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RESUME 

 

AUTEUR : Laurent PASCAL 

TITRE : La reconstitution immunitaire post‐allogreffe de cellules souches hématopoïétiques 
de sang placentaire 

DIRECTEUR DE THESE : Professeur Myriam Labalette 

Résumé 

Le greffon de sang placentaire permet d’accéder aux indications de l’allogreffe de cellules 

souches hématopoïétiques (CSH) en l’absence de disponibilité d’un donneur non apparenté 

compatible. De part ses propriétés intrinsèques, cette source n’expose pas à un risque plus 

élevée  de  réaction  de  greffon  contre  l’hôte  (GVH)  au  regard  des  incompatibilités  qu’elle 

autorise ni à un taux plus élevé de rechutes. En revanche, elle comporte un risque supérieur 

de  non  prise  de  greffe  et  une  reconstitution  immunologique  post‐greffe 

retardée responsable d’une morbidité et d’une mortalité liées aux infections.  

L ‘expansion homéostatique périphérique des  lymphocytes T du sang placentaire est un 

facteur déterminant de l’évolution bénéfique ou défavorable de l’allogreffe de CSH de sang 

placentaire.  Dans  les  premières  semaines  post‐greffe,  la  prolifération  homéostatique  des 

cellules  T  joue  un  rôle  critique  par  son  implication  dans  l’immunité  anti‐tumorale  et  anti‐

infectieuse.  Cette  dualité  qui  a  été  le  fil  conducteur  de  ce  travail  de  thèse  est  délicate  à 

maitriser  car elle  concerne des cellules T dont  les propriétés  sont  tout à  fait  singulières.  Il 

s’agit de cellules T naïves pour la plupart fraichement émigrées du thymus, leur nombre est 

limité et elles contiennent un contingent non négligeable des cellules T régulatrices. 

Dans ce contexte,  l’impact d’une  lymphodéplétion profonde engendrée par  l’utilisation du 

sérum  anti‐lymphocytaire  (SAL)  est  encore  largement  méconnu  et  tout  particulièrement 

dans le cadre de l’allogreffe de sang placentaire.  

La première partie de nos  travaux comprend deux études  rétrospectives évaluant  l’impact 

du  sérum anti‐lymphocytaire dans  les  greffes de  sang placentaires  après  conditionnement 

myéloablatif  et  après  conditionnement  atténué.  Les  résultats  de  ces  deux  études 

concordent :  le  SAL est  responsable d’une  lymphodéplétion profonde chez  le  receveur qui 

diminue le taux de GVH aiguë de grade II à IV sans améliorer notablement la prise de greffe. 

En revanche, il est associé à une altération de la survie globale en aggravant sévèrement la 
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mortalité liée à la procédure. Dans ces deux études, nous avons retrouvé une augmentation 

du  taux  de  complications  infectieuses  chez  les  receveurs  qui  ont  bénéficié  d’un 

conditionnement  avec  SAL.  Au  travers  des  données  recueillies,  nous  avons  également 

observé  que  les  cellules  immunocompétentes  présentes  dans  le  sang  placentaire  sont 

souvent très altérées : en moyenne, seulement 40% d’entre elles sont viables et vont donc 

pouvoir participer activement à la reconstitution immunitaire post‐greffe. 

La  constatation  de  cette  fragilité  des  cellules  T  de  sang  de  cordon  nous  a  conduit  à  son 

évaluation  in  vitro.  L’analyse  de  la  viabilité  des  lymphocytes  T  démontre  qu’elle  est 

globalement médiocre mais  variable  en  fonction  des  cordons  au  cours  des  tous  premiers 

jours  de  culture  sans  que  les  conditions  de  recueil  ou  de  stockage  ne  puissent  être 

incriminées. Cette viabilité peut être améliorée par l’exposition quotidienne des cellules T à 

de faible dose (100 pg/mL) d’interleukine‐7 (IL‐7) sans potentialiser la réponse allogénique. 

Le  risque  in  vivo  d’augmenter  significativement  l’alloréactivité  en  utilisant  l’IL‐7  avec  des 

greffons non‐manipulés ne peut être occulté. Toutefois, les résultats obtenus in vitro lors de 

la stimulation allogénique des cellules T de sang de cordon en présence d’IL‐7 montre qu’à 

faibles  doses,  celle‐ci  améliore  préférentiellement  la  viabilité  des  lymphocytes  quiescents, 

non engagés dans la réponse alloréactive. 

L’ensemble de ces résultats souligne l’intérêt d’une connaissance précise non seulement 

de  la  quantité mais  aussi  de  la  qualité  des  cellules  T  de  sang  de  cordon  infusées  lors  de 

l’allogreffe. Les thérapeutiques actuelles et à venir bloquant  leur réactivité ou au contraire 

potentialisant  leur viabilité doivent  intégrer cette donnée pour mieux maitriser  leur action 

potentielle et l’adapter au cas par cas. 

Mots‐clefs : 

Cellules souches hématopoïétiques, Homéostasie, Lymphocytes T, Emigrants thymiques 

récents, Interleukine 7, Sérum anti‐lymphocytaire, GVH aiguë et chronique.  

Discipline administrative 

Immunologie 
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LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES 

 

 

Ac : anticorps 
Ad. : Adénovirus 
Ag : antigène 
CD : cluster de différenciation 
CLP : compartiment lymphocytaire périphérique 
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 
CMV : Cytomégalovirus 
CSH : cellules souches hématopoïétiques 
CSP : cellules souches périphériques 
EBV : Virus d’Epstein‐Barr 
SSE: Survie sans évènement 
GVH: Maladie du greffon contre l’hôte ou Graft versus host Disease 
GVL : Effet du greffon contre la leucémie ou Graft versus Leukemia 
HLA : Human Leucocytes Antigen 
IC : intervalle de confiance 
ICT : irradiation corporelle totale 
LAM : Leucémie aiguë myéloïde 
LAL : Leucémie aiguë lymphoïde 
MFI : intensité médiane de fluorescence 
mHA : Antigène mineur d’Histocompatibilité 
MAC : conditionnement myélo‐ablatif 
MNLR : mortalité non liée à la rechute 
RIC : conditionnement d’intensité réduite. 
SAL : sérum anti‐lymphocytaire 
SG : Survie Globale 
SP : Sang placentaire 
 
 
 
% : pourcentage 
< : inférieur à 
> : supérieur à  
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1/ L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

•  1.1 Généralités 

Les  données  historiques  sur  l’allogreffe  de  cellules  souches  hématopoïétiques  (CSH) 

illustrent  toutes  les  avancées  réalisées  dans  ce  domaine  depuis  une  soixantaine  d’années 

mais  aussi  combien  les  données  fondamentales  ont  contribué  à  faire  évoluer  ce  concept 

thérapeutique. 

Après  l’explosion  des  deux  premières  bombes  atomiques  au  Japon  à  la  fin  de  la  seconde 

guerre mondiale,  chercheurs et médecins  se  sont attachés à proposer des méthodes pour 

protéger  les  êtres  vivants  des  radiations.  Les  premières  expérimentations ont  été menées 

par E.D. Thomas sur des souris puis sur des chiens.1 En 1956, Barnes et Loutit émettent l’idée 

qu’une  greffe  de  moelle  osseuse  pourrait  exercer  un  effet  thérapeutique  dans  certaines 

affections malignes. Ils observent dans un modèle murin l’effet anti‐leucémique exercé par 

des  cellules  spléniques  greffées.2  Ils  constatent  également  que  les  animaux  bénéficiant 

d’une greffe allogénique décèdent  rapidement par  rapport  aux animaux bénéficiant d’une 

greffe  syngénique dans un  tableau que nous qualifions  aujourd’hui  de maladie du greffon 

contre l’hôte (GVH). Les premières greffes réussies chez les chiens sont rapportées par E.D. 

Thomas après une irradiation corporelle totale (ICT),3 tandis que J Van Bekkum propose un 

modèle de greffe  chez  le  singe.4  La première  tentative  chez  l’homme est  réalisée par E.D. 

Thomas après une ICT chez deux patients présentant une leucémie aiguë lymphoblastique à 

un  stade  avancé.  Ces  greffes  syngéniques  conduisent  à  une  prise  de  greffe  chez  les  deux 

patients mais ceux‐ci décèdent d’une rechute quelques semaines après la procédure. 

C’est  en  1959  à  l'hôpital  Saint‐Louis  que  Jean  Bernard  et  Georges  Mathé  réalisent  avec 

succès  les  toutes  premières  greffes  de  moelle  osseuse  chez  l’Homme.  Il  s’agit  de  six 

physiciens  yougoslaves  irradiés  accidentellement  dans  un  réacteur  nucléaire.  Quatre 

survivent à la greffe.5 En 1965, Georges Mathé est le premier à décrire une prise de greffe à 

long terme, un chimérisme, ainsi qu’un effet du greffon contre la leucémie chez un patient 

ayant reçu une greffe d’un membre de sa fratrie.6 Toutefois, malgré une procédure de greffe 

réussie, le patient décède d’une GVH chronique compliquée d’une varicelle.  

En  1970,  l’équipe  de  Bortin  rapporte  une  série  de  203  greffes médullaires  réalisées  entre 

1958  et  1968  avec  seulement  trois  survivants.7  Les  causes  de  décès  sont  alors 
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principalement  liées  à  un  défaut  de  prise  de  greffe,  de GVH  ou  de  rechute.  Ces  résultats 

catastrophiques font chuter le nombre de tentatives.  

La  découverte  du  complexe  majeur  d’histocompatibilité  et  du  système  HLA  par  Jean 

Dausset8  et  JJ  Van  Rood9  vont  permettre  des  progrès  très  importants :  la  sélection  de 

donneurs  familiaux  apparentés  et  compatibles  diminue  le  risque  de  rejet  de  greffe  et  de 

développement de GVH aiguë et chronique. En parallèle, les modèles animaux continuent à 

apporter  leur  contribution.  Chez  le  chien,  l’équipe  de  E.D.Thomas  démontre  l’intérêt  de 

l’utilisation du Méthotrexate pour  la prévention de la GVH et, chez  la souris,  l’équipe de G 

Santos  démontre  l’utilité  du  cyclophosphamide  en  association  avec  l’ICT  pour  améliorer 

l’immunosuppression liée à la greffe.10,11 

Georges  Mathé  définit  alors  l’allogreffe  de  cellules  souches  hématopoïétiques,  dans  les 

maladies  hématologiques malignes,  comme une  immunothérapie  adoptive.  Le  principe de 

l’allogreffe  est  de  remplacer  un  système  hématopoïétique  déficient  et/ou  malade  par  le 

système hématopoïétique d’un donneur  sain.  Le  greffon doit  être  capable de  reconstituer 

une  hématopoïèse  complète  chez  le  receveur  grâce  à  son  contenu  en  cellules  souches 

hématopoïétiques.12  Par  ailleurs,  les  cellules  immunocompétentes  contenues  dans  les 

greffons (lymphocytes T CD4+ et CD8+ naïfs et mémoires, lymphocytes B naïfs et mémoires, 

cellules  Natural  Killer)  confèrent  au  receveur  une  immunité  anti‐infectieuse  partielle  et 

surtout  exercent  une  activité  anti‐tumorale13  dirigée  contre  les  cellules  leucémiques 

résiduelles (effet Graft versus Leukemia ou GVL).14 

L’allogreffe  est  toujours  précédée  d’un  conditionnement  soit  par  chimiothérapie 

myéloablative  soit par une chimiothérapie non myéloablative,  (conditionnement dit  réduit 

ou  « atténué »).  Le  conditionnement  peut  être  complété  parfois  par  une  irradiation 

corporelle  totale.  Le  rôle  de  ces  conditionnements  est  à  la  fois  de  minimiser  le  rejet  du 

greffon  par  les  lymphocytes  T  du  receveur  (réaction  de  l’hôte  contre  le  greffon)  et  de 

participer à la destruction des cellules malignes résiduelles.  
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• 1.2 Indications de l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques  

Il existe deux grands champs d’application de l’allogreffe de CSH.  

Le  premier,  le  plus  important  numériquement,  est  le  traitement  des  affections 

hématologiques  malignes  du  tissu  hématopoïétique  ou  d’une  tumeur  maligne  solide 

pouvant bénéficier d’une  thérapeutique à visée éradicatrice  (chimiothérapie  très  intensive 

et/ou irradiation étendue) :  

• les leucémies aiguës, lymphoblastiques et myéloblastiques; 

• certains syndromes myélodysplasiques ; 

• certains syndromes lymphoprolifératifs : lymphomes malins hodgkinien  

et non‐hodgkinien, myélome multiple des os, leucémie lymphoïde chronique ; 

• certains syndromes myéloprolifératifs ; 

• certaines tumeurs solides. 

Le  second  champ  d’application  concerne  les  malades  porteurs  d’un  «  déficit  » 

constitutionnel ou acquis de tout ou partie de son tissu hématopoïétique : 

• aplasies médullaires constitutives (anémie de Fanconi) ou acquises ; 

• hémoglobinopathies (thalassémie, drépanocytose) ; 

• déficits immunitaires combinés sévères ; 

• anomalies enzymatiques portant sur le système hématopoïétique  

(maladie de Gaucher). 

Dans ces derniers cas,  le greffon de cellules souches hématopoïétique apportera  l’élément 

déficitaire  au  receveur  (soit  l’enzyme,  soit  la  population  de  cellules  immunocompétentes, 

soit une nouvelle hématopoïèse). 

• 1.3 Les exigences de compatibilité 

Les antigènes peptidiques sont accessibles au récepteur pour  l’antigène des  lymphocytes T 

(TCR), grâce à la fonction de présentation de l’antigène des molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité  (CMH).  L’extrême  diversité  de  ce  complexe  dicte  l’acceptation 
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(histocompatibilité) ou  le  rejet des greffes entre donneur et  receveur et  ce contexte est à 

l’origine  de  sa  découverte  et  de  sa  dénomination.  En  effet,  Jean  Dausset  qui  a  décrit  le 

complexe  majeur  d’histocompatibilité  (CMH)  chez  l’Homme,  dénommé  HLA  (Human 

Leucocyte Antigen) a identifié la première molécule d’histocompatibilité comme un antigène 

leucocytaire.15  

 1.3.1  Les  principales  caractéristiques  du  complexe  majeur 

d’histocompatibilité 

Les gènes HLA classiques sont situés sur le bras court du chromosome 6 et codent pour les 

molécules qui assurent  la  fonction de présentation de  l’antigène et  l’histocompatibilité. Ce 

complexe est subdivisé en trois régions qui contiennent chacune de nombreux autres gènes 

avec ou sans fonction immunologique. La région CMH de classe I comprend 3 gènes HLA de 

classe  I dits  classiques, HLA‐A, HLA‐B et HLA‐C.  La  région CMH de classe  II  comprend  trois 

paires de gènes HLA de classe II, HLA‐DP (gènes DPA et DPB), HLA‐DQ (DQA et DQB) et HLA‐

DR  (DRA  et  DRB1).  La  région  III,  située  entre  les  régions  I  et  II,  ne  contient  pas  de  gènes 

intervenant dans la présentation antigénique. 

Les deux classes de gènes HLA classiques se caractérisent par un polymorphisme génétique 

multi‐allélique, le plus important de l’espèce humaine. Pour chaque gène HLA classique, on 

comptabilise un très grand nombre d’allèles (Tableau 1). 

 

Tableau 1 : Nombre d’allèles HLA référencés pour chaque locus, d’après la base de données de l’International 

ImMunoGeneTics project, octobre 2014. 

Chaque individu est hétérozygote pour la plupart de ses gènes HLA de classe I et de classe II 

et  à  ce  titre,  ceci  lui  confère  un  caractère  quasi‐unique.  Ce  polymorphisme  génétique  se 

traduit au niveau de la protéine correspondante (allotype HLA) par des différences de un ou 

plusieurs acides aminés principalement concentrées sur la région correspondant à la niche à 

peptide. En raison de la codominance, l’hétérozygotie se traduit pour chaque gène HLA par 

l’expression des deux allotypes portés chacun par un chromosome 6. L’ensemble des gènes 

HLA  d’un  chromosome  6  correspond  à  un  haplotype  HLA.  On  note  des  déséquilibres  de 

liaison entre les allèles de gènes HLA différents au sein d’un même haplotype ce qui donne 

HLA$de$classe$II

Gènes A B C Gènes DRA DRB DQA1 DQB1 DPA1 DPB1

Allèles 2946 3693 2466 Allèles 7 1684 52 712 38 472

Protéines 2077 2741 1736 Protéines 2 1237 32 473 19 390

HLA$de$classe$I
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une  plus  grande  probabilité  de  trouver  associés  deux  allèles  sur  un  haplotype  que  ne  le 

voudrait  le  hasard.  Enfin,  chaque  haplotype  HLA,  paternel  et  maternel,  est  transmis  en 

« bloc »  aux  enfants.  Ainsi,  au  sein  d’une  famille,  la  probabilité  d’une  identité  HLA  entre 

frères et sœurs est proche de 25%.  

L’expression  des molécules  HLA  classiques  varie  selon  leur  classe.  Les molécules  CMH  de 

classe  I  sont exprimées par pratiquement  toutes  les  cellules nucléées de  l’organisme avec 

une densité variable selon  le  type cellulaire et  le contexte  inflammatoire. L’expression des 

molécules  du  CMH  de  classe  II  est  limitée  à  l’état  basal  aux  cellules  présentatrices 

d’antigènes professionnelles que sont les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages 

et  les  lymphocytes  B.  Les  cellules  épithéliales  et  endothéliales  n’expriment  les  molécules 

CMH de classe II que dans un contexte inflammatoire.  

 1.3.2 Reconnaissance antigénique et alloréactivité 

Après l’étape d’éducation thymique, le répertoire des lymphocytes T est tel que l’ensemble 

des TCR est apte à  reconnaître avec une  faible affinité une multitude de complexes CMH‐

peptide  du  soi.  Les  lymphocytes  sont  ainsi  capables  de  discriminer  le  soi  pour  répondre 

puissamment au non‐soi. Cette reconnaissance est néanmoins « dégénérée » de telle sorte 

qu’un TCR puisse en fait reconnaître différents complexes CMH‐peptide. 

Ces modalités de reconnaissance des récepteurs T sont à l’origine de la réponse alloréactive 

qui  s’exerce  dans  le  contexte  de  l’allogreffe.  En  cas  de  disparité  en  antigènes  HLA  entre 

donneur  et  receveur,  un  récepteur  T  peut  reconnaître  une molécule  CMH étrangère,  dite 

allogénique (mismatch HLA) présentant comme toute molécule HLA des peptides issus de la 

dégradation de protéines. Selon le nombre et la nature des mismatchs HLA entre donneur et 

receveur,  1  à  10%  des  lymphocytes  T  peuvent  avoir  un  TCR  capable  de  reconnaître 

fortement  la  combinaison  CMH  allogénique‐peptide  et  être  ainsi  activés.  A  côté  de  cette 

réaction  allogénique  majeure,  même  en  l’absence  de  mismatch  HLA,  c’est‐à‐dire  dans  le 

contexte d’allogreffes où Donneur et Receveur sont HLA‐identiques,  la dégénérescence de 

reconnaissance du TCR  conduit  également  à une  réaction  alloréactive d’intensité  variable. 

Dans  ce  cas,  les  lymphocytes  T  contenus  dans  le  greffon  reconnaissent  et  réagissent  des 

complexes CMH‐peptide où le peptide est assimilé à un peptide du « non soi » : ces peptides 

sont en effet perçus comme des peptides étrangers lorsqu’ils sont issus de la dégradation de 
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protéines endogènes présentant un polymorphique allélique. La seule condition est que ces 

peptides  respectent  des  critères  de  taille  et  d’ancrage  dans  la  niche  à  peptide.  Ils  sont 

appelés  antigènes  mineurs.  La  réaction  allogénique  qu’ils  déclenchent  est  pourtant  loin 

d’être négligeable.  

Cette alloréactivité aux antigènes majeurs et mineurs est  la base moléculaire des réactions 

de rejets et de la maladie du greffon contre l’hôte.  

• 1.4 Les différents donneurs de cellules souches hématopoïétiques  

Le choix d’un donneur est dicté en priorité par le respect des critères d’histocompatibilité et 

par conséquent une recherche d’identité 10/10 (HLA‐A, B et C pour la classe I, HLA‐DR et ‐

DQ  pour  la  classe  II)  ou  12/12  selon  que  l’on  recherche  également  une  compatibilité 

supplémentaire pour le locus HLA‐DP. Cette identité doit se situer au niveau allélique et elle 

est  établie  grâce  à  un  typage  de  haute  résolution  des  différents  antigènes  HLA.  Cette 

identité permet de limiter la réaction allogénique aux antigènes mineurs.16 

 1.4.1 Le donneur familial 

Pour  répondre  aux  exigences  d’identité,  le  choix  du  donneur  se  porte  logiquement  en 

priorité sur un membre de la fratrie où la probabilité qu’un membre de la fratrie soit HLA‐

identique  est  de  l’ordre  de  25%.  Le  donneur  apparenté HLA‐identique  permet  de  réaliser 

une  greffe  « phéno‐identique »  voire  « géno‐identique »  si  les  haplotypes  parentaux  sont 

déterminés. En  l’absence de donneur  familial ou non‐apparenté HLA‐identique mais d’une 

indication  formelle  de  greffe  de  CSH,  il  est  possible  de  réaliser  une  greffe  « haplo‐

identique ». Le terme haplo‐identique indique que le donneur présente un seul de ses deux 

haplotypes HLA en commun avec le receveur. Il s’agit généralement d’un ascendant ou d’un 

descendant du receveur. 

 1.4.2 Le donneur non‐apparenté 

En l’absence de donneur HLA‐identique identifié dans la fratrie, le choix du médecin greffeur 

se  portera  sur  un  donneur  non‐apparenté  volontaire  inscrit  sur  un  registre  national  ou 

international  de  donneur  volontaire  de  cellules  souches  hématopoïétiques.  Nous  sommes 

alors dans une situation de donneurs « phéno‐identiques ».  
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• 1.5 Les différentes sources de cellules souches hématopoïétiques  

 1.5.1 La moelle osseuse 

C'est historiquement la moelle osseuse (MO), siège de l’hématopoïèse, qui a été la première 

source de cellules souches hématopoïétiques à avoir été utilisée. La moelle est prélevée sous 

anesthésie générale au niveau des crêtes iliaques du donneur. Le volume de moelle prélevé 

varie  en  fonction du poids du  receveur  (entre 600 et  1000 mL)  et  permet de  recueillir  de 

l’ordre de 2 à 3 x 108 cellules nucléées totales (CNT)/kg de poids du receveur.  

 1.5.2 Les cellules souches périphériques 

La possibilité de recueillir des Cellules Souches Périphériques (CSP) après stimulation par le 

Colony‐Granulocyte Stimulating Factor  (G‐CSF) est apparue dans un second temps. Le sang 

périphérique d’un sujet adulte contient physiologiquement un très petit nombre de cellules 

souches hématopoïétiques. On peut augmenter  leur  fréquence en  les mobilisant de  la MO 

vers  le  compartiment  circulant  au moyen  du G‐CSF.  Les  CSH  sont  alors  comptabilisées  en 

réalisant en numération des cellules CD34+ circulantes. Elles sont recueillies par cytaphérèse. 

Le développement  important de  cette  technique est  lié  à  la possibilité de  réaliser  alors  le 

prélèvement sans prendre le risque d’une anesthésie générale chez le donneur. 

 1.5.3 Le sang placentaire 

La troisième source de greffon de CSH actuellement utilisée est le sang de cordon ombilical. 

Sa richesse en CSH est connue depuis une quarantaine d’années17 et Broxmeyer et al., ont 

établi  que  le  nombre  de  SCH dans  le  sang  de  cordon  permettait  d’envisager  cette  source 

comme greffon.18  Le  sang placentaire contient effectivement un grand nombre de cellules 

souches hématopoïétiques même si  le  volume de  sang est en pratique assez modeste  (de 

l’ordre de 50 mL à 150 mL). Après  recueil,  le  sang de  cordon est  traité pour éliminer une 

partie  de  la  fraction  érythrocytaire  puis  congelé  en  azote  liquide.  Ces  allogreffes  sont 

essentiellement utilisées dans le cadre d’allogreffe avec un receveur non‐apparenté, et plus 

exceptionnellement pour un frère ou une sœur malade.  
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Son  choix  est  la  source  d’un  questionnement  permanent  pour  le  greffeur  :  comment 

contrôler  la  maladie  sans  augmenter  la  toxicité ?  En  effet,  ce  conditionnement  est  un 

élément clef de la mortalité post‐greffe. Une erreur dans le choix et dans l’administration du 

conditionnement de greffe peut entrainer des complications sérieuses voire potentiellement 

fatales.  

Pour comprendre la diversité actuelle des conditionnements de greffes, il faut se remémorer 

le contexte historique dans lequel elles ont été développées. La transplantation médullaire 

était initialement envisagée comme un outil en cas d’accident d’une technologie afférent à 

la maîtrise de la fission ou de la fusion de l’atome. Concomitamment, l’irradiation corporelle 

totale a démontré son efficacité dans l’éradication des cellules leucémiques sans causer trop 

de  dommages  pour  les  autres  organes  du  corps  humain.  Le  conditionnement  venait  alors 

préparer le receveur à accepter le nouvel organe à la place de l’hématopoïèse déficiente ou 

malade. L’irradiation corporelle totale (ICT) permettait la prise de greffe mais ne permettait 

pas à elle seule de contrôler la maladie au long terme.  

 1.6.1 Le conditionnement myéloablatif  

L’ajout du cyclophosphamide à l’ICT est à  la base de toute transplantation médullaire dans 

les  années  soixante‐dix.1,19,20  Dans  les  années  quatre‐vingt,  un  effort  a  été  mené  pour 

intensifier  les  conditionnements  dans  l’objectif  de  minimiser  le  risque  de  rechute  ou  de 

défaut de prise de greffe. Différents centres ont tenté d’utiliser l’ICT en association avec une 

autre  molécule ;  cependant,  il  n’existe  actuellement  pas  de  consensus  sur  les  doses 

maximales  tolérées.  Aucun  conditionnement  n’a  démontré  un  avantage  significatif  par 

rapport  aux  autres.  Tout  gain  obtenu  dans  la  diminution  du  risque  de  rechute  est 

habituellement  accompagné  par  une  augmentation  parallèle  de  la  mortalité  liée  à  la 

procédure de greffe.  

 1.6.2 Le conditionnement atténué 

Le  concept  de  conditionnement  atténué  a  été  développé  pour  circonvenir  aux  difficultés 

rencontrées avec  les  receveurs ayant des comorbidités  significatives ou présentant un âge 

avancé au moment de la greffe. Le but recherché par le conditionnement atténué n’est pas 

l’éradication  de  la  maladie  sous‐jacente  ou  la  destruction  de  toute  l’hématopoïèse  du 
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receveur au moyen d’une chimiothérapie  cytotoxique.  Il  n’a pour but que d’entraîner une 

immunosuppression  suffisante pour permettre  la prise de greffe. Depuis plusieurs années, 

plusieurs  types  de  conditionnements  atténués  ont  été  développés,  la  plupart  d’entre  eux 

étant basés sur l’utilisation de la fludarabine. Les conditionnements atténués font désormais 

parties des stratégies utilisées quotidiennement en transplantation médullaire, en particulier 

pour les patients âgés. Aucune étude n’a démontré un bénéfice évident en terme de survie 

globale  comparativement  aux  conditionnements  myéloablatifs  classiques.  Ce  type  de 

conditionnement offre une toxicité réduite sur les organes, un taux de GHV inférieur et des 

complications  infectieuses  moins  nombreuses.  La  contrepartie  est  un  risque  de  rechute 

accru par rapport au conditionnement standard.21–24 

 1.6.3 Utilisation du sérum antilymphocytaire 

Les  anticorps  anti‐lymphocytes  présents  dans  le  sérum  anti‐lymphocytaire  (SAL)  sont  des 

anticorps  polyclonaux  qui  présentent  un  large  panel  de  spécificités.  Ils  peuvent  être 

d’origines  différentes  selon  leur  mode  de  production  (chevaux,  lapins  et  plus 

exceptionnellement  chèvres  ou  cochons).  Le mécanisme d’action du  SAL  est  basé  sur  une 

destruction  in  vivo  des  lymphocytes  T  à  laquelle  s’ajoute  également  une  élimination  des 

lymphocytes B, des lymphocytes Natural Killer, des macrophages et des cellules dendritiques 

également cibles de ces Ac anti‐lymphocytes. En raison de son action immunosuppressive, le 

SAL est utilisé soit pour traiter  la GVH en post‐greffe soit pour en prévenir  l’apparition (en 

association avec  le conditionnement). Le SAL est essentiellement utilisé dans  les situations 

de  transplantation avec un  risque élevé d’échec de  la greffe :  greffes avec  soustraction de 

lymphocytes  T,  greffes  de  cellules  souches  hématopoïétiques  issues  de  sang  placentaire, 

allo‐immunisation  du  receveur  due  à  de  multiples  transfusions  préalables,  greffes  à 

conditionnement atténué. Malgré des  résultats prometteurs en  terme de prévention de  la 

GVH  et  une  prise  de  greffe  facilitée,  son  utilisation  est  obérée  par  des  effets  secondaires 

multiples  (réactions  anaphylactiques  lors  de  la  perfusion,  syndrome  de  relargage 

cytokinique, réactivation du CMV et de  l’EBV, apparition d’un syndrome  lymphoprolifératif 

du transplanté) et un risque accru de rechutes. Précisons que même pour le SAL de lapin, le 

plus étudié et le plus utilisé, la dose idéale de SAL à administrer n’a pas été définie.25–28 
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• 1.7 La reconstitution immunologique post‐greffe 

A  l’issue du conditionnement pré‐greffe,  le  repeuplement du compartiment  lymphocytaire 

ne s’opère pas selon  la même cinétique pour  les populations  lymphocytaires T, B et NK.  Il 

débute  dès  le  premier  mois  après  l’allogreffe  par  l’apparition  des  cellules  NK  qui 

représentent alors 80% des lymphocytes du compartiment périphérique. Les lymphocytes B 

atteignent des valeurs normales dans les 3 mois post‐greffe. En revanche,  la reconstitution 

du compartiment T est un processus lent qui procède en plusieurs étapes. 

La  qualité  et  la  rapidité  de  la  reconstitution  post‐greffe  du  compartiment  T  sont  des 

éléments  critiques  de  la  survie  post‐allogreffe  de  CSH.  Une  reconstitution  harmonieuse 

requiert  le repeuplement équilibré des différents sous‐compartiments T, CD4 et CD8, naïfs 

et mémoire. Chaque sous‐compartiment T va solliciter toutes les sources auxquelles il peut 

prétendre pour assurer son repeuplement. Celles‐ci n’ont pas toutes la même capacité ni la 

même efficience qualitative et elles vont entrer dans certains cas en compétition.29 

 

 1.7.1 Les grandes voies de régénération des lymphocytes T 

Pour restaurer le compartiment T, deux grandes voies de régénération vont être sollicitées. 

On  distingue  la  voie  thymique,  qui  permet  le  réensemencement  du  compartiment 

périphérique en cellules T naïves et,  la  régénération T  thymo‐indépendante par expansion 

périphérique de cellules T matures qui conduit à  la production de cellules T de phénotype 

« mémoire ». Ces lymphocytes T matures sont principalement ceux contenus dans le greffon 

mais  des  lymphocytes  T  résiduels  du  receveur  peuvent  participer  à  ce  processus  lors  de 

conditionnement réduit. 

• La voie thymique 

Le  rôle  chez  l’Homme du  thymus dans  la  reconstitution du compartiment T naïf  a pu être 

démontré  au  travers  d’études  de  receveurs  d’allogreffes  de  moelle  préalablement 

thymectomisés30  et  lors  de  greffes  de  CSH  préalablement  appauvries  de  leur  contenu  en 

lymphocytes T.31,32 
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Figure 2: Les évènements majeurs au cours de la différenciation thymique des cellules T, d'après Miller et al.
33
 

 

Après colonisation par les cellules souches progénitrices du donneur du tissu médullaire du 

receveur,  les  cellules  souches et  les précurseurs  lymphoïdes migrent  vers  le  thymus.33  Les 

cellules progénitrices thymiques double négatives (DN) subissent une maturation thymique 

conduisant  au  stade  DN3  au  réarrangement  de  la  chaîne  b  du  récepteur  T.  L’expression 

ultérieure du TCR entraîne la différenciation des DN en cellules doubles positives (DP) CD4+ 

et CD8+. Ces DP passent ensuite par deux processus de  sélection positive et négative. Ces 

deux  étapes  conduisent  à  un  répertoire  lymphocytaire  T  périphérique  diversifié 

indispensable à  la reconnaissance de néo‐antigènes. La quantification par PCR quantitative 

des cercles d’excision des TCR (TREC), présents dans les émigrants thymiques récents (ETR) 

permet d’évaluer indirectement la thymopoïèse.34 En périphérie, ces lymphocytes T matures 

naïfs peuvent survivre au stade d’interphase de manière prolongée sans proliférer pendant 

plusieurs mois,  voire  une  année.35  En  situation  de  lymphopénie,  les  émigrants  thymiques 

récents  peuvent  proliférer  tout  en  conservant  leur  phénotype  naïf  et  les  capacités 

fonctionnelles  correspondantes,  avant  d’entrer  en  quiescence.  Cette  expansion  post‐

thymique sans conversion « memory‐like » est néanmoins pilotée par l’engagement du TCR, 

donc  en  principe  les  complexes  CMH‐peptide  du  «soi»,  et  par  les  cytokines 

homéostatiques.36,37 

La  régénération  de  lymphocytes  T  naïfs  par  voie  thymique  est  un  processus  lent  qui  ne 

devient effectif que plusieurs mois après l’allogreffe, même chez le sujet jeune. Ce processus 

est  fortement perturbé par  l’involution du thymus chez  le receveur âgé.38  Il est également 
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altéré  par  l’irradiation  pré‐greffe  et  par  l’effet  GvH  qui  lèsent  les  cellules  épithéliales 

thymiques et diminuent les capacités de l’épithélium thymique à produire de l’IL‐7, cytokine 

indispensable à la survie des thymocytes.  

• L’expansion homéostatique des cellules T matures 

L’identification de cette voie de régénération repose sur des expériences de reconstitution 

du compartiment T périphérique de souris adultes thymectomisées et irradiées ou de souris 

athymiques au moyen d’inoculum de cellules T périphériques. Les lymphocytes T matures se 

sont avérés capables de reconstituer durablement au niveau quantitatif  le compartiment T 

périphérique des animaux receveurs. Cette reconstitution repose sur la prolifération intense 

d’un pool de lymphocytes T matures ayant déjà réarrangé les gènes codant pour leur TCRαβ 

(expansion homéostatique périphérique). Différents travaux ont précisé les caractéristiques 

de cette voie de régénération :  

‐  la  capacité  de  reconstitution  est  relativement  indépendante  de  la  taille  de  l’inoculum. 

Celui‐ci a une incidence sur le temps nécessaire pour la reconstitution mais le plus souvent la 

totalité  du  potentiel  d’expansion  des  cellules  T  matures  n’est  pas  atteint.  Ainsi,  le  degré 

d’expansion des cellules T périphériques varie selon le degré de déplétion du compartiment 

périphérique.39  

‐ la diversité du répertoire T est limitée après expansion périphérique : un inoculum de très 

faible  taille  ou  la  surreprésentation  d’antigènes  de  forte  affinité  aboutit  à  la  restauration 

d’un répertoire biaisé, oligoclonal.40,41 

‐  la régénération s’opère avec une étape de « sélection positive » périphérique déclenchée 

par  l’interaction entre  le  TCRab et  une molécule du  complexe majeur d’histocompatibilité 

enchâssant un peptide. 

‐  la  capacité  d’expansion  des  cellules  T  matures  nécessite  l’intégrité  du  micro‐

environnement des organes lymphoïdes : chez des souris présentant une réaction du greffon 

contre  l’hôte,  l’altération  des  organes  lymphoïdes  secondaires  perturbe  l’expansion  des 

cellules T matures, sans que celles‐ci ne présentent d’anomalies intrinsèques.42 

‐ les cellules T qui repeuplent le compartiment T par un processus d’expansion périphérique 

se  caractérisent  par  un  phénotype  de  cellules  éduquées/mémoires.43  Ainsi,  des  cellules  T 

naïves contenues dans un greffon adoptent après expansion un phénotype «memory‐like».44 
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La  possibilité  d’une  reconstitution  par  redistribution  des  cellules  T  mémoire  du 

compartiment tissulaire vers le compartiment systémique est faible ou nulle dans le cas de la 

déplétion T engendrée par les conditionnements pré‐greffes.  

• L’efficience post‐greffe des différentes voies de régénération du compartiment T  

Lorsque le thymus est en place et la régénération thymo‐dépendante efficace, celle‐ci exerce 

une  régulation  négative  sur  le  processus  d’expansion  périphérique  qui  occupe  alors  une 

place  moindre.  A  l’inverse,  le  processus  d’expansion  périphérique  prend  toute  son 

importance  chez  les  receveurs  âgés  chez  qui  la  fonction  thymique  est  détériorée.  Celui‐ci 

permet alors de parvenir à un compartiment T à environ 75% de  la  taille normale, parfois 

après plusieurs années. 

La régénération du compartiment T par voie thymique étant un processus  lent, ce sont  les 

populations  lymphocytaires  T matures  transférées  avec  le  greffon  de  CSH  qui  assurent  la 

phase initiale de reconstitution.45 Leur qualité et leur nombre au sein du greffon sont donc 

déterminants. Après le premier trimestre ou semestre, la cinétique de reconstitution dépend 

principalement de l’âge du receveur et de ses capacités de régénération par l’entremise d’un 

thymus fonctionnel.31,38,46 

Quand on examine de plus près les populations lymphocytaires T CD4+ et CD8+, celles‐ci ne 

suivent pas la même cinétique de reconstitution : la correction globale des cellules T CD8+est 

plus rapide. Cette différence est responsable d’une inversion du rapport CD4/CD8 au cours 

des premiers mois post‐greffe, d’autant plus prolongée que le receveur est âgé.  

Chez l'enfant, la régénération des lymphocytes T CD4+ prend environ 6 à 18 mois contre 3 à 

6  mois  pour  les  lymphocytes  T  CD8+.  Les  lymphocytes  T  CD4+  qui  apparaissent 

progressivement  expriment  l'isoforme  CD45RA  et  se  sont  relativement  peu  divisés  en 

périphérie.  Chez  l'adulte,  en  revanche,  on  observe  une  correction  incomplète  de  la 

lymphocytose T CD4+ : à 3 mois, les lymphocytes T CD4+ n’atteignent que 35% de leur valeur 

de  base, avec  une  augmentation  minime  des  lymphocytes  T  CD4+  de  phénotype  naïf 

(CD45RA+). Les cellules T CD4+CD45RO+ de type mémoire prédominent très largement à plus 

de 12 mois. A ce stade, le nombre absolu de lymphocytes T CD8+ s’est déjà normalisé, grâce 

à un temps de doublement  inférieur à celui des  lymphocytes T CD4+, quelque soit  l’âge du 

patient et la taille de son thymus, mais les cellules T CD8+ ont alors pour la plupart d’entre 

elles un phénotype « memory‐like ».47  Les cellules dendritiques qui  supportent  l’expansion 
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homéostatique des cellules T matures par l’entremise de l’interaction TCR‐pCMH, pourraient 

pénaliser  la  prolifération  des  cellules  T  CD4+  et  être  indirectement  responsables  de  la 

mauvaise expansion homéostatique des lymphocytes T CD4+.48 

La normalisation des cellules T CD4+ phénotypiquement naïves  riches en cercles d’excision 

n’est  ainsi obtenue qu’après une à deux années,34,38 mais  le déséquilibre persiste  souvent 

plus longtemps, comme en attestent les études rétrospectives menées dix ans et plus après 

autogreffe ou allogreffe de CSH.49–51 Les émigrants thymiques récents, quoique générés en 

nombre limité en raison de l’involution thymique, conservent leur capacité d’expansion sans 

conversion phénotypique au moins jusqu’à la sixième décennie.52 

L’ensemble de  ces données  souligne  le  rôle essentiel du  thymus dans  la  reconstitution du 

compartiment  T  naïf  périphérique.  Après  la  lymphodéplétion  engendrée  par  le 

conditionnement pré‐greffe, la voie thymique est la seule voie garantissant le rétablissement 

d’un  répertoire  TCR  diversifié  assurant  l’immunité  anti‐infectieuse  vis‐à‐vis  de  nouveaux 

antigènes, une réponse vaccinale et un contrôle des maladies auto‐immunes.53 Le corollaire 

est  un  repeuplement  précoce  du  compartiment  T  périphérique  par  l’expansion 

homéostatique  de  cellules  T matures,  naïves  et mémoires,  apportées  par  les  greffons  de 

cellules souches non expurgés en lymphocytes T, et à laquelle participent éventuellement les 

cellules  T  ayant  échappé  au  traitement  par  chimiothérapie/radiothérapie,  selon  son 

intensité.  De  ce  fait,  le  compartiment  T  est  initialement  restauré  par  des  cellules  T 

majoritairement de phénotype « memory like » et dont le répertoire initial est de caractère 

restreint. 

 1.7.2  Le  rôle  de  l’interleukine‐7  dans  le  retour  à  l’homéostasie  du 

compartiment lymphocytaire T 

La  mise  en  évidence  de  l’implication  de  différentes  cytokines  dans  l’homéostasie  des 

lymphocytes  T  découle  de  l’observation  initiale  de  leurs  capacités  à  bloquer,  in  vitro, 

l’apoptose  de  ces  cellules.  Si  plusieurs  cytokines  interviennent  dans  ce  processus,  ce  sont 

l’IL‐7 et l’IL‐15 qui représentent les véritables cytokines homéostatiques et qui jouent un rôle 

majeur dans la survie des cellules T naïves et/ou mémoires. Le rôle de l’IL‐7 est critique car 

elle est absolument indispensable à la thymopoïèse et à la survie des cellules T naïves. 

L’IL‐7 est produite à  la  fois dans  les organes  lymphoïdes centraux,  les organes  lymphoïdes 
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sortie  des  lymphocytes  hors  des  ganglions).65  Au  total,  l’engagement du  récepteur  à  l’IL‐7 

modifie  la capacité de survie,  le métabolisme,  les capacités migratoires et  la  régulation du 

cycle cellulaire (Figure 3) .66 

 
En  situation  d’homéostasie  du  compartiment  T,  les  signaux  résultant  de  l’engagement  du 

TCRαβ  et  de  l’IL‐7  sont  indispensables  à  la  survie  prolongée  des  cellules  T  naïves.  Ils 

déclenchent  leur  division  sporadique  en  préservant  leur  phénotype  naïf  mais  sont 

insuffisants pour déclencher  leur prolifération  intense.67,68 La compétition pour un nombre 

limité de complexe CMH/peptide du soi contribue au maintien de la diversité du répertoire 

des  cellules T  naïves,69  et  la  faible  quantité  d’IL‐7  disponible  à  l’état  basal,  au  regard  de 

l’abondance  des  cellules  T,  régule  étroitement  la  taille  du  compartiment,  en  plaçant  les 

cellules  T  naïves  en  situation  de  compétition  altruiste  vis‐à‐vis  de  l’IL‐7.70  En  effet,  la 

signalisation  de  l’IL‐7  entraîne  la  diminution  de  l’expression  de  son  récepteur  au  niveau 

transcriptionnel tandis que l’absence de la cytokine augmente l’expression de l’IL‐7Rα. Cette 

boucle de régulation négative permet à un maximum de cellules T naïves de survivre avec 

une source limitée d’IL‐7. 

En  situation  de  lymphopénie  sévère,  la  diminution  du  nombre  de  cellules  T  entraîne  une 

diminution  de  la  consommation  de  l’IL‐7  et  accroît  de  ce  fait  la  biodisponibilité  de  l’IL‐7. 

Après allogreffe de moelle osseuse, le conditionnement pré‐greffe déclenche une élévation 

transitoire des taux plasmatiques d’IL‐7 avec un taux maximal à J14/J21 post‐greffe selon le 

conditionnement71.  Exposées  à  de  fortes  concentrations  d’IL‐7,  les  cellules T  disponibles 

consomment  l’IL‐7  et  prolifèrent  grâce  à  l’engagement  conjoint  de  leur  récepteur 

clonotypique.  Dans  ces  conditions,  les  complexes  CMH‐peptides  du  soi  deviennent 

mitogèniques,  et  durant  leur  expansion,  les  cellules  acquièrent  un  phénotype  analogue  à 

celui  des  cellules  T  mémoires  et  leur  répertoire  est  relativement  restreint.72  Ce  sont  les 

principaux effecteurs des effets GVL et GVH au cours des premières semaines post‐greffe. 
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2/ L’allogreffe de sang placentaire 

 2.1 Généralités 

Le  concept de  l’utilisation de  sang de  cordon ombilical  comme  source de  cellules  souches 

hématopoïétiques  a  été  posé  à  la  fin  des  années  60.  En  1972, l’équipe d’Ende publiait  un 

article qui évoquait pour la première fois le potentiel hématopoïétique du sang fœtal.73 Dans 

ce  premier  exemple  publié,  des  échantillons  de  8  cordons  ombilicaux  différents  ont  été 

recueillis  afin  d’être  greffés  à  un  jeune  homme  de  16  ans  atteint  d’une  leucémie  aiguë 

lymphoblastique  traitée  préalablement.  Bien  que  cette  tentative  n’ait  pas  abouti  à  une 

reconstitution hématologique,  Ende démontrait  qu’il  était  possible d’obtenir,  au moins de 

manière  transitoire,  un  chimérisme  mixte  avec  ce  type  de  cellules  souches 

hématopoïétiques.73 

Dans  les  années  1980,  des  modèles  murins  ont  permis  de  conforter  l’hypothèse  qu’une 

reconstitution  médullaire  à  long  terme  était  possible.  Boyse  a  réalisé  4 

expérimentations différentes : dans  la première, des souris mâles (B6 X A‐T1ab) âgées de 7 

semaines  étaient  irradiées  puis  greffées  avec  du  sang  total  hépariné  obtenu  sur  des 

embryons de souris (B6 X A‐T1aa). Après 30 jours, les souris survivantes étaient typées pour 

le marqueur T1a permettant de distinguer l’origine des cellules. Ces souris présentaient une 

reconstitution hématopoïétique à partir des cellules du donneur. Cette expérience, suivie de 

trois  autres  a  évalué  les  possibilités  de  prise  de  greffe  dans  trois  situations :1°)  en  cas 

d’utilisation de petits volumes de sang fœtal ; 2°) en cas d’utilisation de sang de nouveau‐nés 

de moins de 24 heures ; 3°) en cas d’utilisation de petits volumes de sang nouveau‐nés. A 

chacune de ces étapes, la reconstitution hématologique post‐greffe était obtenue, même en 

cas de petits volumes. EA Boyse et HE Broxmeyer ont poursuivi en postulant que des poches 

de  sang  placentaire  collectées  à  la  naissance  contenaient  assez  de  progéniteurs 

hématopoïétiques pour un usage thérapeutique. Une étude multicentrique portant sur 101 

échantillons démontrait rapidement la justesse de cette analyse : dans le sang de cordon le 

nombre  de  progéniteurs  correspondait  au  bas  de  la  fourchette  de  la  quantité  de 

progéniteurs  nécessaires  à  la  prise  de  greffe.  Les  échantillons  pouvaient  également  être 

congelés, stockés, et décongelés sans déperdition majeure.18,74 
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La localisation de l’hématopoïèse varie durant le développement fœtal. Elle est initialement 

réalisée à la fois dans une structure extra‐embryonnaire (le sac vitellin) et dans une structure 

intra‐embryonnaire (l’aorte). Dans un second temps, l’hématopoïèse migre et est retrouvée 

dans  le  foie et dans  la moelle osseuse. Durant  la  vie  fœtale,  les  cellules  souches  circulent 

dans le sang et ce n’est qu’après la naissance qu’elles sont presqu’exclusivement localisées 

dans  la  moelle  osseuse.  Chez  l’adulte,  l’hématopoïèse  est  intégralement  réalisée  dans  la 

moelle osseuse.75,76 

La première allogreffe de sang de cordon a été réalisée à Paris en 1988 par le Pr. E Glukman 

à l’hôpital Saint Louis, sur un jeune patient atteint d’une maladie de Fanconi.77 Celui‐ci avait 

un  donneur  familial  HLA‐identique  pour  lequel  un  diagnostic  anténatal  démontrait  qu’il 

n’était pas atteint de cette hémopathie. Après un conditionnement par de l’Endoxan à faible 

dose, et une irradiation corporelle totale, Matthew âgé de 6 ans, fut le premier enfant greffé 

à  partir  de  cellules  souches  hématopoïétiques  cryopréservées  issues  de  sang  placentaire. 

Depuis,  l’utilisation  de  cellules  souches  hématopoïétiques  de  sang  placentaire  s’est 

considérablement développée grâce notamment à  la mise en place d’un  réseau européen 

regroupant les banques de sang de cordon ombilical. Ainsi plus de 20 000 autres greffes ont 

été  réalisées dans  le monde et  les banques de  sang placentaire  se  sont développées pour 

accueillir  aujourd’hui  près  de  562 000  unités  de  sang  placentaire  (source :  Bone  marrow 

donors wordwild (BMDW) en février 2013). 

• 2.2 Les problématiques spécifiques de l’allogreffe de sang placentaire 

 2.2.1  La  nécessaire  adéquation  du  choix  du  greffon  de  sang 

placentaire à son receveur 

Pour l’allogreffe de cellules souches obtenues à partir de sang de cordon ombilical, il existe 

un certain degré de  tolérance pour un nombre  limité d’incompatibilités HLA. La  recherche 

d’identité HLA entre le sang de cordon et le futur receveur est limitée à 6/6 et concerne HLA‐

A, HLA‐B et HLA‐DR.  

En  plus  des  exigences  moindres  d’histocompatibilité,  la  sélection  d’une  unité  de  sang 

placentaire offre d’autres avantages : 
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• La  durée  nécessaire  pour  sélectionner  un  greffon  de  sang  placentaire  est 

relativement courte 78 ; 

• Le greffon, une fois identifié est rarement récusé ; 

• Il y a plus de facilité lors d’une éventuelle modification de la date de greffe ; 

• Il n’existe pas de risque (infectieux ou lié à l’anesthésie) pour le donneur 

 

Ces  avantages  sont  contrebalancés  par  des  inconvénients  que  nous  maîtrisons  plus  ou 

moins : 

• Quantité limitée de cellules disponibles au sein du greffon ; 

• Impossibilité de  réaliser une  infusion ultérieure de  lymphocytes du donneur en cas 

de rechute (DLI). 

• Possibilité théorique de transmettre une affection congénitale non dépistée ; 

• Un  risque  plus  élevé  d’échec  de  la  prise  de  greffe,  une  reconstitution  immunitaire 

retardée responsable d’une mortalité infectieuse plus élevée. 

Dans plusieurs études, la reconstitution de l’hématopoïèse avec la récupération d’un taux de 

polynucléaires  neutrophiles  et  d’un  taux  plaquettaire  satisfaisant  est  corrélée  à  la  fois  au 

degré de compatibilité HLA mais également au nombre total de cellules nucléées collectées 

et perfusées au receveur.79,80 Une combinaison d’une incompatibilité HLA de classe I ou de 

classe  II  avec  une  forte  dose  de  cellules  CD34+  présentes  dans  le  greffon  est  associée 

uniquement  avec  un  risque  plus  élevé  de  développer  une  GVH  aiguë  de  grade  III‐IV.  La 

rechute  de  l’hémopathie  sous‐jacente  dans  les  greffes  sans  incompatibilité  démontre  à 

nouveau l’importance de l’effet du greffon contre la leucémie. 80–83 

La  réalisation  d’une  greffe  de  sang  placentaire  présuppose  néanmoins  les  prérequis 

suivants : 

 La définition du typage HLA est réalisée au niveau générique pour le HLA‐A et pour le 

HLA‐B  et  au  niveau  allélique  pour  le  HLA‐DRB1.  Il  faut  éviter  une  incompatibilité 

supérieure à 2. Il est préférable d’avoir une incompatibilité qui porte sur le CMH de 

classe I (HLA‐A ou –B) plutôt que le DRB1. 
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 Lors de  la sélection,  il  faut  rechercher  la présence d’anticorps anti‐HLA dans  l’unité 

de  sang  placentaire.  La  compatibilité  HLA  semble  être  plus  importante  pour  les 

receveurs ne souffrant pas d’affection hématologique maligne.  

 Si  le  critère  du  nombre  de  cellules  nucléées  disponibles  dans  le  greffon  n’est  pas 

rempli, il est alors nécessaire d’envisager une greffe avec 2 cordons. 

 Le nombre de cellules viables et de CFU‐GM n’est généralement pas considéré pour 

ce type de greffon. 

 La  quantité  de  cellules  nécessaires  à  la  greffe  augmente  avec  le  nombre 

d’incompatibilité HLA. 

Pour  les  hémopathies  malignes,  la  quantité  de  cellules  nucléées  nécessaires,  en  cas  de 

greffon présentant une compatibilité 5/6 ou 6/6 est de: 

o entre 2,5 à 3,0 x 107/kg de poids du receveur lors de la congélation 

o entre 2,0 à 2,5 x 107/kg de poids du receveur après la décongélation, 

o La quantité de cellules CD34+ doit être approximativement comprise entre 

1,2 et 1,7 x105/kg, que ce soit au recueil ou à la décongélation.  

Dans  les  affections  non  malignes,  la  quantité  de  cellules  CD34+  la  plus  importante  et  la 

compatibilité HLA complète doivent être recherchées. 

Les greffons qui présentent une compatibilité HLA de 4/6 : de même l’incompatibilité HLA‐A 

et –B est préférable à l’incompatibilité –DRB1 ; pour les hémopathies malignes la quantité de 

cellules nucléées nécessaires est de : 

o au moins supérieure à 3,5 x 107/kg lors de la congélation 

o au moins supérieure à 3, x 107/kg après la décongélation 

o La quantité de cellules CD34+ doit être supérieure à 1,7 x105/kg 

Pour  les  affections  non  malignes,  la  quantité  de  cellules  nucléées  totales  avant  la 

congélation doit être au moins comprise entre 4,0 et 5,0 x 107/kg ; après décongélation, elle 

doit être supérieure à 3,5 x 107/kg. La quantité de cellules CD34+ doit être supérieure à 2,0 

105/kg. 
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Les  greffons  ayant  plus  de  2  incompatibilités  HLA  doivent  être  écartés,  sauf  dans  les  cas 

extrêmes  de  patients  présentant  des  affections  hématologiques  malignes  réfractaires.  Ce 

type  de  greffon  n’est  pas  recommandé  pour  les  patients  présentant  des  affections 

hématologiques non‐malignes.80,84,85 

Enfin, il existe d’autres considérations à prendre en compte : la qualité et la localisation de la 

banque de sang placentaire cédant le greffon (et son accréditation) et la problématique de la 

compatibilité ABO.  

Entre  2001  et  2005,  les  premiers  résultats  concernant  les  greffes  de  sang  placentaire 

réalisées  avec  un  conditionnement  atténué  ont  été  publiés  avec  des  éléments 

encourageants,86–90  levant  ainsi  les  préventions  et  permettant  l’adoption  progressive  du 

conditionnement  atténué.  L’équipe  de  Brunstein  publiait  en  2007  un  travail  portant  sur 

l’étude de  110 patients  ayant  bénéficié  d’une  allogreffe  de CSH  avec  un  conditionnement 

atténué  avec  2  greffons.  Le  conditionnement  utilisé  associait  une  irradiation  corporelle 

totale de 2 Gy,  la  fludarabine et  l’Endoxan.  Il y eu 15 échecs de greffe  (13.6%) et  la durée 

médiane de prise de greffe était de 12 jours. Le chimérisme était mixte au point d’évaluation 

précoce, mais l’évaluation à 1 an ne retrouvait généralement plus qu’un seul donneur chez 

les survivants. Une GVH aiguë de grade II‐IV était retrouvée chez 59% des patients, une GHV 

chronique  chez  23% des  patients.  19% des  patients mourraient  de mortalité  non‐liée  à  la 

rechute  (MNLR)  dans  les  6  mois  qui  suivent  la  greffe,  et  l’EFS  à  3  ans  était  de  38%.  Les 

auteurs  de  ce  travail  constatèrent  de meilleurs  résultats  après  une  double  greffe  de  sang 

placentaire.88 Les données de survie, de survie sans événement et de MNLR sont tout à fait 

superposables à ceux de nos cohortes de patients décrites plus bas. 

 2.2.2 Une reconstitution T retardée 

Un  défi  particulier  de  l’allogreffe  de  sang  placentaire  est  la  prise  en  charge  d’une 

reconstitution  immunologique retardée par  rapport aux autres sources de cellules souches 

hématopoïétiques. Cette reconstitution  immunologique défectueuse est responsable d’une 

morbidité  et  d’une  mortalité  liée  à  la  greffe  accrues.91–95  La  reconstitution  du  taux  de 

lymphocytes T après allogreffe de SP est  graduelle et  il  n’est permis d’espérer un  taux de 

lymphocyte T normal qu’après les 9 premiers mois. Chez le receveur adulte, la reconstitution 

du système immunitaire et du taux de lymphocyte T peut prendre jusqu’à une année. Cela 
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s’accompagne  également  d’un  nombre  plus  faible  de  lymphocytes  T  TREC+  chez  les 

receveurs plus âgés.46 

 2.2.3 Une susceptibilité accrue aux infections opportunistes  

La  mortalité  liée  aux  infections  est  l’une  des  toutes  premières  causes  de  décès  après 

allogreffe de  sang placentaire. Elle est  responsable, à elle  seule ou en  lien avec une autre 

complication  comme  la  survenue d’une GVH aiguë  sévère,  de près de 50 % des décès ;  la 

majorité  d’entre  eux  survenant  dans  les  100  premiers  jours  post‐greffe.85,96,97  L’impact 

fondamental  de  ce  taux  élevé d’infection  a  été mise  en  valeur  par  un  rapport  du  registre 

international de  transplantation médullaire  (IBMTR). Cette étude compare  les évènements 

post‐greffes chez 150 greffes de sang placentaire ainsi que 367 greffes de MO sans aucune 

incompatibilité, et avec 83 greffes de MO avec 1 incompatibilité HLA. Parmi les évènements 

post‐greffe analysés,  les  infections  liées à  la greffe sont significativement augmentées chez 

les  patients  qui  recevaient  une  greffe  de  SP  par  rapport  aux  2  autres  populations 

(respectivement  45%,  21%,  et  24%;  P=0,01).  Après  les  100  premiers  jours,  la  mortalité 

infectieuse était identique dans les 3 groupes. Une autre étude espagnole multicentrique a 

également  retrouvé  une  augmentation  significative  de  l’incidence  des  infections  sévères 

après greffe de sang placentaire comparativement à une greffe de CSP (respectivement 73% 

et 50%, P=0,02).98 Enfin, l’équipe de Barker a également démontré qu’il existe une incidence 

cumulative  d’infections  sévères  plus  élevée  chez  les  enfants  recevant  une  greffe  de  sang 

placentaire immédiatement après la greffe par rapport à celle observée chez les receveur de 

MO (respectivement 58% et 35%, P=0,04).99 

 2.2.4 Le risque de réaction du greffon contre l’hôte aiguë et 

chronique après greffe de sang placentaire 

La tolérance plus importante pour un nombre plus limité d’incompatibilité dans la greffe de 

SP n’est pas associée à une augmentation du risque de décès lié à une réaction du greffon 

contre l’hôte. Le risque de GVH aiguë semble réduit par l’utilisation du SAL en complément 

d’un  conditionnement  myéloablatif.  La  différence  semble  plus  négligeable  dans  les 

conditionnements  d’intensité  réduite.  Dans  le  travail  publié  par  l ‘équipe  de  Brunstein,  la 

survenue de GVH aiguë de grade II à IV est significativement augmentée après une allogreffe 

de  CSP  ou  de MO  à  partir  d’un  donneur  adulte  non‐apparenté  (85%)  par  rapport  à  celle 
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survenant après une allogreffe de sang placentaire (53%) dans les 100 premiers jours post‐

greffe.100  Cependant,  il  n’existait  pas  de  différente  en  terme  de  GVH  de  grade  III‐IV ;  de 

même,  dans  ce  travail,  il  n’apparaissait  pas  de  différence  significative  en  terme  de 

développement  de  GHV  chronique.  D’autres  études,  avec  des  effectifs  plus  réduits,  ne 

mettent  pas  en  évidence  de  différence  significative  en  terme  de  développement  de  GVH 

aiguë.101,102 

Dans un essai de phase II comparant des greffes de sang placentaire à des greffes avec un 

donneur haplo‐identique utilisant le cyclophosphamide après la transplantation, la survenue 

de GVH aiguë de  grade  II‐IV  est  observé dans  40% des  greffes  de  sang placentaire  contre 

32% des greffes haplo‐identiques. Le taux de GVH aiguë de grade III‐IV était respectivement 

de 21% et de 0% dans ces 2 groupes. Enfin la survenue de GVH chronique est observée dans 

25% des greffes de sang placentaire contre 13% des greffes haplo‐identiques un an après la 

greffe.103  Ces  éléments  permettent  de  confirmer  le  potentiel  d’allogénécité  des  cellules 

immunocompétentes présentes dans le greffon issu de sang placentaire. 

• 2.3 Les propriétés particulières des cellules du sang placentaire 

 2.3.1 Les cellules souches hématopoïétiques du sang de 

cordon 

Les  cellules  souches  hématopoïétiques  sont  définies  comme  étant  des  cellules 

indifférenciées capables à  la fois de se multiplier à  l’infini, capables d’auto‐renouvellement 

et  de  générer  des  cellules  filles  capables  de  se  différencier  en  cellules  hautement 

spécialisées.  Leur  fonction  est  d’assurer  l’homéostasie  du  système  hématopoïétique  en 

assurant  le  renouvellement  des  éléments  figurés  du  sang.  Ce  sont  ces  cellules  qui  sont 

retrouvées dans le sang placentaire : en effet le sang placentaire contient des cellules CFU‐

GM  en  nombre  comparable  au  nombre  de  cellules  CFU‐GM  suffisantes  pour  assurer  le 

succès d’une greffe médullaire avec de  la moelle osseuse.104–107 Bien que  les  cellules CFU‐

GM  ne  soient  pas  elles‐mêmes  des  cellules  souches  hématopoïétiques  mais  plutôt  des 

cellules progénitrices, la prise de greffe est directement liée à la quantité de cellules CFU‐GM 

administrée  dans  un  modèle  murin  de  transplantation  médullaire.108  De  même,  chez 

l’homme,  la quantité de cellules CFU‐GM contenue dans un greffon de moelle osseuse est 

également corrélée à la vitesse de sortie d’aplasie lors d’une autogreffe de cellules souches 
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hématopoïétiques.109  Le  sang placentaire contient également des cellules BFU‐GM et CFU‐

GEMM  dans  une  proportion  comparable  à  celle  retrouvée  dans  les  greffons  de  moelle 

osseuse.104 Les cellules souches hématopoïétiques ont été identifiées dans le sang de cordon 

ombilical préalablement à leur identification dans la moelle osseuse.109,110 La concentration 

en cellules souches hématopoïétiques est essentiellement identique dans le sang placentaire 

et dans la moelle osseuse, mais leur quantité est plus faible dans le sang placentaire.109–113 

L’équipe de Broxmeyer démontrait en plus que ces cellules progénitrices hématopoïétiques, 

à savoir les cellules CFU‐GM, BFU‐GM et CFU‐GEMM ont pu être congelées, cryopréservées 

et ensuite décongelées. Cette étape était  réalisée sans dommage pour  leur différenciation 

fonctionnelle.18  La vitesse de  la reconstitution hématologique post‐greffe est bien corrélée 

avec le nombre de cellules nucléées disponibles dans l'unité de sang de cordon (en TNC/kg 

de poids du receveur).84  

Après  le  recueil,  au  décours  immédiat  de  l’accouchement,  les  greffons  de  CSH  d’origine 

placentaire  sont  immédiatement  pris  en  charge  par  les  laboratoires  de  l’Etablissement 

Français du Sang (EFS). Après miniaturisation, numération, les greffons sont cryopréservées. 

Ils sont alors immédiatement disponibles pour une éventuelle greffe lorsque le typage HLA a 

été réalisé. Il n’y a donc aucun risque que le donneur ne puisse plus donner entre le moment 

où il a exprimé son consentement et le prélèvement. Selon Barker, la durée moyenne pour 

identifier  un  donneur  de  sang  placentaire  est  aujourd’hui  de  13,5  jours  ce  qui  est 

singulièrement  plus  court  que  les  49 jours  médians  pour  trouver  un  donneur  sur  pied 

compatible.78  Avec  l’augmentation  progressive  du  nombre  de  maternités  et  de 

l’augmentation  du  nombre  de  cordons  banqués,  la  disponibilité  des  unités  de  sang 

placentaire  ne  fait  que  s’améliorer :  il  s’agit  d’un  atout majeur  de  cette  technique.  Cette 

disponibilité présente évidemment un  intérêt  tout particulier pour  les patients présentant 

une leucémie aiguë avec un haut risque de rechute. On peut nuancer en remarquant que cet 

avantage  n’est  pas  encore  bien  considéré  dans  la  mesure  où  souvent,  la  recherche  d’un 

greffon de sang placentaire est réalisée après un échec de la recherche d’un donneur de MO 

ou de CSP.114 

Des  travaux  complémentaires menés  par  l’équipe  de  Broxmeyer  ont  pu  démontrer  que la 

capacité  de  prolifération  des  cellules  souches  hématopoïétiques  n’est  pas  altérée  dans  le 

temps  et  qu’il  est  possible  de  récupérer  des  cellules  sanguines  et  des  progéniteurs 
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hématopoïétiques après 5, 10 et 15 ans.74,115,116 Alors que de nombreux centres répugnent à 

utiliser des greffons congelés pendant une période très prolongée, il n'existe aucune preuve 

que ceux‐ci soient plus efficaces lorsqu’il est congelé pendant une durée plus courte. 

 2.3.2 Propriétés des cellules T de sang de cordon 

En dépit  de  l’utilisation de  greffons  placentaires  présentant  des  disparités HLA de  classe  I 

et/ou II, l’incidence et la sévérité des GVH aigues observées en pédiatrie et chez l’adulte sont 

plus  faibles quand on  les compare à celle des allogreffes avec donneur conventionnel non 

apparenté  HLA‐compatible  alors  que  les  cellules  T  infusées  sont  quasi  exclusivement  de 

phénotype naïf. Le nombre réduit de lymphocytes transfusés est un des éléments principaux 

avancés pour expliquer cette incidence diminuée de la GVH : les greffons obtenus à partir de 

moelle  osseuse  ou  de  cellules  souches  périphériques  comportent  environ  10  fois  plus  de 

cellules nucléées, cependant, le seuil du nombre de lymphocytes T nécessaires et suffisants 

pour réaliser une réaction de GVH est de 1.104  lymphocytes /kg en cas de disparité HLA.117 

Ainsi,  l’incidence  diminuée  de  GVH  serait  liée  aux  propriétés  particulières  des  cellules  du 

sang de cordon : une immaturité des cellules dendritiques,118 une récupération précoce des 

cellules  NK  capables  d’activer  la  voie  lytique  Granzyme/Perforine  et  CD95/CD95L119,  une 

proportion plus élevée de lymphocytes T régulateurs,120 et surtout une capacité de réponse 

limitée des cellules T aux alloantigènes. 

La composition en cellules T dans la moelle osseuse et le sang périphériques du sujet adulte 

et dans  le sang de cordon diffère en premier  lieu au plan quantitatif. Le ratio CD4/CD8 est 

plus élevé dans  le sang de cordon,121  le contingent de cellules T gd est très faible122  tandis 

que  celui  des  lymphocytes  T  régulateurs  est  plus  élevé.123,124  Les  émigrants  thymiques 

récents occupent une large proportion des cellules T du sang de cordon : 65‐80% sont CD31+ 

et  contiennent  des  TRECs.125–127  In  vitro,  l’IL‐7  exerce  des  fonctions  particulières  sur  ces 

cellules  :  elle  déclenche  de  manière  dose‐dépendante  la  prolifération  des  RTE  CD4+  de 

nouveau‐nés alors qu’elle est sans effet sur les cellules CD4+CD45RA+ d’adulte. L’activation 

précoce des caspases 3 et 8 est nécessaire à cette réponse IL‐7 dépendante des RTE. 

Dès  les  années  90,  les  différences  fonctionnelles  des  cellules  T  de  sang  de  cordon  sont 

soulignées et plusieurs explications sont avancées pour expliquer  leur réactivité diminuée : 

un faible niveau d’activation,  la quasi‐absence de  lymphocytes T mémoires, des propriétés 

intrinsèques différentes de celles des lymphocytes T d’adultes. 
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De manière paradoxale, plusieurs approches basées sur des réactions lymphocytaires mixtes 

comparant la réactivité des lymphocytes T (ou T CD4+) d’adulte et de sang de cordon (CBL) 

font état d’une capacité proliférative équivalente sinon supérieure des cellules T de cordon à 

l’étape  initiale  d’une  réponse  primaire  aux  alloantigènes  majeurs.  Celle‐ci  s’accompagne 

d’une production significative d’IL‐2 et d’IFN‐g à J3. En revanche, la réponse secondaire des 

CBL  est  mauvaise,  peu  ou  pas  améliorée  par  l’addition  de  doses  modérées  d’IL‐2. 

L’implication partielle de cellules T CD8+,128 un état d’anergie par défaut d’activation de  la 

voie Ras après engagement du  récepteur T mais  surtout  l’apoptose massive des  cellules T 

activées129,130  sont successivement évoqués pour expliquer ce phénomène de non‐réponse 

secondaire.  

Cette  susceptibilité accrue à  l’apoptose, qui  succède à  la  réponse proliférative allogénique 

primaire  est  retrouvée  lors  d’une  stimulation  par  Ac  anti‐CD3  des  CBL  CD4+CD45RA+  par 

rapport  aux  cellules  T  CD4+CD45RA+  d’adulte.131  Une  expression  majorée  du  CD95L  est 

détectée  à  la  surface  des  CBL  activés  sans  que  l’engagement  de  cette  voie  ne  soit 

particulièrement impliquée dans le processus d’apoptose. Une étude ultérieure, étudiant les 

voies  impliquées  dans  le  processus  d’apoptose  de  CBL  totaux  pré‐activés  par  anti‐CD3  et 

anti‐CD28  nuance  ces  résultats :  les  niveaux  d’expression  de  CD95  et  du  TNFR2 mais  pas 

celui  du  CD95L  apparaissent  élevés  à  J4  post‐activation  et  l’apoptose  est  majorée  en 

présence d’un Ac anti‐CD95 mais pas de TNFa. L’addition de la cytokine homéostatique IL‐15 

limite le processus d’apoptose.132 

Dans  ce  contexte  de  capacités  prolifératives  variables  des  CBL  T,  d’autres  équipes  ont 

concentré  leurs  travaux  sur  le  défaut  de production de  cytokines  par  les  CBL  activés133  et 

tout particulièrement celle d’IFN‐g. Ce déficit apparaît en partie lié à un défaut d’expression 

basale du facteur de transcription NFAT1 (NFATC2) dans les CBL et sa régulation positive très 

partielle  en  réponse  à  l’activation.134  L’expression  diminuée  de  NFAT1  dans  les  cellules  T 

CD4+ de cordon est liée au microRNA184.135 De nombreuses cytokines possèdent un site de 

liaison  du  NFAT  au  niveau  de  leur  promoteur.  Cette  diminution  d’expression  de  NFAT 

n’entraîne  pas  de  sensibilité  plus  élevée  des  CBL  à  la  ciclosporine A.  Dans  une  évaluation 

globale par Affymetrix® de  l’expression des gènes en réponse à  l’activation, Kaminski et al. 

confirment  l’expression diminuée des gènes de cytokines contrôlés par NFAT dans  les CBL 

CD4+ comparés à ceux de l’adulte.136 Seule l’IL‐2 présente une expression génique accrue et 
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un  taux  augmenté  dans  les  surnageants  de  culture,  suggérant  l’existence  d’une  voie  de 

régulation  NFAT  indépendante  pour  l’IL‐2  dans  les  CBL.  Autre  élément  de  cette  étude,  la 

mise en évidence d’une expression supérieure des gènes de cyclines A2 et E2. Par ailleurs, les 

travaux  de  l’équipe  de MJ  Laughlin  ont montré  une  expression  augmentée  du  facteur  de 

transcription BACH2 dans  les CBL CD4+ permettant ainsi de suppléer à  la carence en NFAT 

pour la transcription de l’IL‐2 dans ces cellules.137 

A  côté  de  la  réponse  proliférative  bien  authentifiée  dans  ces  travaux,  d’autres  études 

mettent  en  exergue  la  non‐fonctionnalité  de  certaines  voies  de  co‐stimulation  pour 

expliquer  le  défaut  de différenciation  fonctionnelle  des  CBL.  Ils  concluent  à  une  induction 

diminuée du CD40 Ligand (CD154) lors de l’activation des CBL,138 mais ce résultat n’est pas 

consensuel.139 Pour une différenciation Th1,  les  cellules de  sang de cordon,  contrairement 

aux  lymphocytes  T  naïfs  d’adulte  CD31neg,  n’expriment  pas  en  base  de  l’IL‐12Rb1140  et  au 

niveau même du gène codant pour l’IFN‐g, les profils de méthylation des sites CpG et non‐

CpG du promoteur sont différents au niveau des CBL et des cellules d’adultes CD45ROneg.141 

Dans  une  étude  comparant  la  réactivité  des  CBL  CD4+  versus  des  lymphocytes  T  CD4+ 

d’adulte lors de leur activation par des cellules dendritiques d’adulte dérivées de monocytes, 

Li  Chen  et  al.  concluent  aux  capacités  réduites  d’activation  des  CBL  et  à  leur  défaut  de 

différenciation  Th1  par  défaut  d’expression  du  CD154  et  de  la  voie  IL‐12.  Ce  travail  ne 

mentionne pas le degré de réponse proliférative ni la présence d’apoptose et rapporte des 

taux  d’IL‐2  produits  par  les  CBL  très  inférieurs  à  ceux  sécrétés  par  les  lymphocytes 

d’adulte.142  
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Tableau 2:  Propriété  comparatives  des  lymphocytes  T  et  NK  de  sang  placentaire  comparativement  à  leurs 

équivalents chez l’adulte. D’après Mérindol.
143
 

 

Ces  différences  fonctionnelles,  résumées  dans  le  Tableau  1  d’après  Merindol,  2011,143 

pourraient  résulter  de  la  coexistence  au  sein  des  cellules  T  de  sang de  cordon de  cellules 

provenant initialement des CSH fœtales localisées dans le foie puis  les CSH de la MO.144 Le 

contingent  T  issus  des  CSH  fœtales  présenterait  des  propriétés  fonctionnelles  de  type 

tolérogène. 

   

Lymphocytes+NK Lymphocytes+T

Nombre'et'Fréquence' Fréquence'plus'élevée(25%'vs.'8%)
Fréquence'identique,'surexpression'du'

CD3

Expression'plus'faible'd'ICAMH1'et'du'

CD161

Moins'de'lymphocytes'LHselectin+

Expression'pus'faible'du'CD8'et'du'CD57

Entre'rapidement'en'apoptose

Expression'plus'importante'des'

télomerase

Biais'TH2/Tc2

Production'plus'faible'd'ILH2,'ILH4,'ILH10,'

et'de'l'IFNHγ

Production'plus'importante'd'ILH13

Expression'plus'forte'du'Granzime'et'de'

la'Perforine

Défaut'd'expression'du'Granzime'et'de'

la'Perforine

Niveau'plus'faible'de'cytotoxicité'ex#vivo
Niveau'd'expression'plus'faible'du'

NFATc2'

Table'2.'Propriétés'des'lymphocytes'NK'et'des'lymphocytes'T'de'sang'placentaires'comparativement'aux'

lymphocytes'd'adultes.

Phénotype

Prolifération'et/apoptose

Différenciation'fonctionnelle,'

production'de'cytokines

Potentiel'cytotoxique

Phénotype'naïf'CD45RA+'CD62L+'CD27+'

CCR7+

Prolifération'plus'faible'à'similaire'à'

celle'constatée#ex#vivo

Production'd'IFNHγ'plus'faible'ou'

similiaire
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TRAVAUX PERSONNELS : 
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Le  défaut  de  reconstitution  immunologique  post‐greffe  est  un  problème majeur  et  assez 

spécifique  de  l’allogreffe  de  sang  placentaire.  Ce  défaut  de  reconstitution  pourrait  être 

majoré  par  une  entrave  à  l’expansion  homéostatique  engendrée  par  les  traitements  pré‐

greffes.  Ceux‐ci  ont  pour  objectifs  de  maîtriser  la  prise  de  greffe  mais  aussi  la  réaction 

alloréactive  importante  des  lymphocytes  T  provoquée  par  l’incompatibilité  HLA  qui  peut 

s élever  jusqu’à cinq mismatchs dans certaines greffes. D’autre part, à degré d’allogénicité 

équivalente  et  prise  en  charge  pré‐greffe  identique,  le  retard  à  la  reconstitution 

immunologique peut être de degré très différent. C’est pour mieux comprendre et répondre 

à cette problématique générale que nous avons, au cours de ce travail de thèse, mené deux 

approches  complémentaires :  une  première  approche  basée  sur  l’étude  clinique  et  une 

deuxième approche plus fondamentale. 

Nous présenterons l’ensemble de nos travaux  selon l’ordre suivant :  

PARTIE I : études cliniques 

Nous avons étudié  les conséquences cliniques de  la  lymphodéplétion profonde  induite par 

l’utilisation  du  sérum  anti‐lymphocytaire  dans  les  conditionnements  myéloablatifs  et  à 

intensité réduite : majoration de la mortalité non liée à la rechute, du risque infectieux et du 

risque de lymphoprolifération liée à l’EBV. 

• 1.1 Impact clinique de l’utilisation du sérum anti‐lymphocytaire de lapin dans 

les conditionnements myéloablatifs lors d’une allogreffe de sang placentaire 

réalisée dans le cadre du traitement d’affections hématologiques malignes 

o L’ensemble  des  travaux  exposé  en  1.1  a  été  soumis  et  accepté  pour 

publication dans la revue Bone Marrow Transplant.27 (Annexe 1). 

• 1.2 Impact clinique de l’utilisation du sérum anti‐lymphocytaire de lapin dans 

les  conditionnements  d’intensité  atténué  lors  d’une  allogreffe  de  sang 

placentaire réalisée dans le cadre du traitement d’affections hématologiques 

malignes 

o L’ensemble  des  travaux  exposé  en  1.2  a  été  soumis  et  accepté  pour 

publication dans la revue Blood (Annexe 2). 

• 1.3 Travaux complémentaires 
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o 1.3.1 Détermination du nombre de cellules viables disponibles au sein 

des greffons de sang placentaire 

o 1.3.2 Effet de  l’utilisation du SAL en  fonction du nombre de  cellules 

mononucléées totales disponibles dans le greffon de sang placentaire. 

• 1.4 Conclusion 

PARTIE II : approche fondamentale 

Après mise en évidence d’une capacité de survie initiale variable des lymphocytes T de sang 

placentaire,  nous  avons  étudié  comment  l’exposition  de  ces  cellules  à  de  faibles  doses 

d’Interleukine‐7 peut améliorer leur survie sans majorer leur potentiel alloréactif. 

• 2.1  L’exposition  quotidienne  des  lymphocytes  T  de  sang  de  cordon  à  de 

faibles  concentrations  d’IL‐7  améliore  leur  survie  sans  potentialiser  leur  réponse 

proliférative à une stimulation alloréactive. 

o L’ensemble des travaux présentés en 2.1 a été soumis et accepté pour 

publication dans la revue BBMT (Annexe 3). 

• 2.2 Travaux complémentaires 

o 2.2.1  Influence  des  données  gazométriques  à  la  naissance  sur  les 

capacités de survie des lymphocytes T de sang de cordon 

o 2.2.2 Glucocorticoïdes et sang placentaire 

• 2.3 Conclusion 
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PARTIE I 

• Impact de l’utilisation du sérum anti‐lymphocytaire dans les conditionnements 

myéloablatifs lors d’une allogreffe de sang placentaire 

INTRODUCTION 

Le  sérum  anti‐lymphocytaire  a  été  utilisé  pour  obtenir  une  déplétion  lymphocytaire 

profonde dans  le  sang et  les  tissus périphériques du  receveur afin de  réduire  le  risque de 

rejet  de  greffe  et  de  développement  de  la  maladie  du  greffon  contre  l’hôte.  Ce  panel 

d’anticorps  polyclonaux  est  dirigé  contre  un  éventail  large  d’épitopes  des  cellules 

immunocompétentes.145,146  

L’utilisation du SAL dans les conditionnements de greffe de CSH reste controversée pour les 

patients  recevant  une  allogreffe  simple  de  sang  de  cordon  après  un  conditionnement 

myéloablatif.26 L’objectif de notre étude multicentrique est d’évaluer l’impact du SAL dans le 

conditionnement  chez  91  patients  qui  ont  bénéficié  d’une  telle  transplantation  dans  trois 

centres français (Lille, Nantes et Bordeaux).  

MATERIEL ET METHODES 

Il  s’agit d’une étude rétrospective,  respectant  les critères d’Helsinki. Elle  inclut 91 patients 

greffés  avec  des  greffons  de  sang  placentaire  (un  cordon  unique)  entre  janvier  2000  et 

décembre 2010 à  Lille  (n=38), Nantes  (n=31) et Bordeaux  (n=22). Nous avons  respecté  les 

critères d’inclusion et d’exclusion suivant :  

• 1ère greffe de CSH 

• Les informations relatives aux patients ont été vérifiées dans le registre français des 

greffes de moelle osseuse. 

• Eurocord  a  fourni  les  informations  complémentaires  relatives  aux  typages HLA des 

cordons. 

• Les greffons présentaient au minimum 4 compatibilités HLA sur 6 

• Les patients ont reçu un conditionnement myéloablatif 

Sur les 91 patients, 46 ont reçu du SAL dans le conditionnement, 45 n’en n’ont pas reçu. La 

dose médiane de SAL de  lapin administrée était de 5mg/kg de poids du receveur  (avec un 

écart  de  3,8  à  7,5  mg/kg) ;  un  patient  n’a  pas  reçu  la  dose  escomptée  en  raison  d’une 
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intolérance au produit. Les patients ont reçu en moyenne du SAL pendant 2 jours consécutifs 

(avec des écarts de 1 à 5 jours). Le délai entre la dernière injection de SAL et la réalisation de 

la greffe était de 5 jours en moyenne (de 1 à 10 jours). Les patients de l’étude ont tous reçu 

de  la  Thymoglobuline  (Genzyme  Corporation,  Cambridge, MA,  USA) ;  il  s’agit  du  seul  SAL 

autorisé et commercialisé en France.  

Les caractéristiques des patients sont résumées dans le tableau 1. Les 2 groupes de patients 

étaient comparables en termes de répartition. Il existait une légère hétérogénéité en termes 

de diagnostic des hémopathies sous‐jacentes et du statut de l’hémopathie à la greffe (selon 

les critères de  l’IBMTR).  Il existait également des différences dans  l’administration du SAL, 

reflétant  des  pratiques  différentes  entre  les  3  centres.  L’utilisation  du  SAL  n’était  pas 

uniforme  selon  les  centres :  Lille  et Nantes  utilisèrent  le  SAL  dans  respectivement  63%  et 

61% des cas, tandis que Bordeaux dans 5 % des cas (p=0,0003). 

Le  traitement  immunosuppresseur  utilisé  était  principalement  basé  sur  l’utilisation  de  la 

cyclosporine A et du méthotrexate. L’âge médian à la greffe était de 12 ans (de 0,7 an à 56 

ans). Il y avait 54 hommes (59%) et 37 femmes (41%). 

 

ANALYSE STATISTIQUES 

L’analyse statistique relative à cette étude a été conduite en janvier 2013. La survie globale 

est définie comme l’intervalle de temps passé entre la date de greffe et la date de décès du 

patient.  La  rechute  est  définie  comme  étant  la  résurgence  de  l’affection  hématologique 

sous‐jacente avec ou sans évidence de reconstitution hématologique autologue  (basée sur 

l’évaluation du chimérisme). La survie sans événement est définie comme étant la survie des 

patients qui ne présentent pas de signes de rechute. La mortalité non‐liée à  la rechute est 

définie comme étant le décès des patients sans participation évidente de l’hémopathie sous‐

jacente.  Les  variables des patients, de  leurs maladies,  et des évènements post‐greffes des 

deux  groupes  ont  été  comparées  grâce  au  test  exact  de  Fisher  et  de  chi‐deux  pour  les 

variables  catégorielles,  et  au  moyen  du  test  de  Mann  et  Whitney  pour  les  variables 

continues.  Les  fonctions  d’incidences  cumulatives  comme  l’incidence  de  la  rechute  et  la 

mortalité non‐liée à la rechute ont été analysées avec la prise en compte de deux types de 

risques compétitifs : la rechute de l’hémopathie et le décès du patient en rémission.147 Pour 
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analyser  la  survenue  de  GVH  aiguë  et  chronique,  nous  avons  considéré  que  le  décès  en 

rémission  comme  un  événement  compétitif.  Les  probabilités  de  survie  globale  (SG)  et  de 

survie  sans  événement  (SSE)  ont  été  calculées  selon  la méthode  de  Kaplan  et Meier.  Les 

analyses univariées ont été réalisées grâce au test du Log‐Rank pour la SG et la SSE, et le test 

de Fine et Gray pour  les  fonctions d’incidences  cumulatives.  Les analyses multivariées ont 

été réalisées grâce au modèle de Cox.148  Les différences entres les deux groupes en terme 

de distribution, et toutes les variables associées de manière significative avec un événement 

en post greffe ont été  inclues dans  le modèle statistique. Toutes  les analyses sont menées 

avec un risque d’erreur de type 1 de 0,05. Les analyses statistiques ont été menées grâce aux 

logiciels SPSS  (SPSS  Inc., Chicago,  IL, USA) et R 2,13,2  (R Development Core Team, Vienne, 

Autriche). 

 

RESULTATS 

Prise de greffe et toxicité liée au conditionnement 

Dans cette étude, 11 patients n’ont pas présenté de signes de prise de greffe. Parmi ces 11 

patients, 9 sont décédés rapidement après  la transplantation et 2 autres ont présenté une 

reconstitution autologue. L’intervalle médian pour obtenir un taux de neutrophiles supérieur 

à 500/mm3 était de 28 jours (avec un écart de 13 à 84 jours). Trois patients ont présenté un 

rejet  du  greffon  après  la  prise  de  greffe  (aux  58ème,  60ème  et  84ème  jours).  L’incidence 

cumulative de survenue de GVH aigue de grade II‐IV était de 35% au 100ème jour ; l’incidence 

cumulative de survenue de GVH aiguë de grade III‐IV était de 19%. 

Sur  les  62  patients  qui  ont  survécu  plus  de  100  jours,  19  (31%)  ont  développé  une  GVH 

chronique.  Six  présentèrent  une GVH  chronique  extensive  (10%).  Le  tableau  2  résume  les 

complications rencontrées après la transplantation dans les 2 groupes de patients. 

L’incidence cumulative de GVH aiguë de grade II‐IV était de 38 ± 8% dans le groupe sans SAL 

et de 32 ± 7% dans  le  groupe avec  SAL  (p=0,43).  L’incidence  cumulative de GVH aiguë de 

grade III‐IV était de 22 ± 7% dans le groupe sans SAL et de 16 ± 6% dans le groupe avec SAL. 

Les  patients  dans  le  groupe  sans  SAL  présentèrent  des  signes  de  GVH  chronique  plus 

fréquemment que dans le groupe avec SAL (respectivement 13 et 6%, p=0,04).  
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Survie 

Avec un suivi médian de 33 mois (intervalle de 12 à 96 mois),  la survie globale estimée à 3 

ans est de 47 ± 6%, la SSE est de 30 ± 5%, l’incidence cumulative de rechute est de 48 ± 5% 

et  la mortalité non‐liée à  la rechute (MLNR) est de 23 ± 4% (figure 1). L’analyse statistique 

univariée (tableau 3) fait apparaître une altération de la SG, de la SSE et de la MNLR chez les 

sujets de plus de 18 ans  (respectivement avec un p=0,004 ; p=0,03 et p=0,01) ;  de même, 

une séropositivité pour le cytomégalovirus (CMV) est associée avec une SG diminuée et une 

MNLR augmentée (avec respectivement un p=0,002 et p=0,007). 

L’utilisation d’un plus faible contingent de cellules nucléées dans le greffon (inférieur ou égal 

à  4,6  x107  cellules  nucléées/kg)  est  associée  avec  à  une  augmentation  importante  de  la 

MNLR (p=0,006). Enfin, une hémopathie mal contrôlée à la date de greffe (selon les critères 

de  l’IBMTR)  est  associée  avec  à  un  risque  augmenté  de  rechute  (p=0,03).  Il  existe  une 

tendance pour une SSE raccourcie dans le groupe SAL (p=0,07). 

Chez les 29 patients adultes de l’étude, 12/19 du groupe sans SAL sont décédés, tandis que 9 

des 10 adultes du groupe SAL sont décédés (p=0,07). Cette différence n’est pas significative, 

probablement en raison du faible effectif d’adultes dans cette étude. Quatre des 19 patients 

adultes du groupe sans SAL décédèrent d’une MNLR comparativement au 7 des 10 patients 

adultes du groupe SAL (p=0,008). 

En  analyse  multivariée,  la  séropositivité  pour  le  CMV  est  associée  à  une  altération  de  la 

survie globale [HR= 1,89, 95%CI (1,01‐3,54); p=0,05]. L’utilisation du SAL est la seule variable 

qui influence négativement à la fois la survie globale [HR= 1,99, 95%CI (1,11‐3,59); p=0,02], 

la survie sans événement  [HR= 1,83, 95%CI  (1,08‐3,1); p=0,02] et  la mortalité non‐liée à  la 

rechute [HR= 2,54, 95%CI (1,03‐6,26); p=0,04] (Tableau 4). 

 

Causes de décès :  

Le tableau 2 présente les principales causes de décès des patients. Douze d’entre eux (13%) 

sont décédés de complications infectieuses parmi lesquelles nous retrouvons 5 décès dus à 

une  infection  bactérienne,  2  à  une  infection  virale,  3  à  une  infection  fongique,  et  2 

d’infections d’origines diverses. Parmi ces 12 patients, 2 présentèrent également des signes 

de maladie véno‐occlusive.  
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Dans  le  groupe  SAL,  les  infections  furent  la  principale  cause  de  décès.  8/46  patients 

présentèrent  une  infection  fatale  comparativement  au  4/45  du  groupe  sans  SAL.  Cette 

différence n’est néanmoins pas  significative. A 1 an de  la  greffe,  la mortalité non‐liée à  la 

rechute  était  de  30%  dans  le  groupe  SAL  et  de  15%  dans  le  groupe  sans  SAL  (p=0,48) 

(tableau 2). 

 

DISCUSSION 

L’élément  le  plus  important  de  notre  étude  est  que  l’addition  de  SAL  de  lapin  au 

conditionnement myéloablatif de greffe de sang placentaire semble influencer négativement 

les évènements post‐greffes. Nous avons observé une diminution de la survie globale et de 

la  MNLR  lors  de  l’ajout  du  SAL.  A  notre  connaissance,  il  s’agit  de  l’étude  rétrospective 

réalisée  avec  l’effectif  de patients  le plus  large qui  questionne  sur  le bénéfice du  SAL  lors 

d’une  greffe  de  sang  placentaire  avec  un  conditionnement  myéloablatif.  Plusieurs  autres 

travaux ont été publiés sur  la  tolérance du SAL dans  le conditionnement.149,150 Cependant, 

aucun d’entre eux ne posait directement la question de l’impact du SAL sur les évènements 

post‐greffe. L’association du conditionnement myéloablatif et du risque d’échec de greffe lié 

au  sang  placentaire  après  une  greffe  simple  cordon151    sont  deux  facteurs  qui  incitent  à 

étudier l’impact du SAL sur cette catégorie de patients. Comme dans d’autres études,152–156 

nous avons observé que les conditionnements myéloablatifs sans SAL s’accompagnent d’une 

incidence élevé de GVH aiguë. Cependant, ce bénéfice en terme de moindre développement 

de GVH aiguë sans addition de SAL ne s’est pas  traduit en  terme de bénéfice sur  la survie 

globale. 

Dans cette étude, les patients du groupe ayant reçu du SAL ont présenté un taux d’infections 

fatales  et  un  taux  de  rechutes  plus  élevés  que  les  patients  du  groupe  sans  SAL ;  ces 

différences  ne  sont  néanmoins  pas  significatives.  Nous  constatons  également  comme 

d’autres  auteurs  avant  nous,  que  la  reconstitution  immunitaire  post‐allogreffe  de  sang 

placentaire  est  retardée  et  que  ce  retard  permet  d’expliquer  une  incidence  élevée  des 

complications infectieuses après conditionnement myéloablatif.79,84,85,157,158 
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Pour mieux analyser  l’influence du SAL sur notre cohorte de patients, nous avons souhaité 

analyser le rôle de la dose de SAL, de la durée de la perfusion et du délai qui courrait entre la 

dernière perfusion et la réalisation de la greffe. Malheureusement, les patients ayant reçu le 

SAL à une dose homogène de 5 mg/kg sur 2 jours de perfusion, la comparaison avec d’autres 

protocoles de SAL n’a pu être réalisée. Dans  les différents protocoles actuellement utilisés 

en  transplantation,  la  dose  de  SAL  est  relativement  faible  (5‐7  mg/kg)  dans  les 

conditionnements pré‐greffe.159,160  

Une  alternative  à  l’utilisation  du  SAL  dans  le  conditionnement  pré‐greffe  pourrait  être  la 

généralisation  d’un  conditionnement  comportant  de  la  fludarabine.  Cette  molécule  est 

effectivement connue pour son puissant effet immunosuppresseur, autorisant des prises de 

greffes 87.  Cependant,  son  usage  dans  les  greffes  avec  des  incompatibilités  HLA  doit  être 

confirmé.  C’est  en  effet  pour  ces  situations  avec  incompatibilités  que  le  SAL  a  été 

recommandé.  146,156,159  Nous  sommes  conscients  des  limites  évidentes  de  cette  étude 

rétrospective basée  sur un nombre  relativement  faible de patients . Cette étude concerne 

par ailleurs 3 centres avec des pratiques qui diffèrent. Néanmoins, nos résultats suggèrent 

que l’utilisation du SAL dans les greffes à conditionnement myéloablatif doit être encadrée 

et doit éventuellement être évaluée dans le cadre d’un essai clinique. Nous ne pouvons pas 

tirer de conclusion quant aux conditionnements atténués, les greffes doubles cordons, ou les 

cordons ayant bénéficié d’une expansion  in  vitro  préalable à  la  greffe. De même, nous ne 

pouvons pas  tirer  de  conclusion  sur  l’utilisation préemptive du  SAL en post  greffe dans  le 

traitement de  la GVH aiguë.161 Ces résultats sont néanmoins conformes aux résultats après 

conditionnement  atténué  que  nous  avons  présentés  à  l’ASH  en  décembre  2013  à  la 

Nouvelle‐Orléans162  (travaux  exposés dans  la  partie  1.2 de  cette  thèse)  ainsi  qu’à  ceux de  

l’étude de  Lindemans.163  Nous  avons  néanmoins  besoin  d’un protocole  qui  puisse  évaluer 

l’impact de  la dose et des modalités d’administration et de délais d’administration du SAL 

dans les greffes de sang placentaire. 
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Tableau 1 – Caractéristiques des patients 

     

     
 

Total     Groupe SAL     Groupe sans SAL 

      (N=91)     (n=46)     (n=45)   

Caractéristiques     Nbre de patients (%)     Nbre de patients (%)     Nbre de patients (%)  p 

                      

Age                    0,08 

< 12     45 (50)     23 (50)     22 (49)   

> 12     46 (50)     23 (50)     23 (51)   

Sexe du receveur                    0,9 

Homme     54 (59)     27 (59)     27 (60)   

Femme     37 (41)     19 (41)     18 (40)   

Sexe du donneur                    0,6 

Homme     47 (52)     25 (54)     22 (49)   

Femme     44 (48)     21 (46)     23 (51)   

Sex mismatch                    0,12 

Donneur (femme) et receveur (homme)t    25 (27)     10 (22)     15 (33)   

Donneur (homme) et receveur (femme     18 (20)     8 (17)     10 (22)   

autres    48 (53)     28 (61)     20 (44)   

Statut CMV                    0,87 

Positif     25 (27)     13 (28)     12 (27)   

Négatif     66 (73)     33 (72)     33 (73)   

Maladie sous‐jacente                    0,58 

Leucémies aigues     66 (73)     34 (74)     32 (71)   

MDS & MPS  17 (19)     7 (15)     10 (22)   

Syndrome lymphoprolifératifs     8 (9)     5 (11)     3 (7)   

Disease status (IBMTR status)                    0,08 

Bon     36 (40)     17 (37)     19 (42)   

Intermédiaire     37 (41)     23 (50)     14 (31)   

Pauvre     17 (19)     5 (11)     12 (27)   

HLA mismatch                    0,13 

0     18 (21)     6 (14)     12 (29)   

1     30 (35)     19 (43)     11 (26)   

2     38 (44)     19 (43)     19 (45)   

Cellules nucléées totales (x 10
7
/kg)                   

0,36 

>0,46     44 (50)     24 (56)     20 (44)   

<0,46     44 (50)     19 (44)     25 (56)   

Conditioning regimen                     

TBI‐based     51 (56)     22 (48)     29 (64)  0,11 

Busulfan‐based     30 (34)     18 (39)     12 (29)  0,33 

Traitement IS                    ‐ 

CsA alone     18 (20)     9 (20)     9 (20)   

CsA+Pred     43 (47)     26 (57)     17 (38)   

CsA+MMF     16 (18)     2 (4)     14 (31)   

CsA+Pred+FK     2 (2)    0    2 (4)   

Other prophylaxis         11 (12)    9 (20)    2 (4) 

CsA:  ciclosporine‐A;  Pred:  prednisone;  MMF:  mycophenolate  mofetil;  FK:  FK‐506  ou  tacrolimus;  IBMTR: 

International Bone Marrow Transplant Registry. 
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      Tableau 2 : Évènements post‐greffe    

  
   Tous les patients     Groupe SAL     Groupe sans SAL 

p*    (N=91)     (n=46)     (n=45) 

Prise de greffe (%)     80 (87%)     39 (84%)     40 (89%)  NS 

Jours PNN>500/µl, médiane     28     29     28  NS 

Jours plaquettes > 20 x 10
9
/L     33     36     33  NS 

Causes de décès                      

Infections  12     8**     4  NS 

aGVHD  1     0     1    

Défaillance 
multiviscérale  7 

   5     2    

autre  4     1     3    

• Comparaison  entre  les  groupes  avec  et  sans  SAL ;  **  deux  de  ces  patients  ont  développé  une GVH 

aiguë sévère et 2 autres ont présenté également une maladie véno‐occlusive.  
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      Tableau 3 – Analyse univariée  

      Survie Globale      SSE     MNLR     Rechute    
aGVHD de 
grades II‐IV    

 aGVHD de 
grades III‐IV  

Caractéristiques     %  p     %  p     %  p     %  p     %  p     %  p 

                                                        

Total     47±6        30±5       
23
±4        48±5        35±5        19±3    

SAL                                                       

Oui     38±8  0,21     19±6  0,07    
30
±7  0,48     51±8  0,44     32±7  0,43     16±6  0,43 

Non     57±8        41±8       
15
±6        45±8        38±8        22±7    

Statut de 
l’hémopathie                                                       

Mauvais     44±9  0,97     23±8  0,43    
22
±8  0,28     55±9  0,03     33±8  0,76     14±6  0,55 

Intermédiaire     43±9        41±9       
29
±8        30±8        34±9        23±7    

Bon     65±12        22±10       
12
±8        66±13        43±14        21±11    

Age                                                       

<18     55±7  0,004     33±6  0,03    
16
±5  0,01     51±7  0,8     36±6  0,73     22±5  0,27 

>18     30±9        21±8       

38
±1
0        41±10        34±10        12±7    

Cellules nucléées 
totales                                                       

<4,6 10
7
     41±8  0,15     28±7  0,52    

36
±8  0,006     36±8  0,06     36±8  0,92     15±6  0,27 

>4,6 10
7
     49±9        30±8       

11
±5        59±8        37±8        24±7    

HLA‐Ag mismatch                                                     0,28 

0‐1     58±7  0,06     37±7  0,1    
20
±6  0,73     43±8  0,17     30±7  0,14     16±5    

>1     28±9        11±7       
29
±9        59±9        47±9        26±7    

CMV recipient 
serostatus                                                       

Négatif     51±7  0,002     30±6  0,08    
17
±5  0,007     53±7  0,34     35±6  0,82     19±5  0,99 

Positive     37±10        28±9       

37
±1
0        35±11        34±11        19±9    

Irradiation corporelle 
totale                                                    

Non     50±8  0,91     33±7  0,64    
22
±7  0,96     45±8  0,91     27±7  0,16     11±5  0,08 

Oui     42±8        24±7       
24
±7        52±8        41±7        25±6    
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      Tableau 4 – Analyse multivariée : effets du SAL, de l’âge et du statut CMV     

      Survie Globale     SSE     MNLR     Rechute    

Caractéristiques     HR  95% CI  p    HR  95% CI  p    HR  95% CI  p    HR  95% CI  p   

                                                     

SAL                                                    

Non     1           1           1           1          

Oui     1,99  1,11‐3,59  0,02     1,83  1,08‐3,10  0,02     2,54  1,03‐6,26  0,04     1,49  0,78‐2,86  0,23    

Age                                                    

<18     1           1           1           1          

>18     1,97  0,97‐4,00  0,06     1,76  0,94‐3,28  0,08     1,76  0,63‐4,95  0,28     1,73  0,78‐3,85  0,18    

Cellules nucléées 
totales                                                    

<4,6 10
7
     1           1           1           1          

>4,6 10
7
     0,99  0,55‐1,8  0,99     0,99  0,79‐2,44  0,99     0,38  0,12‐1,16  0,09     1,62  0,76‐3,45  0,21    

Statut CMV                                                    

Négatif     1           1           1           1          

Positif     1,89  1,01‐3,54  0,05     1,39  0,79‐2,44  0,26     2,41  0,95‐6,1  0,06     0,95  0,44‐2,05  0,9    

Abréviations: HR: hazard ratio; MNLR: mortalité non liée à la rechute; SSE : Survie sans événement;  
CMV : Cytomegalovirus 
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• 1.2  Impact  de  l’utilisation  du  sérum  anti‐lymphocytaire  dans  les 

conditionnements atténués lors d’une allogreffe de sang placentaire 

INTRODUCTION 

La  faisabilité  de  la  greffe  de  sang  placentaire  après  un  conditionnement  atténué  a  été 

démontrée en 200386,87,92. L’utilisation du SAL dans le but d’obtenir une déplétion  in vivo a 

également été testée dans les greffes à conditionnement atténué. L’objectif de cette étude 

multicentrique  était  d’évaluer  l’impact  de  l’utilisation  du  SAL  sur  les  évènements  post‐

greffes  chez  661  patients  ayant  bénéficiés  d’une  allogreffe  de  sang  placentaire  avec  des 

greffons simple ou double et un conditionnement atténué. Les patients proviennent de 76 

centres  EBMT  (European  bone  Marrow  transplant  registry).  Ce  travail  a  été  mené  en 

collaboration avec le laboratoire Eurocord dirigé par le Pr. E. Gluckman. 

 

PATIENTS ET METHODES 

 

Les  données  proviennent  des  registres  d’Eurocord  et  de  l’European  Blood  and  Marrow 

Transplant  Group  (EBMT).  Les  centres  qui  ont  participé  à  ce  travail  ont  du  vérifier 

attentivement  les  données  du  registre  de  l’EBMT.  A  ce  titre,  nous  leur  avons  envoyé  un 

questionnaire  dont  l’objectif  était  d’obtenir  des  informations  détaillées  sur  les  sources  de 

SAL, la dose prescrite, et les modalités d’administration.  

 

CRITERES D’INCLUSION 

Nous avons analysés les données de 661 patients qui ont bénéficié d’une allogreffe de sang 

placentaire entre janvier 2004 et décembre 2010 dans 76 centres participants au registre de 

l’EBMT. 

 

Les critères d’inclusion furent les suivants : 

• âge supérieur à 18 ans 

• 1ère greffe avec un simple ou un double cordon 

• allogreffe réalisée pour une affection hématologique maligne sous‐jacente  

• avoir reçu un conditionnement atténué de type Minneapolis 
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Pour  permettre  à  notre  population  d’être  aussi  homogène  que  possible,  nous  avons 

sélectionné uniquement les adultes ayant reçu un conditionnement associant la fludarabine, 

le  cyclophosphamide  et  une  irradiation  corporelle  totale  à  faible  dose  (moins  de  6  Gy) 

comme  décrit  par  l’équipe  de  Brunstein.88  Bien  que  le  SAL  puisse  être  incorporé  à  la 

discrétion  du  praticien  dans  le  conditionnement,  seulement  82  patients  ont  reçu  du  SAL 

tandis que les 579 autres n’en n’ont pas reçu. 

Les modalités  d’administration  du  SAL  n’étaient  disponibles  que  pour  47  patients.  Le  SAL 

était administré en général sur 3 jours (de 1 à 5 jours) et le SAL était interrompu en général 2 

jours avant la réalisation de la greffe (de 1 à 7 jours). 

Nous  avons  pu  schématiquement  séparer  les  patients  en  3  catégories  différentes :  17 

d’entre eux ont stoppé la perfusion de SAL une journée avant la réalisation de la greffe ; 13 

ont interrompu 2 jours avant la greffe et enfin les 17 autres l’ont interrompue entre 3 jours 

et plus avant la réalisation de la greffe.  

Les  informations  relatives  à  la  dose  de  SAL  étaient  disponibles  pour  36  patients.  Pour  19 

d’entre  eux,  il  s’agissait  du  SAL  Freissenius,  à  la  dose médiane  de  20 mg/kg  (range,  5‐60 

mg/Kg).  Les  17  autres  patients  reçurent  du  SAL  Genzyme  à  la  dose médiane  de  8 mg/kg 

(range, 4‐15 mg/Kg). Il n’y avait pas de différence entre les deux types de SAL en termes de 

modalités d’administration.  

 

DEFINITIONS 

La  récupération  des  neutrophiles  correspond  à  l’obtention  d’au  moins  500  PNN/mm3 

pendant au moins 3 jours consécutifs. La prise de greffe est définie comme une récupération 

de  neutrophiles  sans  reconstitution  autologue.  Pour  les  patients  qui  ont  fait  l’objet  d’une 

seconde greffe, leurs données ont été censurées à la date de la seconde greffe. L’échec de 

greffe est défini comme l’absence de récupération en neutrophiles au bout de 60 jours. La 

GVH  aiguë  est  diagnostiquée  et  son  évaluation  a  été  réalisée  suivant  les  critères 

couramment  admis.165  La  GHV  chronique  est  diagnostiquée  également  selon  les  critères 

classiques.166 Elle est évaluée uniquement chez les patients dont la survie dépasse 100 jours 

avec une prise de greffe. La mortalité non‐liée à la rechute (MNLR) est définie comme toutes 

les causes de décès à l’exception des décès liés à une évolutivité de la maladie sous‐jacente. 

La  survie  globale  (SG)  est  définie  comme  le  temps  écoulé  entre  la  greffe  et  le  décès  du 
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patient et ce quelque soit sa cause ; et la survie sans‐événement (SSE) correspond à la survie 

sans signe évident de rechute. 

 

ANALYSES STATISTIQUES 

Le suivi médian était de 36 mois (de 2 à 99 mois). 

En plus de l’analyse portant sur l’utilisation du SAL, les variables suivantes ont également été 

considérées comme facteurs de risques pour l’analyse des évènements post‐greffes : 

• Caractéristiques des patients : âge, sexe, statut CMV 

• Caractéristiques  des maladies  sous‐jacentes :  diagnostics,  statut  de  la maladie  à  la 

greffe  (rémission  complète,  présence  de  l’hémopathie,  maladie  avancée  et 

réfractaire). 

• Caractéristiques de  la  greffe :  année de  la  greffe,  type de greffe  (simple ou double 

cordons),  traitement  immunosuppresseur,  sexe  mismatch  (donor  femme/receveur 

homme),  compatibilité HLA,  compatibilité ABO,  cellules  nucléées  totales  et  cellules 

CD34+ présentes dans le greffon. 

 

RESULTATS 

CARACTERISTIQUES DES PATIENTS 

Les caractéristiques des patients, des modalités de greffes sont résumées dans le tableau 1, 

L’âge médian à  la greffe était de 52 ans  (de 18 à 72 ans).  Les patients du groupe SAL ont 

tendance à être un peu plus âgés (52 ans vs. 54 ans, p=0,068). Les patients du groupe SAL 

présentaient  une  proportion  plus  importante  de  syndrome  myélodysplasique  et 

myéloprolifératifs que ceux du groupe sans SAL (31% versus 17%, p=0,009) ; ils présentaient 

également une légère tendance à avoir des maladies plus avancées (p=0,063). La proportion 

de leucémies aigues est identiques dans les 2 groupes (49% versus 51%). 
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CARACTERISTIQUES DES GREFFES 

Les  conditionnements  étaient  tous  atténués  avec  de  la  fludarabine  (200  mg/m2)  du 

cyclophosphamide  (50 mg/kg)  et  une  irradiation  corporelle  totale  en  une  simple  fraction 

(2Gy dans 86%, 4Gy pour 12%, et 6Gy pour 2% des patients).  

 

EVENEMENTS POST‐GREFFES  

L’incidence cumulative de reconstitution en PNN à 60 jours était de 83±1% (84±1 % pour le 

groupe  sans  SAL  et  82±4%  pour  le  groupe  avec  SAL,  p=0,17).  Le  temps  médian  pour  la 

récupération en neutrophiles était de 20 jours (de 1 à 80 jours). Il y eu 103 échecs de greffe 

(15,6%) : 88 dans le groupe sans SAL et 15 dans le groupe avec SAL. Parmi ces 103 échecs, 33 

patients étaient encore en vie 33 mois après la greffe. En analyse multivariée, il n’y avait pas 

d’impact du SAL sur la reconstitution en polynucléaires neutrophiles. 

L’incidence  cumulative  de  GVH  de  grade  II‐IV  était  respectivement  de  15,4%  et  de  41% 

(p =0,0003) dans les groupes avec et sans SAL (Figure 1C). De même, l’incidence cumulative 

de GVH de grade III‐IV était respectivement de 1,3 % et de 16% dans les groupes avec et sans 

SAL  (p=0,0005).  Dans  l’analyse  multivariée,  le  risque  de  GVH  aiguë  de  grade  II‐IV  était 

significativement plus faible dans le groupe SAL (HR 0,31, 95%CI 0,17‐0,55, p<0,0001, Table 

2).  Parmi  les  patients  qui  ont  survécu  plus  de  100  jours,  l’incidence  cumulative  de  GHV 

chronique était de 20% dans le groupe SAL et de 29% dans le groupe sans (p=0,072).  

 

SURVIE GLOBALE 

La survie globale à 3 ans était différente entre les 2 groupes (30±5% dans le groupe SAL vs. 

48±2%  dans  le  groupe  sans  SAL,  p<0,0001).  En  analyse  univariée,  les  autres  facteurs  de 

risque associés à une diminution de la survie globale étaient les suivants : un âge supérieur à 

51 ans, une séropositivité pour le CMV, le diagnostic de SMD/SMP, une maladie avancée à la 

date de greffe, la présence d’incompatibilité HLA ≥ 2. L’analyse multivariée confirme l’impact 

négatif du SAL sur  la SG (HR 1,69, 95%CI 1,19‐2,41, p=0,003). L’intervalle entre  la dernière 

injection  de  SAL  et  la  réalisation  de  la  greffe  est  corrélé  à  une  diminution  de  la  survie 

globale : la SG était de 6% pour les patients ayant interrompu 1 journée avant la greffe, de 

38 % pour les patients présentant un intervalle de 2 jours ; et de 58% pour les patients ayant 

un intervalle de plus de 2 jours (p=0,022) (figure n°2). 
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MORTALITE NON‐LIEE A LA RECHUTE ET RECHUTES 

La MNLR était de 46% dans le groupe avec SAL and 26±2%, dans le groupe sans (p=0,00038) 

(Figure 1D). Cette différence est confirmée en analyse multivariée  (HR : 1,68, 95% CI 1,16‐

2,43, p=0,0009 pour le groupe avec SAL). De même, l’intervalle entre la dernière injection du 

SAL et la greffe sur la NRM était respectivement de 64%, 53% et 23% pour les patients ayant 

un intervalle de 1 jour, 2 jours, et 3 jours et plus (p=0,030). 

L’incidence  cumulative  de  rechutes  n’était  pas  significativement  différente  entre  les  2 

groupes (29±5 dans le groupe avec SAL vs. 34±2% dans le groupe sans, p=0,60).  

 

CAUSES DE DECES 

Comme  montré  dans  le  tableau  n°3,  24%  des  patients  sont  décédés  de  rechute  ou  de 

progression dans le groupe SAL, tandis qu’ils étaient 27% dans le groupe sans (p=0,58). 28% 

des patients du groupe SAL décédèrent de syndrome infectieux contre 13% dans le groupe 

sans SAL (p=0,0013).  

De  plus,  6%  des  patients  du  groupe  SAL  sont  décédés  suite  au  développement  d’un 

syndrome  lymphoprolifératif  non  contrôlé  (PTLD  pour  post‐transplant  lymphoproliferative 

disorders). Cette proportion est de 0,5% dans le groupe sans SAL (p=0,001).  

 

DISCUSSION 

Il s’agit à notre connaissance de  la plus grande série rapportée sur  l’impact du SAL dans  le 

cadre d’une allogreffe de  sang placentaire avec  conditionnement atténué pour  la prise en 

charge d’affections hématologiques malignes. Afin d’étudier une population aussi homogène 

que possible, nous n’avons inclus dans ce travail qu’exclusivement les patients ayant reçu un 

conditionnement atténué tel que décrit plus haut, ainsi que par Brunstein.88  

Comme dans d’autres travaux,163 nous avons mis en évidence que le SAL a un impact tout à 

fait  positif  sur  le  contrôle  de  la  GVH  aiguë.  En  revanche,  cet  effet  est  profondément 

contrebalancé par une augmentation franche de la mortalité non‐liée à la rechute et à une 

altération  de  la  survie  globale.  Les  patients  ayant  reçu  du  SAL  dans  le  conditionnement 

présentent  plus  fréquemment  des  infections  fatales  et  présentent  également  plus 

fréquemment des lymphomes du transplantés. Nous retrouvons ici  la notion du retard à la 

reconstitution du système immunitaire chère à notre problématique plus globale. Ce retard 

est associé à une incidence évidemment plus élevée d’infections. 3,19–21 
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Comme lors de notre précédente étude, l’impact de la dose de SAL n’était pas évaluable  car 

nous  n’avons  pas  pu  récupérer  assez  de  données  pour  interpréter  cette  variable.  Comme 

évoqué  dans  le  travail  de  l’équipe  de  Lindemans  et  al,163  l’intervalle  qui  s’écoule  entre  la 

dernière injection de SAL et la réalisation de la greffe semble avoir un impact important sur 

la  survie  puisque  la  survie  globale  des  17  patients  ayant  un  intervalle  restreint  entre 

l’administration du SAL et  la réalisation de la greffe (de l’ordre de 24 heures) ont présenté 

une  survie globale médiocre  (6%)  comparativement aux deux autres groupes. Cette étude 

est  une  étude  rétrospective,  ces  résultats  devraient  être  confirmés  dans  un  protocole 

prospectif  évaluant  également  l’impact  de  la  dose  de  SAL  dans  les  conditionnements 

d’intensité  réduite.  Cependant,  il  paraît  d’ores  et  déjà  raisonnable,  de  proposer  une 

administration du SAL respectant une période d’élimination d’au moins 48 heures. 
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Tableau 1 : caractéristiques des patients, des greffons et de la greffe  

Caractéristiques 
Groupe sans SAL 

(n=579) 

Groupe avec SAL 

(n=82) 

Total 

(N=661) 
P Value

ŧ
 

Patients         
Age         
Médian  52  54  52  0,068 

Range  18‐69  19‐72  18‐72   

Sexe masculin‐ n (%)  289 (50)  49 (60)  338 (51)  0,10 
Statut CMV‐ n (%)  338 (60)  54 (67)  392 (61)  0,18 
Diagnostic ‐ n (%)         

Leucémies aigues  294 (51)  40 (49)  334 (51)  0,009 

SMD, SMP et CML  101 (17)  25 (31)  126 (19)   

Syndrome lymphoprolifératif  184 (32)  17 (21)  201 (30)   

Statut de la maladie ‐ n (%)         
Avancé  245 (43)  44 (54)  289 (44)  0,063 

RC1 et RC2  328 (57)  38 (46)  366 (56)   

Antécédent d’autogreffe de CSP ‐ n (%)  180 (32)  19 (23)  199 (30)  0,12 

Greffe         
Cordon unique ‐ n (%)  197 (34)  29 (35)  226 (34)  0,81 

Compatibilité HLA ‐ n (%)         

6/6 ou 5/6  152 (28)  21 (30)  173 (29)  0,76 

<= 4/6  386 (72)  49 (70)  435 (72)   

Incompatibilité ABO ‐n (%)         

Compatibles/ inc. mineures  152 (29)  10 (20)  162 (28)  0,21 

Majeures  374 (71)  39 (80)  413 (72)   

         

Sex mismatch –n (%)  187 (33)  36 (47)  223 (35)  0,013 

CNT collectées médiane (range)  4,42 (0,41‐12,21)  4,14 (1,99‐13,67)  (0,41‐13,67)  0,51 

CNT perfusées – médiane (range)  3,5 (0,38‐9,44)  3,54 (1,1‐6,6)  (0,38‐9,44)  0,95 

ŧ Le test de chi‐deux a été utilisé pour les variables catégorielles et le test de Mann‐Whitney pour les variables continues. 
CTF, cyclophosphamide+fludarabine+TBI; UCBT 
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Tableau 2 : Analyse multivariée des évènements post‐greffe  

Caractéristiques  Survie globale à 3 ans  Mortalité non‐liée à la rechute à 3 ans  GVH aigue de grade III‐IV 

HR  IC à 95%  P*  HR  IC à 95%  P*  HR  IC à 95%  P* 

SAL 

Non 

Oui 

 

1 

1,69 

 

 

[1,19 – 2,41] 

 

 

0,003 

 

1 

1,68 

 

 

[1,16‐2,43] 

 

 

0,0009 

 

1 

0,31 

 

 

[0,17‐0,55] 

 

 

0,000 

* IC désigne l’intervalle de confiance ; HR désigne le Hazar Ratio. 

 

Tableau 3 : Causes de décès dans les 2 groupes 

     
Utilisation du SAL 

         p value* 

      Sans SAL     Avec SAL          

 Rechute ou progression (n,%)  158 (27)    20 (24)        0,58  

                       
Décès non liés à la rechute (n,%)   148 (25)      37 (45)        0,0002  

Infections     76 (13,1)     23 (28)        0,0013 

Bactérienne     26 (4,5)     5 (6,1)          

Viral     18 (3,1)     6 (7,3)          

Parasitaire     4 (0,7)     3 (3,7)          

Fongique     12 (2,1)     2 (2,4)          

inconnu     16 (2,8)     7 (8.5)        0,016 

Lymphoprolifération     3 (0,5)     5 (6,1)        0,001 

Toxicité pulmonaire     2 (0,3)     2 (2,4)          

Toxicité système nerveux central     9 (6,1)     1          

GVHD     25 (16,9)     2        0,56 

Syndrome hémorragique     4     ‐          

Défaillance multi‐viscérale     5     ‐          

Toxicité rénale     3     ‐          

 * La valeur du p pour les décès de toute cause est < 0,001, elle est déterminée par le test t de Fisher 
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• Caractéristiques du conditionnement 

Sur  les  235  patients  de  cette  cohorte,  on  peut  noter  que  115  patients  ont  bénéficié  d’un 

conditionnement standard et parmi eux, 43,5% ont reçu du SAL. 120 patients ont bénéficiés 

d’un conditionnement atténué et parmi eux, 73% ont reçu du SAL. 

• Caractéristiques des greffons 

Les données recueillies auprès des 3 centres greffeurs (Lille, Nantes et Bordeaux) ont permis 

de  renseigner  la  quantité  de  cellules  nucléées  totales  disponibles  au  recueil  du  sang 

placentaire, la quantité de cellules nucléées totales disponibles à la décongélation et enfin le 

pourcentage de cellules viables. La viabilité a été appréciée le plus souvent après marquage 

des cellules au 7‐AAD (7‐Amino‐Actinomycin), marqueur de viabilité cellulaire qui s’intercale 

dans  la double hélice d’ADN. Cette analyse était parfois  réalisée par coloration à  l’acridine 

orange, un fluorochrome qui se fixe également sur l’ADN. 

Résultats 

Dans notre cohorte, le taux de recouvrement après décongélation atteint en médiane 80%, 

avec des valeurs extrêmes qui varient de 0 à 100%. 25% des greffons présentent un taux de 

recouvrement  inférieur  à  73%,  et  25%  d’entre  eux  présentent  un  taux  de  recouvrement 

après décongélation supérieur à 89%. 

La viabilité médiane des cellules nucléées totales est de 39% avec un minimum de 0% et un 

maximum de 100%.  Les 25% des greffons  les plus altérés présentent  ratio de viabilité des 

cellules  nucléées  totales  inférieure  à  30% ;  tandis  que  les  25  %  des  meilleurs  greffons 

présentent ratio de viabilité supérieure à 50% (figure 1). 
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dans  cette  cohorte  une  fragilité  importante  de  cette  population  lymphocytaire.  Cette 

fragilité peut être mise en parallèle avec l’effet délétère observé sur la survie globale et sur 

la mortalité liée à la greffe observée dans nos deux premières études.  

Les travaux complémentaires sur la cohorte de 91 patients portant sur l’impact différentiel 

du  sérum  anti‐lymphocytaire  en  fonction  de  la  quantité  de  cellules  nucléées  totales 

disponibles  dans  le  greffon  démontre,  même  si  c’est  résultats  ne  sont  retrouvé  qu’en 

analyse  univariée,  qu’il  existe  une  relation  assez  directe  entre  la  quantité  de  cellules 

immunocompétentes  présentes  dans  le  greffon  et  l’impact  de  la  perfusion  du  SAL.  La 

persistance d’un panel  large d’anticorps  anti‐lymphocytes T dans  le  sang du  receveur doit 

participer  à  la  lymphodéplétion  du  greffon  de  sang  placentaire.  Cette  lymphodéplétion 

devient particulièrement préjudiciable lorsque les greffons ne sont pas naturellement riches 

en cellules immunocompétentes. 

Le  contingent  lymphocytaire  disponible  dans  le  greffon  participe  à  l’expansion 

homéostatique.  Cette  disponibilité  peut  être  empêchée  par  deux  éléments  de  nature 

différente.  Premièrement,  il  est  possible  que  les  cellules  immunocompétentes  présentes 

dans  le  sang  placentaires  soient  déjà  très  altérés ;  notre  travail  nous  indique  qu’environ 

seulement  40%  d’entre  elles  sont  viables ;  deuxièmement,  il  est  nécessaire  que  cette 

proportion de  cellules  immunocompétentes ne  soit  pas  totalement détruite par  l’ajout de 

sérum anti‐lymphocytaire dans le conditionnement.  

Ces différents  résultats nous ont  conduit  à analyser plus avant  les  capacités de  survie des 

lymphocytes T des greffons de sang placentaire dont l’expansion homéostatique est critique 

pour  permettre  le  reconstitution  initiale  du  compartiment  T.  Ce  travail  fondamental 

comprend 2 axes : 

‐    l’analyse  de  la  viabilité  des  lymphocytes  T  de  sang  de  cordon  et  des  facteurs  pouvant 

conduire à une altération de cette viabilité 

‐    l’évaluation  de  l’effet  de  l’Interleukine‐7  sur  les  cellules  T  de  sang  placentaire  afin 

d’améliorer leur capacité de survie.  

Le travail publié récemment par  l’équipe de Kielsen sur  l’analyse de  l’effet du SAL chez  les 

receveur démontre que le SAL entraine une lymphodéplétion profonde et que les taux d’IL‐7 
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plasmatiques dosés en post‐greffe sont plus élevés chez  les  receveurs qui ont  reçu du SAL 

par rapport à ceux qui n’en ont pas reçu.169 
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PARTIE II 

Après  analyse des  capacités  de  survie  des  lymphocytes  T  de  sang placentaire,  nous  avons 

étudié  comment  l’exposition  de  ces  cellules  à  de  faibles  doses  d’Interleukine‐7  peut 

améliorer leur survie sans majorer leur potentiel alloréactif. 

• 2.1  L’exposition  quotidienne  des  lymphocytes  T  de  sang  de  cordon  à  de 

faibles  concentrations  d’IL‐7  améliore  leur  survie  sans  potentialiser  leur 

réponse proliférative à une stimulation alloréactive. 

INTRODUCTION 

Comparativement  aux  sources  conventionnelles  de  CSH,  le  sang  placentaire  autorise  des 

incompatibilités HLA plus nombreuses comme indiqué dans notre introduction générale. Les 

propriétés  intrinsèques des cellules de sang de cordon sont avancées pour expliquer cette 

tolérance relative. Par ailleurs, certains receveurs de greffons de sang placentaire présentent 

de grandes difficultés à reconstituer leur compartiment immunitaire T  dans les mois suivant 

la greffe. Nous avons rappelé que les lymphocytes T présents au sein du sang de cordon sont 

essentiellement  des  cellules  T  naïves  parmi  lesquelles  existe  un  contingent  important 

d’émigrants  thymiques  récents.  Ces  cellules  sont  particulièrement  sensibles  à 

l’apoptose170,171 et ceci pourrait contribuer au retard important de certaines reconstitutions. 

Dans  notre  problématique  d’identifier  certains  facteurs  susceptibles  de  limiter  la 

reconstitution  immunitaire post‐greffe, nous avons évalué et comparé  la viabilité de sangs 

de  cordon  fraichement  recueillis  et  après  décongélation.  Secondairement,  pour  améliorer 

leur viabilité, nous avons testé l’effet de l’IL‐7 sur ces cellules. 

 L’interleukine  7  est  une  cytokine  essentielle  à  l’homéostasie  des  lymphocytes  T172.  Nous 

avons précédemment décrit l’effet de l’administration d’IL‐7 recombinant chez des patients 

lymphopéniques  pour  améliorer  la  reconstitution  en  lymphocytes  T.173,174  De  fortes 

concentrations sont capables d’améliorer la survie des lymphocytes T de sang placentaire en 

culture et en l’absence de stimulation37,175 et pourraient induire la production d’interféron‐γ 

ainsi que d’autres cytokines lors de stimulation allogénique.176 De forte concentration d’IL‐7 

peuvent  aussi  aboutir  à  une  expansion de  lymphocytes  T  auto  et  alloréactifs177  avec  pour 

corollaire  le  risque  de  potentialiser  la  réaction  de GVH  comme  ceci  a  été  démontré  dans 
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certains  modèles  pré‐cliniques.178  Dans  certaines  études,  il  est  possible  de  trouver  une 

association entre de forte concentrations systémiques d’IL‐7 et l’importance de la GVH.71,179 

L’ensemble  de  ces  éléments  nous  a  conduit  à  privilégier  d’emblée  l’étude  de  l’effet  de 

faibles doses d’IL‐7 sur les lymphocytes T de sang de cordon, notre objectif étant de trouver 

la dose minimale efficace pour assurer la survie des lymphocytes T de sang placentaire sans 

pour autant potentialiser leur activation et leur alloréactivité.  

 

MATERIEL ET METHODE 

A. Lymphocytes T de sang placentaire et lymphocytes T de sujets adultes 

Les  échantillons  de  sang  placentaire  et  de  sang  d’adultes  sains  ont  été  recueillis 

conformément  aux  règles  du  comité  d’éthique  du  CHRU  de  Lille  (DC  2011‐1288).  Les 

échantillons de sang placentaires (de 50 à 100 mL) ont été obtenus après la naissance de 39 

nouveau‐nés  nés  à  terme,  immédiatement  avant  la  délivrance.  Les  méthodes  de  recueil 

étaient  tout  à  fait  superposables  à  celles  utilisées  pour  le  recueil  des  sangs  de  cordons 

ombilicaux  destinés  à  la  collection  de  la  banque  de  sang  placentaire  de  l’Établissement 

Français du sang de Lille‐Nord de France. Les caractéristiques relatives aux naissances sont 

précisées  dans  le  tableau  1.  Nous  avons  dosé  dans  les  plasmas  de  sang  placentaires  la 

concentration en IL‐7 grâce à une méthode ELISA (IL‐7 highly‐sensitive Quantikine ELISA kits, 

R&D  systems,  Minneapolis,  MN,  USA).  Les  cellules  mononucléées  sont  isolées  sur  un 

gradient de Ficoll dans les 3 heures suivant le recueil puis lavées dans une solution tampon. 

Pour l’étude initiale de la viabilité des cellules T de sang de cordon, une partie des cellules 

est  étudiée  d’emblée  tandis  qu’une  autre  est  placée  dans  un  milieu  spécifique  pour  la 

cryopréservation  contenant  10% de DMSO Recovery  Cell  Culture  Freezing Medium, Gibco, 

Invitrogen,  Oslo,  Norvège)  avant  d’être  cryopréservée.  Les  cellules  mononucléées  et  les 

lymphocytes T d’adultes testés dans  la première partie de notre étude sont préparés de  la 

même manière, à partir du sang périphérique de volontaires sains. 

Pour  l’étude  des  effets  de  l’IL‐7,  les  cellules  mononucléées  ont  été  systématiquement 

décongelées  au  préalable  pour  se  rapprocher  des  conditions  d’utilisation  en  pratique 

clinique.  
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Les lymphocytes T sont obtenus grâce à une technique de tri immuno‐magnétique (EasySep 

Human T cell Enrichment kit, StemCell Technologies, Vancouver, Canada).  

Les monocytes nécessaires aux stimulations allogéniques sont également obtenus à partir du 

sang  périphérique  de  volontaires  sains,  grâce  à  un  tri  immuno‐magnétique  (EasySep 

Monocyte Enrichment kit, StemCell Technologies). 

B. Analyses phénotypiques des lymphocytes T 

Les populations lymphocytaires T ont été phénotypées avant mise en culture et à différents 

temps de culture. Tous  les anticorps conjugués et  leur contrôle  isotypique proviennent de 

Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA) hormis l’anticorps monoclonal dirigé contre le CD127 

(chaîne  de  l’IL‐7Rα)  et  de  son  contrôle  isotypique  qui  provienne  de  Bioscience  (Paris, 

France). De même  l’anticorps monoclonal  dirigé  contre  la  protéine  kinase‐7  (PTK7)  est  de 

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, Germany). La numération des lymphocytes viables est 

réalisée par  cytométrie en  flux en  simple plateforme, par une  technique de comptage par 

billes :  100  μL  d’une  solution  de  billes  (Flowcount  fluorospheres,  Beckman  Coulter)  est 

ajoutée à 100 μL de sang après des étapes de lyse ou de lavage décrites précédemment, et 

une  numération  est  réalisée  ensuite  sur  le  cytomètre  FC  500  après  homogénéisation.  La 

viabilité  cellulaire  est  évaluée  par  un  double  marquage  avec  50 nM  d’iodure  de 

3,3'‐dihexyloxacarbocyanine  (DiOC6(3);  Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  USA)  et  du  iodure  de 

propidium (IP; Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nous avons évalué l’expression du CD127 

et  du CD31  afin  de  déterminer  la  proportion de  lymphocytes  positifs  pour  ces marqueurs 

ainsi que leur intensité de fixation. Pour évaluer la prolifération cellulaire, les cellules ont été 

exposées  préalablement  à  la  culture  au  carboxyfluorescein  diacetate  succinimidyl  ester 

(CFSE, 5 μM; Invitrogen).  

C. Les cultures sans stimulation 

Les  lymphocytes  T  sont mis  en  puits  dans  des  plaques  de  96‐puits  à  la  concentration  de 

1 x 105/puits  en  présence  de  RPMI  supplémenté  avec  2 mM  L‐glutamate,  2 mM  pyruvate, 

10% de sérum AB inactivé (J. Boy Institute, Reims, France). Suivant les expérimentations, les 

lymphocytes  T  ont  été  cultivés  ou  non  avec  de  l’IL‐7  recombinant  (R&D  systems)  à  des 

concentrations  de 25 à 1000 pg/mL.  
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D. Réactions lymphocytaires mixtes  

Les réactions lymphocytaires mixtes sont réalisées en triplicates, avec des lymphocytes T de 

sang de cordon préalablement marqués au CFSE à la concentration de 1 x 105 cellules/puits. 

La  stimulation allogénique est  réalisée par des monocytes d’adultes  (1 x 104 cellules/puits) 

présentant 4 à 6 incompatibilités HLA et au moins une incompatibilité portant sur HLA‐DR. 

 

RESULTATS   

La  viabilité  des  cellules  T  varie  fortement  en  fonction  des  cordons  dans  les  cultures 

réalisées en conditions basales, sans stimulation. 

Plus  de  98% des  lymphocytes  T  fraichement  collectés  ou  cryopréservées  sont  viables  à  J0 

avant  toute mise  en  culture  comme  en  témoigne  la  fixation  par  le  DiOC6  et  l’absence  de 

signal  en  iodure  de  propidium  (IP).  Nous  observons  une  perte  rapide  de  la  viabilité  des 

lymphocytes T de sang placentaire fraichement collectés et ceci contraste fortement avec les 

résultats de viabilité observés pour les lymphocytes T recueillis chez des adultes sains. A J7, 

après une semaine de culture sans stimulation, nous observons la mortalité quasi‐complète 

des cellules T de sang placentaire. 

Il existe néanmoins une profonde variation de la proportion de lymphocytes T viables entre 

les différents cordons après 4 jours de culture (17,4–79,7%) (Figure 1A). Nous avons observé 

des résultats superposables même si la viabilité est globalement moins bonne après l’étape 

de  cryopréservation/décongélation.  Ainsi,  après  4  jours  de  culture,  il  existe  une  forte 

corrélation  entre  le  nombre  de  lymphocytes  T  encore  viables  sans  étape  de  congélation 

préalable  et  ceux  provenant  des  mêmes  cordons  et  qui  ont  été  préalablement  congelés 

(ρ = 0,785, p < 0,001)(Figure 1B). Parmi les caractéristiques des donneurs de sang placentaire 

résumées dans le tableau 1, nous avons mis en évidence deux corrélations entre le degré de 

viabilité  à  J4  et  les  caractéristiques  du  donneur :  le  poids  de  l’enfant  à  la  naissance 

(ρ = 0,376; p = 0,031) et une corrélation positive entre la valeur du pH veineux à la naissance 

et  le  nombre  de  lymphocytes  viables  à  J4  (ρ = 0,397;  p = 0,027).  Ces  2  éléments  ont  été 

confirmés dans une analyse multivariée (respectivement p = 0,023 et p = 0,005)  
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L’ajout quotidien d’IL‐7 à faible dose améliore la survie des lymphocytes T de sang 

placentaire préalablement congelés. 

Dans ces cultures, les lymphocytes T de sang placentaires sont issus de prélèvements qui ont 

été  congelés.  Nous  avons  initialement  testé  l’ajout  d’IL‐7  uniquement  le  premier  jour  de 

culture. Dans ces conditions, l’effet protecteur observé n’était pas durable dans le temps car 

au‐delà des 4 premiers  jours de culture, nous observions  le même phénomène d’apoptose 

qu’en l’absence d’IL‐7. Cet effet transitoire pouvait être attribué à la consommation et/ou à 

la dégradation de l’IL‐7 : la mesure de la concentration d’IL‐7 dans les surnageants des puits 

de culture à différents temps montre une décroissance progressive des concentrations d’IL‐7 

mesurées. 

Ces  premiers  résultats  nous  ont  conduits  à  tester  l’effet  d’un  ajout  quotidien  d’IL‐7  à 

différentes  concentrations  (de  25  à  100  pg/mL)  sur  les  lymphocytes  T  de  cordon 

cryopréservés puis décongelés.  

Nous avons observé une amélioration croissante de la viabilité jusqu’à la dose de 100 pg/mL 

ajoutée quotidiennement : la viabilité des lymphocytes T est alors fortement préservée sur 7 

jours de  culture  (figure 2A).  Le nombre de  lymphocytes T  viables  après 7  jours de  culture 

était corrélé à un haut niveau d’expression du CD127, chaîne α du récepteur à l’IL‐7, mesuré 

par l’intensité moyenne de fluorescence en cytométrie de flux (p = 0,023 and p = 0,005) au 

même point d’analyse. Dans ces conditions d’exposition, la proportion de lymphocytes T qui 

se  sont  divisés  reste  faible : moins  de  20 %  de  ces  lymphocytes  T  a  effectué  une  division 

comme en témoigne la courbe de dilution du CFSE (Figure 2B). Avec des concentrations plus 

élevées d’IL‐7 (250 pg/mL), les lymphocytes T se mettent à se diviser davantage (Figure 2B), 

sans  pour  autant  améliorer  leur  survie  globale.  Sous  exposition  à  l’IL‐7,  la  proportion  de 

lymphocytes viables reste identique en terme de sous‐populations T CD4+ et CD8+ :  le ratio 

CD4+/CD8+  reste  parfaitement  constant  durant  une  semaine  de  culture.  Les  émigrants 

thymiques récents sont identifiés grâce à la co‐expression des marqueurs de surface CD31+ 

et  PTK7+.170,180,181  Leur  proportion  n’est  pas  modifiée  par  l’ajout  d’Il‐7  aux  différentes 

concentrations testées sur une semaine de culture. 
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L ‘alloréactivité des  lymphocytes de  sang placentaire n’est pas potentialisée en présence 

d’IL‐7 à faible concentration. 

Pour  étudier  les  conséquences  d’une  forte  stimulation  allogénique  en  présence  d’IL‐7,  les 

cellules  allogéniques  co‐cultivées  avec  les  lymphocytes  T  de  sang  placentaire  sont  des 

monocytes d’adultes présentant au moins 4  incompatibilités HLA. Nous avons observé une 

modification mimine en terme d’incorporation de thymidine tritiée lors de l’ajout d’IL‐7 à la 

dose de 50 et de 100 pg/mL, comparativement aux cultures mixtes conduites en  l’absence 

d’IL‐7  (Figure 3A). Lors de  l’étude de  l’impact  fonctionnel, nous avons mesuré par ELISA  la 

production d’inferféron‐γ produit par les lymphocytes T dans ces conditions de stimulations 

allogéniques  avec  et  sans  IL‐7  et  nos  résultats  ne montrent  pas de différence  significative 

(Figure 3B). En revanche, nous avons constaté une augmentation modérée mais néanmoins 

significative  du  nombre  de  lymphocytes  viables  dans  les  cultures  mixtes  réalisées  en 

présence d’IL‐7 (augmentation médiane : 58%, p = 0,0001) (Figure 3C).  

Pour analyser plus finement cette augmentation du nombre de lymphocytes T viables dans 

les  cultures  mixtes  avec  ajout  d’IL‐7,  nous  avons  énuméré  séparément  les  cellules  ayant 

réalisé  une  réponse proliférative  (i.e.  qui  présentent  une dilution du CFSE  et  qui  sont  des 

grands  lymphoblastes  sur  le  diagramme  taille/structure),  et  les  cellules  n’ayant  pas 

présentés de  réponse proliférative  (i.e.  absence de dilution du CFSE et petits  lymphocytes 

sur le diagramme taille/structure). Cette étude différentielle nous indique que l’ajout d’IL‐7 

quotidiennement dans les cultures mixtes a amélioré de manière très significative la viabilité 

des  petits  lymphocytes  qui  n’ont  pas  participé  à  la  réponse  allogéniques  (p=0,007)  tandis 

que  les  grandes  lymphoblastes  impliqués  dans  la  réponse  allogénique  et  qui  ont  réalisé 

plusieurs cycles de division ne sont pas significativement augmentés par l’ajout d’IL‐7 (Figure 

4). 

DISCUSSION 

Dans ce travail nous avons montré que la viabilité des lymphocytes T varie selon les sangs de 

cordon et que cette viabilité peut être améliorée par l’ajout d’IL‐7 à très faible dose, et ceci, 

sans potentialiser la réponse allogénique.  

Parmi  les 39 échantillons de  sang placentaire étudiés dans ce  travail, nous avons constaté 

comme dans d’autres travaux, une très grande sensibilité à l’apoptose.171,182 Cette sensibilité 

est variable en fonction des cordons  : certains présentent une viabilité  tout à  fait correcte 



 

 

82 

avec près de 70% de cellules viables après 4  jours de culture,  tandis que d’autres après  le 

même délai de culture présentent un taux de cellules viables effondré, proche des 10%. Ces 

résultats  ont  été  obtenus  alors  que  les  conditions  de  recueil  des  cordons  étaient 

rigoureusement les mêmes pour nos 39 cordons étudiés. 

Nous pourrions proposer de réaliser systématiquement une rapide évaluation de la viabilité 

intrinsèque  des  cordons  par  leur  mise  en  culture  en  même  temps  que  le  recueil  pour 

stockage  d’une  poche  de  sang  placentaire.  Ainsi,  les  cordons  qui  présenteraient  une  très 

forte sensibilité à l’apoptose pourraient être écartés car on peut imaginer in vivo leur faible 

capacité  d’expansion  homéostatique.  Il  est  intéressant  également  de  noter  l’influence 

notable du pH veineux sur cette viabilité ultérieure, sachant qu’il s’agit déjà d’un paramètre 

étudié en pédiatrie et connu pour être associé à un des complications néonatales sévères en 

cas d’acidité excessive.  

L’IL‐7 est une cytokine reconnue par son action préventive sur l’apoptose des lymphocytes T 

naïfs  et  des  ETR,37,175 mais  également  reconnue  pour  abaisser  le  seuil  d’activation  de  ces 

mêmes lymphocytes T avec à la clef une aggravation possible de la réponse alloréactive.177 

C’est  dans  ce  contexte  précis  que  nous  avons  évalué  l’impact  de  l’IL‐7  sur  la  survie  des 

lymphocytes  T.  Le meilleur  compromis  que  nous  avons  observé  était  à  100  pg/mL  ajouté 

quotidiennement permettant d’améliorer la survie des lymphocytes. A la dose de 100 pg/mL 

l’expression du CD127 n’est pas modifiée ce qui indique que les faibles concentrations d’IL‐7 

n’induisent pas de  régulation négative de son  récepteur et que  les  lymphocytes T gardent 

intact leur capacité à se lier à l’IL‐7. La stabilité du ratio CD4+/CD8+ ainsi que celui du taux de 

lymphocytes  T  CD31+/PTK7+ indique que  les  lymphocytes  T  sont  préservés  à  l’identique et 

que nous ne favorisons pas une sous‐population par rapport à une autre et notamment pas 

une  population  de  lymphocytes  T  immatures  (les  ETR).  Cela  confirme  également  que  la 

plupart des  lymphocytes T  reste quiescent car  l’expression de  la protéine de  surface PTK7 

est  généralement  perdu  lors  de  la  prolifération  cellulaire  induite  par  l’action  d’une 

cytokine.170 

En dépit d’une stimulation allogénique avec des monocytes HLA‐incompatibles,  l’action de 

l’IL‐7  à  la  dose  de  100  pg/mL  ajoutée  quotidiennement  ne  semble  pas  modifier 

profondément la réponse alloréactive des lymphocytes T présents dans les cultures mixtes. 

Le  nombre  de  lymphocytes  viables  dans  les  puits  de  cultures  avec  IL‐7  et  stimulation 
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alloréactive augmente faiblement et le gain de survie, grâce à l’analyse fine du gradient de 

dilution  du  CFSE  et  à  la  numération  des  cellules  viables,  est  attribué  à  une  augmentation 

significative du taux de lymphocytes quiescents, non engagés dans la réponse allogénique.  

Ces données indiquent que l’ajout quotidien d’IL‐7 promeut la survie des lymphocytes T de 

sang de cordon sans potentialiser leur capacité de prolifération en réponse à une stimulation 

alloréactive.  La  survie  en  quiescence  des  lymphocytes  T  est  possible  grâce  à  cette  faible 

concentration quotidienne.183 Cette concentration est 10 à 100 fois plus faible que  les pics 

d’IL‐7  obtenus  après  ajout  d’IL‐7  observés  dans  des  essais  cliniques,173,174  mais  est 

néanmoins  supérieur  aux  pics  d’IL‐7 mesurés  dans  le  sang  périphérique  au  décours  d’une 

procédure d’allogreffe avec un conditionnement myéloablatif.5,10,12,21,22 

L’IL‐7  recombinante  a  été  récemment  utilisé  dans  le  cadre  d’un  essai  thérapeutique  au 

décours  d’une  allogreffe  de  CSH,  démontrant  une  amélioration  significative  de  la 

reconstitution immunitaire sans pour autant aboutir à une augmentation de l’incidence de la 

GVH.  Dans  cet  essai,  il  s’agissait  de  greffon  T  déplété.  Le  risque  d’augmenter 

significativement  l’alloréactivité en utilisant  l’IL‐7 avec des greffons non‐manipulés ne peut 

être  occulté.  Dans  la  perspective  de  développement  de  ce  type  d’immunothérapie, 

l’amélioration de la survie des lymphocytes T de sang placentaire est néanmoins un objectif 

raisonnable.  
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Table  1:  Analyses  des  associations  entre  les  principales  caractéristiques  cliniques  du  sang  placentaire  et  des 

donneurs et la viabilité des cellules T après 4 jours de culture sans supplémentation de cytokine exogène ou 

de facteurs de croissance. 

      Median (range)    Corrélation avec la viabilité des cellules t de SP
a
 

            Spearman's ρ    p value  β
b
  p value 

                    

Age gestationnel  (semaines)     40 (37,8‐42)     0,022  NS    NS 

Poids du nouveau‐né (kg)     3,49 (1,98‐4,43)    ‐0,376  0,031  ‐0,471  0,023 

Sexe du nouveau‐né (M/F)
c
     12 / 22       NS    NS 

Score d’Apgar      10 (2‐10)     0,054  NS    NS 

pH veineux au cordon     7,37 (7,14‐7,48)    0,397  0,027  0,609  0,005 

Niveau  d’IL‐7  plasmatique  au  cordon 
(pg/mL)

d
 

   0 (0‐6,67)     0,335  NS    NS 

ETR: cellules CD4
+
 CD31

+
 PTK7

+
 (%)     76,6 (61‐85)     ‐0,59    NS    NS 

SP= Sang placentaire; NS= Non significatif; ETR= émigrants thymiques récents 

a
 les lymphocytes T cryopréservés sont recueillis et mis en culture sans  ajout de cytokine exogène ; les cellules 

viable (DiOC6 (3)‐positives et PI‐négatives) sont décomptées après 4 jour  

b
 Analyse multivariée. Ne sont représentées que les valeurs significatives (p < 0,05) 

c
 Test de Mann‐Whitney  

d
 Valeurs normales chez l’adultes sain: médiane à  2 pg/mL (range 0,6 to 7,7 pg/mL). 
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• 2.2 Travaux complémentaires 

 2.2.1  Influence  des  données  gazométriques  recueillies  à  la 

naissance 

Dans  la  littérature,  il  existe  une  association  reconnue  entre  des  niveaux  abaissés  de  pH 

veineux ou artériel mesuré au cordon ombilical à la naissance et une morbi/mortalité élevée 

chez  les  nouveau‐nés.  Dans  une  méta‐analyse  récente  publiée  dans  le  British  Medical 

Journal, Malin et al. rapporte une association extrêmement forte entre un pH artériel bas et 

la  survenue  de  complications  multiples  chez  l’enfant.  Sur  51  articles  totalisant  plus  de 

480000 nouveau‐nés, un pH artériel bas (défini comme étant au moins inférieur à 7,20), est 

associé  avec  une  augmentation  significative  de  la  mortalité  (OR=16,9,  IC=  9,7  à  29,5), 

d’encéphalopathie ischémique (OR= 13,8, IC= 6,6 à 28.9), d’hémorragie intra‐ventriculaire et 

de paralyse cérébrale (avec respectivement un OR à 2,9 et à 2,3). Les auteurs de cette étude 

rétrospective  suggèrent  de  renseigner  systématiquement  cette  donnée  dans  toutes  les 

situations.184 De fait, la mesure des pH veineux et du pH artériel sont des mesures réalisées 

systématiquement  à  la  naissance.  L’objectif  de  notre  travail  étant  de  renseigner  tous  les 

éléments  attentatoires  à  la  viabilité  des  cellules  immunocompétentes  présentes  dans  le 

cordon ombilical, nous avons voulu évaluer l’effet de cette acidité sur les lymphocytes T de 

sang placentaire. 

 

Matériel et Méthodes : 

‐Sujets de  la  1ère  cohorte :  les  échantillons  de  sang  de  cordons  ombilical  ont  été 

recueillis  avec  l’accord  du  comité  d’éthique  du  centre  hospitalo‐universitaire  de  Lille  (DC 

2011‐1288).  Les  échantillons  de  sang  de  cordons  (entre  50  et  100 mL)  ont  été  obtenus  à 

partir  de  39  nouveau‐nés  nés  à  terme  à  la  maternité  Jeanne  de  Flandre  (entre  38 et  42 

semaines de grossesse).  Le  recueil  a été  réalisé  immédiatement après  l’accouchement par 

voie  basse  et  avant  la  délivrance.  Les  grossesses  étaient  des  grossesses  uniques  sans 

complication.  Les  conditions  de  prélèvement  étaient  identiques  à  celles  nécessaires  pour 

une  banque  de  sang  placentaire.  Les  mères  ont  préalablement  signé  un  consentement 

éclairé. Nous  avons également  recueillis  les  informations  relatives  à  l’accouchement et  au 

nouveau‐né comme le pH veineux du cordon,  le pH artériel,  le sexe,  le poids et  la taille de 

l’enfant.  
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Figure n°2: Dot plot représentant la valeur moyenne et la déviation standard de la répartition de la valeur du pH artériel des 

45  cordons  prélevés  dans  la  banque  de  sang  placentaire  de  Besançon  et  de  celles  de  30  greffons  de  sang  placentaire 

prélevés à Jeanne de Flandre.  

 

Les  valeurs de pH a  été  évaluées dans nos deux échantillons de  sang placentaires  et  sont 

résumées par la figure n°2. Dans les 2 échantillons de population de sang placentaire testés 

25% des  cordons  recueillis  présentent  un  pH  artériel  inférieur  à  7,20  et  10% des  greffons 

prélevés présentent un pH inférieur à 7,13. Cette répartition est particulièrement basse.  

Il existe une corrélation très forte entre le pH veineux et le pH artériel (R de Pearson à 0,718, 

p<0,0001) ;  ces  2  valeurs  reflétant  la  même  réalité  biologique  de  l’acidité  du  sang 

placentaire. Les autres paramètres anthropométriques du nouveau‐né sont principalement 

lié  au  volume  de  la  poche  (poids :  rho  de  Spearman=  0,444  p=0,03  et  taille :  rho  de 

Spearman= 0,556 p=0,009). 

 

  2.2.2 Glucocorticoïdes et sang placentaire 

Introduction 

L’environnement placentaire pourrait disposer d’une influence sur les lymphocytes T de sang 

placentaire. En effet, sur  le plan endocrinien,  la grossesse est marquée par  l’augmentation 

progressive  du  taux  de  cortisol  qui  peut  atteindre  jusqu’à  60  ng/mL  en  fin  de  gestation 

(figure n°3). Les glucocorticoïdes (GC) sont reconnus pour être des régulateurs essentiels du 

développement  et  de  l’homéostasie  du  système  immunitaire  inné  et  adaptatif.  Au  niveau 

cellulaire,  les GC  altèrent  l’activation,  la  différentiation  et  la maturation  de  la  plupart  des 

 cordons de la banque 
de sang placentaire 

de Besançon

cordons prélevés 
à 

Jeanne de Flandre

7.0

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

p
H

 a
rt

é
ri

e
l





 

 

93 

Le travail de l’équipe de Zhang publié en 2005 permet d’éclairer l’action de  la cortisone sur 

les lymphocytes T.197 En effet, il est généralement admis que la cortisone est l’isoforme bio‐

inactive du cortisol. Ce travail démontre qu’il existe cependant une voie de métabolisation 

possible de la cortisone au sein des lymphocytes T. Dans le cytosol des lymphocytes T murin, 

l’enzyme 11 β‐hydroxyglucostéroïde déshydrogénase de type 1 (β‐HSD1) est capable de faire 

fonctionner la navette cortisol‐cortisone dans le sens inverse de celui de la β‐HSD2, l’équipe 

de Zhang démontre ainsi que les lymphocytes T ont la capacité de générer des GC ayant une 

activité  biologique  à  partir  des  métabolites  inactifs  circulants ;  cette  activité  permet  de 

fournir une source appréciable de GC bioactif dans  le plasma de sang placentaire. Dans ce 

travail,  la  cortisone  présente  les  mêmes  capacités  que  le  cortisol  en  culture  sur  des 

lymphocytes  T  murins :  un  pouvoir  immunosuppresseur  puissant  capable  d’inhiber  une 

réponse  fonctionnelle  de  type  Th1,  après  stimulation  par  anti‐CD3,  Ce  défaut  de  réponse 

fonctionnelle  est  évalué  par  la  production  diminuée  d’Il‐2  et  d’INF‐γ.  Ce  défaut  de 

fonctionnalité  est  annulé  par  l’ajout  d’un  inhibiteur  de  l’enzyme  ou  d’un  inhibiteur  du 

récepteur aux glucocorticoïdes : le RU 486, 197 

Les conséquences en terme d’effet sur  la viabilité et de  la  réponse allogénique d’une telle 

concentration de cortisone reste inconnues.  

 

Matériels et Méthodes : 

Ces éléments de la littérature, nous ont conduit à doser de manière systématique à la fois la 

cortisolémie,  la  cortisonémie,  le  taux  de  progestérone  et  le  taux  de  vitamine  D  dans  les 

échantillons  de  sang  placentaires  que  nous  mettions  en  culture.  Le  dosage  de  la 

cortisolémie, de la cortisonémie, a été réalisé au moyen d’une technique de spectrométrie 

de masse couplée à une chromatographie en phase gazeuse sur les sujets de la 1ère cohorte 

telle  que  définie  en  2.2.1.  En  effet,  au  sein  du  laboratoire  d’analyse  du  centre  de  bio‐

pathologie du CHRU de Lille, l’analyse courante de la cortisolémie est réalisée par immuno‐

chimiluminescence et il n’existait pas de méthode de dosage de la cortisonémie. Dans cette 

situation, le recours à la spectrométrie de masse a permis de doser les deux isoformes des 

glucocorticoïdes. 
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cellules présentent aux seins des différents greffons sont donc exposé dans au moins 25% 

des  cas  à  une  hypoxie  transitoire.  L’hypoxie,  même  transitoire,  peut  aboutir  à  une 

dérégulation  de  l’ARNm  de  l’IL‐2.200,201  L’expression  empêchée  de  l’IL‐2  peut  participer 

également au défaut de  reconstitution  immunologique en post‐greffe. Ce  taux de 25% est 

important et pourrait expliquer pour une partie la très grande sensibilité de certains greffons 

de  sang  placentaire.  Il  est  difficile  d’envisager  de  transposer  directement  ce  seuil  dans  la 

perspective de greffe de CSH. Néanmoins, il serait facile de renseigner cette donnée toutes 

les banques de sang placentaire. 

L’autre aspect de nos travaux complémentaires est la très forte concentration en cortisone 

retrouvée dans  le plasma de nos échantillons de sang placentaire.  Les  taux  retrouvés sont 

particulièrement hauts, et sont surtout vingt fois plus élevées que chez les adultes témoins 

(médiane de 94 ng/mL comparativement à 4 ng/mL retrouvée chez les adultes). Franchimont 

a publié en 2002 un  travail qui explique  les effets des glucocorticoïdes  sur  la  fonction des 

lymphocytes  T  en  régulant  positivement  le  récepteur  à  l’IL‐7  (IL‐7Rα).202  Ce  récepteur  est 

inductible par les corticoïdes et permet aux lymphocytes T de sang de cordon d’être sensible 

à  l’IL‐7  et  de  résister  à  l’apoptose.  Cet  excès  de  GC  dans  le  sang  placentaire  pourrait 

participer à un certain degré au conditionnement des lymphocytes T.   
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• 1. Place de l’allogreffe de sang placentaire dans le choix d’un donneur en 

2014  

Lorsque  qu’un  donneur  familial  ou  non‐apparenté  HLA‐identique  n’est  pas  disponible,  le  

recours  à  la  greffe  de  sang  placentaire  est  aujourd’hui  concurrencé  par  le  recours  à  une 

greffe  de  CSH  réalisée  à  partir  d’un  donneur  haplo‐identique  avec  une  compatibilité  HLA 

6/12203.  

Le  travail  de  Brunstein  publié  dans  Blood  en  2011  réalise  une  analyse  comparative 

d’allogreffes de CSH issues de donneurs non apparentés où 50 patients ont été greffés avec 

des  doubles  cordons  et  une  compatibilité  HLA  de  4  à  6/6  tandis  que  les  50  autres  ont 

bénéficié de donneurs haplo‐identiques avec une compatibilité de 6/12. Dans les deux cas, le 

conditionnement était un conditionnement atténué avec une ICT de 2 Gy, de la fludarabine à 

la dose de 200mg/m2, de l’Endoxan à la dose de 50mg/kg ainsi qu’une immunosuppression 

par mycophénolate mofétil  dans  les  greffes  avec  double  cordon.  Pour  les  greffes  avec  un 

donneur  haplo‐identique,  la  fludarabine  était  réduite  à  150  mg/m2,  l’Endoxan  était 

administré à la dose de 14,5 mg/kg à J‐6 et à J‐5, et à nouveau à la dose de 50mg/kg/jour à 

J2 et J3 de la greffe. La probabilité de survie et la survie sans progression observées à 1 an 

étaient  respectivement de 54% et de 46% après allogreffe double  cordon  (n=50). Pour  les 

greffes  avec  donneur  haplo‐identique,  ces  chiffres  étaient  de  62%  et  de  48% (n=50). 

L’incidence cumulative de GVH aiguë de grade II‐IV était de 40% après greffe double cordon 

et  de  32%  après  greffe  haplo‐identique.  L’incidence  de  la mortalité  non‐liée  à  la  rechute 

(NRM) et l’incidence de la rechute étaient chiffrées à 24 et 31% après greffe double cordon 

et à 7% et 45% après allogreffe haplo‐identique.  

L’ensemble de ces résultats soulignent les difficultés mais aussi l’intérêt qu’offrent ces deux 

types  de  sources  comme  source  alternative  de  cellules  souches  hématopoïétiques  de 

donneur non‐apparenté en l’absence de donneur géno‐identique.103  
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De nombreuses stratégies sont en cours d’investigation pour lever les obstacles spécifiques 

engendrés  par  ces  greffes.  Dans  le  cas  de  la  greffe  de  sang  placentaire,  un  des  obstacles 

principaux  à  dépasser  est  celui  du  faible  nombre  de  cellules  souches  qui  aboutit 

malheureusement  à  un  allongement  de  la  prise  de  greffe  et  une  augmentation  du  risque 

d’échec de la prise de greffe, particulièrement chez les patients adultes.  

Les stratégies aujourd’hui proposées visent avant tout, mais pas exclusivement, à augmenter 

la  dose  cellulaire  disponible.  Ainsi,  au  côté  de  la  double  greffe  de  sang  placentaire151,204 

figurent  l’injection  directe  intra‐osseuse  du  greffon,205  la  co‐infusion  avec  l’unité  de  sang 

placentaire  d’un  greffon  haplo‐identique  T  déplété,206,207  l’addition  systémique  de  cellules 

souches  mésenchymateuses  (MSCs)61  et  enfin  l’utilisation  d’agents  améliorant  la 

domiciliation ou « homing» des cellules souches de sang placentaire dans la moelle.209  

• 2. Quels sont les axes d’amélioration de la greffe de sang placentaire ? 

• 2.1 La greffe double cordon 

Les  greffes  de  sang  placentaire  réalisées  avec  2  cordons  ont  été  décrites  initialement  en 

2001  par  l’équipe  de Minnéaopolis.210  En  2009,  Eurocord  a  publié  des  recommandations 

pour  la  réalisation d’une  greffe  avec double  cordon.211 De manière  synthétique,  lorsqu’un 

greffon  ne  contient  pas  suffisamment  de  cellules  nucléées  totales  (<2,5.107/kg  avant  la 

décongélation ou <2,0.107/kg après), il faut envisager une greffe double cordon pour obtenir 

un taux de CNT > 3,0.107/kg en cas d’une  incompatibilité HLA. Ces greffes réalisées avec 2 

unités de sang placentaire sont désormais utilisées en routine pour les patients adultes. Elles  

permettent d’atteindre la dose cellulaire adéquate et leur pratique a permis à une plus large 

population d’adulte d’accéder à une allogreffe de sang placentaire. Les greffes avec double 

cordon font preuve d’un taux de prise de greffe élevé (85 à 100%) avec un temps médian de 

sortie d’aplasie qui varie de 9 à 33 jours, en fonction du conditionnement et de l’utilisation 
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de facteur de croissance comme  le G‐CSF.88,100,212  Il n’y a pas de différence significative en 

terme  de  taux  de  prise  de  greffe  entre  le  greffe  simple  et  une  greffe  double  cordon.  Le 

travail mené par Verneris et al retrouve un taux de rechute plus faible après greffe double 

cordon.88,213 La mortalité non liée à la rechute est plus élevée chez les receveurs de greffe de 

sang placentaire avec 2 unités qu’avec les autres sources cellulaires (avec ou sans‐mismatch) 

et  survient  principalement  dans  les  100  premiers  jours  post‐greffe.  Chez  ces  receveurs, 

l’analyse  des  facteurs  de  risque  de  la MNLR  fait  apparaître  un  risque  plus  élevé  chez  les 

patients  présentant  une  reconstitution  myéloïde  retardée.  La  double  greffe  de  sang  de 

cordon n’a pour objectif que d’atteindre un seuil cellulaire suffisant : dans un travail publié 

tout récemment,  l’équipe de Wagner, comparant 111 patients recevant une greffe double‐

cordon à 113 patients recevant une greffe simple‐cordon, retrouvait une survie globale tout 

à  fait  comparable.  Les  greffes  simple‐cordons  présentaient  une  meilleure  reconstitution 

plaquettaire et une incidence cumulative de GVH aiguë plus faible.214 

 2.2 Expansion des cellules souches de sang placentaire 

• 2.2.1 Le ligand du récepteur de Notch et autres facteurs 

Le  retard  significatif  dans  la  récupération  myéloïde  est  un  obstacle  majeur  dans  le 

développement de cette greffe qui pourrait être contourné par l’expansion préalable ex vivo 

des cellules souches et des progéniteurs contenus dans  le greffon. L’expansion ex vivo des 

cellules souches hématopoïétiques issues de sang placentaire et des progéniteurs avant leur 

injection chez le receveur est actuellement en cours d’étude.  

Une  première  approche  consiste  à  réaliser  des  cultures  de  cellules  CD34+  ou  CD133+ en 

présence  d’une  collection  de  cytokines  et  de  facteurs  de  croissance  (comme  le  stem  cell 

factor  (SCF),  la  thrombopoïétine,  le  G‐CSF  et/ou  le  ligand  du  FMS‐like  tyrosine  de  type  3 

(FLT3‐L)).215,216 Le milieu de culture optimal n’est pas encore finalisé et d’autres équipes ont 
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démontré également l’intérêt de l’IL‐3 et de l’IL‐6.217 L’équipe d’E. Shpall a publié un travail 

dans lequel les cellules CD34+ sont séparées en deux fractions distinctes : l’une (entre 40 et 

60%) est cultivée en présence de SCF, de G‐CSF, de TPO tandis que l’autre est greffée sans 

manipulation préalable concomitamment à  la première après un conditionnement de type 

myéloablatif.  La  quantité  de  cellules  nucléées  totale  est  en médiane  de  0,99  x  107/kg.  Le 

délai de récupération d’un taux de polynucléaires neutrophiles supérieur à 500/mm3 est de 

28 jours (médiane, entre 15 et 49 jours) et de 106 jours pour la récupération plaquettaires 

(de 38 à 345 jours).215  

Basé sur cette même approche, un essai clinique de phase I/II a été réalisé avec une partie 

des cellules CD133+ isolées et mis en culture avec du SCF, du FLTR3‐L, de l’IL6, de la TPO et 

en  présence  d’un  chélateur  du  cuivre  (TEPA).218  Les  cellules  nucléées  totales  étaient 

multipliées par 219 (entre 2 et 260). Les deux parties ont été greffées en même temps à la 

dose médiane de 1,8 x 107/kg. Dans cette étude, 9 des 10 patients ont présenté une prise de 

greffe avec une récupération de neutrophiles en 30 jours (16 à 46 jours) et une récupération 

plaquettaire de 48 jours (de 35 à 105 jours). 

D’autres résultats très prometteurs ont été publiés par l’équipe de C Delaney de Seattle.219 Il 

s’agit d’une expansion des cellules souches basées sur  le  ligand du récepteur Notch Delta1 

en association avec du SCF, du FLT3, de la thrombopoïétine, de l’IL‐3 et de l’IL6, permettant 

la  génération  ex  vivo  de  cellules  CD34+.  Les  résultats  préliminaires  publiés  en  2010 

démontrent à la fois la faisabilité et la sécurité d’une telle technique avec une réduction très 

significative  du  temps  de  la  reconstitution  myéloïde.219  Les  données  plus  récentes  (non 

encore  publiées)  de  cette  étude  qui  porte  désormais  sur  17  patients  retrouve  un  délai 

médian jusqu’à la récupération de plus de 500 PNN/mm3 de 11 jours. Les cellules ayant subi 

l’expansion  préalable  contribuent  presqu’exclusivement  à  la  reconstitution  myéloïde 
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observée à la fin de la première semaine, démontrant ainsi une capacité accrue de cellules 

multipliées  à  réaliser  une  reconstitution  myéloïde  de  qualité.  Une  prise  de  greffe  est 

constatée chez 15 des 17 patients de cette étude avant le 21ème jour, indépendamment de la 

persistance ou non des cellules multipliées in vivo.  

 2.2.2 Les cellules souches mésenchymateuses 

Un  autre  travail  rapporté  par  Robinson  démontre  la  possibilité  d’accroître  fortement  le 

nombre  de  cellules  nucléées  et  de  cellules  CD34+  du  cordon  en  utilisant  une  stratégie 

reposant  sur  une  co‐culture  des  cellules  nucléées  du  sang  placentaire  avec  des  cellules 

souches mésenchymateuses.220 Basées sur ces résultats, un essai clinique a été débuté pour 

évaluer  la  faisabilité de  la  réalisation de  cette  co‐culture de  cellules mononuclées de  sang 

placentaire  soit  avec  des  cellules  souches  mésenchymateuses  d’un  apparenté  haplo‐

identique,  soit  avec  des  cellules  souches  mésenchymateuses  commercialisées  (NCT : 

00498316). Les premiers résultats de cet essai apparaissent prometteurs. Ils sont similaires 

quelque  soit  la  source  des  cellules  souches  mésenchymateuse,  avec  une  prise  de  greffe 

rapide et une reconstitution du nombre de PNN en 15 jours, et du nombre de plaquette en 

42 jours.221 La prise de greffe à long terme est majoritairement le fait du cordon ayant subi 

l’expansion.  L’ensemble  de  ces  résultats  a  permis  de  justifier  la mise  en  place  d’un  essai 

prospectif  international  comparant  des  greffes  avec  2  unités  à  des  greffes  associant 

également deux unités mais dont l’une a bénéficié d’une expansion par co‐culture avec des 

cellules souches mésenchymateuses. 

 2.2.3 Chélateur du cuivre et nicotinamide 

Une autre étude, qui porte cette  fois sur  l’expansion réalisée à partir d’une seule unité de 

sang placentaire a été  réalisée par  l’entreprise Gamida Cell. Dans  cette  configuration, une 

unité de  sang placentaire est  fractionnée en deux parties dont  l’une est  cultivée avec des 
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facteurs de croissance conjugués avec un chélateur du cuivre, le tétraéthylpentamine.222 Les 

résultats  des  analyses  préliminaires  révèlent  une  accélération  de  la  prise  de  greffe  et 

l’amélioration de  la  survie par  rapport à des  cohortes historiques.218 Dans d’autres études 

précliniques réalisées par cette institution, les cellules CD34+ de sang placentaire cultivées ex 

vivo  avec  des  facteurs  de  croissance  (TPO,  SC  Factor,  IL‐6  et  FLT‐3)  et  la  nicotinamide 

démontrent une capacité de migration accrue dans  la moelle osseuse grâce à  la  liaison au 

stromal cell‐derived factor 1 (sdf‐1 

 2.3 Amélioration de la localisation dans la moelle osseuse. 

• 2.3.1 L’injection intra‐osseuse du greffon 

Dans  une  étude  de  phase  I/II,  32  patients  affectés  par  une  leucémie  aigüe  ont  reçu  une 

greffe de sang placentaire directement en intra‐osseux.205 La reconstitution en PNN est alors 

en moyenne 23 jours (de 14 à 44 jours, n=28) et la reconstitution plaquettaire à 36 jours (de 

16 à 64  jours). Cette  stratégie de greffe  intra‐médullaire directe a été  reprise par  l’équipe 

d’Okada  après  un  conditionnement  atténué avec  une  très  bonne  tolérance  et  une  durée 

médiane de récupération des neutrophiles de 17 jours.223  

Une étude rétrospective récente a été menée par Eurocord, comparant des greffes réalisées 

à partir d’un cordon  injecté par voie  intra‐médullaire directe à des greffes double‐cordons 

classiques : l’injection intra‐médullaire est associé à une meilleure prise de greffe à J30 (76% 

versus  62%,  p=0,014),  à  une  amélioration  de  la  reconstitution  plaquettaire  à  J180  (74% 

versus 64%, p=0,003). L’injection intra‐médullaire était également associée à une diminution 

de la GVH aiguë.224 

• 2.3.2 L’utilisation de la fucosyl‐transférase‐IV 

Une stratégie alternative pour raccourcir la durée de reconstitution myéloïde pourrait passer 

par  la correction de la diminution de la fucosylation des molécules de surfaces des cellules 
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de  sang  placentaire.  En  effet,  cette  diminution  empêcherait  la  relocalisation  des  cellules 

souches hématopoïétiques dans  la moelle osseuse.225  Les modèles pré‐cliniques murins de 

xénogreffe  développés  par  l’équipe  de  Robinson  démontrent  que  les  cellules  CD34+ 

humaines  traitées  par  de  la  fucosyltransférase‐VI  avant  leur  réintroduction  chez  la  souris 

sont capables de réaliser une prise de greffe plus rapide et avec une plus grande quantité de 

cellules circulantes par rapport aux cellules CD34+ non traitées.209 Un essai clinique basé sur 

cette constatation est ouvert aux Etats‐Unis :  les receveurs reçoivent une double greffe de 

sang  placentaire  et  une  des  deux  unités  greffées  est  fucosylée  (NCT  01471067). Dans  des 

essais  futurs,  la  combinaison  d’une  expansion  à  une  opération  de  fucosylation  pourrait 

aboutir à une reconstitution hématologique très rapide.  

• 2.3.3 La Prostaglandine E2 

D’autres approches ont été développées pour améliorer le « homing » des cellules souches 

de sang placentaire et/ou des progéniteurs. L’équipe de North a identifié la prostaglandine 

E2  (PGE2)  comme  ayant  la  capacité  d’augmenter  la  formation  de  cellules  souches 

hématopoïétiques  chez  le  Zebrafish.226  En  effet  la  PGE2  est  capable  d’améliorer  le 

« homing »,  la survie et  la prolifération.227 L’équipe de Cutler réalise actuellement un essai 

clinique qui évalue le prétraitement ex vivo d’une ou de 2 unités de sang placentaire par de 

la  PGE avant  leur  perfusion  (NCT  00890500).  Ceci  conduit  à  une  reconstitution  myéloïde 

rapide (PNN>500 à J17) et le greffon traité par PGE2 correspond au greffon dominant.228  
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 2.4 Immunothérapie et allogreffe de sang placentaire. 

• 2.4.1  Expansion  des  lymphocytes  T  cytotoxiques 

spécifiques de virus à partir de sang placentaire 

Les greffes de  sang placentaire présentent une mortalité et une morbidité  significative du 

fait  de  complications  infectieuses  virales  par  le  cytomégalovirus  (CMV),  le  virus  d’Epstein‐

Barr (EBV) ou l’adénovirus (Ad.) Cette susceptibilité aux complications infectieuses virales est 

principalement  attribuée  à  une  immaturité  et  à  l’inexpérience  de  cellules  T  de  sang  de 

cordon  qui  n’ont  pas  encore  été  confrontées  à  des  antigènes.  La  présence  de  cellules  T 

mémoires spécifiques de virus est essentielle dans les greffes de CSP, conférant au receveur 

une  protection  contre  les  infections  virales,  les  réactivations  et mêmes  contre  la  rechute 

(immunité hétérologue). Dans le cas de greffes allogéniques de CSH avec donneurs adultes, il 

est possible d’avoir  recours à  la  réinjection des  lymphocytes du donneur  (DLI) pour  traiter 

des infections virales, mais ceci augmente en contrepartie le risque de GVHD.229–231  

Il  est donc nécessaire d’évaluer  la meilleure  stratégie et  son applicabilité  chez  le  receveur 

d’une  greffe  de  sang  placentaire.  Plusieurs  obstacles  doivent  être  contournés  et  en  tout 

premier lieu le caractère naïf et le faible nombre de cellules T contenues dans le greffon.232  

Différents  chercheurs ont élaboré des protocoles pour développer des cellules T  issues de 

sang  placentaire  spécifiques  pour  l’EBV  et  le  CMV.233,234  L’équipe  d’Elizabeth  Shpall 

(Houston) et de Coleen Delaney (Seattle) ont développé un modèle reposant sur  des cellules 

présentatrices  d’antigènes  issues  de  sang  placentaire  (cellules  dendritiques  et  lignées 

cellulaires  de  lymphoblastes  infectées  par  l’EBV)  et  transfectées  avec  un  antigène 

Ad5f35pp65.  Ces  cellules  présentatrices  d’antigènes  sont  alors  utilisées  pour  produire  un 

grand nombre de lymphocytes T spécifiques du CMV, de l’Adénovirus et de l’EBV. Un essai 

clinique  de  phase  I  est  actuellement  conduit  pour  évaluer  l’innocuité  de  l’injection 
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intraveineuse  de  lymphocytes  T  cytotoxiques  spécifiques  du  CMV  et  l’Adénovirus  (NCT 

01017705). Les lymphocytes T spécifiques des virus EBV, CMV et Adénovirus, sont générés à 

partir  des  20%  de  la  poche,  les  patients  recevant  par  ailleurs    80%  de  l’unité  de  sang 

placentaire  sans modification. A  ce  jour  10  patients  ont  été  inclus  et  ont  eu  une prise  de 

greffe avec un taux de PNN>500 en moins de 30 jours et un taux de plaquettes> 20 000 en 

moins  de  60  jours.  Sept  d’entre  eux  ont  bénéficié  de  l’immunothérapie  à  une  période 

médiane  de  83  jours  post‐greffe.  Aucun  patient  n’a  jusqu’à  présent  présenté  un  effet 

secondaire lié à cette perfusion ou développé de GHV. Tous sont restés indemnes d’infection 

ou de réactivation par CMV/EBV/Adénovirus pendant une période de 2 mois à 2 ans après 

l’allogreffe et pour un patient ayant présenté une réactivation précoce du CMV, le contrôle 

de l’infection a été obtenu par 2 perfusions de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques. Il Les 

clones  de  lymphocytes  T  présents  dans  les  lymphocytes  T  perfusés  mais  absents  chez  le 

receveur  avant  la  perfusion  sont  détectés  plus  d’un  an  après  le  traitement.  Ainsi,  le 

développement à partir du sang placentaire de  lymphocytes T  cytotoxiques spécifiques de 

ces virus est possible et peut faciliter le contrôle d’une infection ou d’une réactivation virale 

in vivo. 

• 2.4.2 Le ciblage des antigènes leucémiques. 

Bien que le contrôle des complications virales soit une avancée incontestable dans la gestion 

des évènements post‐greffe de  sang placentaire,  avoir  la  capacité de  traiter  la  rechute de 

l’hémopathie  sous‐jacente  reste  fondamental.  Une  des  pistes  novatrices  repose  sur  le 

développement ex vivo de lymphocytes T exprimant à leur surface des récepteurs, exogènes 

(CAR : chimeric antigen receptors), spécifiques d’antigènes tumoraux pour le traitement des 

hémopathies malignes et  certaines  tumeurs  solides.235 Un des avantages majeurs des CAR 

est leur reconnaissance des molécules natives par une voie indépendante du CMH.  
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Les  syndromes  lymphoprolifératifs  B  sont  des  cibles  particulièrement  intéressantes  dans 

cette  perspective  étant  donné  qu’ils  expriment  de  manière  quasi‐invariable  le  CD19,  un 

antigène  restreint  aux  lymphocytes  B  et  absent  de  la  surface  des  cellules  souches 

hématopoïétiques. Comme démontrés dans plusieurs essais, les lymphocytes T exprimant un 

CAR  transgénique  spécifique  pour  le  CD19  semblent  être  très  efficace  pour  éliminer  les 

tumeurs CD19+.236,237  

Récemment,  cette  approche  a  été  adaptée dans  le  cadre de  la  greffe  de  sang placentaire 

grâce à l’expansion de lymphocytes T génétiquement modifiés pour exprimer les CAR CD19 

ou CD20. Afin de développer une stratégie reposant sur des lymphocytes T « bispécifiques » 

(dirigés à la fois contre des cibles virales et tumorales) pour des patients recevant une greffe 

de sang placentaire, l’équipe de Micklethwaite a transduit des lymphocytes T spécifiques de 

virus issus de sang périphérique et de sang placentaire avec un CAR spécifique du CD19. Ces 

lymphocytes  T  génétiquement modifiés  s’avèrent  capables  d’exercer  cette  double  activité 

anti‐virale et anti‐tumorale.231  

• 2.4.3 Les cellules NK dérivées de sang placentaire. 

Etant donné  le  concept prometteur de  l’allogreffe  isolée de  cellules NK, plusieurs groupes 

ont tenté d’isoler les cellules NK du sang périphériques de donneurs sains.238 Dans le cadre 

de  l’allogreffe  de  sang  placentaire,  l’isolement  de  cellules  NK  est  extrêmement  limité  en 

raison du faible nombre de cellules disponibles. De nouvelles méthodes d’expansion in vitro 

des  cellules  NK  sont  envisagées.  L’utilisation  de  cytokines,  de  cellules  présentatrices 

d’antigènes artificielles, un dispositif de perméabilité cellulaire reposant sur un gaz (G‐REX) 

ont été proposés. Les cellules NK en expansion grâce à ces différents agents conservent des 

propriétés  cytolytiques  contre  de  multiples  cibles  tumorales  in  vitro  et,  lorsqu’elles  sont 

perfusées  dans  un  modèle  murin  de  LAM  ou  de  LLC,  présentent  une  activité  anti‐
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leucémique. Ceci permet d’entrevoir la possibilité d’utiliser des cellules NK dérivées de sang 

placentaire pour prévenir la rechute.239 Beaucoup d’étapes restent bien sûr encore à franchir 

et  notamment  de  démontrer  que  les  cellules  NK  multipliées  ex  vivo  conservent  cette 

capacité anti‐tumorale chez les receveurs sans engendrer de dommages collatéraux.  

L’ensemble de ces perspectives n’est pas au même stade d’avancement et  l’utilisation des 

cellules  immunitaires  de  sang  placentaire  à  visée  thérapeutique  est  toujours  à  ses 

balbutiements. Ces approches n’en demeurent pas moins essentielles à développer et tout 

particulièrement  l’immunothérapie  qui  permet  d’envisager  une  amélioration  considérable 

de  la  technique  de  l’allogreffe  de  sang  placentaire  dans  le  traitement  des  affections 

hématologiques malignes. 
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Abstract'

This( study( aimed( to( assess( the( impact( of( antithymocyte( globulin( (ATG)( on( patient( outcome( in( a(

retrospective( series( of( 91( patients( (median( age:( 12( years)( who( underwent( unrelated( singleNunit( cord(

blood(transplantation((alloNCBT)( following(a(myeloablativeNconditioning(regimen.(Cord(blood(units(were(

HLANmatched( (6/6,( n=18;( 21%),( oneNantigen(mismatched( (n=30,( 35%)( or( 2Nantigen(mismatched( (n=38;(

44%).( In( this( series,( the( overall( survival( (OS),( nonNrelapse( mortality( (NRM)( and( relapse( cumulative(

incidence((CI)(were(47±6(%,(23±4 % and 48±5 %, respectively. Among(46(patients(who(received(ATG(as(

part(of(the(conditioning(regimen,(the(incidence(of(acute(and(chronic(graft(versus(host(disease((GVHD)(was(

lower(than(in(the(group(of(45(patients(who(did(not(receive(ATG((20%(vs.(43%;(p=0.03).((

However,(multivariate( statistical( analysis( revealed( that( the(ATG(use(was( associated(with(decreased(OS(

and(eventNfree(survival((EFS)(rates(and(a(high(incidence(of(NRM([HR(=(1.99,(95%(CI:(1.11N3.59,(p(=0.02],(

[HR(=(1.83,(95%(CI:(1.08N3.10,(p=0.02](and([HR(=(2.54,(95%(CI:(1.03N6.26,(p(=0.04],(respectively.(Therefore,(

our(results(do(not(support(the(use(of(ATG(as(part(of(a(myeloablativeNconditioning(regimen(prior(to(singleN

unit(alloNCBT(in(younger(patients(with(hematological(malignancies.(

(

Key(points:(ATGNbased(myeloablative(conditioning(in(patients(receiving(alloNCBT(is(a(matter(of(concern.(
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INTRODUCTION'

Allogeneic(hematopoietic(stem(cell(transplantation((alloNSCT)(is(a(curative(therapeutic(approach(in(a(wide(

variety(of(otherwise(incurable(hematological(disorders.(1)(Unrelated(umbilical(cord(blood(transplantation(

(UCBT)(has(emerged(as(a(valid(alternative(source(of(stem(cells(in(patients(lacking(a(suitable(HLANmatched(

related( or( unrelated( donor.(2–6)( The( feasibility( of( nonNmyeloablative( conditioning( in( UCBT( was(

demonstrated( in(2003.(7)( In(comparison(to(conventional(bone(marrow(and(peripheral(blood(cell(grafts,(

UCB(contains(significantly(fewer(CD34
+
(cells(and(mature(lymphocytes.(8)(The(latter(could(be(responsible(

for( an( increased( risk( of( late( engraftment( and( graft( failure( and( for( a( delayed( postNtransplant( immune(

reconstitution(leading(to(a(high(incidence(of(early(nonNrelapse(mortality((NRM).(9)(One(of(the(strategies(

developed(to(reduce(the(risk(of(graft(rejection(has(been(to(provide(for(in#vivo(recipient(TNcell(depletion(in(

blood(and(lymphoid(tissues(by(using(antithymocyte(globulin((ATG),(a(set(of(polyclonal(antibodies(directed(

against( a( wide( range( of( immune( cell( epitopes.(10)
,
(11)( However,( ATG( use( in( combination( with( a(

conditioning( regimen( prior( to( alloNSCT( is( still( controversial,( especially( for( patients( receiving( a(

myeloablative(singleNunit(alloNCBT.(12)(The(aim(of(this(multicenter(retrospective(study(was(to(assess(the(

impact(of(ATG(on(the(outcome(of(91(consecutive(patients(who(underwent(a(singleNunit(alloNCBT(following(

a(myeloablative(conditioning(regimen(at(three(French(transplant(centers.(

'

PATIENTS'AND'METHODS'

This( study( is( a( retrospective( study( and( was( conducted( according( to( the( Declaration( of( Helsinki( and(

included( 91( consecutive( patients( who( underwent( a( myeloablative( singleNunit( alloNCBT( in( Lille( (n=38),(

Nantes((n=31)(and(Bordeaux((n=22)(between(January(2000(and(December(2010.(The(following(inclusion(

and( exclusion( criteria( were( used:( only( patients( who( underwent( their( first( UCBT( were( selected.(

Participating(centers(were(asked(to(verify(the(data(recorded(for(each(patient(in(the(French(Bone(Marrow(

Transplantation(Registry.(Eurocord(provided(additional( information.(HLA(matching(data(were(also(crossN

checked,( and( grafts( were(matched( for( at( least( 4( out( of( 6( HLA( loci( by( standard( cord( criteria( (i.e.( low(

resolution( for(HLANA( and(HLANB( and(high( resolution( for(HLANDR).( All( patients( received( a(myeloablative(

conditioning(and(were(divided( into(ATG( (n=46)(and(noNATG( (n=45)(groups.(Except( for(one(patient(who(

discontinued(ATG(due( to( intolerance,( the(median(ATG(dose(administered( to(ATG(group(patients(was(5(

mg/kg(of(recipient(body(weight((range(3.8N7.5(mg/kg),(and(the(median(number(of(treatment(days(was(2(

(range( 1N5).( The( drug(was( stopped( at( a(median( time(of( 5( days( prior( to( transplantation( (range( 1( to( 10(

days).( Only( patients( receiving( the( drug( Thymoglobuline( (Genzyme( Corporation,( Cambridge,( MA,( USA)(

were(included(in(the(study(because(this(drug(was(the(only(ATG(brand(name(licensed(for(use(in(alloNSCT(in(

France.(
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As(shown( in( table(1,( the(two(groups(were(comparable( in( terms(of(patient(and(graft(characteristics(and(

transplantation(modalities.(While( we( acknowledge( that( the( population( is( heterogeneous( according( to(

type( of( diagnosis( and( disease( status.( There( is( also( a( significant( difference( between( the( three( centers,(

reflecting(different(practice.(ATG(has(been(added( to( conventional( cyclosporine(A(+(MTX(prophylaxis( in(

many( centers( for( patient( undergoing( an( unrelated( donor( transplant.( This( practice( has( not( become(

uniform,( and( although( GVHD( seems( to( be( reduced( with( ATG,( the( increase( risk( of( infections( has(

discouraged(other(center(from(using(ATG(preNtransplant.(The(ATG(prophylaxis(was(not(distributed(equally(

among(centers;(Lille(and(Nantes(use(ATG( in(37%(and(39%(of(cases(respectively,(but(Bordeaux(used(the(

ATG(only(in(13%(of(cases((p=0.0003).(The(median(age(at(transplantation(was(12(years((range(0.7N56),(and(

there(were(54((59%)(males(and(37((41%)(females.(

((

STATISTICAL'ANALYSES'

The(patients’(clinical(endpoints(of(this(study(were(analyzed(as(of(January(1st,(2013.(Overall(survival((OS)(

was(defined(as(the(time(interval(from(alloNUCBT(to(the(patients’(death,(regardless(of(the(cause(of(death.(

Relapse( was( defined( as( the( recurrence( of( the( underlying( hematological( malignancies( with( or( without(

evidence(of(autologous(bone(marrow(reconstitution(based(upon(available(hematopoietic(chimerism(data.(

EventNfree( survival( (EFS)( was( defined( as( patients’( survival( with( no( evidence( of( disease( relapse.( NonN

relapse( mortality( (NRM)( was( defined( as( patients’( death( without( evidence( of( relapse( of( their(

hematological(malignancies.(PatientN,(diseaseN(and( transplantNrelated(variables(of( the( two(study(groups(

were(compared(using(ChiNsquare(or(Fisher’s(exact( test( for(categorical(variables(and(MannNWhitney(test(

for(continuous(variables,(respectively.(Cumulative(incidence(functions((CIF)(were(used(to(estimate(relapse(

incidence( (RI)( and( NRM( in( the( presence( of( two( competing( risks:( relapse( of( malignancy( or( death( in(

remission.(13)( To( study( acute( and( chronic( graft( versus( host( disease( (GVHD),( we( considered( death( in(

remission( as( a( competing( event.( Probabilities( of( EFS( and( OS( were( calculated( using( the( KaplanNMeier(

estimate.(Univariate(analyses(were(performed(using(the(log(rank(test(for(OS(and(LFS(and(Gray’s(test(for(

CIF.( Multivariate( analyses( were( performed( using( the( Cox( proportionalNhazard( model.(14)( Differences(

between(the(two(groups(with(regard(to(distribution(and(all(variables(significantly(associated(with(one(of(

the(outcome(studied(were(included(in(the(statistical(model.(All(statistical(tests(were(twoNsided(with(type(I(

error( rate( fixed(at(0.05.( Statistical( analyses(were(performed(using(SPSS(18( (SPSS( Inc.,(Chicago,( IL,(USA)(

and(R(2.13.2((R(Development(Core(Team,(Vienna,(Austria)(software(packages.(
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RESULTS'

Engraftment#and#Transplant3related#Toxicity#

In(this(study,(11(patients(did(not(show(evidence(of(neutrophil(engraftment(following(alloNUCBT;(of(these(

patients,(9(died(soon(after(graft(infusion,(and(2(others(developed(autologous(marrow(cell(reconstitution.(

The( estimated( median( time( interval( to( reach( a( neutrophil( count( of( 0.5( ×( 10
9
( G/L( was( 28( days( after(

transplant((range(13N84(days).(Three(patients(eventually(rejected(their(grafts(after(sustained(engraftment(

(at(days(58,(60(and(84).(The(100Nday(cumulative(incidence(of(grade(IINIV(and(grade(IIINIV(acute(GVHD(were(

35%( and( 19%,( respectively.( Of( the( 62( evaluable( patients(who( survived(more( than( 100( days,( 19( (31%)(

developed( chronic( GVHD,( including( 6( cases( (10%)(with( extensive( grade.( Table( 2( summarizes( the( postN

transplant(complications(observed(in(both(patient(groups.(The(cumulative(incidence(of(grade(IINIV(aGVHD(

was(38±8%(in(the(“noNATG”(group(versus(32±7%(in(the(ATG(group((p=0.43).(The(cumulative(incidence(of(

grade( IIINIV( aGVHD(was( 22±7%( in( the( “noNATG”( group( and( 16±6%( in( the( ATG( group( (p=0.43).( Patients(

from(the(“noNATG”(group(developed(chronic(GVHD(more(frequently(than(those(from(the(ATG(group((13(

versus(6,(p=0.04).((

(

Survival#

With(a(median(followNup(period(of(33((range(12N96)(months,(the(estimated(3Nyear(OS,(EFS,(CI(of(relapse(

and(NRM(rates(were(47±6%,(30±5%,(48±5%(and(23±4%,( respectively( (figure(1).( In(univariate( statistical(

analysis((Table(3),(older(transplant(recipients((age(>18(years)(were(found(to(have(worse(OS,(EFS(and(NRM(

(p=0.004,( p=0.03( and( p=0.01,( respectively),( whereas( pretransplant( positive( cytomegalovirus( (CMV)(

serostatus(was(correlated(with(worse(OS(and(NRM((p=0.002(and(p=0.007,(respectively).(Infusion(of(a(low(

total(nucleated(cell(dose((less(than(4.6(x(10
7
(nucleated(cells/kg)(was(associated(with(an( increased(NRM(

(p=0.006).(In(addition,(poor(disease(status(at(the(time(of(transplant(was(associated(with(an(increased(risk(

of( relapse( (p=0.03).( A( trend( towards( shorter( EFS(was( noted( in( the( ATG( group( (P=0.07).( Pretransplant(

positive( CMV( serostatus( was( found( to( be( associated( with( a( worse( OS( [HR=( 1.89,( 95%CI( (1.01N3.54);(

p=0.05].(No(impact(of(ATG(on(acute(GVHD(development(was(detected(regardless(of(their(grades.'Of(29(

adults,(for(the(overall(mortality(12(out(of(19(patients(in(the(noNATG(group(and(9(out(of(10(patients(in(the(

ATG(group(died((p=0.07).(We(could(speculate(that(the(trend(for(the(higher(toxicity(in(the(ATG(group(did(

not(reach(the(significance(due(to(the(small(number(of(adult(patients.(For(the(transplant(related(mortality,(

4(out(of(19(patients(in(the(noNATG(group(and(7(out(of(10(in(the(ATG(group(died((p=0.008)((Log(Rank(test).(

In(multivariate(statistical(analyses((Table(4),(ATG(use(was(the(only(variable(that(adversely(influenced(OS,(

EFS(and(NRM([HR=(1.99,(95%CI((1.11N3.59);(p=0.02],([HR=(1.83,(95%CI((1.08N3.1);(p=0.02](and([HR=(2.54,(

95%CI((1.03N6.26);(p=0.04],(respectively.(

(
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Cause#of#death#

As(shown(in(table(2,(twelve((13%)(patients(died(of(postNtransplant(infectious(causes,(including(5(bacterial,(

2(viral,(3(fungal(and(2(mixed(infections.(Two(of(these(infected(patients(also(developed(a(venoNocclusive(

disease.( In( the(ATG(group,( infections(were( the(main( cause(of(death.( Eight(out(of(46(patients( from( the(

ATGNgroup( developed( fatal( infections( as( compared( to( 4/45( patients( from( the( noNATG( group,( but( this(

difference(was(not(statistically(significant.(At(one(year(after(transplant,(NRM(was(30(%(in(the(ATG(group(

and(15(%(in(the(noNATG(group((p=0.48;(table(3).'
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DISCUSSION'

The( most( important( finding( of( our( study( is( that( the( addition( of( rabbit( ATG( to( the( myeloablativeN

conditioning( regimen(prior( to( singleNunit( alloNCBT( adversely( influenced(patients’( outcomes,( particularly(

their(survival(and(NRM.(To(the(best(of(our(knowledge,(this(is(the(largest(study(of(this(kind(on(the(role(of(

ATG( in( the(myeloablative( conditioning( regimens( in( the( setting( of( single( unit( alloNCBT.( Previous( studies(

have( reported( on( ATG( in( the( preNtransplantation( setting.(15,16)( However,( none( of( these( reports(

specifically(addressed(the(impact(of(ATG(on(patient(outcome.(

In(this(study,(only(patients(who(received(standard(myeloablative(conditioning(were(included.(Because(the(

incidence( of( delayed( neutrophil( recovery( and( graft( failure( is( commonly( reported( to( be( higher( in(

transplant(patients(infused(with(a(single(unit(of(cord(blood,(17)(we(deliberately(chose(to(limit(our(study(

to(this(category(of(patients(based(on(the(hypothesis(that(administration(of(ATG(prior(to(transplant(could(

have(a(significant( impact(on(patient(outcome( in( this( setting.( Information(about(HLANmatching(between(

donor(and(recipient(was(verified(in(the(databases(of(the(French(National(Donor(Registry(and(Eurocord.(In(

addition,( these( results( were( meticulously( crossNchecked( using( different( verification( methods( (e.g.,(

matching( of( several( sources( of( data,( onNsite( verification( and( computerized( search( for( discrepancies( or(

errors).(

In( agreement( with( other( reports( (18–22),( we( observed( that( the( myeloablative( conditioning( regimen(

lacking(ATG(resulted(in(a(higher(incidence(of(acute(GVHD(development.(One(may(ask(why(the(beneficial(

effect( of( ATG( in( reducing( acute( GVHD( does( not( translate( into( benefits( in( patient( survival.( Indeed,(

measuring(the(outcome(of(alloNSCT(therapy(is(challenging(because(the(net(outcome(is(affected(by(several(

complex( variables.( In( the( present( study,( patients( from( the( ATG( group(were( noted( to( experience( fatal(

infections(and(relapse(of(their(disease(more(frequently(than(those(from(the(noNATG(group,(although(this(

difference(was(not(statistically(significant.(As(reported(by(other(authors,(delayed(immune(reconstitution(

following( alloNCBT( has( been( known( to( be( associated( with( a( high( incidence( of( infections( and( relapse(

especially(after(myeloablative(conditioning.((23–27)(

To(further(characterize(the(adverse(influence(of(ATG(in(our(patient(cohort,(we(sought(to(analyze(the(role(

of( the( dosing( of( ATG,( duration( of( perfusion( and( timing( on( patients’( outcome.( However,( because( the(

majority( of( patients( received( ATG( at( the( total( dose( of( 5(mg/kg(with( a(median( of( 2( days( of( perfusion,(

comparisons( with( other( ATG( protocols( lacked( sufficient( statistical( power.( In( addition,( based( on( our(

experience(and(various(other(reports,(it(is(likely(that(the(use(of(low(to(moderate(doses((5N7(mg/kg)(of(ATG(

prior(to(allogeneic(stem(cell(transplantation(can(decrease(the(risk(of(GVHD(without(compromising(other(

postNtransplant(outcomes.(28,29)(
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An(alternative(approach(to(ATG(administration(could(be(the(use(of(a(fludarabineNbased(regimen(because(

this( chemotherapeutic( agent( is( known( to(have( a(powerful( immunosuppressive( effect( resulting( in( longN

lasting(engraftment(7);(however,( its(use( in(HLANmismatched(transplantation(needs(to(be(established.( In(

fact,(it(is(because(of(ATG’s(beneficial(effects(in(cases(of(HLANdisparities(that(ATG(has(been(recommended.(

(11,22,28)(

While(we(acknowledge(the( limitations(of(our(retrospective(study(based(on(a(relatively(small(number(of(

mostly(young(patients,(in(three(different(centers(with(different(practices,(our(results(suggest(that(the(use(

of( ATG( during(myeloablative( conditioning( of( patients( receiving( singleNunit( alloNCBT( should( be( handled(

cautiously(outside(the(clinical( trial( setting.(From(our(study,(no(conclusions(can(be(drawn(with(certainty(

concerning(patients(who( received(nonNmyeloablative(conditioning(and( those( transplanted(with(doubleN

unit(CB(or(with( in(vitro(expanded(CB.(Similarly,(no(conclusion(can(be(drawn(regarding( the(preNemptive(

use(of(ATG(as(defined(by(Bacigalupo,(to(prevent(early(aGVHD.(30)(There(is(an(interest(of(evaluating(ATG(

in( reducedNintensity( conditioning( and(double(UCBT:(we( conducted( a( separate( study( from(our( group( in(

another(cohort(of(patients.(These(results(have(been(reported(recently(at(the( last(ASH(meeting(showing(

the(same(trend(of(results.(31)(It(is(also(concordant(results(with(Lindemans.(32)(Our(study(emphasizes(the(

need( to( delineate( the( indications( for( the( use( of( ATG( and( to( perform( prospective( protocols( that(

investigate(the(dose,(scheduling(and(timing(of(ATG(in(alloNCBT.(
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Table 1 -Initial Characteristics of Patients Recipients and Donors  

! ! Table&1&–&Main&characteristics&of&the&Patients&and&Donors&

!! !!

!

All!patients! !! ATG-group! !! No!ATG-group!

!

!! !! (N=91)! !! (n=46)! !! (n=45)! !

Characteristics! !! No!of!patients!(%)! !! No!of!patients!(%)! !! No!of!patients!(%)! p!

!! !! !! !! !! !! !! !

Recipient!age!(years)! !! !! !! !! !! !! 0.08!

<!12! !! 45!(50)! !! 23!(50)! !! 22!(49)! !

>!12! !! 46!(50)! !! 23!(50)! !! 23!(51)! !

Recipient!gender! !! !! !! !! !! !! 0.9!

Male! !! 54!(59)! !! 27!(59)! !! 27!(60)! !

Female! !! 37!(41)! !! 19!(41)! !! 18!(40)! !

Donor!gender! !! !! !! !! !! !! 0.6!

Male! !! 47!(52)! !! 25!(54)! !! 22!(49)! !

Female! !! 44!(48)! !! 21!(46)! !! 23!(51)! !

Donor/recipient!sex!mismatch! !! !! !! !! !! !! 0.12!

Female!donor!and!male!recipient!!! 25!(27)! !! 10!(22)! !! 15!(33)! !

Male!donor!and!female!recipient!!! 18!(20)! !! 8!(17)! !! 10!(22)! !

Other!combinations!!! 48!(53)! !! 28!(61)! !! 20!(44)! !

Recipient!CMV!serostatus! !! !! !! !! !! !! 0.87!

Positive! !! 25!(27)! !! 13!(28)! !! 12!(27)! !

Negative! !! 66!(73)! !! 33!(72)! !! 33!(73)! !

Underlying!disease! !! !! !! !! !! !! 0.58!

AL! !! 66!(73)! !! 34!(74)! !! 32!(71)! !

MDS!&!MPS! 17!(19)! !! 7!(15)! !! 10!(22)! !

Lymphoid!disorders! !! 8!(9)! !! 5!(11)! !! 3!(7)! !

Disease!status!(IBMTR!status)! !! !! !! !! !! !! 0.08!

Good! !! 36!(40)! !! 17!(37)! !! 19!(42)! !

Intermediate! !! 37!(41)! !! 23!(50)! !! 14!(31)! !

Poor! !! 17!(19)! !! 5!(11)! !! 12!(27)! !

HLA!mismatch! !! !! !! !! !! !! 0.13!

0! !! 18!(21)! !! 6!(14)! !! 12!(29)! !

1! !! 30!(35)! !! 19!(43)! !! 11!(26)! !

2! !! 38!(44)! !! 19!(43)! !! 19!(45)! !

Nucleated!cells!infused!(x!10
7
/kg)! !! !! !! !! !! !!

0.36!

>0.46! !! 44!(50)! !! 24!(56)! !! 20!(44)! !

<0.46! !! 44!(50)! !! 19!(44)! !! 25!(56)! !

Conditioning!regimen! !! !! !! !! !! !! !

TBI-based! !! 51!(56)! !! 22!(48)! !! 29!(64)! 0.11!

Busulfan-based! !! 30!(34)! !! 18!(39)! !! 12!(29)! 0.33!

GVH!prophylaxis! !! !! !! !! !! !! -!

CsA!alone! !! 18!(20)! !! 9!(20)! !! 9!(20)! !

CsA+Pred! !! 43!(47)! !! 26!(57)! !! 17!(38)! !

CsA+MMF! !! 16!(18)! !! 2!(4)! !! 14!(31)! !

CsA+Pred+FK! !! 2!(2)! ! 0! ! 2!(4)! !

Other!prophylaxis! !! !!!!!!!!!!!!!!!!11!(12)! ! 9!(20)! ! 2!(4)!

AL:!acute!leukemia;!MDS:!myelodysplastic!syndrome;!MPS:!myeloproliferative!syndrome!;!TBI:!total!body!

irradiation;!CsA:! cyclosporine-A;!Pred:!prednisone;!MMF:!mycophenolate!mofetil;! FK:! FK-506!otherwise!

known!as!tacrolimus;!IBMTR:!International!Bone!Marrow!Transplant!Registery.!
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!! && Table&2!Transplantation-Related!Events& &&

&&
&& All&patients& && ATG&group& && No=ATG&group&

p*#&& (N=91)& && (n=46)& && (n=45)&

Patients!who!engrafted!(%)! !! 80!(87%)! !! 39!(84%)! !! 40!(89%)! NS!

Day!ANC!>500/µl,!median! !! 28! !! 29! !! 28! NS!

Day!platelet!>!20!x!10
9
/L! !! 33! !! 36! !! 33! NS!

Causes!of!death! !! !! !! !! !! !! !!

Infection! 12! !! 8**! !! 4! NS!

aGVHD! 1! !! 0! !! 1! !!

Multiple!organ!failure! 7! !! 5! !! 2! !!

Other! 4! !! 1! !! 3! !!

ANC:!absolute!neutrophil!count;!aGVHD;!acute!graft-versus-host!disease!

*! Comparison! of! the! ATG! and! “no-ATG”! groups.! **! 2! of! these! patients! also! developed! aGVHD,! and! 2!

others!veno-occlusive!disease.!

!
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! !

!! !! Table&3&(&Univariate&Analysis&of&the&Prognostic&Value&of&Patients’&Initial&Characteristics:&3(Year&rates&

!! !! Overall!survival! !! EFS! !! NRM! !! Relapse! !! aGVHD!Grades!II8IV! !! !aGVHD!Grades!III8IV!!

Characteristics! !! %! p! !! %! p! !! %! p! !! %! p! !! %! p! !! %! p!

!! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !!

Total! !! 47±6! !! !! 30±5! !! !! 23±4! !! !! 48±5! !! !! 35±5! !! !! 19±3! !!

ATG! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !!

Yes! !! 38±8! 0.21! !! 19±6! 0.07! !! 30±7! 0.48! !! 51±8! 0.44! !! 32±7! 0.43! !! 16±6! 0.43!

No! !! 57±8! !! !! 41±8! !! !! 15±6! !! !! 45±8! !! !! 38±8! !! !! 22±7! !!

Disease!status! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !!

Good! !! 44±9! 0.97! !! 23±8! 0.43! !! 22±8! 0.28! !! 55±9! 0.03& !! 33±8! 0.76! !! 14±6! 0.55!

Intermediate! !! 43±9! !! !! 41±9! !! !! 29±8! !! !! 30±8! !! !! 34±9! !! !! 23±7! !!

Poor! !! 65±12! !! !! 22±10! !! !! 12±8! !! !! 66±13! !! !! 43±14! !! !! 21±11! !!

Age!at!treatment! !! !! !! && && !! && && !! && && !! !! !! !! !! !! !!

<18! !! 55±7! 0.004& !! 33±6! 0.03& !! 16±5! 0.01& !! 51±7! 0.8! !! 36±6! 0.73! !! 22±5! 0.27!

>18! !! 30±9! !! !! 21±8! !! !! 38±10! !! !! 41±10! !! !! 34±10! !! !! 12±7! !!

Nucleated!cells!

infused! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !!

<4.6!10
7
! !! 41±8! 0.15! !! 28±7! 0.52! !! 36±8! 0.006& !! 36±8! 0.06! !! 36±8! 0.92! !! 15±6! 0.27!

>4.6!10
7
! !! 49±9! !! !! 30±8! !! !! 11±5! !! !! 59±8! !! !! 37±8! !! !! 24±7! !!

HLA8Ag!mismatch! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! 0.28!

081! !! 58±7! 0.06! !! 37±7! 0.1! !! 20±6! 0.73! !! 43±8! 0.17! !! 30±7! 0.14! !! 16±5! !!

>1! !! 28±9! !! !! 11±7! !! !! 29±9! !! !! 59±9! !! !! 47±9! !! !! 26±7! !!

CMV!recipient!

serostatus! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !!

Negative! !! 51±7! 0.002& !! 30±6! 0.08! !! 17±5! 0.007& !! 53±7! 0.34! !! 35±6! 0.82! !! 19±5! 0.99!

Positive! !! 37±10! !! !! 28±9! !! !! 37±10! !! !! 35±11! !! !! 34±11! !! !! 19±9! !!

Total!Body!Irradiation! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !! !!

No! !! 50±8! 0.91! !! 33±7! 0.64! !! 22±7! 0.96! !! 45±8! 0.91! !! 27±7! 0.16! !! 11±5! 0.08!

Yes! !! 42±8! !! !! 24±7! !! !! 24±7! !! !! 52±8! !! !! 41±7! !! !! 25±6! !!
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ABSTRACT"

Slow(reconstitution(of(T(cell(immunity(remains(a(critical(issue(after(umbilical(cord(blood((CB)(

transplantation.(While(this(may(be(a(consequence(of(the(low(cell(dose,(it(may(also(reflect(the(

propensity( of( naïve( T( cells,( which( predominate( in( CB,( to( undergo( apoptotic( cell( death.(

Exogenous( interleukin( 7( (IL>7)( can( prevent( apoptosis( of( naïve( T( cells,( but( at( high(

concentrations,( IL>7( may( also( expand( alloreactive( T( cells,( thereby( aggravating( the( risk( of(

graft>versus>host(disease.(We(evaluated(the(survival(of(CB(T(cells(from(34(healthy(full>term(

pregnancies,(and(found(wide(inter>donor(variations:(from(17.4(to(79.7%(CB(T(cells(were(still(

alive(after(being(rested(for(4(days(in(culture(medium(without(cytokine(supplementation.(The(

viability(of(CB(T(cells(was(negatively(correlated(to(infant(birth(weight((Spearman’s(ρ(=(0,376;(

p(=(0.031)(and(positively(correlated(to(venous(CB(pH((ρ(=(0.397;(p'=(0.027);(both(associations(

were( confirmed( by( multivariate( analysis( (p(=(0.023( and( p( =(0.005,( respectively).( A( low(

supplemental( concentration( (100( pg/mL)( of( recombinant( human( IL>7( was( sufficient( to(

maintain(the(viability(of(cryopreserved/thawed(CB(T(cells,(with(most((>80%)(cells(remaining(

in( a( quiescent( state,( and( without( significant( changes( in( their( CD4/CD8( ratio( and( the(

proportion(of(CD4
+
(CD31

+
(PTK7

+
( recent(thymic(emigrants.( IL>7(at(100(pg/mL(did(not( led(to(

any( significant( enhancement( of( the( alloreactive( response( of( CB( T( cells,( as( evaluated( by(

proliferation( rates( (thymide( incorporation( and( CFSE( dilution)( and( interferon>gamma(

production((ELISPOT).(This(effective(concentration(of(IL>7(is(far(lower(than(that(obtained(in(

vivo( after( pharmacological( administration( of( the( cytokine.( This( study( suggests( that(

administration(of(lower(doses(of(recombinant(human(IL>7(than(used(in(previous(clinical(trials(

may(be( sufficient( to( sustain( the( viability( of( infused(CB( T( cells( and( thus( help( to( accelerate(

naïve(T(cell(reconstitution(without(potentiating(their(alloreactivity.(

(

Key'Words:(Cord(Blood(T(cells,(Interleukin>7,(alloreactivity(
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INTRODUCTION"

Slow( reconstitution( of( T( cell( adaptive( immunity( and( graft>versus>host( disease( (GvHD)(

remain( critical( issues( after( allogeneic( hematopoietic( stem( cell( transplantation( (allo>HSCT).(

Compared( with( conventional( allografts( from( matched( unrelated( donors,( umbilical( cord(

blood((CB)(transplantation(may(allow(a(greater(degree(of(HLA(disparities,(but(often(leads(to(

a(more(gradual(immune(reconstitution.
1,2
(T(cells(brought(by(CB(grafts(are(almost(exclusively(

naïve,( include( a(high(proportion(of( functionally( immature( recent( thymic( emigrants( (RTEs),(

and(are(particularly(prone(to(apoptosis.
3,4
(Together(with(a(relatively(low(graft(nucleated(cell(

dose,(infusion(of(apoptosis>prone(T(cells(would(likely(lead(to(their(shortened(survival(in(the(

host,( which( suggests( that( the( long>lasting( immunodeficiency( following( CB( transplantation(

may(be(due,(in(part,(to(the(rapid(disappearance(of(most(of(the(infused(T(cells.((

Interleukin>7( (IL>7)( is( a(major(homeostatic( cytokine(essential( to(naïve( T( cell( survival,( as(

well(as(homeostatic(expansion(of(T(cells,
5
(which(is(the(primary(process(involved(in(the(first(

months( of( immune( reconstitution( and( remains( the( main( contributor( to( reconstitution( in(

adult(recipients,(particularly(the(older(ones.(Peak(circulating( levels(of( IL>7( in(the(nanogram(

per(milliliter(range(are(obtained(after(administration(of(recombinant(human(IL>7(to(improve(

in( T>cell( recovery( in( lymphopenic( patients.
6,7
( Such( a( high( concentration( is( reportedly(

effective(at(preventing(resting(CB(T(cells(from(death(in(culture
8,9
(and(may(induce(a(variable(

capacity( to(produce( interferon>γ( and(other( cytokines(upon( in( vitro( stimulation.
10
(High( IL>7(

concentrations( may( expand( alloreactive( and( autoreactive( T( cells,
11
( however,( which( may(

induce( and/or( potentiate( GvHD,( as( indicated( both( by( preclinical( models,
12
( and( by( the(

association(found(in(some(clinical(studies(between(high(systemic(IL>7(levels(and(acute(GvHD(

rates.
13,14

( With( this( in( mind,( we( sought( to( investigate( whether( lower( IL>7( concentrations(

could( suffice( to( maintain( CB( T( cell( viability( without( exaggerating( their( activation( and(

alloreactivity.(We(observed(a(broad( individual(variation( in( survival(of(CB(T(cells( from(term(

placentas,( and( demonstrated( that( culture( of( cryopreserved/thawed( CB( T( cells( in( the(

presence( of( 0.1( ng/mL( of( recombinant( human( IL>7( could( be( sufficient( to( sustain( T( cell(

viability(without(boosting(the(allo>immune(response.(
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MATERIALS"AND"METHODS"

CB"and"adult"peripheral"blood"cell"isolation"

The(CB(and(adult(peripheral(blood(samples(were(collected(under(the(ethical(approval(of(

the(Lille(University(Hospital(Human(Research(committee((DC(2011>1288).(Umbilical(CB((50(to(

100(mL)( was( obtained( from( 34( healthy( full( term( neonates( (38( to( 42( weeks( of( gestation)(

immediately( after( uncomplicated( vaginal( delivery( of( a( low>risk( pregnancy( and( single(

gestation,( using(methods( which(met( the( standards( for( the( collection( for( CB( banking( and(

after(signed(informed(consent(from(the(mothers.(Birth(characteristics(were(collected((Table(

1).( CB( plasma( samples( were( analyzed( using( a( high>sensitivity( ELISA( (IL>7( highly>sensitive(

Quantikine( ELISA( kits,( R&D( systems,( Minneapolis,( MN,( USA).( Mononuclear( cells( were(

isolated( by( standard( Ficoll>paque( (GE,( Uppsala,( Sweden)( density>gradient( centrifugation(

within( 3( hours( after( CB( collection,( washed( in( phosphate( buffered( saline,( and( then( either(

used( directly( or( suspended( in( freezing( medium( (Recovery( Cell( Culture( Freezing( Medium,(

Gibco,(Invitrogen,(Oslo,(Norway)(containing(10%(DMSO(and(cryopreserved(in(liquid(nitrogen.(

Cryopreserved(cells(were(were(kept(frozen(for(4(months(on(average((15(days(to(1(year),(and(

then( thawed( quickly( in( a( 37°C( water( bath( and( washed( immediately( before( use( in( RPMI(

medium( containing( 1(mM(of( ethylenediamine( tetraacetic( acid.( T( cells(were( isolated( from(

fresh( or( cryopreserved/thawed( CB( mononuclear( cells( by( negative( immunomagnetic(

selection((EasySep(Human(T(cell(Enrichment(kit,(StemCell(Technologies,(Vancouver,(Canada),(

yielding( >95%( CD3
+
(cells( by( flow( cytometry.(Mononuclear( cells( and( T( cells( were( similarly(

purified( from(peripheral( blood( from( consenting( healthy( adults( and(were( used( as( controls(

and( to( isolate( allogeneic( stimulators( by( negative( immunomagnetic( selection( (EasySep(

Monocyte(Enrichment(kit,(StemCell(Technologies).((

Immunophenotypic"analysis"of"CB"T"cells"

CB( T( cell( populations( were( analyzed( before( and( after( different( times( of( culture.( All(

directly(conjugated(antibodies(and(isotype(controls(were(from(Beckman(Coulter((Fullerton,(

CA,( USA),( with( the( exception( of( the( monoclonal( antibody( to( CD127( (IL>7( receptor( alpha(

chain)( from( eBioscience( (Paris,( France),( and( the(monoclonal( antibody( to( protein( tyrosine(

kinase>7( (PTK7)( from( Miltenyi( Biotech( (Bergisch( Gladbach,( Germany).( Live>gated(

lymphocytes( were( simultaneously( acquired( with( internal( bead( standards( (Flow>Count(

fluorospheres;( Beckman( Coulter)( by( multiparameter( flow( cytometry( (Navios,( Beckman(
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Coulter)( to( obtain( absolute( cell( counts.( Expression( of( CD127( and( CD31(was( evaluated( by(

determining( the( proportion( of( cells( with( positive( staining( and( their( mean( fluorescence(

intensity.(Cell(viability(was(assessed(by(flow(cytometric(scatter(analysis(and(co>labeling(with(

50(nM( 3,3'>dihexyloxacarbocyanine( iodide( (DiOC6(3);( Invitrogen,( Carlsbad,( CA,( USA))( and(

propidium(iodide((PI;(Sigma>Aldrich,(St.(Louis,(MO,(USA)(as(instructed(by(the(manufacturers.(

To( determine( whether( cultured( cells( had( undergone( cellular( proliferation,( CB( T( cells(

(1(x(10
6
/mL)( were( first( pulsed( with( carboxyfluorescein( diacetate( succinimidyl( ester( (CFSE,(

5(μM;( Invitrogen),( then( quenched( with( 50%( fetal( calf( serum( and( washed( two( times( in(

phosphate( buffered( saline( before( initiation( of( cultures.( The( population( of( cells( that( have(

undergone( successive( cellular( divisions( was( characterized( by( serial( halving( of( the(

fluorescence(intensity.((

Unstimulated"CB"T"cell"cultures"

Unstimulated(CB(T(cell(cultures(were(established(at(1(x(10
5
/well(in(round(bottom(96>well(

plates(in(complete(RPMI(medium(containing(2(mM(L>glutamate,(2(mM(pyruvate,(10%(heat>

inactivated(human(AB(serum((J.(Boy(Institute,(Reims,(France)(and(antibiotics.(Depending(on(

the(experiments,(cultures(of(CB(T(cells(were(either(matched(with(cultures(of(adult(T(cells(or(

run(in(parallel( in(the(presence(or(absence(of(recombinant(human(IL>7((R&D(systems)(at(an(

initial(concentration(of(25(to(1000(pg/mL,(with(additional(IL>7(added(daily(thereafter(at(the(

same( concentration.( After( different( times( of( culture( at( 37°(C( and( 5%(CO2,( the( number( of(

viable(cells(and(cellular(proliferation(were(determined(as(described(above.((

One5way"mixed"lymphocyte"reactions"(MLRs)""

MLRs( were( established( in( triplicate( using( unlabeled( or( CFSE>labeled( CB( T( cells(

(1(x(10
5
(cells/well)( as( responders.( Allogeneic( monocytes( from( adults( with( 4>6/6( HLA(

disparities( with( the( responders,( including( at( least( one( HLA>DR( disparity,( were( chosen( as(

stimulators((1(x(10
4
(cells/well).(HLA(typing(for(A,(B,(and(DR(loci(was(done(in(our(Tissue(Typing(

Laboratory.(Proliferation(was(assessed(after(5(days(by(CFSE(dye>dilution(or(by(pulsing(with(

methyl(
3
H>thymidine((18.5(kBq/well;(PerkinElmer,(Waltham,(MA,(USA)(for(the(final(18(hrs(of(

the(culture(and(microbeta(scintillation(counting((TopCount(Microplate(Scintillation(Counter,(

PerkinElmer).( Interferon>γ(enzyme>linked( immunosorbent(spot(assays((IFN>γ(ELISPOT)(were(

performed(with(2(x(10
5
(viable(cells(harvested(after(7(days( from(the(triplicate(MLR(cultures(
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and( recultured( for( an( additional( 20(hr( in( immunospot( plates( coated( with( a( monoclonal(

antibody( to( IFN>γ( (TB>SPOT( TB,( Oxford( Immunotech,( Oxford,( UK).( IFN>γ( spots( were(

enumerated(by(using(TB(Scan(software((Immunoscan,(CTL>Europe,(Bonn,(Germany).(

Statistical"analysis"

Where(appropriate,(comparisons(were(made(using(the(Mann>Whidupirtney(U>test(or(the(

Kruskal>Wallis( test(with( Dunn( post>test( evaluation,( and( the(Wilcoxon( signed( rank( test( for(

pairwise( comparisons.( Correlations( were( based( on( Spearman’s(ρ.( Multivariate( analysis(

(General(linear(model(analysis)(was(used(for(association(between(multiple(variables.(

RESULTS""

Wide%interdonor%variations%in%CB%T%cell%viability%in%unstimulated%cultures%

More( than( 98%( of( freshly( collected( or( cryopreserved/thawed( CB( T( cells( were( viable(

(DiOC6(3)>positive(and(IP>negative)(prior(to(culture.(As(expected,(freshly(collected(CB(T(cells(

left( unstimulated( lost( their( viability( very( quickly( after( incubation( in( culture( medium(

supplemented(with(10%(human(AB(serum,(but(devoid(of(exogenous(cytokines,( in(contrast(

with(the(marginal(decrease(of(viable(adult(blood(T(cell(numbers(over(one(week(of(culture(in(

the(same(conditions.(There(was,(however,(substantial(variability(among(CB(specimens(in(the(

proportion( of( cells( still( alive( after( 4( days( of( culture( (17.4–79.7%)( (Figure(1A).( A( similar( or(

slightly(accentuated(loss(of(viability(in(culture(was(observed(when(cryopreserved/thawed(CB(

T(cells(were(compared(to(freshly(isolated(CB(T(cells.(Variations(in(T(cell(viability(were(as(wide(

after( freeze,( thaw,( and( 4( days( of( culture( as( with( fresh( cells( from( the( same( CD( donor(

(ρ(=(0.785,(p(<(0.001).((

Among( the( set( of( CB( donor( characteristics( listed( in( Table( 1,( only( two( significant(

correlations( with( the( viability( of( T( cells( measured( at( day( 4( were( evidenced:( a( negative(

correlation(to(infant(birth(weight((ρ(=(0,376;(p(=(0.031)(and(a(positive(correlation(to(venous(

CB( pH( (ρ(=(0.397;( p'=(0.027).( Both( associations( were( confirmed( by( multivariate( analysis(

(p(=(0.023(and(p(=(0.005,(respectively).(IL>7(is(a(major(factor(for(T(cell(survival.(Its(circulating(

levels(are(elevated(in(lymphopenic(patients,(and,(conversely,(impaired(viability(of(CB(T(cells(

might(reflect(low(in(vivo(exposure(to(the(cytokine.(IL>7(levels(were(therefore(measured(in(CB(

to(investigate(whether(the(variability(in(CB(T(cell(survival(was(associated(to(a(corresponding(

variability( in(CB( IL>7( levels.( (Although( the( range(of( IL>7( levels( in(CB(plasma(was(broad( (0–
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6.67(pg/mL;(Table(1),( there(was(no(statistically(significant(correlation(with(resting(CB(T(cell(

viability,(and(the(range(of(IL>7(levels(is(as(broad(as(in(adults.
13,14

((

(

Daily%supplementation%with%a%low%concentration%of%IL=7%can%sustain%survival%of%

cryopreserved/thawed%CB%T%cells%

In( these(preliminary(experiments,(CB(T(cells(were(maintained( in(classic(culture(medium(

containing(10%(normal(human(serum,(thus(with(1/10
th
(as(many(IL>7(as(in(peripheral(blood.(

Unstimulated(T(cell( cultures(were( therefore(established(under( the(same(conditions(except(

for( the( addition( of( recombinant( human( IL>7.( Since( cryopreserved( umbilical( CB( cells( are(

commonly( used( for( transplantation,( all( following( experiments( we( run( with(

cryopreserved/thawed(CB(T(cells.(As(expected,(when(recombinant(IL>7(was(added(only(once(

at( the( time( of( seeding,( more( viable( CB( T( cells( were( recovered( over( the( first( days( than(

without( cytokine( addition,( but( the( protective( effect( was( short>lived,( and( by( 4( to( 5( days(

viable(T(cell(recovery(was(almost(as( low(as( in(cultures( initiated(without( IL>7.(This(transient(

effect( is( presumably( attributable( to( consumption( and/or( degradation( of( IL>7,( because( its(

concentration(measured( over( sequential( time( points( in( the( cell( culture( supernatants( was(

found(to(decrease(to(undetectable(levels(over(5(days((data(not(shown).((

The(effect(of(daily(IL>7(replenishment(was(therefore(investigated.(Cryopreserved/thawed(

CB( T( cells( were( split( and( cultured( in( parallel( with( or( without( daily( addition( of( IL>7.( A(

proportionate( increase( in(the(viability(of(the(resulting(population(was(obtained,(reaching(a(

plateau( with( most( cells( still( alive( after( 7( days( of( culture( fed( daily( IL>7( at( 100(pg/mL(

(Figure(2A).(The(number(of(viable(CB(T(cells(after(7(days(of(daily( IL>7(supplementation(was(

correlated( with( concomitant( high( level( of( IL>7( receptor( alpha( chain( expression,( as(

determined(by(mean(fluorescence(intensities( in(flow(cytometric(analyses(at(this(time(point(

(ρ(=(0.93;(p'=(0.0002)((data(not(shown).(The(proportion(of(the(original(CB(T(cells(that(went(

on(to(divide(was(of( limited(amplitude,(since( less(than(20%(of(the(resulting(population(was(

cycling,( but( had( undergone( only( one( cycle( of( division( over( the( 7( days( of( culture( with(

100(pg/mL( of( IL>7( added( daily( (Figure(2B).( With( greater( IL>7( concentrations( (250(pg/mL(

daily),( more( CB( T( cells( were( actively( cycling( and( many( had( undergone( several( cycles( of(

division,(albeit(without(furthering(overall(cell(viability((figure(2B).(The(proportions(of(viable(

cells(recovered(remained(equally(distributed(over(the(CD4
+
(and(the(CD8

+
(subsets,(so(that(the(

CD4/CD8(ratio(was(fairly(constant(over(7(days(across(the(range(of(IL>7(concentrations(tested(
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(data( not( shown).( RTEs( were( identified( among( CD4
+
( T( cells( by( way( of( their( surface( co>

expression( of( CD31( and( PTK7.
3,15,16

( There( was( no( significant( difference( in( the( relative(

proportion(of(CD31
+
(PTK7

+
(CD4

+
(T(cells(cultured(for(7(days(with(or(without(daily(IL>7(addition(

(data(not(shown).((

Limited%alloreactivity%of%cord%blood%T%cells%in%culture%with%daily%IL=7%supplementation.%

To( assess( whether( low( concentrations( of( IL>7( could( influence( T( cell( allo>immune(

responses,( cryopreserved/thawed( CB( T( cells( were( co>cultured( with( HLA>mismatched(

stimulator( cells( from( adult( donors.( Globally,( thymidine( incorporation( was( changed(

marginally(if(IL>7(was(fed(daily(at(50(or(100(pg/mL(as(compared(to(paired(one>way(MLRs(run(

without( IL>7(supplementation((Figure(3A).(Consistent(with(this( limited,( if(any,(effect(on(the(

proliferative(alloresponse,(no(more(interferon>γ(producing(cells(were(induced(with(daily(IL>7(

supplementation(than(without(it((Figure(3B).(A(modest(but(statistically(significant(increase(in(

the(absolute(number(of(viable(lymphocytes(recovered(at(the(end(of(MLRs(fed(IL>7(daily(over(

that( without( the( cytokine( was( evidenced,( however( (median( change:( +58%;( p(=(0.0001)(

(Figure(3C).( To( get( further( insight,( alloantigen>induced( responses( were( measured( in( flow(

cytometry>based(MLR(assays.(Gating(separately(upon(small( lymphocytes(and( lymphoblasts(

combined( with( CFSE( dilution( profiles( indicated( that( daily( IL>7( supplementation( improved(

significantly( the( recovery(of(viable(non>cycling(cells( (p(=(0.007),(while( the(numbers(of( cells(

that( had( undergone( one( or( several( cellular( divisions( or( cell( enlargement( were( not(

significantly(increased((Figure(4).(
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DISCUSSION"

Unlike(mature(T(cells(from(conventional(allografts,(CB(T(cells(are(characterized(by(a(rapid(

rate( of( cell( death( in( culture,( which( may( translate( into( an( impaired( rate( and( quality( of(

immune(reconstitution(following(transplantation.(In(this(study,(we(show(that(the(viability(of(

resting( T( cell( is( highly( variable( among( CB( specimens( and( that( CB( T( cell( viability( can( be(

maintained( by( a( low( supplemental( concentration( of( recombinant( human( IL>7( without(

boosting(the(allo>immune(response.((

All( the(34(umbilical(CB( samples( included( in( this( study(were( collected( immediately(after(

delivery(of(full>term(infants,(using(a(process(which(met(the(standards(for(banking,(and(only(

logistical( constraints( had( pushed( these( specimens( out( of( banking.( To( avoid( any( bias,(

mononuclear(cells(were(isolated(by(negative(immunomagnetic(selection(within(three(hours(

after( collection.( Whether( freshly( collected( or( cryopreserved/thawed,( >98%( of( CB( T( cells(

were(viable(prior(to(culture,(but(most(of(them(died(readily(when(rested(in(culture(without(

cytokine( supplementation.( These( data( extend( previous( findings
4,17

( to( show( that( the(

proportion(of(resting(CB(T(cells(undergoing(apoptosis(is(highly(variable(among(donors,(since(

half(or(more(CB(T(cells(from(some(specimens(were(still(alive(on(day(4,(whereas(almost(all(T(

cells(from(other(donors(had(died.(From(a(practical(point(of(view,(determination(of(the(initial(

viability( of( CB( T( cells( before( cryopreservation( cannot( therefore( predict( their( resistance( to(

apoptosis.( Paradoxically,( CB( plasma( levels( of( IL>7( were( not( significantly( correlated( with(

resting(T(cell( survival,(although(some(specimens(had( levels(under( the(detection( threshold.(

However,( plasma( levels(may(not( accurately( reflect( IL>7( availability( in( fetal( tissues(wherein(

the(cytokine(is(produced(by(stromal(cells(and(utilized(by(peripheral(T(cells.
5
(Among(all(donor(

characteristics( and( subset( composition( of( CB( T( cells,( only( birth(weight( and( CB( venous( pH(

were( significantly( associated( in( univariate( and( multivariate( analyses( to( resting( CB( T( cell(

viability( on( day( 4.( Birth( weight( is( known( to( be( correlated( with( perinatal( and( long( term(

outcomes.
18
(Mononuclear(cell(count(in(CB(is(known(to(be(negatively(correlated(with(CB(pH,

19
(

which( suggests( that( fetal( hypoxic( conditions( may( compromise( cell( survival( or( at( least(

exaggerate(the(propensity(of(CB(T(lymphocytes(to(undergo(apoptosis.(Although(a(rest(period(

in( culture( cannot( mimic( the( in( vivo( post>infusion( conditions( exactly,( our( results( raise(

therefore( some( questions( about( banking( umbilical( CB( from( infants( with( low( birth( weight(

and/or(low(umbilical(venous(pH.((
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Building(on(the(well(accepted(capacity(of(exogenous(IL>7(to(prevent(apoptosis(of(naïve(T(

cells(and(RTEs,
8,9
(but(also(to(lower(the(threshold(for(T(cell(activation(with(the(possible(risk(of(

exaggerating( alloreactivity,
11
( we( evaluated( the( survival( of( CB( T( cells( in( the( presence( of( a(

range( of( concentrations( of( recombinant( human( IL>7.( Since( we( found( that( survival( was(

significantly(correlated(between(freshly(collected(and(cryopreserved/thawed(T(cells(from(the(

same( donors,( cryopreserved/thawed( cells( were( tested,( given( that( umbilical( CB( units( are(

cryopreserved(for(use.(The(best(prosurvival(effect(was(obtained(with(daily(supplementation(

with(a( low(concentration(of( IL>7( (100(pg/mL),(allowing(to(recover(almost(as(many(viable(T(

cells(as(set(up(in(culture.(This(fairly(constant(cell(count(over(the(seven(days(in(unstimulated(

cultures( can( be( attributed( to(maintenance( of( viability( and( not( death( retardation( by( IL>7,(

since(cell(viability(was(monitored(by(staining(with(DiOC6(3),(the(uptake(of(which(is(lost(at(the(

early(stage(of(apoptosis.(Only(a(few(cells((<20%)(were(cycling(after(seven(days(in(culture,(a(

culture(period(long(enough(to(evaluate(cell>cycle(entry.
4
(Conversely,(more(cells(proliferated(

when(higher( concentrations( of( IL>7(were( tested,( albeit(with( no( gain( of( viability.(With( 100(

pg/mL(IL>7(daily,(expression(of(the( IL>7(receptor(alpha(chain(was(preserved(after(7(days(of(

culture,( indicating( that( this( low(concentration(of( IL>7(had(not( induced(a(substantial(down>(

regulation(of(alpha(chain(expression,(and(that(CB(T(cells(were(keeping(their(capacity(to(bind(

the(cytokine.(The(CD4/CD8(ratio(and(the(relative(proportion(of(CD31
+
(PTK7

+
(were(preserved(

just(as(well,(consistent(with(the(fact(that(both(RTEs(and(naive(CD4
+
(and(CD8

+
(T(cells(express(

high(levels(of(IL>7(receptor(alpha(chain.(These(results(suggest(that(a(low(effective(dose(of(IL>

7(has(exerted(a(fairly(homogeneous(prosurvival(effect(on(both(immature((RTEs)(and(mature(

CB( T( cell( populations,( and( confirm( that(most( cells( remained(quiescent,( given( that( surface(

PTK7(expression(would(have(been(lost(upon(cytokine>induced(cycling.
3
(

Despite( running( one>way( MLRs( with( highly( immunogenic( stimulators( (at( least( 4/6(

mismatches(with(at( least(one(HLA>DR(disparity),(daily( supplementation(with(100(pg/mL(of(

IL>7( did( not( led( to( any( significant( enhancement( of( the( alloreactive( immune( response,( as(

evaluated(both(by(the(proliferation(rate((
3
H>thymidine(incorporation(and(CFSE(dilution)(and(

the(production(of(interferon>γ((ELISPOT).(However,(slightly(more(lymphocytes(were(viable(at(

the(end(of(one>way(MLRs( fed( IL>7( than(without( the( cytokine.(Comparison(of(absolute( cell(

counts(and(CFSE(dilution(profiles(by(gating(separately(allowed(attributing(this(increase(to(the(

survival( of( a( greater( number( of( small( undivided( lymphocytes,( in( line(with( the( prosurvival(
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effect(of(IL>7(discussed(above,(while(the(number(of(enlarged(or(already(divided(cells(was(not(

significantly(different(between(MLRs(run(with(and(without(IL>7.((

Altogether,( these( data( indicate( that( daily( supplementation(with( a( low(dose( of( IL>7( can(

promote(CB(T(cell(survival(much(more(than(cell>cycle(entry(and(expansion.(Neonatal(T(cells(

are(known(to(be(highly(sensitive(to(IL>7.
3,12

(Maintenance(of(T(cell(quiescence(by(a(low(dose(

of( IL>7( is( consistent( with( reports( showing( that( the( signaling( threshold( for( the( prosurvival(

effect( of( IL>7( is( lower( than( for( continuous( down>regulation( of( IL>7( receptor( alpha( chain(

expression,( cell>cycle( entry,( and( proliferative( expansion.
17(
Others( have( reported( that( IL>7(

feeding(to(sustain(CB(T(cell(survival(was(required(only(at(the(time(of(seeding,
17
(however(their(

experiments(were(run(in(fetal(calf(serum,(a(better(supportive(supplementation(for(human(T(

cell(cultures(than(pooled(human(AB(sera,
20
(but(which(is(of(course(not(physiologically(found(

in( humans.( Daily( supplementation( may( be( required( because( the( cytokine( is( consumed(

and/or( degraded( rapidly( in( the( culture,( so( that( daily( feeding( will( led( to( peak( and( trough(

levels,(in(accordance(with(the(fact(that(intermittent(IL>7(signaling,(as(it(is(experienced(in(vivo,(

maintains(the(quiescence(and(survival(of(naïve(T(cells.
21
(This(effective(concentration(is(one(

or(two(logs(lower(than(the(peak(levels(obtained(after(pharmacological(administration(of(the(

cytokine(in(clinical(trials,
6,7
(and(somewhat(higher(than(peak(levels(of(endogenous(IL>7(in(the(

peripheral( circulation( after(myeloablative( conditioning,
5,10,12,21,22

( but( as(mentioned( above,(

circulating( levels( do( not( accurately( estimate( IL>7( availability( in( tissular( sites.( In( fact,( the(

effective( concentration( of( IL>7( found( to( keep( CB( T( alive( in( our( study( is( equivalent( to( the(

upper(estimate(of(in(vivo(homeostatic(IL>7(tissular(concentrations(in(lymphoreplete(mice,
24
(

thus(in(physiological(conditions(where(the(vast(majority(of(naïve(T(cells(remains(quiescent.(

Recombinant(human( IL>7(has( recently(been( tested( in( the(allo>HSCT( setting,( showing(an(

encouraging(improvement(in(T(cell(recovery(without(increased(incidence(of(high(grade(acute(

GvHD(at( the(high(plasma( IL>7(concentration(obtained( (nanogram/mL(range).
7
( Since(T(cell–

depleted(allografts(were(given(in(this(trial,(the(risk(of(boosting(alloreactivity(by(a(course(of(

IL>7( after( unmanipulated( allografts( cannot( be( ruled( out.( From( a( clinical( immunotherapy(

perspective,(preserving(the(survival(of( infused(T(cell( is(particularly(desirable(after(umbilical(

CB(transplantation.(Even(though( in(vitro(cultures(cannot(provide(perfect(replicas(of( in(vivo(

processes,(our(data(suggest(that(administration(of( lower(doses(of(recombinant(human(IL>7(

than( used( in( previous( trials(may( be( sufficient( to( sustain( the( viability( of( infused( CB( T( cells(
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without( potentiating( their( alloreactivity,( and( thus( help( to( accelerate( naïve( T( cell(

reconstitution(while(minimizing(the(potential(adverse(effects(of(allo>immune(responses.(
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separately(on( the( small( cell(window( (R1)( and( the( large( cell(window( (R2).( (B)( Absolute(numbers(of(

non>cycling( (small( lymphocytes(with( undiluted( CFSE( dye)( and( of( cycling( cells( (all( cells(with( diluted(

CFSE( dye( and( large( lymphocytes( with( still( undiluted( CFSE( dye)( recovered( after( 7( days( of( MLRs(

initiated( with( T( cells( from( 13( different( CB( donors.( Data( presented( as( box( and( whisker( plot( as(

described(in(Figure(1;(NS,(not(significant.(

(

Table"1:(Analysis(of(the(association(between(clinical(characteristics(of(cord(blood((CB)(donors(and(the(viability(

of(their(CB(T(cells(after(four(days(in(complete(culture(medium(without(exogenous(cytokine(supplementation.(

(( (( Median((range)( (( Correlation(with(CB(T(cell(viability
a
(

(( (( (( (( Spearman's(ρ( ( p(value( β
b
( p(value(

(( (( (( (( ( ( ( ( (

Gestational(age(at(partition((wks.)( (( 40((37.8>42)( (( 0.022( NS( ( NS(

Infant(birth(weight((kg)( (( 3.49((1.98>4.43)( (( >0.376( 0.031( >0.471( 0.023(

Infant(gender((M/F)
c
( (( (12(/(22( (( ( NS( ( NS(

Apgar(score( (( 10((2>10)( (( 0.054( NS( ( NS(

Venous(CB(pH( (( 7.37((7.14>7.48)( (( 0.397( 0.027( 0.609( 0.005(

CB(plasma(IL>7(level((pg/mL)
d
( (( 0((0>6.67)( (( 0.335( NS( ( NS(

RTE:(CD4
+
(CD31

+
(PTK7

+
(cells((%)( (( 76.6((61>85)( (( >0.59( ( NS( ( NS(

CB=(Cord(Blood;(NS=(Not(Significant;(RTE=(Recent(thymic(emigrant(

a
( cryopreserved( CB( T( cells( were( thawed( and( maintained( in( complete( culture( medium( without( addition( of(

exogenous(cytokines,(and(viable(cells((DiOC6((3)>positive(and(PI>negative)(were(enumerated(after(four(days.((

b
(Multivariate(analysis(by(using(the(general( linear(model.(Only(values(achieving(a(significance(of(p(<(0.05(are(

shown.(

c
(Mann>Whitney(U(test(was(used(to(test(for(differences(by(gender.(

d
(Normal(values(in(healthy(adults:(median(2(pg/mL((range(0.6(to(7.7(pg/mL).

15
(

(
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