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Résumé 

Véritable immunothérapie adoptive, l’allogreffe de Cellules Souches Hématopoïétiques 
(CSH) est destinée à prévenir la rechute d’une hémopathie maligne grâce au combat 
immunologique du greffon contre la maladie (effet GVL, Graft Versus Leukemia), dans lequel 
les lymphocytes T apportés par le greffon sont déterminants. Ils peuvent aussi compromettre 
le résultat escompté, en induisant une réaction du greffon contre l'hôte (GVH, Graft Versus 
Host) qui reste une complication redoutée de  l’allogreffe.  

Dans une précédente étude prospective portant sur 62 couples donneur/receveur nous avons 
pu étudier l'impact de la composition du greffon en cellules T de phénotypes naïfs et 
mémoires sur le devenir des receveurs d’allogreffes à partir d'un donneur HLA-identique 
apparenté ou non; et nous avons pu démontrer qu’une proportion élevée de lymphocytes T 
CD4+CCR7+ dans le greffon était un facteur de risque de la survenue, la précocité et la 
sévérité de la GVH aiguë, sans influence sur la GVH chronique ou la rechute. Dans le but de 
séparer l’effet GVL de la GVH, nous avons voulu à travers les travaux de cette thèse, étudier 
le concept d’une T déplétion partielle et sélective du greffon en lymphocytes T CD4+CCR7+.  

Nos travaux se sont scindés en trois parties : 

1) Au plan clinique, nous avons pu confirmer nos précédents résultats sur une cohorte 
additionnelle de 137 patients. Non seulement, nous avons confirmé qu’une proportion élevée 
de lymphocytes T CD4+CCR7+ dans le greffon était un facteur de risque de la survenue de la 
GVH aiguë, mais également, nous avons observé un effet préférentielle de la sous-population 
naïve des lymphocytes T CD4+ sur l’incidence de la GVH aiguë. Bien entendu, aucun impact 
sur l’incidence de la rechute post-allogreffe n’a été enregistré. 

2) Dans un modèle expérimental utilisant des cultures lymphocytaires en présence des cellules 
dendritiques provenant des six couples (frère/sœur) HLA-identiques, nous avons pu 
démontrer que les lymphocytes T CD4+ naïfs déclenchaient la réponse allogénique la plus 
importante et avec un degré moindre les cellules mémoires centrales par rapport aux 
effecteurs mémoires T CD4+. Ces résultats non seulement, valident in vitro les constatations 
cliniques mais aussi mettent l’accent sur le rôle prépondérant des lymphocytes T naïfs dans 
l’alloréactivité, notamment en situation de compatibilité HLA. 

3) Nous avons dans la troisième partie pu démontrer qu’une déplétion partielle sélective des 
greffons en lymphocytes T CD4+CCR7+ n’altère pas les réponses immunologiques 
secondaires vis-à-vis des virus. 

La suite de nos travaux se focalise sur l’effet de la déplétion partielle sélective des greffons en 
lymphocytes T CD4+CCR7+ sur la réaction anti-tumorale du greffon dans la situation HLA 
compatibilité chez l’homme. 

Nos résultats constituent une pierre angulaire dans le concept de déplétion partielle sélective 
des greffons en lymphocytes T CD4+CCR7+, ex vivo chez l’homme, en vue de réduire 
l’incidence de la GVHD sans altérer la réponse anti-infectieuse ou tumorale du greffon 
notamment chez les donneurs présentant un taux élevé de lymphocytes T CD4+ naïfs et/ou 
mémoire centrale . 
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LISTE DES ABREVIATIONS 
 
Allo-CSH : Allogreffe de Cellules Souches Hématopoïétiques. 
 
 
CCR : Récepteur des chimiokines à deux cystéines contiguës. 
CD : Cellules Dendritiques. 
CLP : Compartiment Lymphocytaire Périphérique. 
CMV : Cyto Mégalo Virus. 
CPA : Cellules Présentatrices d’Antigène 
CSH : Cellules Souches Hématopoïétiques. 
CSP : Cellules Souches Périphériques. 
 
 
EBV : Virus d’Epstein-Barr. 
 
 
G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor. 
GVH : Graft-Versus-Host (réaction du Greffon contre l’Hôte). 
GVHD : Graft-Versus-Host Disease (maladie de Greffon contre l’Hôte). 
GVL : Graft-Versus-Leukemia (réaction du greffon contre la leucémie). 
 
 
HVG : Host-Versus-Graft (réaction de l’Hôte contre le Greffon). 
 
 
ICT : irradiation corporelle totale. 
IFN-γ : Interféron-Gamma. 
IL- : Interleukine-. 
 
 
LAL ; Leucémie Aiguë Lymphoblastique. 
LAM : Leucémie Aiguë Myéloblastique. 
 
 
MLR : Réaction mixte lymphocytaire (mixed lymphocytes reaction) 
mHA : Antigènes mineurs d’histocompatibilité 
MO : Moelle Osseuse. 
 
 
TCM: T cell Central Memory. 
TEM: T cell Effector Memory. 
TTD: T cell Effector Terminally differenciated. 
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L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (allo-CSH) peut être le seul traitement 

curatif pour un certain nombre de maladies hématologiques malignes. Cette technique a été 

introduite de façon régulière à partir des années 80 dans l’arsenal thérapeutique 

hématologique et dont le but est d’assurer la reconstitution hématopoïétique après traitement 

intensif et potentiellement myéloablatif d’une maladie maligne et plus rarement pour corriger 

un déficit constitutionnel ou acquis du tissu hématopoïétique : aplasies médullaires, déficits 

immunitaires combinés sévères, certaines hémoglobinopathies notamment et surtout, de 

réaliser une véritable immunothérapie adoptive responsable d’un effet anti-tumoral 1 2 3 4C’est 

G. Mathé en 1965 qui a introduit le concept d’immunothérapie adoptive.5 En 1990, Horowitz 

et al. ont apporté, dans une étude du registre international (IBMTR) incluant un nombre 

important de malades, la confirmation de l’effet du greffon contre la leucémie (GVL) en 

montrant un taux de rechute plus élevé chez les patients allogreffés à partir d’un donneur 

syngénique ou d’un greffon T-déplété 2 

 

La moelle osseuse (MO), siège de l’hématopoïèse, s’est imposée, initialement, comme 

source logique de cellules souches hématopoïétiques (CSH). Néanmoins, et depuis les années 

90, deux autres sources de CSH peuvent être utilisées : d’une part, le prélèvement des cellules 

souches périphériques (CSP) après mobilisation préalable de celles-ci par un facteur de 

croissance hématopoïétique, généralement le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating 

Factor), et d’autre part, le sang placentaire.6  

 

Le donneur sélectionné est le plus souvent un membre de la fratrie HLA (human leucocyte 

antigen) compatible. Toutefois, en l’absence de donneur familial, la greffe peut être effectuée 

à partir de CSH d’un donneur non apparenté HLA-compatible. La compatibilité HLA est 

souvent appréciée, tout au moins en France, par le typage en biologie moléculaire des allèles 

A, B, Cw de classe I et DRB1, DQB1 de classe II 7 Lorsque l’identité HLA entre donneur et 

receveur n’est pas parfaite, on parle de « greffe mismatch ». Mis à part le cas de greffe 

syngénique, il existe toujours une différence d’histocompatibilité entre le donneur et le 

receveur HLA-compatible, due aux antigènes mineurs d’histocompatibilité (mHA). Ce sont 

des peptides issus de protéines cellulaires polymorphiques 8 qui sont codés par des gènes 

dotés d’une variabilité allélique situés à l’extérieur du complexe majeur d’histocompatibilité. 

Ils sont présentés par les molécules HLA de classe I ou II 9 10 11 de manière directe par les 

Cellules Présentatrices d’Antigène (CPA) du receveur ou indirecte (captées et présentées par 
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les CPA dérivées des CSH greffées) 12 A noter que l’expression de ces antigènes mineurs 

diffère d’un tissu à l’autre et peut être restreinte. Certains sont normalement exprimés 

exclusivement sur les cellules hématopoïétiques.13 Les différences antigéniques entre donneur 

et receveur concernant éventuellement les antigènes majeurs et/ou antigènes mineurs sont 

responsables des réactions allogéniques post-greffe. 

 

Le greffon apporte en effet non seulement des cellules souches hématopoïétiques, 

mais aussi des cellules différenciées (notamment lymphocytes T, B naïfs et mémoires et 

cellules NK…). Outre la prévention du rejet du greffon (HVG : Host-Versus-Graft) par le 

système immunitaire résiduel du receveur et la reconstitution de son système immunitaire 

détruit par le conditionnement, ces cellules participent directement à deux réactions 

immunologiques distinctes : L’une est souvent délétère, la maladie du greffon contre l’hôte 

(GVH : Graft Versus Host) et l’autre dite « bénéfique » (GVL : Graft-Versus-leukemia) 

constitue le principal objectif de l’allo-CSH qu’est l’élimination des cellules tumorales 

résiduelles. Outre le type de greffon (MO versus CSP) et son contenu en lymphocytes T, la 

déplétion lymphocytaire du receveur induite par le conditionnement et les stimulations 

antigéniques post-greffe (tumeur, infections..) jouent un rôle important dans la nature et 

l’intensité de ces réactions. 

 

 

A)- GVH et GVL : Même réaction mais différents tissus cibles. 
 

1) La réaction du greffon contre l’hôte (GVH) :  
 

C’est une des complications majeures de l’Allo-CSH, responsable d’une morbidité et 

d’une mortalité très importantes 3 La GVH peut se présenter sur un mode aigu, classiquement 

dans les quatre premiers mois qui suivent la greffe, avec des manifestations cutanées, 

hépatiques ou digestives prédominantes. Elle peut également survenir plus tardivement (GVH 

chronique) soit après une GVH aiguë soit de novo. Ses manifestations sont alors très variées, 

donnant des tableaux cliniques qui pourraient évoquer des pathologies auto-immunes.  

 

La physiopathologie de la GVH aiguë peut être divisée en trois phases successives : 

(figure 1) 
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Dommage tissulaire lié au conditionnement 
Le dommage tissulaire est le catalyseur nécessaire au développement d’une GVH 

rapide. Le dommage a lieu souvent avant le transfert des cellules allogéniques (greffe). La 

pathologie maligne sous-jacente, les effets des traitements préalables et le conditionnement 

sont responsables d’une sécrétion importante de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires 

conduisant, notamment, à une activation précoce des CPA de l’hôte 14 15 Cette inflammation 

tissulaire entraîne l’activation des CPA et leur migration vers les organes lymphoïdes 

secondaires.  

 

L’identité et la localisation des CPA responsables de l’induction d’une GVH ont fait 

l’objet de beaucoup de travaux. La famille des CPA comporte plusieurs types cellulaires 

notamment les cellules dendritiques (CDs), les monocytes/macrophages et les lymphocytes B. 

Le rôle respectif de ces différentes cellules dans le déclenchement de la GVH aiguë est 

difficile à établir. Un certain nombre d’arguments laissent supposer que les CD résiduelles de 

l’hôte jouent un rôle important dans l’induction de la GVH aiguë 15 16 En effet, les CDs 

tissulaires ne se divisent pas fréquemment, et résistent donc au conditionnement subi par le 

receveur. Des CDs spécifiques de tissus telles que les cellules de Langerhans joueraient un 

rôle dans l’initiation de la GVH spécifique d’organe. Dans un modèle murin, la déplétion en 

cellules de Langerhans de l’hôte avant la réinjection des lymphocytes allogéniques prévient la 

survenue d’une GVH cutanée 17  

 

Bien que les CPA résiduelles du receveur soient indispensables et suffisantes pour 

l’induction d’une GVH aiguë 18. cette dernière, une fois initiée, peut être amplifiée et 

entretenue par des CPA dérivées des CSH du donneur 19 20. En effet, la durée de vie des CDs 

varie entre une et plusieurs semaines selon le tissu et l’origine des CDs. De plus, les 

lymphocytes activés du donneur vont détruire les CDs de l’hôte conduisant au remplacement 

de celles-ci par les CDs de type donneur 17. Le renouvellement des CDs sanguines se fait 

conjointement avec la repopulation myéloïde 21 22 et, pour les CDs cutanées, un chimérisme 

quasi-complet de type donneur est obtenu durant le 2ème mois en cas de conditionnement 

myéloablatif, le 4ème mois en cas de conditionnement atténué 23 24. 
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Activation des lymphocytes-T du donneur 
Des données récentes ont montré le rôle important des lymphocytes T du donneur dans 

le déclenchement de la GVH aiguë. 

 

Alors que l’incompatibilité HLA donneur/receveur de classe I ou de classe II stimule 

les réponses T CD8+ ou CD4+, le rôle respectif de chacune des deux populations 

lymphocytaires T CD4+ et CD8+ dans l’induction d’une GVH aiguë est moins clair en cas de 

greffe HLA compatible notamment génoidentique.  

 

Chez l’homme, les déplétions sélectives en cellules T CD8+ des greffons médullaires 

entraînent une réduction significative de l’incidence et de la sévérité des GVH aiguës 25. Par 

contre, l’élimination de cette population cellulaire semble entraver la prise de greffe 26. De 

plus, il semblerait exister une corrélation entre le nombre de cellules T CD4+ ou CD8+ 

greffées et l’incidence de la GVH aiguë 27 De même, après un conditionnement d’intensité 

réduite, on a pu observer une corrélation entre la dose de lymphocytes CD8+ greffés et 

l’incidence de la GVH aiguë 28 29 Après conditionnement myéloablatif, par contre, la dose de 

lymphocytes T CD4+ ou CD8+ administrés n’influence pas la survenue de GVH aiguë ou 

chronique.  

 

Ces discordances peuvent s’expliquer par la faible quantité de lymphocytes T 

alloréactifs nécessaires à l’induction d’une GVH (1x105 lymphocytes T /kg en l’absence de 

disparité HLA 30 et 1x104 lymphocytes T /kg en cas de greffe mismatch 31. Même en 

considérant que les lymphocytes T CD8+ sont les effecteurs principaux de la GVH, leur 

différenciation requiert une coopération avec les lymphocytes T CD4+32 33. qui renferment à 

l’état basal la majorité des cellules alloréactives 34. Ainsi, l’élimination préalable des 

lymphocytes T CD8+ spécifiques des antigènes mineurs immunodominants n’empêche pas le 

développement d’une GVH ciblée sur d’autres alloantigènes 35. 

 

Les études dynamiques du trafic cellulaire ont mis en évidence la migration des 

lymphocytes T du donneur dans les organes lymphoïdes secondaires avant le déclenchement 

de la GVH.36 37; Bien que les plaques de Peyer aient toujours été considérées comme un site 

privilégié de l’activation des lymphocytes T du donneur dans le déclenchement d’une GVH 

aiguë, des études récentes ont montré que l’induction d’une GVH léthale peut être déclenchée 

après un conditionnement myéloablatif même en l’absence de plaques de Peyer 38. 
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Le rôle crucial des organes lymphoïdes secondaires dans l’initiation de la réponse 

allogénique est démontré expérimentalement chez les animaux dont les récepteurs de 

domiciliation ont été bloqués 39 40. ou recevant des antagonistes ou des anticorps anti-

récepteur 41 42 43 44. 

 

Attaque des tissues cibles  
La phase finale de la GVH est caractérisée par l’agression des tissus cibles. Cette 

agression est induite directement par les effecteurs cytotoxiques (lymphocytes T cytotoxiques 

et cellules NK) 45 et indirectement par l’orage cytokinique. Les cytokines jouent un rôle 

important dans le dommage tissulaire, et permettent d’exercer des effets collatéraux sur des 

cibles n’exprimant pas l’alloantigène 46. La polarisation du lymphocytes T effecteurs CD4+ et 

CD8+ de type Th1 et Tc1 semble jouer un rôle prédominant mais, particulièrement dans la 

GVH chronique, la polarisation Th2/Tc2 contribue également à la pathogenèse 47 48 49 

 

Le contrôle de l’alloréactivité post-greffe reflète donc un ensemble d’interactions entre 

le système immunitaire inné et l’immunité adaptative grâce aux cellules du greffon. Les 

cellules natural killer T (NKT), natural killer (NK), lymphocytes T régulateurs, lymphocytes 

T γδ, les CPA régulatrices et les cellules mésenchymateuses participent à des degrés divers au 

développement de la GVH, mais les expériences de déplétion montrent que les lymphocytes T 

CD4+ et CD8+ alloréactifs activés dans les organes lymphoïdes secondaires ont un rôle 

déterminant dans la genèse de la GVH.50  

Alors que la physiopathologie de la GVH aiguë paraît relativement claire, celle de la 

GVH chronique reste très mal connue. La survenue plus tardive de la GVH chronique et les 

manifestations cliniques différentes de celles de la GVH aiguë laissent à penser que la GVH 

chronique répond à d’autres mécanismes et schémas d’activation lymphocytaire T et B 

entraînant des manifestations d’auto-immunité 48. Récemment, la détérioration dans la 

fonction de sélection négative thymique a été évoquée comme mécanisme probable de la 

GVH chronique 51. 
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Modifié d’après, ES Morris and GR Hill, British journal of haematology, 2007.50 

(1) Lorage cytokinique induit par le conditionnement entrainant l’activation des CPA, (2) représente 
l’étape d’activation lymphocytaire dans les organes lymphoïdes secondaires de voisinage et  (3) 
représentent la destruction des tissus cibles. 

 
Figure 1. Physiopathologie simplifiée de la réaction aiguë du greffon contre l’hôte 
(GVH).  
 
Etape 1- dommage tissulaire attribuable, tout au moins dans les allo-SCH à 
conditionnement myéloablatif, à la maladie sous-jacente, aux traitements antérieurs et 
au conditionnement, conduisant à la génération d’une grande quantité de cytokines 
pro-inflammatoires (TNF, IL-1, IL-6…) qui, à leur tour, stimulent l’activation des 
CPA de l’hôte. La translocation à travers la paroi intestinale endommagée des 
lipopolysaccarides (LPS) et autres produits bactériens va stimuler le système 
immunitaire inné et accroître la cascade des cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires.  
 
Etape 2- les lymphocytes T du donneur après migration dans les organes lymphoïdes 
secondaires sont stimulés par les CPA résiduelles de l’hôte générant des puissants 
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (CD8+ mais aussi CD4+). Les lymphocytes T du 
donneur sont également différenciés vers une polarisation Th1 et Tc1 avec production 
des cytokines (notamment l’interféron-γ, IFN-γ) responsables de l’activation des 
monocytes/macrophages. Après la disparition des CPA de l’hôte, les CPA dérivées 
des CSH greffées entretiendront la réponse allogénique. 
 
Etape 3- attaque des tissus cibles du receveur directement par les CTL (voie 
cytotoxique directe) et indirectement par les cytokines (voie des cytokines pro-
inflammatoires). 
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2) L’effet du greffon contre la maladie maligne (GVL) :  
 

Sans méconnaître la contribution des lymphocytes B, des cellules NK et autres 

effecteurs, l’effet anti-tumoral du greffon peut être expliqué par la reconnaissance de la 

tumeur par les lymphocytes T du donneur. Le rôle des Lymphocytes T a pu être démontré par 

transfert adoptif des clones anti-leucémiques 52 53. Un mécanisme de reconnaissance direct 

semble impliqué.  

 

Différents types d’antigènes peuvent être des cibles des effecteurs de la GVL tels que 

les mHA d’expression restreinte sur les cellules hématopoïétiques en particulier HA-1 et HA-

2 53 54 55 56, BCL2A157 et HB-1 58 ou des antigènes associés à la tumeur (TAA) ou 

surexprimés par celle-ci (ex : protéinase 3 des LAM et LMC, 59 idiotypes du myélome). 

 

A côté des réponses cytotoxiques T CD8+ vis-à-vis des mHA et TAA, des réponses 

dépendantes des lymphocytes T CD4+ sont également impliquées dans la genèse de l’effet 

GVL60. Alors que certains mHA sont restreints aux molécules HLA de classe I (cibles de 

lymphocytes T CD8+), d’autres sont restreints aux molécules HLA de classe II (cibles des 

lymphocytes T CD4+) 9 61. Les plus connus sont les mHA localisés au chromosome Y (HY) 

apportant une explication probable à l’effet GVL observé au décours des greffes dites « sex-

mismatch ». L’impact de la différence de sexe entre donneur et receveur a été démontré chez 

des patients de sexe masculin ayant reçu une allogreffe à partir d’un donneur de sexe féminin 
55 62 63 64. Par ailleurs, l’intérêt des mHA restreints aux molécules HLA de classe II réside 

dans la coopération cellulaire 33 entre lymphocytes T CD4+ (inducteur/helper) et CD8+ 

(effecteur), une CPA présentant les deux types de mHA assurant l’appariement des 2 types de 

lymphocytes T 65. 

Il est actuellement bien établi que les cellules NK possèdent la capacité singulière 

d'exercer un effet GVL sans GVHD via leurs récepteurs appelés « killer Cell 

Immunoglobulin-like Receptors »  ou KIR 66.. L e mécanisme de reconnaissance des cellules 

tumorales par les cellules NK s'effectue soit via les récepteurs inhibiteurs (KIR) ou des 

récepteurs activateurs tels que le « NKG2D » ligand pour les molécules HLA classe I ou des 

molécules de stress exprimées par les cellules infectées ou bien par les cellules tumorales (Fig 

2).  

En situation d'allogreffe haplo-identique, le rôle potentiel anti-tumoral des cellules 

NK, est actuellement bien démontré 67. L es molécules HLA exprimées chez le receveur et 
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absentes chez le donneur constituent le ligand KIRs, cible de l'effet GVL notamment dans les 

leucémies aigues myéloblastiques allogreffées en situation haplo-identique avec mismatch 

HLA-C group 2 68. En effet l'incompatibilité entre le recepteur KIRs et les molecules CMH 

classe I semble jouer un rôle déterminant dans l'allogreffe comme l'illustre une nette 

diminution du taux de rechute des leucémies aiguës myéloblastiques, 69 cependant non 

confirmé dans les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL).  

 L'analyse de 2 grands registres 70 , 71 ont montré que la présence d'un KIR plus actif 

chez le donneur est associée à une amélioration de la survie sans progression et une baisse du 

taux de rechute. Afin d'optimiser l'effet GVL des protocoles sont en cours consulatble sur : . 

 www.clinicaltrials.gov permettant de tester la potentialisation des cellules NK par 

l'administration d'IL15 ou par une combinaison optimale entre le génotype KIR et le génotype 

HLA. 

 

 

 

 

Figure 2: Mécanismes d’action des cellules Natural Killers (NK) sur les cellules 
tumorales (Tougeron et al Bulletin du Cancer, 2013, 100, 283-94).Les cellules 
NK expriment des récepteurs inhibiteurs (KIR) et des récepteurs activateurs (NKG2D) 
qui lient les molécules du CMH de classe I et différentes molécules de stress exprimées 
par les cellules infectées ou par les cellules malignes. Si l’équilibre est en faveur des 
KIR celui-ci conduit à l’activation des cellules NK et la lyse de la cible via divers 
mécanismes : le système perforine granzyme, les voies Fas/FasL, TRAIL/TRAIL-R , 
IFN-γ et le TNF-α. 
KIR : killer cell immunoglobulin-like receptor ; IFN : interferon ;TNF-α : tumour 
necrosis factor-alpha ; GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ; 
TRAIL-R : TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor ;CMH : complexe majeur 
d’histocompatibilité. 
. 
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3) Interactions entre GVL et GVH : 
 

Weiden et al. ont observé, dans une étude réalisé en 1979, un taux de rechute moindre 

chez les patients allogreffés pour une leucémie aiguë ayant présenté une GVH 4.Un effet 

protecteur de la GVH, qu’elle soit aiguë ou chronique, contre la rechute a été également 

observé dans d’autres études 1 3 4. 

 

Toutes ces réactions immunologiques (GVL et GVH) impliquent les lymphocytes T du 

donneur et sont apparemment interdépendantes de telle sorte que toute manipulation du 

greffon visant à modifier l’intensité de l’une d’entre elles conduira inévitablement à modifier 

l’intensité de l’autre. A titre d’exemple, la déplétion ex-vivo du greffon en cellules-T peut 

atténuer, voire prévenir, la GVH mais, en même temps, provoquera un retard dans la 

reconstitution immunologique post-greffe responsable d’un taux élevé de rechute et 

d’infections opportunistes 72. Dans une étude comparant 35 allogreffes non T-déplétées à 36 

greffes T-déplétées, Maraninchi et al. ont retrouvé un taux de rejet de greffon et de rechute de 

la maladie sous-jacente statistiquement supérieur, mais un taux de GVH aiguë nettement 

inférieur chez les patients recevant un greffon T-déplété par rapport à ceux recevant un 

greffon non manipulé 73. 

 

En 1990, Horowitz et al, ont apporté, dans une étude du registre international (IBMTR) 

incluant un nombre important de malades, la confirmation de l’effet GVL en montrant un taux 

de rechute plus élevé chez les patients allogreffés à partir d’un donneur syngénique ou d’un 

greffon T-déplété 4. Certaines études suggèrent que la déplétion T du greffon réduise de façon 

plus marquée la GVH aiguë que la GVH chronique 74 75. 

 

Bien que la GVH puisse avoir un effet adjuvant sur la GVL, 76 certaines données 

cliniques et expérimentales laissent à penser que ces deux effets sont médiés par des clones T 

différents 77 78. 

 

Plusieurs équipes ont publié des travaux visant à renforcer l’effet GVL par l’utilisation 

de greffon T-déplété suivie soit par une administration de cellules NK alloréactives 79 80. soit 

par une réinjection de lymphocytes T « allo-restreints » dirigés contre des antigènes mineurs 
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d’histocompatibilité et dont l’expression serait limitée aux seules cellules hématopoïétiques,64 
79 80 81 82. Toutefois, l’orage cytokinique peut induire l’expression des ces antigènes sur 

d’autres cellules que les cellules hématopoïétiques telles que les cellules épithéliales 83 84, ce 

qui peut expliquer les résultats discordants concernant les alloantigènes HA-1, cibles d’une 

GVL mais aussi d’un effet GVH.47 55 56 85  

Afin de dissocier l’effet GVL « bénéfique » de la GVH, plusieurs approches ont été 

essayées. Ainsi, l’équipe de Besançon a déjà publié son expérience en testant la T-déplétion 

conditionnelle in vivo en présence de GVH.86 D’autres équipes ont rapporté les résultats d’une 

délétion spécifique ex vivo des lymphocytes T alloréactifs dans le cadre des allo-CSH 87 ou 

d’induction d’une anergie 87. 

 

Les données présentées ci-dessus indiquent que les antigènes impliqués, les clones 

lymphocytaires T et les mécanismes d’induction des réponses effectrices ne sont que 

partiellement communs aux effets GVH et GVL. Des résultats prometteurs d’élimination ou 

d’inactivation des lymphocytes T alloréactifs ont déjà été obtenus. Il apparaît aussi que la 

GVH exerce au minimum un effet adjuvant sur la réponse GVL et qu’une réponse alloréactive 

infraclinique ou cliniquement acceptable et contrôlable peut non seulement favoriser le 

contrôle des cellules leucémiques (qu’elles expriment des alloantigènes ubiquitaires ou 

restreints) mais aussi renforcer l’action des clones spécifiques des antigènes tumoraux par 

l’intermédiaire des cytokines pro-inflammatoires ainsi produites. 

 

Dans l’attente que les procédures d’induction in vitro de clones anti-leucémiques non 

alloréactifs ou de déplétion à la demande des réponses indésirables soient disponibles pour un 

usage de routine, on peut se demander comment la composition du greffon non manipulé peut 

influencer l’évolution de la greffe et son effet immunothérapeutique.  
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B) Rôles des lymphocytes T naïfs et mémoires en Allo-CSH 

 

1) Immunité hétérologue 
 

Les deux populations lymphocytaires T CD4+ ou CD8+ sont très hétérogènes. Si à la 

naissance la quasi-totalité des lymphocytes T est naïve, très vite en contact des antigènes il y 

a génération des cellules effectrices et mémoires. Les lymphocytes T effecteurs sont 

immédiatement actifs et peuvent se disséminer dans les tissus périphériques mais 

disparaissent en tout ou partie après élimination de l’antigène tandis qu’une population de 

lymphocytes T mémoire persiste.  

 

A distance d’une infection aiguë, coexistent donc dans le compartiment lymphocytaire 

périphérique des lymphocytes naïfs T et des lymphocytes T mémoires qui s’accumulent 

avec l’âge suite aux expositions antigéniques. Le répertoire des sous-populations naïves est 

extrêmement diversifié (estimé à plus de 20 x 106 de spécificités pour les lymphocytes 

CD4+ chez l’homme) alors que celui des sous-populations mémoires est évidement plus 

limité (environ 0.1-0.2 x 106).88 

 

En absence d’exposition antérieure à des alloantigènes, on s’attend à ce que les sous-

populations lymphocytaires T naïves soient responsables de la réponse allogénique, et 

effectivement on estime que les sujets sains ont au moins 0.25 x 106 clones allogéniques 

distincts 34 89. Cependant, plusieurs arguments plaident en faveur du rôle des lymphocytes T 

mémoires dans l’alloréactivité 90 D’une part, on peut détecter des lymphocytes T alloréactifs 

avec un phénotype « mémoire » chez des sujets non exposés à des alloantigènes 91 92 et 

d’autre part, certaines observations cliniques soulignent l’influence des expériences 

immunologiques passées du donneur : le risque de GVH s’accroît avec l’âge du donneur, 

mais aussi le nombre de grossesses 93 Le chimérisme materno-fœtal peut entretenir les 

clones mémoires chez la mère,94 mais aussi immuniser les enfants contre les antigènes non 

génétiquement hérités de leur mère95.L’influence du passé immunologique a pu être 

démontrée in vitro par la mise en évidence d’une réactivité croisée des cellules T CD4+ ou 

CD8+ anti-EBV, 96 97 anti-CMV 98 99 ou anti-HSV 100 101 vis-à-vis de cellules allogéniques et 
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qui peut caractériser 1 à 10% des clones CD4+ spécifiques de l’agent infectieux 102. La 

survenue de la GVH pourrait donc être favorisée par la réactivité accrue des lymphocytes T 

éduqués du donneur vis-à-vis des tissus cibles du receveur (immunité hétérologue) d’autant 

plus que les cellules T mémoires possèdent un seuil d’activation inférieur au seuil 

d’activation des cellules naïves et une capacité fonctionnelle généralement plus rapide à 

mettre en œuvre et plus diversifiée 

 

Dans une étude de notre laboratoire, nous avons confirmé l’impact des caractéristiques 

du donneur (âge, sérologie..) sur la composition du greffon. Bien que le sexe du donneur, le 

nombre de grossesses, le passé infectieux et la source de CSH conditionnent la composition 

du greffon, aucun facteur prédictif des proportions des sous-populations lymphocytaires T 

n’a été retrouvé 103. 

 

Les réponses allogéniques post-greffe sont donc susceptibles, selon le passé 

immunologique du donneur, d’impliquer des lymphocytes T naïfs et ou des lymphocytes T 

mémoires ayant des réactivités croisés avec les alloantigènes de l’hôte. Cette hétérogénéité 

est encore accrue si l’on prend en compte le fait que l’on définit maintenant plusieurs 

catégories de cellules T mémoires, caractérisées par leurs profils de marqueurs 

membranaires, leurs répertoires clonotypiques, leurs aptitudes migratoires, leurs 

domiciliations et leurs fonctionnalités (production de différentes cytokines et chimiokines ; 

cytotoxicité immédiate « ex vivo » ou seulement après stimulation).  
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2) Hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des lymphocytes T  CD4+ et CD8+ 

du compartiment lymphoïde périphérique (CLP): 
 
 

Répartition, migration et fonction de la population T  
 

Chez un sujet sain, les Ly T (CD3) représentent 60% à 79% de l’ensemble des cellules 

monocytaires et 80 à 90% de la population lymphocytaire totale avec des variations 

individuelles notable (Fig 3). Les lymphocytes T passés en périphérie sont soit de phénotype 

CD4+ , (2/3), soit CD8+ , (1/3) expriment pour la majorité d’entres eux le TCRαβ (>90%); 

la population CD4-CD8- minoritaire dans le sang circulant (<10%) exprime en grande 

partie TCRγδ 104.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3 : Répartition des différentes sous-populations lymphocytaires. Les 
Ly T constituent 80 à 90% de la population lymphocytaire. La majorité des 
TCD4+ et TCD8+, ont un TCR αβ et une minorité un TCRγδ.  Cette 
population est CD4-CD8-. (D’après Immunobiology, 7ème édition Galand 
Science 2008). 
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Les TNs, à la sortie du thymus expriment faiblement les molécules d'adhésion 105, ces 

lymphocytes peuvent être autoréactifs s’ils ont échappé aux processus de sélection négative 

dans le thymus en interragissant avec les antigènes dont ils sont spécifiques. Ces TNs 

autoréactives sont elliminés soit par délétion clonale ou rendues anergiques106 107 Les 

lymphocytes survivants exerceront des fonctions effectrices de nature extrêmement diverses, 

ils se déclinent en différents sous-populations, les Ly T auxilliaires 108 et les Ly T 

cytotoxiques (CTL) qui exercent leur activité par un mécanisme d’exocytose (système 

perforine-granzyme) ou par l’intermediaire de molécules membranaires ou solubles ( Trail…) 
109. D’autres cellules exercent une fonction régulatrice visant à contrôler la réponse 

immunitaire et/ou à prévenir les désordres auto-immuns. Les fonctions régulatrices sont 

acquises dans le thymus pour les Ly Treg naturels (CD4+, CD25+, Foxp3+) ou sont générés 

en périphérie pour les T régulateurs induits 110 111. Le répertoire immunitaire est constamment 

modifié par l’exposition aux antigènes environnementaux. Chez l’adulte 40 à 50% des LyT 

périphériques ont un phénotype mémoire généré à partir de TNs dans differentes 

circonstances: exposition aux Ags bactériens ou viraux, aux transfusions ou encore après 

transplantation ou suite à une grossesse112. L’induction du phénotype memoire requière 

l’interraction avec la CPA. Les TNs donnent à la première division un nombre égal de 

lymphocytes mémoires et de lymphocytes éffecteurs  (Fig 5). 

 

 

 
 

 

Figure 5 La survie des lymphocytes naifs 
en périphérie est tributaire du contact avec 
des Ag du soi et de la presence des 
cytokines IL7 et IL15 .Dès leur premère 
rencontre avec un Ag étranger présenté par 
la CPA le lymphocyte naif donne un 
nombre égal de lymphocyte mémoires et 
effecteurs. 
(D’après Immunobiology, 7ème édition 
Galand Science 2008). 
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a) Les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ naïfs 

D’un point de vue conceptuel, la définition des lymphocytes T naïfs est claire : il 

s’agit de lymphocytes T libérés par le thymus, ensemençant le compartiment lymphoïde 

périphérique et y circulant en permanence dans l’attente d’une stimulation antigénique  par 

des CD matures dans les organes lymphoïdes secondaires. Du point de vue de leur 

immunophénotype, plutôt, la caractérisation est plus difficile. 

 

On a longtemps cru que les isoformes de haut et de bas poids moléculaire de la 

tyrosine-phosphatase pan-leucocytaire CD45 (CD45RA/CD45RO chez l’Homme) 

pouvaient suffire à différencier les lymphocytes T naïfs des lymphocytes T effecteurs et/ou 

mémoires. En effet, l’activation lymphocytaire déclenche une commutation 

CD45RA → CD45RO qui survient après la première mitose, signant le passage d’un 

phénotype naïf à un phénotype “ éduqué ”. La démonstration d’une possibilité de 

commutation rétrograde CD45RO → CD45RA a bouleversé l’interprétation de beaucoup de 

résultats acquis 113. Par conséquent, ni la population CD45RA+ (qui contient des cellules 

éduquées rétrocommutées) ni la population CD45RO+ ne peuvent être totalement assimilées 

respectivement aux cellules naïves et aux cellules effectrices ou mémoires. Ces observations 

faites initialement sur la population T CD8+ ont été étendues à la population CD4+, même si 

le contingent des cellules non naïves CD4+CDRA+ y est beaucoup plus réduit.  

 

Il est donc nécessaire d’associer au marqueur CD45RA d’autres marqueurs 

membranaires, parmi lesquels des récepteurs de domiciliation et des récepteurs de 

costimulation ont été les plus utilisés 114.  

 

Reflétant leur domiciliation itérative dans les organes lymphoïdes secondaires, 

guidées par les molécules d’adhésion et les chimiokines, 115 116 les lymphocytes T naïfs 

expriment les molécules CD62L et CCR7 . La sélectine leucocytaire CD62L (molécule 

d’adhérence aux glycanes des cellules endothéliales cuboïdes) et le récepteur CCR7 des 

chimiokines constitutionnelles (CCL19, CCL21) des organes lymphoïdes secondaires 

figurent parmi les molécules essentielles à la migration trans-endothéliale des cellules T 

recirculantes au niveau de l’endothélium hautement spécialisées cuboïde appelées (HEV) 

(High Endothelial Venules) du ganglion 117 (fig 4).Rappelons que le trafic des lymphocytes 
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T vers les organes lymphoïdes secondaires et la domiciliation semble jouer un rôle 

déterminant dans l’initiation de la GVH aiguë 36 37 comme dans toute réponse immunitaire 

primaire. 

 

 

Les lymphocytes T naïfs expriment également les molécules de costimulation CD28 

et CD27 : le récepteur CD28 a pour ligand les molécules CD80 et CD86 exprimées à la 

surface des cellules présentatrices d’antigène matures. Lors de la présentation antigénique, 

cette interaction moléculaire délivre le principal co-signal d’activation lymphocytaire T 

permettant l’expansion clonale par l’intermédiaire de l’IL-2, la survie cellulaire, et la 

prévention de l’anergie. Le récepteur CD28 influe directement ou indirectement sur les 

processus engendrant la mémoire 118 119. La molécule CD27, membre de la famille des 

récepteurs au TNF (TNFR7) et interagissant avec son ligand CD70, est également une 

molécule de costimulation dont le rôle dans la génération des cellules mémoire semble 

déterminant.103 

 

Les travaux de Sallusto 114 120, de Callan 121 et de Farber 122 indiquent que les 

lymphocytes T naïfs se définissent par leur coexpression de l’isoforme CD45RA, de CCR7 

(et CD62L) et de CD28 (et CD27) en l’absence d’expression de récepteurs de chimiokines 

inflammatoires tels que CXCR3 ou CCR4. 

 

Chez les sujets sains étudiés à distance de tout épisode infectieux aigu, donc 

correspondant aux donneurs de CSH, la proportion de lymphocytes CD4+ ou CD8+ naïfs 

Figure 4.La migration des 
lymphocytes naïfs vers les tissus 
lymphoïdes secondaires (OLS), est 
guidée par les molécules d’adhésion et 
les chimiokines. Leur accès à 
l’intérieur des OLS s’effectue au 
niveau des structures endothéliales 
hautement spécialisées appelées HEV 
(High Endothelial Venules). 
(D’après Immunobiology, 7ème édition 
Galand Science 2008). 
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(CD45RA+/CCR7+/CD28+) diminue avec l’âge 123 et leur taux de renouvellement est lent 
124. 

 

b) Les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ mémoires 

Les travaux récents permettent d’identification au moins de trois sous-populations de 

cellules non naïves que l’expression de CD28 ou CD27 permet encore de les subdiviser 121 
125 126 

Les cellules T “ mémoire centrale ” (TCM)  
Elles se définissent comme CD45RAneg CCR7+, majoritairement CD62L+, CD27+ et 

CD28+. La présence sur ces cellules éduquées des molécules CCR7 et CD62L leur confère 

la capacité de retourner dans les organes lymphoïdes secondaires. Dans le compartiment 

CD4+, elles renferment des précurseurs des cellules Th1 et Th2 117 et leur petit contingent 

CD28neg contient des précurseurs cytotoxiques.114 Dans le compartiment CD8+, ces cellules 

peuvent exercer des fonctions effectrices immédiates (sécrétion d’IFN-γ et de TNF, 

présence de perforine).125 127 126 128  

 

Les cellules T “ mémoire effectrice ” (TEM) et les cellules T de “différenciation 
terminale” (T TD)  

Elles se caractérisent par l’absence d’expression des récepteurs de domiciliation 

lymphoïde (CCR7 et CD62L) et renferment une population variable de cellules CD28neg ou 

CD27neg. Elles exercent des fonctions effectrices immédiates (production rapide de 

cytokines, expression de perforine et de granzymes, fonctions cytotoxiques ex vivo). 

 

L’absence d’expression de CD28 semble être la signature d’un potentiel cytotoxique 
125 129 130 et pour les lymphocytes T CD4+, d’une plus grande capacité de production de 

l’IFN- γ qui est, par contre, produit par les cellules CD28+ et CD28neg dans le cas des 

lymphocytes T CD8+ 121 125 128 131. 

 

L’expression de CD45RA subdivise ces cellules en effecteurs mémoires CD45RAneg, 

majoritaires dans le compartiment CD4+ et en cellules TTD qui expriment 

l’immunophénotype CD45RA+/CCR7neg/CD62Lneg/CD28neg surtout parmi les cellules T 

CD8+ circulantes  Elles correspondent à des cellules d’apparition tardive au cours d’une 

réponse immunitaire. Elles sont diversement désignées en tant qu’effecteurs persistants, 
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effecteurs mémoires CD45RA+ (TEMRA) ou effecteurs mémoires en différenciation terminale 

TTD. Leur capacité proliférative résiduelle est diversement appréciée et reste discutée.  

 

Les cellules T mémoires s’opposent donc par leur capacité de domiciliation 

lymphoïde, la rapidité d’expression de leurs fonctions, mais aussi par leur répertoire (les 

lymphocytes T CD4+ TCM et TEM diffèrent par leurs clonotypes 132 133 et leur taux de 

renouvellement, (les TCM CD4+ ou CD8+ se renouvellent plus lentement que les TEM ou TTD) 
124 133

. 

 

 

La représentation des différentes sous-populations mémoires diffère selon le 

compartiment CD4+ où les TCM prédominent, ou le compartiment CD8+ où les cellules TEM 

et TTD sont plus abondantes. Ces proportions relatives s’accroissent avec l’âge.123  

 

La distribution des lymphocytes T mémoires entre ces différentes sous-populations 

varie selon la nature de l’agent infectieux, notamment en fonction du type d’antigène, de la 

charge antigénique et de sa persistance dans l’organisme 134. Dans le cas des virus du groupe 

herpes, responsables d’infections chroniques susceptibles d’être présents chez les donneurs, 

le virus EB induit principalement des cellules de type TEM, sauf contre son antigène lytique 

où il s’agit de cellules de type TTD. Le CMV induit principalement des cellules mémoires de 

type TEM et TTD, CD28neg y compris au sein du compartiment CD4+.134 126 128 135 130 
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Cooperation ly T / CD et polarisation de la réponse immunitaire 
 

En dehors de leur rôle sentinelle, les CDs jouent le rôle de chef d'orchestre de la 

réponse immune, contrôlant ainsi son orientation et son devenir. La CD se caractérise par une 

propriété de plasticité majeure, lui permettant de décoder les signaux micro-

environnementaux et de les traduire pour une modulation de la réponse T. En fonction des 

stimuli reçu, les CDs activées sont capables de produire un grand nombre de cytokines 

comme 1’IL-1, I’IL-4, I’IL-6, I’IL-10, I’IL-15, I’I L-16, I’IL-17, le TNFα, I’IFNα et I’IFNγ 
136. Dans cette plasticité par ailluers très complexe, certains facteurs jouent un role décisifs tel 

que certains facteurs qui sont les  cytokines pro-inflammatoires et le type d'antigène 137. Bien 

que les Ags issus de  de pathogènes se situent  le plus souvent dans les tissus non lymphoïdes, 

L’initiation des réponses immunitaires T et B a lieu dans les organes lymphoïdes secondaires 

(OLS)(ganglions lymphatiques, rate, tissus lymphoïdes associés aux muqueuses) 138.  

  
 Dans les tissus les TNs recirculent dans les zones T. les CDs dotés de grandes 

capacités viennent au contact des TNs avec lesquels ils coopèrent. L’une des signatures de la 

coopération entre le lymphocyte T et la CD (ou toute autre CPA) est la formation d’une 

synapse immunologique entre les 2 variétés de cellules (fig 6).139 

 

 

 

 

Figure 6: Representation constituée par une 
synapse immunologique entre le Ly T et la CD. 
(D’après Immunobiology, 7ème édition Galand 
Science 2008). 
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En interagissant avec les TNs, la CD induit selon le cas soit des lymphocytes 

effecteurs soit des lymphocytes tolérants. Les cytokines sécrétées dans le microenvironnement 

et le type de molécules de co-stimulation sollicitées lors de cette interaction contribuent au 

devenir des Ly. En retour ces dernières  reçoivent des signaux d’activation qui passent pour la 

plupart par des molécules de la superfamille du TNF comme les molécules CD40 et RANK 

qui ont comme ligand le CD40L (CD154) ou TRANCE (TNrelated activation induced 

cytokine)140 (fig 7).  

 

 

 
 

 
 

 

 

Suite à ces stimulations la survie des CDs matures est majorée ainsi par l’expression par ces 

cellules de molécules de co-stimulation comme B7-2 (CD86), par la production de chimiokines et de 

cytokines 141.  

 

Il est néanmoins important de préciser que, les CDs au stade mature favorisent la réponse T 

CD4+ et TCD8+, alors qu’à l’état immature elles sont tolérogènes du fait d’une plus faible expression 

des molécules de co-stimulations et une faible sécrétion de cytokines inflammatoires elles sont 

incapables d’activer les Ly T et dotées d’un pouvoir de phagocytose (fig 8).142. 143.  

 

 

 

Figure 7: La CPA qui présente l'Ag aux ly 
TCD4, reçoit au retour des signaux 
d'activation. L'activation des TCD8  
requière une aide supplémentaire provenant 
des  TCD4 effecteurs reconnaissant les 
mêmes Ags. 
(D’après Immunobiology, 7ème édition 
Galand Science 2008). 
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La stimulation des CDs via le CTLA-4Ig entraîne une libération de l'indolamine 2,3-

dioxygenase (IDO) et la déplétion du tryptophane inhibant ainsi la prolifération T (fig9). Les 

Tregs profondément  impliquées dans le contrôle des réponses immunitaires adaptatives 

peuvent entraver la maturation des CDs 144. . La maturation des CDs plasmacytoides (CDp) 

via le CD40L entraîne la polarisation des T CD 4+ vers le profil Th2 avec libération de l'Il-4 

et de L'Il-5 145. 

 

 

 

 

  
. 

Figure 8: En se liant à CD40L la 
molécule CD40 exprimée par la CPA 
induit l'expression par celle-ci des molécules 
CD80/CD86 (B7). Le Ly TCD4 contribue 
aussi à la différentiation du TCD8 par le 
biais de l’IL2. 
(D’après Immunobiology, 7ème édition 
Galand Science 2008). 

Figure 9: Le signal d'expansion et de 
prolifération des Ly T naïfs est induit via 
la molécule de co-stimulation CD28 suit à 
son interaction avec la molécule B7 
exprimées sur la CPA. Une fois activées, 
les cellules T expriment le CTLA4 à la 
membrane qui délivre un signal négatif à 
la cellule (feed back ). 
(D’après Immunobiology, 7ème édition 
Galand Science 2008). 
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Un nombre croissant d’outils thérapeutiques ciblant ces échanges est actuellement 

utilisé dans le domaine de la thérapie cellulaire. La compréhension fine des mécanismes 

moléculaires inducteurs d’anergie des lymphocytes T (rôle de la voie NFAT, des Diacyl-

Glycerol Kinase…) laisse entrevoir la possibilité de développer de nouvelles armes 

thérapeutiques. 

 

3) Les lymphocytes T naïfs et TCM sont les principaux responsables de l’induction 
d’une GVH expérimentale. 

 

Des expériences du transfert adoptif menées chez la souris par Adams et al.129 en 

2003 ont montré qu’au-delà d’un seuil (105 cellules), des lymphocytes T CD8+ mémoires 

accumulés suite à diverses infections virales ou une première allogreffe étaient capables de 

s’opposer à l’établissement d’une tolérance à une allogreffe de peau. De manière 

surprenante, les cellules T CD8+ impliquées dans ce processus possèdent les caractéristiques 

phénotypiques de cellules mémoires centrales (CD8+ CD62L+) et non de cellules mémoires 

effectrices (CD8+ CD62Lnég).  

 

L’année suivante, Zhang et al.146ont rapporté une expérience également chez la 

souris où ils démontrent que la population T CD8+ à forte expression de CD44, 

contrairement à la population naïve CD44neg, était incapable de déclencher une GVHD mais 

gardait sa capacité d’induire un effet GVL.  

 

Des travaux, conduits chez la souris par Anderson et al. ont montré que les 

lymphocytes T CD4+ mémoires CD62Lnég n’étaient pas impliqués dans la survenue de 

GVH.147 Dans un autre modèle, Chen et al. 148 ont montré qu’un transfert adoptif des 

lymphocytes T CD62Lnég n’induisait pas de GVH, mais gardait la possibilité d’exercer un 

effet GVL Cette différence a été attribuée au fait que les lymphocytes T CD62Lnég  

n’entraînaient qu’une réponse allogénique abortive.149 Le potentiel alloréactif des 

lymphocytes T avec un profil naïf CD4+ CD45RChi encore une fois a été mis en avant dans 

un modèle de GVH chez le rat 150  
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4) La reconstitution immunitaire post allogreffe  
 

Les compartiments lymphocytaires B et T restent lourdement affectés dans les mois 

qui suivent une l’allogreffe, alors que l’immunité innée se reconstitue beaucoup plus 

précocement 151, la reconstitution du compartiment T périphérique s’étale fait sur douze à 

vingt-quatre mois et emprunte deux voies principales. La première implique l’expansion 

post-thymique des lymphocytes T matures du donneur et des lymphocytes T résiduels du 

receveur 152 (fig 10) alors que la seconde est assurée par les CSH du donneur, emprunte le 

thymus du receveur et les cellules environnementales de la moelle osseuse pour les 

lymphocytes B.  

Les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des lymphocytes de ces deux 

voies comportent de multiples différences. Les lymphocytes T résiduels du receveur, 

minoritaires, jouent un rôle marginal dans la reconstitution du compartiment T, en fait, les 

acteurs majeurs de cette reconstitution sont les lymphocytes T matures du donneur injectées 

avec le greffon. Cette reconstitution varie avec l’âge du patient, plus de 6 mois pour les 

sujets âgés de moins 30 ans (tout particulièrement les enfants et adolescents), et plus de 12 

mois, pour les autres.  

Les lymphocytes, issus de la voie dite thymo-indépendante, sont majoritairement T 

CD8+; ils ont un répertoire restreint, ne sont pas tolérants vis-à-vis des antigènes du 

receveur et comportent des fractions oligoclonales, voire clonales, qui sont probablement le 

fruit de stimulations allogéniques ou médiées par des agents infectieux (CMV, EBV…). Ils 

sont en revanche non tolérants vis-à-vis des antigènes de l’hôte, agressent les tissus du 

receveur et induisent une GVHD (graft versus host disease).  

La déplétion du greffon en lymphocytes T prévient la GVHD, mais expose au risque 

de complications infectieuses sévères (que majore par ailleurs le traitement 

immunosuppresseur) et de récidive tumorale par perte de l’effet  GVT. Concernant les 

lymphocytes issus de la voie thymo-dépendante, ces cellules proviennent des progéniteurs 

hématopoïétiques du donneur, elles s’expandent d’abord dans la MO puis dans le thymus du 

receveur, où elles se différencient et bénéficient d’une éducation assurée par les cellules 

épithéliales thymiques (TEC) ainsi que par les CPA du receveur et du donneur. 

 Ainsi, les lymphocytes T néoformés TREC+ ne sont généralement détectés qu’après 

le 3e mois post-allogreffe. Ils donnent naissance à des lymphocytes T naïfs CD4+ ou CD8+, 

fonctionnels, exprimant le TCR αβ ou γδ, au répertoire diversifié. Ils sont tolérants à l’égard 

des antigènes de l’hôte et du greffon. Le thymus génère aussi des Treg qui contribuent à la 
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régulation de la réponse immunitaire ainsi qu’à la prévention des manifestations auto-

immunes et probablement du rejet de greffe. De nombreux facteurs influent sur la 

néogénération de lymphocytes T, donc sur la voie thymodépendante: 

 La richesse du greffon en progéniteurs médullaires, notamment en cellules de 

phénotype BM Lin-/Sca-1+/c-kit+/Flt3hi, 

   L ’âge du patient (la reconstitution est ralentie entre 50 et 60 ans, et particulièrement 

faible après 60 ans), 

 Le conditionnement, 

 La GVHD 153. 

En fait, certains de ces facteurs, notamment les traitements de conditionnement, altèrent 

la qualité du microenvironnement médullaire et thymique 154. Ainsi, la radiothérapie engendre 

des lésions de la matrice intercellulaire et induit une apoptose des TEC par un mécanisme 

p53-dépendant. Elle lèse aussi la composition, l’architecture et les fonctions de l’épithélium 

thymique, contribuant lourdement au défaut de maturation des thymocytes doublement 

positives (DP) et doublement négatives (DN). Une baisse marquée du niveau d’expression des 

transcrits d’IL-7 est observée jusqu’au 28e jour post-allogreffe. 

Chez l’Homme, un essai de phase I testant l’administration d’une forme recombinante 

de l’IL-7 humaine (rhIL-7) a induit, chez cinq des six patients analysés, une augmentation des 

TREC, ainsi que des lymphocytes de phénotype T CD4 et CD8 aussi bien naïfs et mémoires 
155. Divers désordres, autres que ceux induits par le conditionnement, entravent la 

reconstitution optimale de l’immunité T notament la GVH aiguë 156. Toujours chez la souris, 

l’IL-11 préviendrait la GVHD et favoriserait la lymphopoïèse T et l’inhibition de l’IL-6 à 

l’aide d’un anticorp spécifique préviendrait la GVHD tout en préservant l’effet GVT 157. 

Divers désordres immunologiques, notamment auto-immuns, sont observés après allogreffe 

de CSH, notamment en cas de GVH chronique 158. Plusieurs mécanismes sont mis en cause 

dans leur survenue, parmi lesquels la perte progressive de l’expression du gène AIRE par les 

mTEC à laquelle s’associe une altération du répertoire des lymphocytes T conventionnels et 

du développement des Treg, autant de caractéristiques qui marquent le passage de la forme 

aiguë à la forme chronique de la GVHD48. 
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Figure 10 Représentation schématique de la reconstitution du compartiment lymphocytaire T après allogreffe de 
CSH. Deux voies principales concourent à cette reconstitution. La voie thymo-indépendante est empruntée par 
les lymphocytes T résiduels du receveur et les lymphocytes T matures du donneur. Les premiers peuvent induire 
un rejet de greffe et les seconds une réaction du greffon contre l’hôte (GVHD) susceptible d’entraver la 
thymopoïèse. Ces derniers, de diversité restreinte et majoritairement composés de lymphocytes T CD8+, 
exercent aussi un effet antitumoral (GVT). La voie thymodépendante, différée dans le temps, génère des 
lymphocytes T au répertoire diversifié, tolérants vis-à-vis des antigènes du receveur et du donneur (Krenger W et 
al. Blood 2011;117:6768-6776). 
 

5) La problématique « valeurs absolues et ratios » des sous population T et 
GVHD 

 

La contenance 10 fois plus importante en lymphocytes T des greffons d’origine 

périphérique n'est pas obligatoirement associée à une recrudescence d'incidence de la GVH 

aiguë.159 Beaucoup de divergences ont été rapportées, chez les rongeurs l’utilisation des 

CSP entraîne une diminution de l’incidence de la GVHD via leur polarisation TH2,160 chez 

l'homme les résultats demeurent très controversés puisqu’on dispose seulement de deux 

essais randomisés publiés, le premier a permis de démontrer une incidence accrue de la 

GVHD aiguë 161 et le second en terme de GVHD chronique.162 La contenance relative 

(proportion) des différentes sous populations semble avoir plus d'intérêt que la valeur 

absolue de chacune d'elles; 163 En effet dans certaines études réalisées sur des modèles 

murins les signes cliniques et les dommages des organes cibles semblent être liés non 

seulement au profil mais au ratio  TH1/TH17.164 Chez l’homme le ratio TH17/Treg a été 

incriminé dans la modulation de la GVHD aiguë et dans plusieurs types de maladies 

inflammatoires.165 
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C) Axes de recherche dans notre laboratoire : 
 

Entre 2003 et 2006, nous avons analysé la composition des greffons de moelle osseuse 

et de cellules souches périphériques mobilisées par G-CSF, immédiatement avant leur 

réinjection au receveur. Par ailleurs, nous avons suivi de façon prospective les receveurs afin 

de pouvoir rechercher les éventuelles relations entre la composition du greffon en 

lymphocytes T naïfs et mémoires, l’émergence des lymphocytes circulants chez le receveur et 

les événements post-greffe.  

 

La comparaison de la composition du greffon et des évènements post-greffe a été 

réalisée chez nos 62 premiers couples donneur/receveur et a été publiée en 2006. Nous avons 

pu démontrer qu’une proportion élevée de lymphocytes T CD4+CCR7+ dans le greffon était 

un facteur de risque indépendant de la survenue, la précocité et la sévérité de la GVH aiguë 

dans le cas des allogreffes à partir d'un donneur HLA-compatible. Nous avons pu, par ailleurs, 

confirmer ces résultats in vitro dans un modèle de culture mixte lymphocytaire 

unidirectionnelle.166 

 

Nos résultats ont démontré pour la première fois la preuve de l’implication de la 

fraction lymphocytaire T CD4+CCR7+ (composée de lymphocytes T naïfs et de TCM) dans la 

GVH aiguë in vivo chez l’homme. L’abondance de cette fraction ne semble pas, par ailleurs, 

interférer sur les autres complications post-greffe notamment l’effet GVL.  

 

Ces résultats, avec les données de la littérature,167 168 169 149 150 170 171 apportent un 

support au concept attractif de greffes à partir d’un greffon pauvre ou spécifiquement 

appauvri en lymphocytes T CD4+CCR7+ tout en perfusant des lymphocytes T mémoires 

CD4+CCR7neg exposant moins au risque de déclencher une GVH aiguë mais dotés d’activité 

anamnestique antiinfectieuse.  

 

Le maintien de l’effet antitumoral (GVL) malgré un greffon relativement pauvre en 

lymphocytes T CD4+CCR7+ peut se justifier par le fait que la proportion de cellules naïves et 

mémoires CD4+ est indépendante de la composition du greffon en cellules NK et autres 

cellules cytotoxiques (CD8+) plus impliquées dans l’effet GVL, même si un minimum de 

lymphocytes T CD4+ helper reste indispensable. 

 



 

 36 

Nous estimons que le fait de recevoir un greffon contenant une proportion élevée de 

lymphocytes T CD4+CCR7+ est une condition nécessaire mais non suffisante pour le 

développement d’une GVH aiguë dans la mesure où près de 40% de patients ayant reçu une 

proportion très élevée de ces cellules n’ont pas développé de GVH aiguë et à l’inverse, aucun 

des malades ayant reçu une proportion faible < 65% (< 25° percentile) n’a présenté de GVH 

aiguë. Toutefois, le risque de développer une GVH aiguë reste proportionnel au pourcentage 

de lymphocytes T CD4+CCR7+. 

 

Les lymphocytes Treg CD4+CD25+ jouent un rôle dans la tolérance à la greffe et 

devraient s’opposer à l’installation d’une GVH 172 notamment celles exprimant le récepteur 

CD62L ou CCR7.173 174 175 176 Nous n’avons pas analysé dans les greffons les proportions des 

lymphocytes Treg. Une proportion élevée de ces dernières peut, en partie, expliquer l’absence 

de GVH aiguë chez certains patients avec un greffon riche en lymphocytes T CD4+CCR7+. 

L’ensemble de ces données nous a conduit à émettre l’hypothèse que le contenu global 

du greffon en cellules T naïves, mémoires centrales et/ou mémoires effectrices pourrait 

influencer la survenue et la sévérité des complications post-greffe notamment la GVH aiguë. 

Nos résultats, ont été confirmés par une étude chez l’homme.177 Une autre étude chez 

la souris a démontré que l’absence de CCR7 était responsable d’une absence de 

l’alloréactivité dans le sens de la GVH tout en conservant un effet GVL contre une allogreffe 

d’une ligne tumorale.178 

Afin d’assoir le concept d’allo-CSH à partir d’un greffon pauvre ou 

spécifiquement appauvri en lymphocytes T CD4+CCR7+, il nous a paru nécessaire : 

� (1) de confirmer nos résultats cliniques de l’impact de la composition du 

greffon sur les complications immunologiques post-greffe sur une cohorte plus 

importante de malades.  

� (2) d’explorer in vitro l’alloréactivité propre à chaque S/ population 

lymphocytaire T dans un modèle de compatibilité HLA faisant intervenir des 

différences uniquement au niveau des antigènes mineurs.  

� (3) de vérifier de l’absence d’altération de la réponse anti-infectieuse après 

déplétion. 

� (4) enfin le maintien de l’immunité anti-tumorale (projet en perspectif pour 

notre laboratoire). 
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Ces résultats ont fait l’objet de la rédaction de 3 manuscrits dont sont 2 sont sous 

presse et 1 qui est accepté pour publication.  

- Le premier est soumis à Pathologie Biologie Paris et en révision mineure signée 

en 1er auteur. 

- Le second soumis à European Journal of Hematology, et en cours de révision 

signée en 1er co-auteur. 

- Le troisième article soumis à Bone Marrow Transplantation, et accepté et signée 

en 1er auteur. 
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Nous allons présenter successivement nos travaux concernant :  

 

1) L’impact de la composition du greffon en lymphocytes T naïfs et mémoires sur le 

devenir de la greffe  (cohorte de confirmation) 

 

2) L’alloréactivité propre de chaque sous-population lymphocytaire T in vitro dans 

une situation de compatibilité HLA 

 

 

3) Maintien de de la réponse antivirale après déplétion partielle et sélective des 

lymphocytes T CD4+CCR7+. 

 
 
 

A) Impact de la composition du greffon sur le devenir de l’allogreffe 
(cohorte de confirmation. 

 

Entre janvier 2008 et décembre 2010, nous avons analysé la composition des greffons 

de moelle osseuse et de cellules souches périphériques mobilisées par G-CSF, immédiatement 

avant leur réinjection au receveur. Par ailleurs, nous avons suivi de façon prospective les 

receveurs afin de pouvoir rechercher les éventuelles relations entre la composition du greffon 

en lymphocytes T naïfs et mémoires et les événements post-greffe. 

 

1) Critères d’Inclusion / Exclusion 

 

Donneurs  
1) Tous les donneurs consentants de CSH (MO ou CSP) sont inclus. Les analyses 

immunophénotypiques se font sur une aliquote de 1 mL prélevée sur la poche destinée 

au receveur. Pour les donneurs lillois, l’étude des sous-populations lymphocytaires T 

du sang périphérique est réalisée sur le prélèvement destiné à compléter le typage 

HLA au niveau allélique. 

2) Sont exclus : 

  - Les sangs placentaires 
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 - Les greffons issus de donneur syngéniques 

 - Les greffons ayant été congelés 

 - Les greffons T-déplétés 

Receveurs 
Tous les receveurs d’allo-CSH dont les greffons ont pu être analysés 

 

2) Suivi Clinique 
 

Les patients sont suivis prospectivement, pendant deux ans, en particulier pour les données 

suivantes : 

• Immunosuppression post-greffe 

• Prise ou rejet de greffe (date de survenue, traitement, évolution…) 

• GVH aiguë (date de survenue, grade maximum, traitement, évolution)  

• GVH chronique (date de survenue, grade maximum, traitement, évolution) 

• Rechute de la maladie sous-jacente (date, traitement, devenir) 

• Infections graves (virus, parasites, infections fongiques..) 

 

L’étude de suivi est conduite en considérant la survie globale (temps écoulé entre la 

greffe et le décès quelle qu’en soit la cause), la survie sans évènements (survie depuis la 

greffe sans évidence de rechute) et la mortalité liée à la transplantation (décès sans évidence 

de rechute). L’analyse de la GVH aiguë porte sur le délai d’apparition (censure à 100 jours ou 

à la date de décès) et la sévérité (grade I à IV).179 Les différences de probabilité de survie sont 

estimées par la méthode de Kaplan-Meyer.180 Pour chaque paramètre, les analyses univariées 

sont faites par test Log-Rank,181 les analyses multivariées selon le modèle proportionnel de 

Cox.182 

Ce projet a été examiné par le CCPPRB de Lille (CP03/86), qui a estimé que « cette 

étude n’entraînait aucune contrainte pour les patients puisqu’elle concernait des prélèvements 

déjà disponibles. Elle ne rentre donc pas dans le cadre de la loi Huriet ». Toutefois, les 

donneurs et les receveurs (ou les parents pour les mineurs) ont signé un formulaire de 

consentement éclairé avant l’inclusion dans l’étude. 
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3) Suivi biologique de routine 
 

• Chimérisme sur lymphocytes T du sang périphérique 

• Biologie standard 

• Antigénémie CMV, PCR virales et antigénémie aspergillaire 

 

4) Calendrier du suivi immunologique 
 

Lors de l’allogreffe de CSH : 

Un échantillon de 1 mL de la poche injectée (au maximum 2% du volume) est expédié 

au laboratoire pour immunophénotypage. 

L’ensemble des prélèvements est acheminé à température ambiante et analysé au 

laboratoire d’Immunologie dans les 24h. 

 

5) Etude immunologique 
 

- Les analyses sont effectuées sans étape d’isolement des cellules mononucléées, pour 

éviter l’introduction d’un biais dans la distribution des sous-populations lymphocytaires.183  

- Tous les échantillons sont étudiés sans dilution préalable à l’exception des CSP qui 

sont étudiées après une dilution au 1/10° avec du tampon phosphate salin.  

 

6) Choix des marqueurs :  
 

L’expérience du laboratoire nous conduit à préférer la combinaison des marqueurs 

CD45RA et CCR7. L’expression de CD62L sur les cellules TCM et TEM est en effet plus 

hétérogène puisque certaines lymphocytes CD45RAnegCCR7+ peuvent avoir perdu 

l’expression du CD62L et, inversement, certains lymphocytes CCR7neg peuvent encore garder 

l’expression du CD62L.114 120 Ces marqueurs sont combinés avec l’étude du récepteur CD28. 

La perte d’expression du marqueur CD28 est particulièrement associée aux fonctions 

cytotoxiques.98 125 126 
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7) Manuscrit #1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Impact de la composition du greffon sur le devenir des patients après une allogreffe de 
cellules souches hématopoïétiques : corrélation entre proportion des lymphocytes T 
CD4+ du greffon exprimant le CCR7 et la survenue d’une GVH aiguë. 
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Impact de la composition du greffon sur le devenir des patients après une 
allogreffe de cellules souches hématopoïétiques : corrélation entre 
proportion des lymphocytes T CD4+ du greffon exprimant le CCR7 et la 
survenue d’une GVH aiguë. 
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Résumé 
Dans une précédente étude prospective portant sur 62 couples donneur/receveur nous avons 
pu étudier l'impact de la composition du greffon en cellules T de phénotypes naïfs et 
mémoires sur le devenir des receveurs d’allogreffes à partir d'un donneur HLA-identique 
apparenté ou non; et nous avons pu démontrer qu’une proportion élevée de lymphocytes T 
CD4+CCR7+ dans le greffon était un facteur de risque de la survenue, la précocité et la 
sévérité de la GVH aiguë, sans influence sur la GVH chronique ou la rechute.  
Nous confirmons dans cette seconde étude nos résultats cette fois-ci sur une cohorte de 137 
malades consécutifs et suivis de façon prospective.  
Nos résultats constituent une étape importante soutenant le concept d’une T déplétion partielle 
et sélective du greffon en lymphocytes T CD4+CCR7+ dans le but de réduire le risque de GVH 
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aiguë sans diminuer le potentiel d’effet GVL du greffon notamment chez les donneurs 
présentant un taux élevé de lymphocytes T CD4+ naïfs et/ou mémoires centrales . 
 
Abstract 
In a previous prospective study on 62 patients who underwent an HLA-matched allogeneic 
stem cell transplantation we have observed that proportion of donor-derived CCR7+/CD4+ T 
cells in the graft provided a predictive indicator of acute GVHD without interfering on 
chronic GVHD and relapse rate. Here we present our results on a confirmatory cohort of 137 
consecutive patients. Indeed, patients who received more than 76% of CCR7+/CD4+ T cells 
in the graft developed more often acute GVHD be it of low or high grade than those how did 
not. 
Determination of the CCR7+/CCR7neg ratio of CD4+ T cells in the graft provides a 
predictive indicator of acute GVHD and could help to define strategies of partial selective T-
cell depleted transplantation. 
 
 
 
Introduction 
L’allogreffe de Cellules Souches Hématopoïétiques (allo-CSH) est le seul traitement curatif 
d’un certain nombre de maladies hématologiques malignes. Véritable immunothérapie 
adoptive, cette approche est destinée à prévenir la rechute d’une hémopathie maligne grâce à 
la réponse immunologique du greffon contre la maladie (effet GVL, Graft Versus Leukemia), 
dans lequel les lymphocytes T apportés par le greffon sont déterminants.[1-4] Ces derniers 
peuvent aussi compromettre le devenir du patient, en induisant une réaction du greffon contre 
l'hôte (GVH, Graft Versus Host). Toutes ces réactions immunologiques impliquent les 
lymphocytes T du donneur et sont interdépendantes entre elles.  
L’analyse des populations lymphocytaires intervenant dans la GVL, la GVH et la prise de 
greffe doit prendre en compte l’état de maturation et de différenciation des cellules présentes 
dans les greffons. Les données de la littérature actuellement disponibles portent 
essentiellement sur le rôle respectif des populations lymphocytaires T majeures (lymphocytes 
T CD4+ et CD8+) dans la survenue de la GVH et/ou la prise de greffe [5-7] mais sans 
différencier le rôle des cellules T naïves ou mémoires. On peut, en effet, se demander si ces 
deux catégories de cellules (naïves et mémoires) ont le même potentiel d’alloréactivité et si ce 
potentiel diffère selon qu’on considère le compartiment CD4+ ou le compartiment CD8+. 
Du point de vue de leurs immunophénotypes respectifs, la caractérisation est plus difficile. Il 
est nécessaire d’associer au marqueur classique CD45RA d’autres marqueurs membranaires, 
parmi lesquels des récepteurs de trafic cellulaire et domiciliation (CCR7 et CD62L) ont été les 
plus utilisés.[8] Les travaux de Sallusto, de Callan et de Farber,[8-10] indiquent que les 
lymphocytes T naïfs se définissent par leur coexpression de l’isoforme CD45RA, de CCR7 (et 
CD62L) et de CD28 (et CD27) en l’absence d’expression de récepteurs de chimiokines 
inflammatoires tels que CXCR3 ou CCR4. A côté des lymphocytes naïfs, on dénombre au 
moins trois sous-populations de cellules non naïves à savoir les cellules T “ mémoire 
centrale ” (TCM), les cellules T “ mémoire effectrice ” (TEM) et les cellules T de 
“différenciation terminale” (TTD TTD).  
Suite à une première étude (cohorte exploratoire) de 62 allogreffes réalisées dans le service 
des Maladies du Sang, nous avons pu étudier l'impact de la composition du greffon en cellules 
T de phénotypes naïfs et mémoires sur le devenir des receveurs d’allogreffes à partir d'un 
donneur HLA-identique apparenté ou non et nous avons pu démontrer qu’une proportion 
élevée de lymphocytes T CD4+CCR7+ dans le greffon était un facteur de risque de la 
survenue, la précocité et la sévérité de la GVH aiguë, sans influence sur la GVH chronique ou 
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la rechute. A noter que les valeurs absolues des sous-populations lymphocytaires T n’avaient 
aucun impact sur le devenir des patients notamment sur le développement de la GVH 
aiguë.[11] 
Dans une autre étude, nous avons montré que la proportion de lymphocytes T CD4+CCR7+ 
présentait une grande variabilité interindividuelle, mais que les caractéristiques 
démographiques et le statut sérologique du donneur n’avaient pas d’influence notable sur la 
richesse du greffon en lymphocytes CD4+CCR7+.[12]  
Afin de confirmer notre première étude, nous avons conduit une seconde étude sur une 
nouvelle cohorte de 137 malades consécutifs et suivis de façon prospective (cohorte de 
confirmation). 
Notre but étant de valider à terme le concept d’une T déplétion CD4+ partielle et sélective. 
Cette dernière approche est basée sur l’hypothèse est qu’une simple réduction du pourcentage 
des lymphocytes expriment le CCR7+ au sein des lymphocytes T CD4+ du greffon pourrait 
suffire à réduire le risque de GVH aiguë sans diminuer le potentiel GVL du greffon 
notamment dans le cas des donneurs chez qui les proportions des lymphocytes T CD4+ naïfs 
et/ou mémoires centrales sont abondantes. 
 

Patients et Méthodes 

Entre janvier 2008 et décembre 2010, nous avons analysé la composition des greffons de 
moelle osseuse (MO) et de cellules souches périphériques mobilisées par G-CSF (CSP), 
immédiatement avant leur réinjection chez 137 receveurs. Par ailleurs, nous avons suivi de 
façon prospective les receveurs afin de pouvoir rechercher les éventuelles relations entre la 
composition du greffon en lymphocytes T naïfs et mémoires, les événements post-greffe.[13, 
14] Ce projet a été approuvé par le CCPPRB de Lille (CP03/86), et tous les receveurs (ou les 
parents pour les mineurs) ont signé un formulaire de consentement éclairé avant la greffe. 
Afin d’avoir une population la plus homogène possible nous avons exclus de l’étude les 
patients ayant reçu du sang placentaire, les greffons issus de donneur syngénique, les greffons 
ayant été congelés et les greffons T-déplétés ex-vivo. Les caractéristiques des patients et 
donneurs sont résumé dans le tableau 1. 
Un échantillon de 1 mL de la poche injectée (au maximum 2% du volume) est expédié au 
laboratoire à température ambiante et analysé dans les 24h. Les analyses sont effectuées sans 
étape d’isolement des cellules mononucléées, pour éviter l’introduction d’un biais dans la 
distribution des sous-populations lymphocytaires.[15] Tous les échantillons sont étudiés sans 
dilution préalable à l’exception des CSP qui sont étudiées après une dilution au 1/10° avec du 
tampon phosphate salin. L’expérience du laboratoire nous conduit à préférer la combinaison 
des marqueurs CD45RA et CCR7. L’expression de CD62L sur les cellules TCM et TEM est en 
effet plus hétérogène puisque certains lymphocytes CD45RAnegCCR7+ peuvent avoir perdu 
l’expression du CD62L et, inversement, certains lymphocytes CCR7neg peuvent encore garder 
l’expression du CD62L.[8, 10] Tous les immunomarquages lymphocytaires ont été réalisés 
sur sang total et analysés dans les 24h suivant le prélèvement. Les immunophénotypages ont 
été réalisés par immunomarquage multiple (voir tableau 2) avec les anticorps suivants : anti-
CD45 (PC7), anti-CD3, anti-CD4 (Fitc), anti-CD8 (APc), anti-CD19 (Pc5), anti-CD56 (Pe), 
anti-CD3 (Fitc), anti-CD16 (Pe), anti-CD45RA (Fitc) de la Société Beckman-Coulter, anti-
CD3 (Pc7), anti-CD56 (Fitc) et anti-CD4 (Pc7) de la Société Becton Dickinson et l’anticorps 
anti-CCR7 (Pe) de la Société R&D. Pour les CSP, après incubation de 100 µL de l’échantillon 
avec les anticorps pendant 10 minutes, une lyse automatisée à l’aide d’un automate TQ-
PrepTM – Coulter (Solution ImmunoPrepTM Reagent System, Beckman Coulter) est 
effectuée. Pour les prélèvements médullaires, en raison d’une fragilité cellulaire, la lyse des 
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globules rouges a été faite par 1 mL de Versalyse (Beckman-Coulter) suivi par une agitation 
de 30 secondes (vortex) puis une incubation de 20 min à température ambiante. Après cette 
étape de lyse, deux lavages en tampon isotonique sont nécessaires avant lecture au cytomètre 
en flux (FC500, Beckman Coulter). 
 
Analyses statistiques 
 
L’étude de suivi est conduite en considérant la survie globale (temps écoulé entre la greffe et 
le décès quelle qu’en soit la cause), la survie sans évènements (survie depuis la greffe sans 
évidence de rechute) et la mortalité liée à la transplantation (décès sans évidence de rechute). 
L’analyse de la GVH aiguë porte sur le délai d’apparition (censure à 100 jours ou à la date de 
décès) et la sévérité (grade I à IV ou grade II-IV).[16] Les différences de probabilité de survie 
sont estimées par la méthode de Kaplan-Meyer. Pour chaque paramètre, les analyses 
univariées sont faites par test Log-Rank, Mis à part la population lymphocytaire T 
CD4+CCR7+ qui a été systématiquement incluse, seuls les facteurs avec une valeur de p< 0.15 
en univariées, ont été considérés pour les analyses multivariées. Ces dernières ont été 
effectuées selon le modèle proportionnel de Cox.[17]Le logiciel IBM SPSS statistics v19 a été 
utilisé. 

 
Résultats : 
 
Etude des greffons 
Le tableau 3 représente la répartition des sous populations lymphocytaires T en valeurs 
absolues et pourcentages pour l’ensemble des greffons puis en fonction du type du greffon à 
savoir les greffons médullaires et les CSP. Alors la quantité des lymphocytes T prélevée dans 
les CSP était très supérieure à celle prélevée avec les greffons médullaires, il n’y avait pas de 
différence qualitative entre les deux types de greffons lorsque l’on a comparé les 
pourcentages. 
 
Devenir des patients 
A la date de l’analyse, les taux de survie globale, survie sans événement, rechute étaient 
respectivement de 65%, 53% et 27%. Cinquante-deux patients (38%) ont développé une GVH 
aiguë dont 44 patients (32%) de grade II-IV et 20 patients (15%) de grade III-IV. Trente-sept 
patients (27%) ont rechuté après la greffe. 
 
Analyses univariées 
Le tableau 4 résume les résultats des analyses univariées en terme de survie globale, survie 
sans événement, rechute, GVH aiguë de grade I-IV ou II-IV.  
Tous les facteurs suivants n’avaient pas d’impact sur le devenir des patients à savoir âge du 
receveur, le diagnostic de l’hémopathie sous-jacente, l’origine du greffon, le type de 
conditionnement et l’utilisation du sérum anti-lymphocytaire. 
Alors que le statut à la greffe influençait la survie globale (p=0.03), la survie sans événement 
était influencée par le type de conditionnement (p=0.02). Aucun facteur n’a été identifié pour 
influencer l’incidence de la rechute. L’incidence de la GVH aiguë était influencée par le sexe 
du receveur et le type de donneur (apparenté versus non-apparenté) et surtout par la présence 
d’une proportion > 76% de cellules lymphocytaire T CCR7+/CD4+dans le greffon (p=0.05 et 
0.022 respectivement pour la GVH aiguë de grade I-IV et II-IV). A noter que nous n’avons 
pas trouvé d’impact sur la GVH aiguë des sous populations CD4+ naïve et TCM lorsque ces 
deux populations ont été étudiées séparément. 
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Analyses multivariées 
Le tableau 4 résume les résultats des analyses multivariées en terme de survie globale, survie 
sans événement, GVH aiguë de grade I-IV ou II-IV. Aucun facteur n’a été retrouvé pour 
influencer l’incidence de la rechute de la maladie sous-jacente. 
La survie globale était influencée par le statut de la maladie à la greffe (p=0.028), la survie 
sans événement était meilleure chez les patients ayant reçu un conditionnement myéloablatif 
(p=0.013). Une proportion élevée de lymphocytes T CCR7+/CD4+ ainsi que le donneur non 
apparenté étaient les deux facteurs influençant négativement la survenue d’une GVH aiguë de 
grade I-IV. La proportion des lymphocytes T CCR7+/CD4+ n’avait aucun impact sur le 
devenir des patients par ailleurs notamment sur le risque de rechute. 
 

Discussion 
 
Nous avions déjà observé dans une première étude exploratrice qu’une proportion élevée de 
lymphocytes T CD4+CCR7+ dans le greffon était un facteur de risque indépendant de la 
survenue, la précocité et la sévérité de la GVH aiguë dans le cas des allogreffes à partir d'un 
donneur HLA-compatible.[18] Nous avions pu, par ailleurs, confirmer ces résultats in vitro 
dans un modèle de culture mixte lymphocytaire unidirectionnelle. Cette nouvelle étude de 
confirmation, valide nos premiers résultats dans une plus grande série de malades. Nos 
résultats apportent pour la première fois, à notre connaissance, la preuve de l’implication de la 
fraction lymphocytaire T CD4+CCR7+ (composée de lymphocytes T naïfs et de TCM) dans la 
GVH aiguë in vivo chez l’homme. Un pourcentage élevé de cette fraction au sein des 
lymphocytes T CD4+ ne semble pas, par ailleurs, interférer sur les autres complications post-
greffe notamment l’effet GVL. A noter que les valeurs absolues des sous-populations 
lymphocytaires T, n’avaient pas d’impact sur le devenir des patients notamment en terme de 
GVH aiguë confirmant notre constations initiale.[18] 
Nos résultats, ont été confirmés par une autre étude chez la souris qui a démontré que le 
manque de CCR7 était responsable d’une absence de l’alloréactivité dans le sens de la GVH 
tout en conservant un effet GVL contre une allogreffe d’une lignée tumorale.[19] 
Bien que la GVH puisse avoir un effet adjuvant sur la GVL,[20] certaines données cliniques 
et expérimentales laissent à penser que ces deux effets sont médiés par des clones T 
différents.[21-23] 
Afin de dissocier l’effet GVL de la GVH, plusieurs approches ont été essayées. Ainsi, 
l’équipe de Besançon a déjà publié son expérience en testant la T-déplétion conditionnelle in 
vivo en présence de GVH.[24] D’autres équipes ont rapporté les résultats d’une déplétion 
spécifique ex vivo des lymphocytes T alloréactifs dans le cadre des allo-CSH[25] ou 
d’induction d’une anergie.[26] Les deux populations lymphocytaires T CD4+ ou CD8+ sont 
très hétérogènes et peuvent être divisées schématiquement en lymphocytes naïfs et 
lymphocytes mémoires. D’un point de vue conceptuel, la définition des lymphocytes T naïfs 
est claire : il s’agit de lymphocytes T libérés par le thymus, ensemençant le compartiment 
lymphoïde périphérique et y circulant en permanence dans l’attente d’une stimulation 
antigénique par des cellules dendritiques matures dans les organes lymphoïdes secondaires. 
L’ensemble de ces données nous a conduit à émettre l’hypothèse que le contenu global du 
greffon en cellules T naïves, mémoires centrales et/ou mémoires effectrices pourrait 
influencer la survenue des complications post-greffe notamment la GVH aiguë. 
Nos résultats, avec les données de la littérature,[26-31] apportent un support au concept 
attractif de greffes à partir d’un greffon pauvre ou spécifiquement appauvri en lymphocytes T 
CD4+CCR7+ tout en perfusant des lymphocytes T mémoires T CD4+CCR7neg exposant moins 
au risque de déclencher une GVH aiguë mais dotés d’activité de mémoire antiinfectieuse.  
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La raison pour laquelle les lymphocytes T mémoires CCR7neg seraient moins aptes à 
déclencher une GVH aiguë n’est pas clairement établie. Plusieurs hypothèses peuvent être 
envisagées  essentiellement, l’absence d’expression de molécules de domiciliation telles que 
le CCR7 et le CD62L, garants du trafic cellulaire entre le sang périphérique et les organes 
lymphoïdes secondaires (OLS), peut en partie expliquer le défaut de déclenchement du 
processus de GVH aiguë par les lymphocytes T naïfs et TCM.[32-37] Un répertoire 
clonogénique plus restreint des lymphocytes T mémoires CCR7neg peut également expliquer 
l’incapacité de ces derniers à déclencher une GVH aiguë en dehors de l’immunité 
hétérologue. Arstila et al.[38] ont montré, chez l’homme, que les lymphocytes 
CD4+CD45RAneg ont un répertoire environ cent fois moins diversifié que les lymphocytes 
CD4+CD45RA+, mais cette étude n’a pas distingué les cellules CD4+CD45RAnegen TCM 
TCM.et en TEM. Enfin, une troisième possibilité, non exclusive des précédentes, serait que les 
lymphocytes CD4+ mémoires CCR7neg aient un potentiel d’expansion clonale plus limité que 
les TCM et les lymphocytes naïfs, ce qui limiterait d’autant leur potentiel agressif chez le 
receveur. En effet, Sallusto et al.[8, 10] ont retrouvé des télomères plus raccourcis dans les 
lymphocytes T CD4+CCR7neg. Ceux-ci peuvent être conduits vers la sénescence réplicative 
sous l’influence des stimulations antigéniques répétées liées aux infections virales 
chroniques.[39, 40] Au contraire, les lymphocytes TCM conservent un potentiel réplicatif 
conséquent surtout en présence de CD qui potentialise leur capacité de réponse.[41, 42] 
Le maintien de l’effet antitumoral malgré un greffon relativement pauvre en lymphocytes T 
CD4+CCR7+ peut se justifier par le fait que la proportion de cellules naïves et mémoires CD4+ 
est indépendante de la composition du greffon en cellules NK et autres cellules cytotoxiques 
(CD8+) plus impliquées dans l’effet GVL, même si un minimum de lymphocytes T CD4+ 
helper reste indispensable. Nos résultats ont également été vérifié in vitro dans un modèle 
murin où non seulement la diminution de l’incidence de la GVH a été observée mais aussi la 
préservation de l’effet anti-tumoral malgré l’utilisation des greffons provenant des souris KO 
pour le CCR7.[19] 
Nous estimons que le fait de recevoir un greffon contenant une proportion élevée de 
lymphocytes T CD4+CCR7+ est une condition nécessaire mais non suffisante pour le 
développement d’une GVH aiguë dans la mesure où près de 40% de patients ayant reçu une 
proportion très élevée de ces cellules n’ont pas développé de GVH aiguë et à l’inverse, aucun 
des malades ayant reçu une proportion faible < 65% (< 25° percentile) n’a présenté de GVH 
aiguë. Toutefois, le risque de développer une GVH aiguë reste proportionnel au pourcentage 
de lymphocytes T CD4+CCR7+. 
Les lymphocytes T régulateurs (Treg) CD4+CD25+ jouent un rôle dans la tolérance à la greffe 
et devraient s’opposer à l’installation d’une GVH[19] notamment ceux exprimant le récepteur 
CD62L ou CCR7.[43-45] Nous n’avons pas analysé dans les greffons les proportions des 
lymphocytes Treg. Une proportion élevée de ces dernières peut, en partie, expliquer l’absence 
de GVH aiguë chez certains patients avec un greffon riche en lymphocytes T CD4+CCR7+. 
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Table 1: Caractéristiques des donneurs et receveurs  

Caractéristiques   

Age du receveur à la greffe, médian ans (extrêmes)  48 (7-67) 

Diagnostic nombre (%) 
Leucémie aiguë 
Syndrome myéloprolifératif 
Syndrome Lymphoproliferatif  

 
66 (48) 
19 (13) 
52 (37) 

Sexe match, no (%)  
D masculin – R masculin 
D masculin – R féminin 
D féminin – R masculin  
D féminin – R féminin  

 
52 (38) 
28 (20) 
28 (20) 
26 (19) 

Type du donneur, no. (%)  
Fratrie HLA-compatible 
Non-apparenté HLA-compatible (10/10)  
Non-apparenté HLA-différent (9/10)  

 
71 (52) 
56 (41) 
10 (7) 

 

Sérologie CMV (%)  
D positif – R positive  
D positif – R négatif  
D négatif – R positif  
D négatif – R négatif 

 
28 (20 
24 (18) 
25 (18) 
60 (44) 

Greffon, no. (%)  
Moelle osseuse 
Cellules souches périphériques 

 
105 (77) 
32 (23) 

Type de Conditionnement, no. (%)  
Myéloablatif  
Atténué 

 
80 (68) 
58 (42) 

Sérum anti-lymphocytaire, no. (%)  
Oui 
non 

 
24 (18) 
113 (82) 

Irradiation Corporelle Totale 
Oui 
Non 

 
55 (40) 
82 (60) 

 



 

 50 

 
Tableau 2. Définitions des sous-populations lymphocytaires. 

Sous population Marqueur repère* Marqueurs complémentaires 
 
Populations générales 

  

 
T Totale  

 
CD45+ 

 
CD3+ 

 
T CD4+  

 
CD45+ 

 
CD3+CD4+ CD8neg 

 
T CD8+  

 
CD45+ 

 
CD3+CD4neg CD8bright 

 
T CD56+  

 
CD45+ 

 
CD3+ CD56+ CD16+/CD16neg 

 
Natural killer 

 
CD45+ 

 
CD3neg CD56+ CD16+/CD16neg 

 
Lymphocytes B 

 
CD19+ 

 
 

 
Population CD4+

� 

  

 
Naïve  

 
CD4+ 

 
CCR7+ CD45RA+ 

 
Mémoires centrales (TCM) 

 
CD4+ 

 
CCR7+ CD45RAneg 

 
Mémoires effectrices (TEM) 

 
CD4+ 

 
CCR7neg CD45RAneg 

 
Différenciation terminale (TTD) 

 
CD4+ 

 
CCR7neg CD45RA+  

 
Population CD8+

� ** 

  

 
Naïve  

 
CD8bright 

 
CCR7+ CD45RA+ 

 
Mémoires centrales (TCM) 

 
CD8bright 

 
CCR7+ CD45RAneg 

 
Mémoires effectrices (TEM) 

 
CD8bright 

 
CCR7neg CD45RAneg 

 
Différenciation terminale (TTD) 

 
CD8bright 

 
CCR7neg CD45RA+ 

* utilisé pour conditionner l’analyse sur les cellules d’intérêt, en association avec les paramètres de taille et de structure (Forward et side 
scatter) ;. ** Seulement les cellules exprimant un haut niveau de CD8 (CD8bright) ont été considérées comme des lymphocytes T ; � CD4+ 
et CD8+ naïves et mémoires ont été subdivisés en CD28+ et CD28neg. 
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Table 3. Numération et répartition en pourcentage des sous-populations selon l'origine du greffon 
 Population générale 

médiane (IQR, 25-75%) 
Moelle osseuse 

médiane (IQR, 25-75%) 
SCP 

médiane (IQR, 25-75%) 
p 

CD34+cells (106/kg du receveur)  3.8 (2.7-5.2) 3.8 (2.6-4.5) 5 (3.1-6.3)  

Lymphocyte  
Numération (109/mm3)  
Valeur 106/par kg du poids du receveur 

 
4.4 (1.7-69.7) 

53.7 (29.4-181.1) 

 
2,0 (1,6-24,8) 

28,1(28– 109,9) 

 
306,2(3,2-442,6) 

697,5(50,9-1085,9 

 
<0.001 
<0.001 

Lymphocytes CD3+ 

Valeur 106/par kg du poids du receveur  
Pourcentage 

 
37.0 (20.1-123.1) 

72 (66-75) 

 
19,6 (18,5-77) 
71,5 (66-75) 

 
517,1 (30,1-793,2) 

75 (68-78) 

 
0.001 
0.191 

 Lymphocytes CD4+ 

Valeur 106/par kg du poids du receveur  
Pourcentage 

 
13.8 (8.0-56.1) 

41 (35-45) 

 
7,8 (7,3-29,3) 

40 (35-44) 

 
235,3 (115-376,6) 

43 (36-48) 

 
<0.001 
0.244 

Sous-population % 
CCR7+ 

Naïve  
TCM 

CCR7nég 
TEM 

TTD 

 
76.0 (69.4-82.2) 
45.0 (34.7-55.7) 
29.3 (21.4-35.6) 
24.0 (18.0-31.0) 
21.5 (15.0-27.8) 

1.8 (1.0-3.0) 

 
80,8 (67,9-80,7) 
50,5 (35,4-55,2) 
29,7 (21-35,4) 

19,5 (19,7-33,1) 
17,5 (16,2-9,1) 

1,5 (1-3) 

 
71 (70-83,3) 

37 (33,5-55,1) 
34 (24,5-38,7) 
29,5 (16,7-30) 
25,5 (13-26,8) 
3,5 (0,8-2,2) 

 

 
0.350 
0.552 
0.214 
0.280 
0.258 
0.075 

 

 Lymphocytes CD8+ 

Valeur 106/par kg du poids du receveur  
Pourcentage 

 
11.5 (6.2-42.7) 

32 (27-36) 

 
6,5 (5,7-25) 
33 (27-37) 

 
153,2 (9,3-253,1) 

40 (28-35) 

 
<0.001 
0.572 

Sous-population (%) 
CCR7+ 

Naïve  
TCM  

CCR7nég 
TEM 

TTD 

 
48.6 (35.8-28.0) 
42.0 (28.9-53.3) 

5.2 (2.7-9.3) 
51.4 (42.0-64.2) 
24.8 (15.0-15.5) 
24.2 (14.9-34.4) 

 
47(31,6-57) 

39,4(26,9-51,8) 
8,6(2,6-8,4) 

53,1(42,3-68,4) 
31,7(15-35,8) 

21,1(16,6-33,9) 

 
46,6(39,6-58,8) 
39,4(32,3-53,9) 
7,2(3,6-12,1) 

53.5 (41,3-60,4) 
18,6(13-33,6) 

34,9(13,7-34,1) 

 
0.192 
0.441 
0.077 
0.192 
0.274 
0.315 

Abréviation : TCM : central mémoire ; TEM : effecteur mémoire ; TDD : différenciation terminale. 
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Tableau 4. Analyses univariées. Pourcentages et valeurs du test Log-Rank  
   Survie 

Globale 
 Survie 

sans 
événemen

t 

 Rechute  GVH aiguë 
1-4 

 GVHD aiguë 
2-4 

Caractéristiques initiales N 
de 
pts 

 % p  % p  % p  % p  % p 

Âge du malade 
 ≤ 48 ans 
 > 48 ans 
 

 
67 
69 

  
70 
70 

 
.32 

  
56 
51 

 
.66 

  
32 
22 

 
.23 

  
36 
43 
 

 
.20 

  
26 
38 

 
.17 

Sexe du receveur  
 Masculin 
 Féminin 
 

 
82 
54 

  
86 
66 

 
.15 

  
49 
60 

 
.23 

  
30 
32 

 
.22 

  
44 
29 

 
0.09 

  
39 
22 

 
.05 

Diagnostic   
 Syndromes myéloprolifératifs * 
 Syndromes Lymphoprolifératifs 
** 
 
 

 
59 
77 
 

  
70 
62 
 

 
.11 

 
 

  
57 
51 

 
.11 

  
28 
26 

 
.46 

  
35 
40 

 
.46 

  
30 
34 

 
.63 

Type de donneur  
 apparenté 
 non-apparenté 10/10 
 

 
70 
66 

  
70 
60 

 
.34 

  
54 
53 

 
.99 

  
27 
27 

 
.93 

  
31 
45 

 
.05 

  
24 
41 

 
.019 

Origine du greffon  
 MO 
 CSP 
 

 
104 
32 

  
64 
72 

 
.34 

  
51 
63 

 
.19 

  
29 
28 

 
.30 

  
38 
37 

 
.69 

  
33 
28 

 
.46 

Statut à la greffe 
 Répondeurs  
 Progressifs 
 

 
89 
47 

  
71 
55 

 
.03 

  
58 
45 

 
.07 

  
27 
28 

 
.45 

  
37 
40 

 
.70 

  
22 
22 

 
.96 

Conditionnement 
 Myéloablatif 
 Atténué 
 

 
80 
58 

  
71 
59 

 
.07 

  
61 
43 

 
.02 

  
25 
29 

 
.22 

  
28 
28 

 
.96 

  
32 
33 

 
1.00 

Sérum anti-lymphocytaire 
 Non 
 Oui 
 

 
113 
24 

  
68 
54 

 
.19 

  
53 
54 

 
.99 

  
32 
4 

 
.09 

  
40 
29 

 
0.52 

  
33 
29 

 
.92 

Composition du greffon 
Ratio TCD4+ CCR7+/TCD4CCR7neg  
 ≤ 76 
 > 76 
 

 
 

69 
65 

  
 

65 
66 

 
 

.80 

  
 

51 
56 

 
 

.53 

  
 

29 
26 

 
 

.62 

  
 

29 
47 

 
 

.05 

  
 

22 
42 

 
 

.022 

GVHD: Graft-Versus-Host Disease; * Syndromes myéloprolifératifs incluant les leucémies aigues myéloides, myélodysplasies et 
l’ensemble des Sd myéloprolifératifs chroniques. ** Syndromes lymphoprolifératifs incluant les leucémies aiguës lymphoblastiques et 
l’ensemble des syndromes lymphoprolifératifs chroniques. SCP : cellules souches périphériques.MO : Moelle osseuse. 
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Tableau 5. Analyses multivariées. 
 Survie Globale Survie sans 

événement 
GVH aiguë 1-4 GVHD aigu¨2-4 

 RR [95%CI] p RR [95%CI] p RR [95%CI] p RR [95%CI] p 

Statut à la greffe 
 Répondeur  
 Progressif  
 

 
1  

1..92 [1.07-3.44] 

 
 

0.028 

 
- 

  
- 

  
- 

 

Conditionnement 
 Myéloablatif 
 Atténué 
 

 
- 

  
1 

1.87 [1.14-3.08] 

 
 

0.013 

 
- 

  
- 

 

Type de donneur 
 intrafamilial 
 Fichier   
 

 
- 

  
- 

  
- 

  
1 

1.82 [0.98-3.36] 

 
 

0.057 

Composition du greffon 
CD4+CCR7+ 
 < 76% 
 ≥ 76% 

 
- 

 
 
 

 
- 

  
1 

1.73 [0.98-3.03] 

 
0.057 

 
1 

1.93 [1.03-3.62] 

 
0.041 

 
RR: risque relatif. 
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B)  L’alloréactivité propre de chaque sous-population lymphocytaire T in 
vitro dans une situation de compatibilité HLA 

 

1) Justification de l’étude : 
 

L’analyse des complications cliniques survenues chez les receveurs d’allogreffes de 

SCH au regard de la composition en cellules T des greffons (MO ou PBSC) a montré une 

incidence et une sévérité accrues des réactions de GVH aiguës lorsque la proportion en 

cellules T CD4+CCR7+ du greffon était élevée.184 Par leur expression du récepteur de 

chimiokine CCR7, ces cellules peuvent correspondre soit à des cellules T CD4+ naïves soit 

à cellules T mémoires centrales. Nos résultats concluent à l’influence globale de ces cellules 

T, mais n’individualisent pas à ce jour un rôle préférentiel de l’une de ces deux sous-

populations T.  

 

Si nous voulons à terme moduler l’intensité de la réaction alloréactive gouvernée par 

les cellules T CD4+CCR7+ dans la perspective de mieux contrôler la réaction de GVH, nous 

devons démontrer clairement l’alloréactivité accrue exercée par ces contingents 

lymphocytaires T et rechercher si elle concerne préférentiellement les lymphocytes T naïfs 

ou TCM. Dans notre étude clinique, il s’agissait dans la quasi-totalité des cas d’allogreffes 

HLA-identiques, ce qui laisse supposer que le mécanisme des réactions de GVH aiguës 

reposait majoritairement si non exclusivement sur une activation des cellules T alloréactives 

du donneur déclenchée par l’alloreconnaissance des antigènes mineurs du receveur 

présentables par ses allèles HLA.  

 

Notre premier objectif est ainsi d’évaluer l’impact d’une réduction de la proportion de 

cellules T CD4+CCR7+ sur l’intensité de la réponse alloréactive dans un modèle de réaction 

lymphocytaire mixte allogénique (MLR) primaire in vitro. Plusieurs raisons nous 

conduisent à privilégier cette approche : 

- l’utilisation d’un modèle murin ne permettrait pas une évaluation facilement 

transposable du potentiel des cellules T CD4+CCR7+ en raison de l’absence d’une 

bonne concordance entre la classification phénotypique des sous-populations T naïves 
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et mémoires centrales chez l’Homme et chez la souris et des différences entre la GVH 

aiguë humaine et murine expérimentale. 

- la réaction lymphocytaire mixte implique majoritairement l’activation directe des 

cellules T CD4+ et c’est cette réactivité directe en fonction de l’état de différenciation 

des cellules T CD4+ que nous voulons comparer. 

- la corrélation établie entre les proportions de cellules T CD4+CCR7+ dans le sang 

veineux périphérique et le prélèvement médullaire ou de CSP mobilisées par G-CSF 

d’un même sujet légitime une étude à partir des cellules T du sang périphérique 

- enfin, quelle que soit la méthodologie employée pour mesurer la réponse alloréactive, 

la pertinence de notre étude in vitro exige de nous placer en situation de parfaite 

compatibilité HLA. 

 

Nous n’ignorons pas les difficultés inhérentes à une telle approche méthodologique. 

Détecter une réponse alloréactive in vitro entre deux sujets HLA-identiques pose un 

véritable problème. La fréquence des cellules T alloréactives susceptibles d’être activées par 

les mHA est faible et généralement insuffisante pour entraîner une réponse alloréactive 

primaire facilement décelable contrairement aux cultures mixtes lymphocytaires classiques 

HLA-discordantes.185 186  

Pour être capable de mesurer une réponse T alloréactive vis-à-vis des antigènes 

mineurs, nous devons disposer d’un modèle de MLR plus sensible. Plusieurs données de la 

littérature permettent d’envisager son développement : 

- l’utilisation de cellules dendritiques matures stimulantes à la place de cellules 

mononucléées du sang périphérique dans des combinaisons HLA-identiques a été 

testée pour faciliter la présentation et la reconnaissance de mHA.187 Dans ces 

conditions, il est possible d’obtenir pour certaines paires de cellules 

répondeuses/stimulantes une réponse primaire détectable in vitro, d’intensité 

proportionnelle au nombre de CD stimulantes, même si on ne peut exclure la 

présentation d’auto-Ag.  

- la caractérisation des antigènes mineurs présentables par les cellules stimulantes est 

aujourd’hui possible. La séquence des amorces pour déterminer par PCR-SSP les 

antigènes mineurs est disponible 188et l’algorithme développé par l’équipe de Goulmy 

(base de données : http://www.lumc.nl/dbminor) permet de déterminer quels sont les 

antigènes mineurs présentables dans le contexte HLA d’un couple donneur/receveur.  
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Pour mener à bien notre projet, nous avons conduit une étude in vitro dont le but est 

d’avoir une meilleure appréciation des risques d’alloreconnaissance entre deux sujets HLA 

compatibles. Nous avons étudié 6 couples D/R ayant des incompatibilités en antigènes 

mineurs. Nous nous sommes intéressés tout particulièrement aux antigènes mHA présents 

sur le chromosome Y car certains d’entre eux sont présentables par les molécules CMH de 

classe II. Nous avons privilégiés donc pour notre étude les couples donneurs 

féminins/receveurs masculins HLA-identiques. Les receveurs HLA-DQB1*0502/01 sont a 

priori de bons candidats.189  

 

Afin d’induire une réponse primaire détectable entre deux sujets HLA-identiques, 

nous avons utilisé en tant que cellules stimulantes des CDs dérivées de monocytes.190 Le 

manuscrit ci-après détaille la méthode de culture employée ainsi que les résultats.  
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2) Manuscrit #2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Naïve subset develops the most important alloreactive response among 

human CD4+ T lymphocytes in HLA-identical related setting. 

 

 

 

Ce travail a été soumis à la revue European Journal of Hematology. Il a été accepté  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Les références citées dans l’article sont listées à la fin de l’article et non pas à la fin de la thèse. 
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ABSTRACT 

In longitudinal clinical studies, receiving a high percentage of allogeneic donor-derived 

CD4+CCR7+ T cells which include naïve and central memory subsets has been correlated with 

increased incidence and severity of acute GVHD. Whether naïve and central memory CD4+ T 

cell subsets contribute more or equally to alloimmune responses is still unclear in human. The 

aim of the present study was to investigate in vitro the alloreactive response of purified naïve, 

central memory, and effector memory CD4+ T cell subsets in HLA identical setting. By 

coculturing monocyte-derived dendritic cells and purified CD4+ T cell subsets, from healthy 

HLA-identical male and female sibling pairs, we found that naïve CD4+CCR7+CD45RA+ T 

cells developed the highest proliferative response upon stimulation by minor 

histocompatibility antigens and were progressively driven to produce high levels of 

interferon-γ, tumor necrosis factor, and interleukin-6. Comparatively, the central memory 

CD4+CCR7+CD45RAneg subset proliferated to a lower extent and produced very low amounts 

of pro-inflammatory cytokines while the CCR7neg effector memory CD4+ subset was 

unresponsive.  

This study demonstrates the superior capacity of naïve CD4+ T cells to mount a primary 

alloreactive response as compared to central memory T cells. Their proliferative response 

associated with a pro-inflammatory differentiation makes them potential acute GVHD 

inducers. These in vitro results in line with what we have observed in clinical studies and may 

also lend support to approaches of partial selective T cell depletion for GVHD prevention. 

 

 

KEY WORDS : Naïve T-cells, alloreactivity, GVHD, allogeneic stem cell transplantation, 

HLA-identical sibling. 
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INTRODUCTION

Despite human leukocyte antigen (HLA) matching with the donor, many stem cell 

allograft recipients develop acute graft-versus-host disease (GVHD), in large part due to 

minor histocompatibility antigens (mHAgs) disparities.[1, 2] In this setting, mature donor T 

cells are the primary cellular mediators of GVHD, but they are also essential for successful 

engraftment and the curative graft-versus-leukemia (GVL) effect. A critical step in the 

initiation of GVHD is the presentation of alloantigens by host dendritic cells (DCs) [3] that 

migrate into secondary lymphoid organs.[4] Naïve (TN) and central memory T-cells (TCM) 

lack immediate effector function, but their expression of the lymph node homing receptors L-

Selectin (CD62L) and CC-chemokine receptor 7 (CCR7) allows them to colocalize with, and 

respond to, DCs within lymphoid organs, while effector memory cells (TEM) are immediate 

potent effectors which can migrate through extralymphoid tissues.[5] 

Experimental studies have associated the ability to induce GVHD with the CD62L+ T-

cell subsets [6-8] and their efficient access to secondary lymphoid organs.[4, 9, 10] In 

humans, two prospective studies sustain these experimental findings. In a 9/10 to 10/10 HLA-

matched setting, we demonstrated that the incidence and severity of acute GVHD increased 

with the relative proportion of CD4+CCR7+ T cells infused, while influencing neither relapse 

rates nor other transplantation-related events.[11] Chang et al. confirmed recently that 

receiving a high dose of CD4+CD62L+CD45RA+ T cells increased the incidence of acute 

GVHD.[12] Detailed information is missing on the relative frequency of CD4+ T cells capable 

of responding to mHAg disparities within the naïve and the memory T-cell subsets, however. 

Using monocyte-derived DCs derived from HLA-identical sibling volunteers as stimulators, 

we assessed comparatively the proliferative and functional response of individual CD4+ T cell 

subsets.  
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MATERIALS AND METHODS 

Healthy HLA-identical sibling pairs 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from six healthy HLA-identical sibling 

pairs were collected after they signed informed consent forms approved by our institutional 

review board. HLA identity was determined in our Tissue Typing Laboratory at the generic 

level for class I and at the allelic level for class II, using sequence-specific oligonucleotide 

hybridization.  

Generation of dendritic cells (DCs) from monocytes 

Monocytes were purified from total PBMCs by negative selection (Dynabeads Mypure 

Monocyte, Dynal, Invitrogen) and then cultured in complete medium (HEPES-buffered 

RPMI-1640 with 10% heat-inactivated pool of human AB serum, 2 mM L-Glutamine, and 

antibiotics) supplemented with rh IL-4 (15 ng/mL, Immunotools) and rh GM-CSF (25 ng/mL, 

Immunotools). After 5 days, rh TNF-α (10 ng/mL, Immunotools), rh IL-1β (10 ng/mL, 

PeproTech), rh IL-6 (10 ng/mL, PeproTech) and prostaglandin E2 (1 µg/mL, Sigma-Aldrich) 

were added for 3 days to mature the cells fully. Maturation of DCs was controlled by 

immunophenotyping by their lack of CD14 expression and their high expression of CD40 

(Beckman Coulter), HLA-DR, CD80, and CD83 (Becton Dickinson). 

Cell sorting of CD4+ T-cell subsets 

PBMCs were first depleted of CD8+ cells (Dynabeads CD8, Dynal, Invitrogen). The 

remaining cells were labelled with anti-CD4-PC5, anti-CD45RA-FITC (Beckman Coulter), 

and anti-CCR7-PE (R&D systems) and sorted out by a FACS ARIA (Becton Dickinson). 

Purities of CD4+ naive (TN, CCR7+ CD45RA+), central memory (TCM, CCR7+ CD45RAneg), 

and effector memory (TEM, CCR7neg CD45RAneg) T-cell subsets were > 99% as determined 

by reanalysis immediately after sorting. 

One-way Mixed Lymphocyte Dendritic Cell (MLDC) Reactions 
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Purified CD4+ TN, TCM, and TEM subsets (1 x 105 cells/well) used as responders were 

cocultured with stimulator mature DCs from the other HLA-identical sibling (1 x 104 

cells/well) in complete RPMI medium in U-bottom 96-well plates (BD Biosciences) for 

increased sensitivity to low precursor frequencies. Autologous DCs were used in control 

cocultures run in parallel. After 5 or 10 days, MLDC cultures were pulsed for the last 18 hrs 

with .5 µCi/well (18.5 kBq/well) of [3H]-thymidine and then harvested for microbeta 

scintillation counting (PerkinElmer, Waltham). Fresh allogeneic stimulators derived from the 

same donor as original stimulator were, or were not, added on day 5 of MLDC reactions run 

in parallel for a further 5 days. 

Measurement of cytokine production 

For interferon-γ enzyme-linked immunosorbent spot assays (IFN-γ ELISPOT), MLDC 

cultures were initiated with 1.5 x 105 T cells of each subset and harvested after 5 and 10 days 

with or without add-back of allogeneic stimulators on day 5. Cells were washed twice and 

1 x 105 viable cells were returned to culture for an additional 20 hr in immunospot plates 

coated with a monoclonal antibody to IFN-γ, without addition of fresh stimulator cells. IFN-γ 

spots were enumerated following the manufacturer's instructions by using TB Scan software 

(TB-SPOT TB, Oxford Immunotech).  

For measurement of IFN-γ, IL-10, IL-17A, IL-2, IL-4, IL-6 and TNF in day 5 and 10 

supernatants of MLDC cultures, BD Cytometric Bead Arrays (Human Th1/Th2/Th17 

Cytokine Kit, BD Biosciences) were used. 

 

STATISTICS 

The results are expressed as medians (range). The Friedman two-way analysis on 

ranks was used to analyze results of cocultures as a complete block design. In case of 

significance, the least significant difference in ranks was calculated to compare allogeneic and 
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autologous responses and then the response of CD4+ T cell subsets across the allogeneic 

MLDC cultures tested. The Kruskall-Wallis test was used to compare the response of naïve 

CD4+ T cells over sequential time points. SPSS software (SPSS, Chicago, II, v19) was used 

for all calculations. 

RESULTS 

Naïve CD4+CCR7+CD45RA+ T-cells develop the highest allogeneic proliferative 

response. 

The proliferative response of purified CD4+ naïve, central memory and effector 

memory T cell subsets was determined individually in primary one-way MLDC reactions 

among HLA-identical sibling pairs. Five of the donor pairs were brothers and sisters positive 

for one known HY-restricting HLA class II alleles (Table 1).[13-15] T-cell subsets were 

purified from the sister and DCs were derived from her HLA-identical brother, whereby 

stimulator DCs could present at least unmatched HY to responder T cells. Overall, 

proliferative alloresponses were induced in four of these five pairs (Figure 1). In these 

responsive pairs, naïve CD4+ T-cells were consistently found to be the best responders; their 

stimulation indices ranged between 1.75 and 3.85, with low variability among the triplicates 

(median coefficient of variation 12.4%). CD4+ TCM proliferated to a limited extent (median 

stimulation indices: 1.10 – 2.85), albeit never with higher alloresponses than the 

corresponding naïve subset. No proliferative response was observed with CD4+ TEM. Absence 

of precocious expansion and overgrowth of memory cells was verified by daily microscopic 

examination of MLDC cultures. The naïve CD4+ T-cells stimulated by HLA-identical DCs 

from a same-sexed sibling (MLDC #6, Figure 1) responded also, with a stimulation index of 

1.96.  

In all responsive sibling pairs, the naïve CD4+ T-cell subset was still found to 

proliferate the most at day 10 in MLDC allogeneic cultures (P <.025 versus TCM/TEM), with or 
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without add-back of allogeneic DCs on day 5 (P <.05 versus TCM/TEM; data not shown). 

Absence of proliferative response with the sibling pair #1 was neither attributable to a delayed 

alloresponse, since thymidine incorporation on day 10 remained the same as with autologous 

DCs, nor to insufficient maturation of stimulator DCs, as their expression of HLA-DR, CD40, 

CD80 and CD83 was as high as on DCs from the other donors. T-cell viability by the end of 

cocultures from pair #1 was also similar to that of the other MLDC cultures (> 90% for all 

subsets, data not shown).  

Responding naïve CD4+ T-cells develop proinflammatory cytokine-producing capacities 

To evaluate whether the naïve T-cells that proliferated in MLDC cultures acquired 

functional capacities, IFN--producing cells were enumerated in parallel experiments. Viable 

cells harvested on day 5 from MLDC cultures initiated with naïve CD4+ T cells yielded no or 

only a few IFN- spots, but CD4+ TCM or TEM did not produce more IFN-. The number of 

originally naïve IFN--producing cells increased from day 5 to day 10, while still very few 

were enumerated from the TCM and TEM MLDC cultures (P < .009 at day 10) (Figure 2A). 

We extended this functional analysis by measuring IFN-γ, IL-10, IL-17A, IL-2, IL-4, 

IL-6 and TNF in supernatants of MLDC cultures. Overall, levels of IL-2, IL-4, IL-17A and 

IL-10 fell below the detection limits of the cytometric bead arrays (20 pg/mL). IFN- was 

confirmed to accumulate in MLDC cultures of naïve CD4+ T-cells, together with TNF and 

IL-6 (Figure 2B). In supernatants of the TCM and TEM MLDC cultures, levels of these three 

cytokines remained at values of 20 pg/mL or lower, even after add-back of fresh allogeneic 

stimulators on day 5 of 10 days MLDC reactions (data not shown). 

No cytokine production was detected in the MLDC culture #1 that did not respond by 

proliferating.  
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DISCUSSION 

The main finding of this study is that the naïve CD4+CCR7+CD45RA+ T cell subset 

dysplayed the most significant alloreactive response as compared to central 

CD4+CCR7+CD45RAneg and effector CD4+CCR7neg CD45RAneg T memory cell subsets. Their 

proliferative response associated with their pro-inflammatory differentiation makes naïve 

CD4+ T cells potential GVHD and GVL inducers. To our knowledge, this is the first study 

investigated the alloreactive responses of human naïve T cells in in HLA-identical settings. 

Our results are in line with what have been reported by others.[6, 16] 

In order to make our experiments as close as possible to clinical conditions, we 

decided to use HLA-identical sibling pairs. In contrast to HLA-mismatched reactions, cultures 

of HLA-matched pairs led to weak allogenic responses. That is why we preferred monocyte-

derived DCs as stimulator cells instead of the “classical” peripheral blood mononuclear cells, 

which include a small amount of DC. Indeed, DCs are regarded as the principal cells capable 

of inducing naïve T cell responses and as relevant stimulators for alloresponses in vivo.[3] 

Obtaining sufficient numbers of purified DCs would need drawing large volumes of blood 

from healthy volunteers. Monocyte-derived DCs were used as stimulators since these cells are 

known to highly express mHAgs.[17] These latter are known to be involved in primary one-

way MLDC reactions in HLA-identical cultures.  

To ascertain at least one mHAg disparity, five opposite-sexed HLA-identical sibling 

pairs (# 1-5) positive for HLA-DRB1*15:01 or HLA-DQB1*05:02, which are known to 

process HY peptides, were tested in the female responder-to-male stimulator combination. T-

cell subsets were purified from the sister and DCs were derived from her HLA-identical 

brother, whereby stimulator DCs could present at least unmatched HY to responder T-cells. 

Indeed, male-specific HY antigens are known to be processed by HLA-class II molecules[13-

15] and are immunodominant mHAgs, being clinically associated with higher rates of GVHD 
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but relative protection from relapse after HLA-matched female to male allografts.[18-20] No 

anti-HY blocking studies were performed, but autosomal mHAgs may also be involved. Of 

note, a positive response was also obtained with a same-sexed pair (#6), suggesting that 

stimulator cells may express currently non identified HLA class II-restricted mHAgs. This 

raises the possibility that our results may be generalized to at least some of the non-HY 

mHAgs which are restricted to HLA class II. 

One-way MLDC cultures were established without addition of exogenous growth 

factors, to recapitulate as much as possible cell interactions that lead to alloresponses in vivo, 

in which case the responding cells produce IL-2 and other growth factors by themselves. 

MLDC cultures were run for 5 days and 10 days (with or without add-back of allogeneic DCs 

on day 5), based on reports in HLA-disparate reactions showing that unfractionated CD4+ T-

cells undergo a proliferative burst across this time span [21] and cytokine production becomes 

evident after about 5 days.[22] Likewise, memory CD4+ T-cell responses depend on the 

duration of the secondary stimulus.[23] Overall, in these culture conditions, stimulations 

indices of responsive pairs ranged similar to those reported using unfractionated T-cells in 

HLA-identical MLDC reactions.[24, 25] Using highly purified naïve CD4+ T-cells, primary 

proliferative alloresponses were induced in 5 of 6 MLDC reactions. Not surprisingly, some 

variability in responsiveness between the HLA-identical pairs was observed, however with 

low variability among triplicates.  

In five of the six responder/stimulator combinations tested, purified CD4+ central 

memory cells were found to proliferate in response to mHAgs presented by allogeneic DCs, 

albeit less than the corresponding naïve subset, and no proliferative response was detected 

with CD4+ effector memory cells, consistent with the decreasing expansion potential from 

TCM to TEM.[5] Daily microscopic examination of MLDC cultures verified that the observed 

differences were not occasioned by precocious expansion and overgrowth of memory cells. 
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In contrast to what might be expected from memory subsets, both CD4+ TCM and TEM 

cells produced low amounts of cytokines when exposed to disparate mHAgs. Inasmuch as less 

than 20 ng/mL of IFN- and other cytokines accumulated in supernatants of MLDC cultures 

initiated with memory subsets harvested after 5 and 10 days, even after add-back of allogeneic 

DCs by day +5, this suggests that recall alloresponses were at most of low intensity, in 

contrast with ongoing alloresponses initiated with the naïve subset. The relative contribution 

of naïve and memory T-cells has only been tested with HLA-mismatched 

responder/stimulator cell combinations. Some reports concluded that human CD62L+ T-cells 

contain much of the alloreactivity[16, 26], whereas others reported on comparable alloreactive 

frequencies in naïve and memory subsets.[27, 28] The limited number of HLA-identical 

sibling pairs tested does not allow ruling out that clinically relevant memory CD4+ T-cells 

reactive to mHAgs can be found in some donors, but as regards the CD4+ T-cell population, 

the evidence reported here conclusively shows that most of the alloreactivity resides within 

the naïve subset. 

The challenge of allogeneic stem cell transplantation for treatment of hematologic 

malignancies is avoiding GVHD without losing the GVL effect. These opposite effects might 

depend critically on different thresholds of T-cell subsets.[11, 12] The evidence presented 

here that naïve and to a less extent the central memory CD4+ T cells, contain most of the 

alloreactivity to mHAgs strengthens the idea that a partial selective depletion of CD4+CCR7+ 

T-cells from allografts that would transfer too much of this subset to the recipient might be 

clinically applicable to reduce the risk of acute GVHD, without compromising the 

immunologic efficacy of stem cell transplantation. 
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Table 1. HLA typing results of the 6 sibling pairs. Five out of 6 sibling pairs (#1 to 5) were 

male/female (M/F) pairs carrying one of known HY-restricting HLA-DR or HLA-DQ alleles (underlined). 

Sib Pair # HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR HLA-DQ 

1 A01 

A29 

B07 

B08 

Cw07 DRB1*15:01 

DRB1*09:01 

DQB1*06:02 

DQB1*03:03 

2 A02 B44 Cw05 DRB1*10:01 

DRB1*11:01 

DQB1*05:01 

DQB1*03:01 

3 A01 

A30 

B44 

B57 

Cw16 

Cw06 

DRB1*15:01 

DRB1*07:01 

DQB1*06:02 

DQB1*02:02 

4 A02 

A24 

B27 

B62 

Cw01 

Cw03 

DRB1*01:01 

DRB1*13:01 

DQB1*05:01 

DQB1*06:03 

5 A03 

A24 

B07 

B08 

Cw07 DRB1*15:01 

DRB1*03:01 

DQB1*06:02 

DQB1*02:01 

6 A24 

A29 

B44, Bw4 

B60, Bw6 

Cw05 

Cw03 

DRB1*01:01 

DRB1*14:54 

DQB1*05:01 

DQB1*05:03 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Comparative analysis of the allogeneic proliferative response of naïve and 

memory CD4+ T cell subsets. (A) Flow sorting criteria for purification of the CD4+ naïve 

(TN, CCR7+CD45RA+), central memory (TCM, CCR7+CD45RA–), and effector memory 

(TEM,CCR7– CD45RA–) subsets used as responder cells. (B) Proliferative response of 

individual CD4+ T cell subsets measured at day 5 in MLDC allogeneic cocultures. For each of 

the five male/female sibling pairs (# 1 – 5), responder cells were purified from the sister and 

DCs were derived from her HLA-identical brother. For the female/female sibling pair, T-cell 

subsets from one sibling were tested against DCs from her HLA-identical sister (# 6). Data 

are graphed as stimulation index (ratio of cpm in individual allogeneic coculture wells to the 

median of cpm in triplicate autologous coculture wells (< 2000 cpm in all pair tested). 

Histograms present the median and error bars: the smaller and larger stimulation indices of 

triplicate cocultures. P = .002 by Friedman test. A stimulation index higher than 1.38 was 

found to be significant at the .05 level in each pair tested by comparison of the allogeneic 

versus the autologous cultures and is depicted by a dashed line. Post hoc P values comparing 

proliferative alloresponses of the three subsets are shown. 

 

Figure 2. Comparative analysis of cytokine production of naïve and memory CD4+ T cell 

subsets. (A) Purified CD4+ naïve, central memory, and effector memory subsets were 

cocultured with HLA-identical DCs from sibling donors for 5 and 10 days. The frequencies of 

alloreactive cells secreting IFN- within individual subsets were evaluated by IFN- 

ELISPOT after the indicated MLDC culture period. The results are expressed as number of 

spots from allogeneic coculture wells minus number of spots from autologous coculture wells. 

Median (range) is given for all allogeneic MLDC cultures tested P value by Frieman test. (B) 

Cytokine levels in supernatants of MLDC cultures initiated with CD4+ naïve T cell subsets. 
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Supernatants from cultures were harvested at different time points as indicated. Medians 

(histogram) and maximum (error bar) cytokine concentrations are shown for all allogeneic 

MLDC cultures tested. P value by Kruskall-Wallis test (** P <.01; *** P <.001). 
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Figure 2 : 
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3) Interprétation 
 

Afin de tester le rôle respectif des cellules T naïves et des cellules T mémoires 

centrales, un tri plus élaboré des cellules T CD4+ naïves CCR7+CD45RA+ et 

CCR7+CD45RAneg mémoires centrales a été conduit avant la mise en œuvre de la MLR. 

 

Notre approche était différente du travail présenté par Foster et al.139 qui ont étudié 

l’alloréactivité des fractions CD62L+ et CD62Lneg séparément et sans tenir compte de leur 

lignage CD4+ et CD8+ vis-à-vis de cellules stimulantes HLA incompatibles. Les cellules 

testées avaient, par ailleurs, subi une expansion in vitro ce qui peut modifier profondément 

leur phénotype et leur fonctionnalité. Nous prévoyons de travailler sur prélèvements frais 

qui n’ont subi aucune modification autre que l’appauvrissement en lymphocytes T 

CD4+CCR7+. Un autre point mérite d’être soulevé qui est l’expression plus large du CD62L 

par rapport au CCR7 notamment sur certaines cellules mémoires effectrices,103 ce qui 

justifie notre choix du récepteur CCR7. 

 

Cette étude démontre que la réaction allogénique a été déclenchée préférentiellement 

par la sous population des lymphocytes CD4+ naïfs et d’une façon moins marquée par les 

lymphocytes TCM. Nous avons constaté une quasi absence de réaction par les lymphocytes T 

CD4+ effecteur mémoire. Ces résultats vont parfaitement dans le sens de notre constatation 

clinique  

 

C) Maintien de la réponse antivirale après déplétion partielle et sélective 
des lymphocytes T CD4+CCR7+. 

 
 

1) Justification de l’étude 
 

L’immunité anti-infectieuse conférée par les cellules T présentes dans le greffon est 

précieuse pour le receveur. Elle est certes supportée par les différentes cellules T CD8+ 

mémoires mais aussi par les cellules T CD4+ mémoires centrales et éventuellement les 

cellules CD4+ naïves si le donneur n’était pas immunisé vis-à-vis du germe considéré. Nous 
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étudierons par conséquent les effets d’une réduction de la proportion de cellules T 

CD4+CCR7+ sur la capacité de réponse à des différents antigènes viraux. 

En fait, nous avons voulu par ce travail de vérifier l’intégrité de l’immunité 

anamnestique antiinfectieuse après déplétion partielle et sélective en lymphocytes T 

CD4+CCR7+. 

Chez les donneurs immunocompétents, l’immunité anamnestique antiinfectieuse est 

supportée essentiellement par les lymphocytes T CD8+. Le but de ce travail était de 

s’assurer de l’absence d’éventuel effet délétère de la manipulation sur les réactions 

immunologiques dites secondaires vis-à-vis des agents infectieux notamment viraux. Cet 

éventuel impact pourrait être liée soit à la manipulation des cellules par les techniques de tri 

cellulaire ou bien par un défaut de coopération cellulaire CD4+/CD8+ suite à la déplétion. 
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2) Manuscrit #3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Donor-derived CD4+/CCR7+ T cell partial selective depletion does 

not alter acquired anti-infective immunity. 

 

 

Ce travail a été soumis à la revue Bone Marrow Transplantation. Il a été accepté  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Les références citées dans l’article sont listées à la fin de l’article et non pas à la fin de la thèse. 



 

 80 

Donor-derived CD4+/CCR7+ T cell partial selective depletion does not alter acquired 

anti-infective immunity. 

 

Bachra Choufi,1,2 Jacques Trauet,2,3 Stéphanie Thiant,2,3 Myriam Labalette2,3 and Ibrahim 

Yakoub-Agha2,4. 

 

 

Service d’hématologie, CH, Boulogne Sur Mer, France.  

EA2686 

Laboratoire d’Immunologie, CHRU, Lille, France 

Maladies du Sang, CHRU, Lille, France 

 

Corresponding author: 

Prof. Ibrahim Yakoub-Agha, MD, Ph.D 

UAM allogreffes de CSH 

CHRU 

F-59037 Lille CEDEX 

France. 

Tel : ++333(0)20.44.55.51 

Fax : ++333(0)20.44.40.94 

E-mail : i-yakoub-agha@chru-lille.fr 

 

Running title: CD4+CCR7+ T cell depletion for allo-SCT  

Keywords: Allogeneic, Transplantation, anti-infective immunity, T cell depletion 

Funding: Association Capucine 



 

 81 

Abstract 

 

In previous studies we observed that a high proportion of donor-derived CD4+T cells 

expressing the –chemokine receptor 7 (CCR7) was a major determinant of acute GVHD, 

without interfering with incidence of other post-transplant outcomes especially relapse and 

non-relapse mortality rates. Here we investigated in vitro the impact of partial selective 

CD4+/CCR7+ T lymphocytes on acquired anti-infective immune response in 10 donors who 

underwent G-CSF-primed peripheral blood stem cell collection. Similar quantitative and 

functional proliferative reactions were observed in lymphocyte cultures in the presence of 

adenovirus antigen and pp65 antigen with unmanipulated and partially depleted donor 

samples. No responses were observed in the presence of HTLV1 used as a negative control. 

These results complete the proof-of-concept needed to build clinical trial investigating partial 

selective CD4+/CCR7+ T cell-depleted allogeneic stem cell transplantation. 
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Introduction 

 

Allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT) offers a curative therapeutic approach in a 

wide range of otherwise fatal hematological diseases.[1, 2] The success largely depends on 

transplanted T cells, but alloreactive T cells from the graft can also initiate acute Graft-

Versus-Host Disease (aGVHD),[3-7] a major complication responsible for high incidence of 

morbidity and mortality.  

 

Initial trials with T-cell depleted allo-SCT were effective in reducing aGVHD, but with an 

increase of relapse incidences and infectious complications.[3] Although, variable success in 

the reduction of aGVHD incidence and/or severity without alteration of graft-versus-leukemia 

responses (GVL) could be obtained with the use of manipulated grafts either ex-vivo [7-13] or 

in vivo by using, as part of conditioning regimens, polyclonal antibodies like antithymocyte 

globulin[14] or monoclonal antibodies against CD52,[15] separation of GVHD from GVL 

responses and anti-infective effect is still an elusive goal. Although panlymphocyte depletion 

resulted in significantly less GVHD, there was increased incidence of viral and opportunistic 

infections and relapse, leading to an absence of significant improvement on overall survival. 

 

In previous two clinical prospective studies that investigated the impact of infused donor-

derived T cell subsets on patients’ outcome, we observed that a high proportion of CD4+T 

cells expressing CCR7 (naive and central memory) is a major determinant of aGVHD, 

without interfering with incidence of other post-transplant complications mainly relapse.[16] 

These results confirm experimental data showing that cells with an effector memory 

phenotype do not induce GVHD if purified from unprimed donors, while preserving immune 

reconstitution.[17, 18]  
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In a murine model using CCR7neg/neg donor T cells, Coghill et al, demonstrated superior allo-

CST outcome due to a reduced incidence of GVHD with preserved GVL responses.[19]  

 

Taken together, all these studies suggest that determining the proportion of CCR7-expressing 

CD4+ T cells in the allograft would provide an important predictive indicator of aGVHD and 

thus, CD4+/CCR7+ T cell partial selective depletion may represent a viable treatment option 

for the prevention of acute GVHD in the clinical setting.  

 

While donor-derived T cell partial and selective depletion would have a little impact on the 

ability of T naïve cells to mount robust GVL responses, no study has specifically investigated 

the role of such manipulation on anti-infective immunity. Here, we show that reducing the 

proportion of CD4+/CCR7+ T cell in PBSC graft does not alter donor required anti-infective 

responses.  

 

This study represents a step forward in a proof-of-concept data and completes the background 

needed to set up a first-in-human partial selective CD4+/CCR7+ T cell-depleted allo-CST 

phase I clinical trial. 

 

 

Materials and Methods 

 

Donors  

The study design has been approved by the ethics committee of the Lille University Hospital, 

and all donors included have given their informed consent. Because in France use of G-CSF is 
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not allowed in healthy minor donors, all of our ten PBSC donors were older than 18 years. All 

donors were tested for anti-Human T-cell Lymphotropic virus type 1 (HTLV-1), anti-

cytomegalovirus (CMV), anti-adenovirus (ADV) and donor serologic results are summarized 

in Table 1. For each donor included (7 male and 3 female), one milliliter final product of 

PBSC was processed in the laboratory within 6 hours. 

 

Multiparameter flow-cytometric analysis  

Graft samples were stained without further separation shortly after collection. Directly 

conjugated antibodies to CD45, CD3, CD4, CD8, CD45RA and isotype controls were from 

Beckman Coulter (Galway, Ireland), and CCR7 from R&D Systems (Minneapolis, MN, 

USA). After staining (concentrations according to manufacturers' instructions), relative 

proportions of CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ T cells were evaluated within the total graft 

lymphocytes and the relative proportion of naïve and memory CD4+ T cell subsets were 

determined within the total CD4+ T cells. The BD FacsAria cell sorter was used both 

fluctrometry analysis and cell sorting 

Cell sorting 

Freshly PBSCs were first labelled with anti-CD45-KO, anti-CD4-APC-H7 and anti-CCR7-

APC and then sorted simultaneously in CD4+ CCR7+ T lymphocytes (ie naive and central 

memory CD4+ T cells) and CD4+CCR7+ depleted PBMCs. A fraction of the sorted 

CD4+CCR7+ T cells were then mixed to the CD4+CCR7+ depleted PBMC pool to prepare a 

PBMC suspension reaching a final proportion of CD4+CCR7+ T cells reduced at 50% of the 

total CD4+ T cells. Thus, two suspensions of PBMCs were prepared for each graft sample: un-

manipulated PBMCs or CD4+CCR7+ partially depleted PBMCs.  

Antigen stimulation 
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PBMC suspensions were cultured in complete medium (HEPES-buffered RPMI-1640 with 

10% heat-inactivated pool of human AB serum, 2 mM L-Glutamine, and antibiotics) and 

incubated at 37°C/5% CO2. 2 x 105 un-manipulated PBMCs/well or 1.5 to 1.8 x 105 

CD4+CCR7+ partially-depleted PBMCs/well were stimulated for a week in U-bottom 96-well 

plates (NUNC, Roskilde, Denmark) with 1µg/mL of each antigen (Peptivator-CMVpp65 

mixed with Peptivator CMV IE-1-premium grade at equal proportion, Peptivator-AdV5 

Hexon, purchased from Miltenyi Biotec) or HTLV-1 Tax (Bachem). 

Proliferation assay  

Responses to antigens were determined by two approaches. For evaluating divided T cells by 

CFSE dilution, PBMC were labelled at day 0 with 1 µmol/L of CFSE (Cell-Trace CFSE; Life 

Technologies) and then cultured for 7 days before harvesting and staining with CD3-APC 

antibody. For measured [3H]-Thymidine incorporation after 6 days, each culture was pulsed 

for the last 18 hrs with .5 µCi/well (18.5 kBq/well) of [3H]-thymidine and then harvested for 

microbeta scintillation counting (PerkinElmer, Waltham). 

Measurement of cytokine production 

Cultured cells stimulated for 7 days with the different viral antigens were tested for their IFN-

γ capacity production by an interferon-γ enzyme-linked immunosorbent spot assays (IFN-

ELISPOT). After 6 days of stimulation, each well were harvested and washed twice before 

returned to culture for an additional 20 hr in immunospot plates coated with a monoclonal 

antibody to IFN-γ. IFN-γ spots were enumerated following the manufacturer's instructions by 

using TB Scan software (TB-SPOT TB, Oxford Immunotech). Means of duplicate wells were 

calculated and expressed as spots per well (spw). 

 

Statistical analysis 
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Values are expressed as mean and range. Mann-Whitney U test was used for all comparisons 

between values obtained before and after T cell partial selective depletion for the each virus 

and between values obtained with HTLV1 and ADV or CMV, respectively. SPSS software 

(SPSS, Chicago, II, v19) was used for all calculations. 

 

Results 

The PBSC collections of 7 men and 3 women were analysed. The median proportion of CD4+ 

T cells among samples was 32% (range, 22% to 49%) and CD4+/CCR7+ T cells among CD4+ 

T cells was 83% (range, 75% to 93%). As shown in table 1, all the donors were seronegative 

for the HTLV1 and seropositive for the ADV. Only 3 donors were CMV-seronegative.  

Proliferative indexes by quantitative method using CFSE at day 7 

As shown in figure 1, the mean percentage of divided CD3+ lymphocytes in the presence of 

ADV antigen, was 14% (range, 1.0 to 30.2) in unmanipulated samples and 11.9% (range, 0.4 

to 25.2) in partially CD4+CCR7+ T cell depleted samples (p=0.39). The CD3+ lymphocytes 

proliferation in presence of pp65antigen was observed in almost all cultures before and after 

T-cell partial selective depletion except for donors with negative CMV-serostatus. Indeed, a 

mean of 7.0% (range, 0.2% to 38%) of divided CD3+ lymphoctes was observed in 

unmanipulated samples and 9.5 % (range, 0.2% to 55.9%) in depleted ones (p=0.46).  

No proliferation was observed in the presence of HTLV1 antigen that served as negative 

control. 

The difference in proliferation index was statistically significant between culture in the 

presence of either CMV or ADV and in the presence of HTLV1, be them before or after 

manipulation (p < 0.001) 

Proliferative index by quantitative method using tritiated thymidine 3H at day 7 
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As shown in figure 2, there were no differences between unmanipulated samples and those 

cultured after depletion for either ADV or CMV. Results are expressed as cmt for the 

considered virus /cmt for the HTLV1 considered as negative control for unmanipulated and 

depleted samples, respectively. 

Measure of INFy capacity secretion indexes using Elispot method at day 7 

INF-y secretion measurements were conducted on cultures exposed to the ADV. The mean 

numbers of spots was 174 (range, 39 to 303) and 44 (range, 1 to 104) for unmanipulated and 

depleted samples, respectively. In the same way, cultures placed in the presence of pp65 

antigen (only for seropositive donors), the spots number was similar between both groups, and 

the mean number of spots was 113 (range, 46 to 451) and 111 (range, 46 to 385) respectively 

before and after selective partial T cells depletion. 

As depicted in table 2, differences were significant when compared to HTLV1 results for both 

CMV and ADV cultures in unmanipulated and partially depleted samples (p< 0.001).  

As expected, there was no secretion observed in donors whose CMV-serostatus was negative. 

Figure 3 illustrates results of Elispots in the presence of pp65 in all cultures before and after 

the depletion regardless for all donors. 

Supplementary tests 

For partially selected samples, all above quantitative and functional tests were repeated after 

adjusting the total number of lymphocytes to 2 105/well. The same results were obtained. Data 

not shown. 

 

Discussion 

The strong association evidenced between the CCR7+/CCR7neg ratio of transplanted CD4+ T 

cells and the development of aGVHD might reflect the predominant distribution of 
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alloreactive T cells in the naive and central memory subsets, as described both for naive CD4+ 

T cells in humans[20] and in experimental models for naive[17, 18, 21] and central memory 

subsets.[22]  

 

A second reason why CCR7+ cells could initiate aGVHD might be due to their migratory 

capacities. Like naive cells, central memory cells can home to secondary lymphoid organs 

where they can meet host (allo) antigen-presenting cells. In agreement with the three step 

model of GVHD pathogenesis,[23] tracking donor cells during GVHD has demonstrated that 

they first partition and expand in host lymphoid organs and then their progeny infiltrates 

target organs.[24] Accordingly, CCR7 is necessary for the control of effector cell in 

alloimmune responses.[25] Therefore, inhibition of adhesion and cell-trafficking molecules 

such as CCR7 and CD62L could be a promising approach to reduce the incidence and severity 

of acute GVHD in allo-CST since those molecules have a well-established role in GVHD 

development.[16, 18-20, 26, 27] Tacking into account the co-expression of cell-trafficking 

molecules on the same subsets of T lymphocytes, and the redundancy phenomena 

encountered in cell-trafficking blockade methods, [28-30] we have preferred to explore a 

partial selective approach of CD4+/CCR7+ T cells rather than a CCR7 blockade one. 

 

While the preservation of anti-tumor effect was demonstrated in absence of CCR7+ 

lymphocytes setting,[19] the results of our current study provide some evidences that partial 

CD4+/CCR7+ T cells depletion of donor PBSC does not alter acquired anti-viral immunity at 

least vis-à-vis the two principal virus that reactivate the most after allo-SCT and responsible 

for high post-transplant morbidity and mortality. These results confirm what others and we 

have observed in vivo that CD4+ T lymphocytes expressing the trafficking antigen CCR7 or 

CD62L were more likely committed to acute GVHD reactions rather than GVL or anti-
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infective responses.[16, 26] Although, the number of IFNγ spots obtained in partial 

CD4+CCR7+ T cells depletion sitting was inferior to the one obtained with unmanipulated 

sample in presence of ADV, the difference with the number of spots obtained in presence of 

HTLV1 was statistically significant and the immune response to ADV was still satisfactory 

for appropriate anti-viral responses. Indeed, the minimum required for a positive reaction in 

our laboratory is at least 20 spots. 

 

We are aware that from the pathophysiological standpoint, acquired anti-infective immunity 

transfer is mainly insured by CD8+ memory T lymphocytes rather than CD4+ naïve or central 

memory T lymphocytes.[31-33] However, the net anti-infective responses are affected by 

several complex T cell subsets that all might have a role in determining the final response.[34-

39] On the other hand, there is always multidirectional cooperation between T lymphocytes 

subsets even in secondary anti-infective reactions.[39] As a matter of fact, the aim of our work 

was to ensure the absence of any manipulation-related alteration of the acquired anti-infective 

immune response towards virus, be it related to cell sorting techniques or to an alteration of 

the cooperation between CD4+ and CD8+ T cells following depletion that would diminish the 

proportion of CD4+/CCR7+ T cells. 

 

One may question why did we choose to investigate secondary reactions rather than primary 

ones? Indeed, measuring the capacity of graft-containing T cell subsets to induce anti-

infective primary reactions was not the goal as post-transplant immune reconstitution is 

usually ensured by donor stem cell-derived lymphopoiesis in recipient and not by the infused 

lymphocytes with graft.[40, 41] The major issue of post-transplant immune reconstitution and 

primary anti-infective reactions should be addressed in all further partially selection 

transplantation approaches. 
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In conclusion: this study demonstrates the preservation of acquired anti-viral immunity to 

PBSC after partial selective T-cell depletion. Our results along with what has been already 

demonstrated in the field give ground to a rational use of this approach in clinical trial. 
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Table 1: donor, gender and viral serostatus and PBSC samples’ characteristics  

Dono

rs/ 

Gend

er 

CM

V 

 

AD

V 

 

T4/L

y 

% 

 

T4N/T

4 

% 

 

T4CM/T

4 

% 

 

T4R7/T

4 

% 

 

T8/Ly 

% 

 

T8N/T8 

% 

 

T8CM/

T8 

% 

 

T8R7/T

8 

% 

# 1/M neg pos 45,7 47 37,7 84,7 35,8 17,8 8,8 26,6 

# 2/M pos pos 59,8 61,2 20,5 81,7 -* - - - 

# 3/M pos pos 36,5 67,7 17,4 85,1 37,6 72,6 1,6 74,2 

# 4/M pos pos 37,9 55 25 80 33,6 70,9 4,5 75,4 

# 5/M neg pos 63,7 74,5 18,7 93,2 24,7 75,2 3 78,2 

# 6/M pos pos 53,3 45 39,3 84,3 29,5 35 1,7 36,7 

# 7/M pos pos 49,8 55,5 22,7 78,2 28,9 60,5 5 65,5 

# 8/M pos pos 39 39,2 35,5 74,7 43,4 38 6,1 44,1 

# 9/M neg pos 43,7 58,3 27,3 85,6 22,7 53,9 5,3 59,2 

# 
10/M 

Pos pos 52,7 46,1 31,8 77,9 
30,2 32,3 6,8 39,1 

PBSC: peripheral blood stem cell; CMV: cytomegalovirus; ADV: adenovirus; T4: CD4+ T 
lymphocytes; Ly: total lymphocytes; T4N: naïve CD4+ T lymphocytes; T4CM: central memory 
CD4+ T lymphocytes; T4R7: CD4+/CCR7+ T lymphocytes; T8: CD3+CD8+ T lymphocytes; T8N: 
naïve CD8+ T lymphocytes; T8CM: central memory CD8+ T lymphocytes; T8R7: CD8+/CCR7+ T 
lymphocytes; M: male; F: female; pos: positive; neg: negative. All donors had HTLV1 serostatus; 
* values of CD3+CD8+ T lymphocytes are missing. 
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Table 2: number of IFNγ spots by elispot method at day 7 of lymphocyte cultures in presence different viral 

antigens in unmanipulated and partial selective CD4+/CCR7+ T cell depletion. 

 Unmanipulated samples Partially depleted samples 

 Mean (range) p Mean (range) p 

CMV* 113 (46 - 451) 111 (46 - 385) 

HTLV1** 

 

3,9 (0-19) 

< 0.001 

3,2 (0-20) 

< 0.001 

Adenovirus 174 (39 - 303) 44 (1 - 104) 

HTLV1 3,9 (0-19) 

< 0.001 

3,2 (0-20) 

< 0.001 

* In positive CMV-serostatus donors. ** HTLV1 was considered as the negative control. Comparison by Mann-
Whitney U test. 
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Figure legends: 

 

Legend (Figure 1): Mean percentages of divided CD3+ lymphocytes at day 7 using 

carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) in the presence of ADV, pp65 and HTLV1. 

Tpop: unmanipulated sample; Dtpop: partially CD4+/CCR7+ T cell depleted samples.  

 

Legend (Figure 2): tritiated thymidine 3H indexes: Bars represent proportions of 3H 

incorporated in the presence of cytomegalovirus (CMV) or adenovirus (ADV) (cmt) 

compared to 3H incorporated in the presence of HTLV 1 (negative control) (cmt) in cultures 

for all donors before and after T cell partial selective depletion. 

 

Legend (Figure 3): Elispot results for all donors before and after T cell partial selective 

depletion. The bars with low values belong to donors with negative CMV serostatus. 
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Figure 1: 
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Figure 2:  
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Figure 3: 
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3) Interprétation des résultats 
 

Ce travail démontre l’absence d’impact significative de la méthode de déplétion 

sélective et partielle des greffons de CSP en lymphocytes T CD4+CCR7+ sur les réponses 

immunitaires antivirales de type secondaire. 

 

Nous avons réalisé des réactions de type secondaire compte tenu de quasi 

impossibilité de réaliser des réactions immunologiques primaires in vitro. Lors du future 

programme clinique, une étude de la reconstitution immunologique post-greffe sera mise en 

place et intégrera, spécifiquement, une étude de la réponse vaccinale post-greffe. 
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Conclusion et perspectives 
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A la lumière des résultats présentés ci-dessus, nous estimons que le fait de recevoir un 

greffon contenant une proportion élevée de lymphocytes T CD4+CCR7+ est une condition 

nécessaire mais non suffisante pour le développement d’une GVH aiguë dans la mesure où 

près de 40% de patients ayant reçu une proportion très élevée de ces cellules n’ont pas 

développé de GVH aiguë et à l’inverse, aucun des malades ayant reçu une proportion faible < 

65% (< 25° percentile) n’a présenté de GVH aiguë. Arstila et al.191 ont constaté que le 

répertoire des sous-populations naïves est extrêmement diversifié (estimé à plus de 20 x 106 

de spécificités pour les lymphocytes CD4+ chez l’homme) alors que celui des sous-

populations mémoires est évidement plus limité (environ 0.1-0.2 x 106), ce qui peut être 

responsable d’une grande disparité de fréquence des lymphocytes T CD4+ réactifs in vitro vis-

à-vis d’alloantigènes mHA. Ces différences interindividuelles peuvent expliquer qu’à 

proportion équivalente de lymphocytes T CD4+CCR7+ greffés, seules certaines combinaisons 

donneur/receveur entraînent une GVH aiguë patente.  

 

Les lymphocytes Treg CD4+CD25+ jouent un rôle dans la tolérance à la greffe et 

devraient s’opposer à l’installation d’une GVH 172 notamment celles exprimant les récepteurs 

CD62L et CCR7.173 174 175 176 Nous n’avons pas analysé dans les greffons les proportions des 

lymphocytes Treg. Une proportion plus élevée de ces derniers peut, en partie, expliquer 

l’absence de GVH aiguë chez certains patients avec un greffon riche en lymphocytes T 

CD4+CCR7+, en contrôlant l’amplification des réponses allogéniques. 

 

Nous avons réussi ces dernières années à diminuer le taux de mortalité précoce post-

greffe avec une meilleure prise en charge des malades en développant, notamment, des 

nouveaux outils diagnostiques des complications post-greffe 192 et en instaurant, entre 

autres, l’alimentation entérale systématique.193 La GVH aiguë de grade III-IV reste, 

toutefois, une complication majeure responsable d’une mortalité précoce non négligeable. 

Cette complication délétère, à l’inverse de la GVH chronique, ne semble pas avoir, de façon 

évidente, un effet protecteur contre la rechute post-greffe.194 195 

 

Notre prochain objectif est d’aller au-delà des constatations clinico-biologiques et de 

bâtir un véritable protocole de thérapie cellulaire applicable chez l’homme et dont le but 

serait d’essayer de diminuer le taux de mortalité précoce post-greffe en diminuant 

l’incidence et la sévérité de la GVH aiguë sans pour autant altérer la capacité anti-tumorale 

du greffon. L’idée d’une allogreffe à partir d’un greffon appauvri en lymphocytes T 
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CD4+CCR7+ doit donc être étayée. Une déplétion totale de cette fraction, qui présente plus 

de la moitié des lymphocytes CD4+ du greffon, ne nous semble pas sans risque pour le 

devenir de la greffe. Nous pensons, à l’inverse, qu’un appauvrissement du greffon 

proportionnellement riche en lymphocytes T CD4+CCR7+ serait suffisant, considérant nos 

résultats qui ont montré que la GVH aiguë était étroitement liée à la proportion de cette 

fraction dans le greffon.196  

Nos travaux seront continués sur dernier axe : 

Etude préalable à la mise en place d’un protocole de thérapie cellulaire applicable à l’homme.  
 

Il s’agit d’une étude des conséquences de la réduction de la proportion de cellules T 

CD4+CCR7+ sur la réponse anti-tumorale. 

 

L’objectif est de confirmer in vitro le maintien de l’effet anti-tumoral (GVL) du 

greffon appauvri en lymphocytes T CD4+CCR7+ dans un modèle de culture mixte tumorale 

et cytotoxicité contre des blastes irradiés HLA-compatibles. Les blastes de plus d’une 

trentaine de malades atteints d’une leucémie aiguë hyperleucocytaire ont été prélevés au 

diagnostic et cryopréservés à la tumorothèque du CHU de LILLE. Un certain nombre de ces 

patients est susceptible d’avoir une allogreffe à partir d’un donneur familial HLA-

compatible. Avant la greffe, une partie des cellules du donneur prélevées pour le typage 

HLA sera utilisée pour les tests d’effet anti-tumoral contre les blastes du malade HLA-

compatible.  

 

Nous n’avons pas établi de protocole définitif pour cette partie expérimentale. 

Toutefois, notre objectif est de mesurer la réaction de type cytotoxicité des lymphocytes du 

donneur vis-à-vis des blastes du malade HLA-compatible, avant et après déplétion en 

sélective et partielle en lymphocytes T CD4+CCR7+. 
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