orangutan (wild)

59.4% anti-B virus,

Orangutan (captive)

0% anti-HSV-1, HSV-2, SA 8, B virus

Nombre d’orang-outangs séropositifs pour des indest virales spécifiques

Number of individuals
Type of virus

Total number n=143 %
Hepatitis B virus (HBV) 85 59.4
Hepatitis A virus (HAV) 50 34.9
Herpes simplex virus 1 (HSV-1) 21 14.7
Simian retrovirus 1 (SRV-1) 16 11.2
Human T cell leukaemia virus (HTLV) 2 14
Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) 0 0
Simian immunodeficiency virus (SIV) 0 0
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Rétrovirus exogenes chez les primates non-humains

Virus Infected animals Disease

1 |Type C retroviruses

Gorilla (Gorilla gorilla), Chimpanzee (Pan
troglodytes, P. paniscus), Baboons (Papio
cynocephalus, P. anubis, P. hamadryas, P.
STLV-1 (STLV, Simian T | sphinx), African green monkey (Chlorocebus Asymptomatic, some lymphomas,
cell leukaemia virus) aethiops, C. sabaeus), Patas monkeys leukaemia

(Erythrocebus patas ), Macaques (Macaca
arctoides, M. fascicularis, M. fuscata, M. mulatta,
M. nigra, M. radiata)

Macaques (M. fascicularis from Indonesia, not
from Philippines, M. nemestrina from Indonesia,
M. radiata from India, M. tonkeana from
Sulawesi, M. mulatta from China)

2 |Type D retroviruses AIDS

SRV-1 (SRV Simian
retrovirus)

(SAIDS/CA, /NE)

SRV-2 (SAIDS/WA,
SAIDS/OR)

Retroperitoneal fiboromatosis,

Macaques, Celebes )
subcutaneous fibrosarcoma

SRV-3 (MPMV, Mason-
Pfizer monkey virus)

SRV-4 M. fascicularis

SRV-5

SRV-Pc Baboon (Papio cynocephalus) Not known to be pathogenic
Type D retrovirus Talapoins (Miopithecus sp.)
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Virus

Infected animals

Disease

Lentiviruses

Macaques (Macaca)

SIVmac (SIV, Simian
immunodeficiency virus)

Rhesus monkey (Macaca mulatta)

AIDS (in captivity only)

SIVmne Pigtailed macaque (M. nemestrina) AIDS (in captivity only)

SIVstm Stump-tailed macaque (M. arctoides) ? (in captivity only))
Guenons (Cercepithecus)

SIVsyk Sykes 'monkey (Cercopithecus albogularis) Apathogenic*

SIVblu Blue monkey (C. mitis) Apathogenic*

SlVlhoest L"Hoest monkey (C. lhoesti) Apathogenic*

SIVsun Sun-tailed monkey (C. solatus) Apathogenic*

SIv? Hamlyn’s monkey (C. hamlyni) Apathogenic*

SIvVdeb DeBrazza monkey (C. neglectus) Apathogenic*

SIVmon Campbell’s mona (C. campbelli) Apathogenic*

SIv? Wolf’s mona (C. wolfi) Apathogenic*
African green monkeys (Chlorocebus)

SIVagmVer Vervet monkey (Chlorocebus pygerythrus) Apathogenic*

SIVagmGri Grivet monkey (C. aethiops) Apathogenic*

SIVagmSab Green monkey (C. sabaeus) Apathogenic®

SIVagmTan Tantalus monkey (C. tantalus) Apathogenic®
White-eyelid mangabeys (Cercocebus)

SIVsm Sooty mangabey (Cercocebus atys) Apathogenic*

SivVrem Red-capped monkey (C. torquatus) Apathogenic*

SIVwem White-crowned mangabey (C. torguatus Apathogenic*
lunulatus)
Talapoins (Miopithecus)

Sivial Angolan talapoin (Miopithecus talapoin) Apathogenic®
Black and white colobus (Colobus)

SiVcol Mantled guereza (Colobus guereza) Apathogenic*

Mandrills (Mandrillus)

SIVmnd/SIVmnd2

Mandrill (Mandrillus sphinx)

Apathogenic*

Sivdrl

Drill (M. leucophaeus)

Apathogenic*

Chimpanzee (Pan)

SIVepz(P.t.t)

Western chimpanzee (Pan troglodytes
troglodytes)

Apathogenic*

SIVepz(P.ts.)

Eastern chimpanzee (Pan troglodytes
schweinfurthii)

Apathogenic*

Patas monkey (Erythrocebus)

SlVagmSab Patas monkey (Erythrocebus patas) Apathogenic*
Baboons (Papio)

SIVagmVer Yellow baboon (Papio cynocephalus) Apathogenic*

SIVagmVer Chacma baboon (P. ursinus) Apathogenic*

Spumaviruses

Foamyviruses

Macaques and others

Apathogenic®

* apathogenic in its natural host ; °apathogeninan-human primates and in humans
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Source [43]: Comité directeur pour la bioéthique,rité européen de la santé. Report on the stateeddit in the field of

Transmission inter espéce de rétrovirus de primateshumains

o‘r"i?:;al Species Pathogenicity Species Virus Pathogenicity
chimpanzee (Pan human
SIVepz troglodytes apathogenic ? ':> (Homo HIV-1 AIDS
troglodytes) sapiens)
human HIV-2 AIDS
sooty mangabey
SlVsm (Cercocebus apathogenic
torquatus atys) rhes;(us
monkey SIVmac AIDS
(Macaca
mulatta)
mandrill (Mandrillus
sphinx), chimpanzee .
T-cell-leukemia,
STLV-1 (P. L. troglodytes), T-cell human HTLV-1 |  immuno-
baboon (Papio sp.), leukaemia — defioiency
rhesus monkey (M. chiciency
mulatta)
African
STLV-1 chimpanzee (P. & T-cell- I::> Qre‘:” STLV-1 [ T-cell-leukemia
verus) leukaemia m(cé? :y ' )
sabaeus)
African green monkey
SFV (Cf_r!orocebus apathogenic : human SFV apathogenic
aethiop), baboon
(Papio sp.)
PriERV RD-114
(endogen | hon-human primates apathogenic |:> cat (endo- apathogenic
ous) genous)
PO-I-Lu )
(endogen \ang;lgs(fdﬁz?ytls apathogenic n:r;enskuesy SRV AIDS
ous)  —

Transmission inter espéce expérimentale de réeuie primates non-humains

Osliglzr;al Species Pathogenicity Species Virus Pathogenicity
pig tailed
} macaques (M.
African green nemestrina), -
SlVagm (C’;?;ZI;Z%US apathogenic |:> rhesus monkey STVagm apathogenic
aethiops) (M. mulatta), crab
P eating macques
(M. fascicularis)
ig tailed T
Slvagm9 |:> Pig SIVagm .
063 macaques (M. 2063 AIDS
nemestrina)
Syke's monkey ) |:> .
SIVsyk (Cercopithecus mitis) apathogenic rhesus monkey apathogenic
rhesus monkey
sooty mangabey ; (M. mulatta), pig SIVmac, .
Sivsm (Cercocebus atys) apathogenic |:> tailed macques SIVmne AIDS
(M. nemestrina)

xenotransplantation. Strasbourg: Conseil de I'Eurap@03.
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Annexe 3 Agents zoonotiques trouvés chez le porc

Bacteries et parasites
Bordetella bronchiseptica, Campylobacter spp.,
Bacillus anthracis, Streptococcus suis,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Listeria spp.,
Leptospira spp., Escherichia col,
Mycobacterium spp., Brucella suis,
Chlamydia psittaci, Salmonella spp.,
Pasteurella multocida, Toxoplasma gondi,
Trichinella spiralis

Ces agents sont contrdlés par des méthodes dergdss risques

Virus

Les virus suivants sont pathogenes chez le porcatez 'Homme

Lk R

Rage

Influenza A (HLIN1 and H3N2)

Nipah

Stomatite vésiculeuse,

Encéphalite Equine de I'Est, Encéphalite japondiseéphalomyocardite
Rotavirus.

D’autres virus infectent les porcs sans signealieiet sont pathogénes pour I'Homme :

4+ ++++

Chorioméningite lymphocytaire

Hanta,

Hépatite porcine E

parinfluenza humaine, virus murin de la parainfeee(Sendai), autres virus influenza
humains,

Adenovirus humains,

Bornavius,

Rhinovirus humains.

Les virus suivant infectent les porcs mais n’ont pgmontré de pathogénicité chez I'Homme:

L R

Fiévre porcine classique, Fievre porcine africaine
Pseudorage

Gastroentérite transmissible,

Fiévre aphteuse,

Entérovirus porcins,

Coronavirus respiratoire porcin,
Encéphalomyeélite hémagglutinante,

Circovirus porcins,

Syndrome dysgénésique et respiratoire porcin,
Diarrhée épidémique porcine,

Diarrhée virale bovine (BVD),

Border disease,

Swine pox.

Les virus cités sont les plus importants, cependbatitres virus mineurs peuvent étre rajoutés dans
chaque catégorie.

Source [43] : Conseil de I'Europe. Report on thatstof the art in the field of xenotransplantati@DBI/CDSP-XENO (2003) 1
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L’ANIMAL MEDICAMENT,
L'OPOTHERAPIE AU DEBUT DU XXI = SIECLE

NOM et Prénom : BUISSON Fanny

Résumé

De tout temps, I'animal, source de nourriture etdEicaments, a été utilisé pour soulager
les maux de 'Homme. Mais aujourd’hui, I'animal-nigament tient-il encore une place dans
I'arsenal thérapeutique de la médecine humaineatdionnelle? Cette these espere donner un petit
apercu de la part que tient I'animal entier danmdaication humaine, d’aujourd’'hui et de demain.
C’est ainsi que nous allons parler de "L'animal icegdent : 'opothérapie au début du XXiecle".
L'utilisation historique de I'animal-médicamentjdait appel aux propriétés parfois fantastiques des
organes animaux. L'opothérapie, c'est-a-dire leetmeent avec des organes ou cellules animales, a
traversé I'Histoire non sans quelques déboires,r gmalement participer aux progrés de la
meédecine et de I'endocrinologie.
Aujourd’hui, nous avons redécouvert I'usage aneésle certains animaux-médicaments aux vertus
irremplacables. La sangsue participe ainsi au sudeegreffes peu vascularisées et a la résorption
de certains hématomes. L’asticothérapie est égaliettigne grande aide pour la détersion de plaies
étendues, le parage minutieux de tissus nécras@gstion de plaies chroniques. L'abeille, quant a
elle, est utilisée vivante pour instiller son veqin aurait des vertus thérapeutiques. L’utilisatite
poissons mangeurs de peaux mortes se développe lelansitement du psoriasis. Enfin des
recherches sont lancées pour un usage potentiebropsiétés immunomodulatrices de certains
helminthes, vers parasites.
Les progrés biotechnologiques élargissent encopaliette d’utilisation de I'animal médicament.
Les animaux génétiguement modifiés ouvrent un noinegizon thérapeutique. Des animaux
« usines a médicament » pourraient produire biedtits le lait ou les ceufs, des protéines
médicamenteuses. Dans un futur plus lointain, desaux transgéniques pourraient étre donneurs
d’organes ou de tissus pour ’'Homme.

Les animaux combinent plusieurs fonctions que lzhrielogie n’égale pas. L’'animal-
médicament est un moyen thérapeutique pratiqué mgi'faut cependant pas accepter sans preuves
d’efficacité. Les perspectives offertes par I'anis@nt prometteuses.
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THE PHARM-ANIMAL,
THE OPOTHERAPY IN THE BEGINNING
OF THE XXI ™ CENTURY

Surname :BUISSON
Given name : Fanny

Summary

Throughout the times, animals, as sources of sufgpljood and drugs, have been used to
allay humans' sufferings. But does the drug-anisidl belong within the therapeutic arsenal
of traditional human medicine? This thesis will toygive an insight of what part the animal, as a
whole, occupies in current and future human meuicatAnd so, we shall talk about “the pharm-

animal : the opotherapy in the beginning of the %XEntury”The historical use of the drug-animal,
would call on to the sometimes fantastic propreetad animal organs. Opotherapy, that is to
say treatment using animal organs or cells, hassew History with difficulty; but it eventually
participates in the progress of medicine and endolagy.
Today, we have rediscovered irreplaceable propsaif several drug-animals ancestral uses. Thus,
the leech participates in the success of poorlycwaszed grafts, and in the resorbtion of
certain hematomas. Maggot-therapy is of great helghe debridement of large wounds, the
meticulous excision of necrotic tissues, and th@agament of chronic wounds. Honey bees are
themselves, used alive to instil their venom whitdly have therapeutic proprieties. The use of the
dead-skin-eater fish is growing for psoriasis’ tneant. Finally, some researches have started for
the prospective use of certain helminths’ immunal&igry proprieties.
Biotechnology progress still extends the rangelarm-animal use. Genetically modified animals
are opening new therapeutic perspectives. Soomadmharming could produce pharmaceutical
proteins in milk or in eggs. Later on, transgemn@als could become tissue or organ donors for
humans.

Technology doesn’t level up with animals which camebseveral functions. The drug-
animal is a handy therapeutic mean that shouldrttealess not be acknowledged unless proof of
it's effectiveness is produced. Animal prospeatspaomising.
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