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1 INTRODUCTION 

 

1.1 L’ALLOGREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOÏÉTIQUES : Une 

immunothérapie adoptive. 

 

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) constitue la seule 

alternative thérapeutique curative pour certaines hémopathies malignes, les déficits 

immunitaires primitifs sévères et certaines maladies héréditaires touchant 

l’hématopoïèse1.  

Dans les jours précédents l’allogreffe, le receveur reçoit un conditionnement 

associant une chimiothérapie myéloablative et une irradiation corporelle. Le 

traitement a pour objectifs de réduire le contingent résiduel de cellules malignes et 

de minimiser le risque de rejet du greffon (Host versus Graft, HVG) en éliminant au 

préalable les cellules immunocompétentes de l’hôte. À côté du conditionnement 

standard myéloablatif, un conditionnement atténué est de plus en plus administré car 

il permet l’accès à l’allogreffe de CSH à des patients fragiles avec comorbidités ou 

âgés2,3. Selon l’agence de la biomédecine 53,6% des allogreffes réalisées en 2012, 

l’ont été avec un conditionnement non myéloablatif. 

 

La greffe de CSH allogénique est définie comme immunothérapie adoptive (G.Mathé 

en 19654). Le greffon va être capable de restituer une hématopoïèse complète chez 

le receveur grâce à son contenu en cellules souches hématopoïétiques5. Les cellules 

immunocompétentes du greffon (lymphocytes T CD8+ et CD4+ naïfs et mémoires, 

lymphocytes B naïfs et mémoires, cellules NK) confèrent au receveur une immunité 

anti-infectieuse partielle et exercent un effet anti-tumoral6 dirigé contre les cellules 

leucémiques résiduelles7 (Graft versus Leukemia,GvL). Mais la contrepartie à ces 

deux effets bénéfiques est l’effet délétère majeur de l’allogreffe appelé réaction du 

greffon contre l’hôte8 (Graft versus Host,GvH).  

 

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

première source de CSH à être utilisée. Elle est prélevée par aspiration au niveau de 

la crête iliaque ou éventuellement du sternum sous anesthésie générale.  
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À la fin des années 90, deux autres sources de CSH sont proposées:  

- les cellules souches périphériques (CSP) obtenues par cytaphérèse, après 

mobilisation préalable par facteur de croissance hématopoïétique notamment le G-

CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor). 

- l’unité de sang placentaire (USP) issue du cordon ombilical, utilisée pour la 

première fois en 1988 par l’équipe de Gluckman E9 . 

La figure 1, issue des données de l’agence de la Biomédecine illustre l’évolution de 

la répartition des sources de CSH en France de 1996 à 2012. 

En 2012, le nombre de prélèvements de CSH allogéniques s’élève à 1133 dans 

l’Hexagone (263 d’origine médullaire, 557 CSP et 313 USP). On observe une 

diminution de 2.3% par rapport à 2011, et pour la première fois une baisse des 

prélèvements d’origine périphérique ainsi qu’une une tendance à l’augmentation des 

sources d’origine médullaire.  

 

 

Figure 1: Répartition des différents types de greffons de CSH de 1996 à 2012 en France. 
D’après le rapport annuel de l’agence de la Biomédecine, 2012. 
 

Ces différents types de greffons n’ont pas les mêmes caractéristiques; la nature et la 

richesse en cellules nucléées étant différentes. Ainsi, les CSP sont des prélèvements 

particulièrement riches avec une prédominance de cellules immunocompétentes. À 

l’inverse, le nombre de cellules dans le greffon de sang placentaire est beaucoup 

plus faible par rapport aux autres prélèvements. Les USP contiennent dix fois moins 

de progéniteurs hématopoïétiques que la moelle osseuse et cent fois moins que les 

CSP10, l’essentiel de ces cellules étant naïves. 
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Les différences génétiques entre le receveur et le donneur sont responsables 

d’incompatibilités antigéniques à l’origine du concept d’immunité de greffe.  

Plusieurs systèmes peuvent être responsables d’une réaction allogénique : 

- Le système des groupes sanguins ABO 

- Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 

- Le système des antigènes mineurs 

Plus de 90% des alloantigènes reconnus correspondent aux molécules du complexe 

majeur d’histocompatibilité.  

 

1.2 L’ALLORÉACTIVITÉ DES ANTIGÈNES MAJEURS D’HISTOCOMPATIBILITÉ 

 

L’extrême diversité (polymorphisme génétique) du CMH en fait le déterminant 

principal de l’acceptation (histocompatibilité) ou du rejet des greffes entre donneur et 

receveur différents, ce qui fut à l’origine de sa découverte par Jean Dausset et de sa 

dénomination. Le CMH humain est dénommé HLA (Human Leukocyte Antigen) car la 

première molécule d’histocompatibilité identifiée avait été repérée comme un 

antigène leucocytaire. 

Les gènes HLA classiques situés sur le chromosome 6, codent pour les molécules 

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

complexe est subdivisé en 3 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, HLA-C. La région CMH de 

classe II comprend 3 paires de gènes HLA de classe II dits "classiques", HLA-DP 

(gènes DPA et DPB), HLA-DQ (DQA et DQB) et HLA-DR (DRA et DRB1). La région 

III ne renferme pas de gènes intervenant dans la présentation antigénique. 

 

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

génétique multiallélique: il existe dans l'espèce humaine un très grand nombre 

d’allèles pour chaque gène HLA classique (plusieurs centaines pour la plupart 

d’entre eux : ce sont les gènes les plus polymorphes de l’espèce humaine). Chaque 

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

II, cette caractéristique le rend quasiment unique. Ce polymorphisme génétique se 

traduit par un polymorphisme de la protéine correspondante (allotype HLA) : chaque 
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allèle code pour une protéine caractérisée par une séquence en acides aminés 

particulière, les différences entre allotypes HLA étant concentrées sur la région 

correspondant à la niche à peptide (Figure 2). 

Une autre caractéristique remarquable de ce système HLA est sa codominance et sa 

transmission «en bloc» : chez un individu donné, pour chaque gène, l’hétérozygotie 

se traduit par l’expression des deux allotypes portés chacun par un chromosome 6. 

L’ensemble des gènes HLA (haplotype HLA) de l’un des chromosomes 6 paternels et 

de l'un des chromosomes 6 maternels est donc transmis aux enfants.  

 

L’expression des gènes du CMH classique dépend de leur classe, du type cellulaire 

et est influencée par des cytokines proinflammatoires. Pratiquement toutes les 

cellules nucléées expriment des molécules CMH de classe I. Leur densité varie selon 

le type cellulaire. On observe une forte densité (105 par cellule) sur les lymphocytes, 

les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, une densité intermédiaire 

(104) sur les cellules épithéliales et endothéliales, une densité faible voire nulle sur 

les cellules du pancréas, des glandes salivaires, les hépatocytes, la cornée, les 

hématies. La densité d’expression peut augmenter dans un contexte inflammatoire.  

L’expression des molécules CMH de classe II à l’état basal est limitée aux cellules 

présentatrices d’antigènes professionnelles, famille cellulaire composée par les 

cellules dendritiques, les monocytes/ macrophage et les lymphocytes B. Les cellules 

épithéliales et endothéliales n’expriment pas les molécules CMH de classe II excepté 

dans un contexte inflammatoire. 

 

Chaque individu possède sans immunisation préalable un taux important de 

lymphocytes T capables de reconnaître des allotypes HLA différents. En effet, 

chaque allotype peut présenter aux lymphocytes T toute une collection de peptides 

issus de la dégradation de molécules du « soi », pourvu qu’ils respectent les 

conditions de taille et les critères d’ancrage de la niche à peptide. En raison du 

risque de développement de réponses immunes de forte intensité s’il existe des 

disparités entre les antigènes d’histocompatibilité du donneur et du receveur, les 

greffes de moelle osseuse et de CSP sont le plus souvent réalisées avec une identité 

au niveau allélique des antigènes du CMH de classe I et du CMH de classe II: HLA-

DRB1, HLA-DQB1 (identité dite 10/10). Le typage HLA « allélique » est réalisé en 

technique de haute résolution11.  
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Figure 2 : Variabilité des différents allotypes du CMH de classe I et II au niveau de la niche à 
peptide. La molécule de HLA de classe I possède des sites hautement polymorphiques au 

niveau des domaines 1 et 2. La molécule de HLA de classe II (molécule de DR 

représentée ici) doit sa variabilité essentiellement au domaine 1, la chaine  étant beaucoup 
moins polymorphe. 

 

Le choix du donneur se porte en priorité sur un membre de la fratrie HLA identique 

(donneur apparenté), dans ce cas on parle de greffe « géno-identique » ou « phéno-

identique » si les haplotypes parentaux n’ont pu être déterminés. La probabilité 

d’identité HLA étant approximativement de 1 sur 4.  

À défaut d’un donneur HLA compatible dans la fratrie, on recherche un donneur non 

apparenté volontaire et inscrit sur des fichiers nationaux et internationaux. Il s’agit 

d’une greffe « phéno-identique ».  

Selon les données de l’Agence de la biomédecine, en 2012 sur les 1721 allogreffes 

réalisées en France, 1011 étaient des greffes non apparentées soit 58,7%. Parmi 

ces greffons non apparentés, 19,1% étaient issus de sang de cordon. 

Le recours aux CSH de sang placentaire est intéressant, notamment en cas  

d’absence de donneurs géno ou phéno-identiques. En effet les exigences 

d’histocompatibilité sont moindres, expliquées entre autres par l’immaturité des 

lymphocytes du nouveau-né, et leur faible quantité dans le greffon12. Une 

compatibilité 6/6, 5/6 et même 4/6, est acceptée avec un typage générique sur les 

locus A et B et allélique sur le locus DRB1 permettant d’obtenir une rémission 

durable13. 
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1.3 L’ALLORÉACTIVITÉ DES ANTIGÈNES MINEURS D’HISTOCOMPATIBILITÉ  

 
Les antigènes mineurs d’histocompatibilité (mHA) correspondent à des fragments 

peptidiques issus de la dégradation de protéines intracellulaires pour lesquelles il 

existe un polymorphisme génétique, mais n’appartenant pas au CMH. La 

présentation d’un antigène mineur est cependant restreinte par le CMH et fait 

intervenir l'alloréactivité indirecte. Les gènes codant les protéines qui présentent un 

polymorphisme allélique se situent sur divers chromosomes ce qui explique leur 

transmission autosomique ou gonosomique. Ainsi, l’antigène H-Y n’est exprimé que 

par les hommes puisque le gène qui le code est localisé sur le chromosome Y. Il 

existe aussi un polymorphisme des cytokines et de leurs récepteurs, ainsi que des 

antigènes du système KIR (Killer cell Immunoglobulin-like Receptors) présents sur 

les cellules NK. Le polymorphisme extensif du génome humain inclut par ailleurs des 

délétions de gènes. Le système immunitaire d’un individu porteur d’une délétion 

homozygote d’un gène n’a pas acquis de tolérance vis-à-vis du produit de ce gène. 

En cas de greffe allogénique, il peut alors reconnaître ce produit comme un 

alloantigène. 

Dans le cas des mHA liés au polymorphisme allélique d’un gène, en général, un seul 

des deux allèles est immunogène et donc considéré comme immunodominant bien 

que chaque variant allélique soit exprimé et fonctionnel. 

L’immunodominance est déterminée par la nature des allèles CMH de classe I et de 

classe II car de ceux-ci dépend la capacité de présentation des peptides issus de la 

dégradation des mHA aux lymphocytes T.  

Prenons l’exemple de l’antigène HA-1, nonapeptide codé par le gène di-allélique 

HMHA1 localisé sur le chromosome 19. Les deux allèles: HA-1H et HA-1R se 

distinguent par leurs séquences peptidiques. Seul l’antigène HA-1 codé par l’allèle 

HA-1H sera un alloantigène mineur hautement immunogénique présentable par les 

molécules HLA-A*02 :01 ; HLA-A*02 :06 ; HLA-B*40 :01 ; HLA-B60. À l’inverse, le 

peptide HA-1 codé par HA-1R n’est présentable par aucune molécule HLA14 (Figure 

3). 
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Figure 3 : Exemple représentatif des conditions de présentation d’un Ag mineur: HA-1.  
Seul l’allèle HA-1H est doté d’une immunogénicité et est immunodominant. Le peptide est 
présentable dans la niche à peptides d’une molécule d’histocompatibilité, sa présentation est 
restreinte par le HLA  (HLA-A*02:01 ; HLA-A*02:06 ; HLA-B60). 

 

Le chargement du peptide immunogènique par le CMH de classe I se fait par 

mécanisme intracellulaire (Figure 4). Concernant la présentation des mHA par le 

CMH de classe II, elle s’explique par l’endocytose de protéines exogènes par les 

cellules présentatrices d’antigènes qui vont être dégradées et présentées aux 

lymphocytes T CD4+ par le CMH de classe II. 

 

 

Figure 4 : Mécanisme de présentation des antigènes mineurs d’histocompatibilité par le 
CMH de classe I. D’après Bleakley et al.7. À la suite de la synthèse protéique, le peptide 
immunodominant va être produit par clivage protéolytique dans le protéasome. Ce dernier va 
être transporté par la TAP (Transporter in antigen processing) jusqu’au réticulum 
endoplasmique (RE) où le peptide va être chargé sur le CMI de classe I au niveau de la 
niche à peptide. L'alloantigène va être exprimé à la surface de la cellule induisant 
l’alloreconnaissance par le récepteur des lymphocytes T (TCR). 
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Comme les antigènes majeurs d’histocompatibilité, les antigènes mineurs sont 

capables d’activer les cellules immunocompétentes de l’hôte. Les découvertes 

successives des mHA se sont faites à l’occasion de la mise en évidence de clones 

lymphocytaires T reconnaissant les cellules du receveur dans un contexte de GvH 

aiguë chez un patient ayant bénéficié d’une allogreffe HLA-identique. 

L’alloreconnaissance des mHA par les lymphocytes T du donneur lors d’une greffe 

HLA-identique est possible s’il existe un mismatch dans le système mHA considéré 

avec un receveur possédant l’allèle immunodominant et un donneur qui en est 

dépourvu. De plus, cela implique le partage entre le donneur et le receveur d’un 

allotype HLA capable de présenter cet antigène. 

Grâce aux travaux de plusieurs équipes, on a pu identifier les caractéristiques de 

quelques mHA au niveau génétique, leurs associations avec les molécules HLA, 

leurs séquences peptidiques et leurs localisations tissulaires. Néanmoins, beaucoup 

des antigènes mineurs restent à ce jour inconnus. Lors de la sélection d’un donneur 

HLA-identique, on ne connaît pas le nombre total de mismatch en antigènes 

mineurs. Ceux-ci ne sont généralement pas pris en compte dans le choix du 

donneur. Cependant, selon leur distribution cellulaire, ils peuvent engendrer une 

réaction allogénique bénéfique (mHA exprimé par le système hématopoïétique et 

donc potentiellement sur les cellules tumorales résiduelles, effet GvL) ou au contraire 

une réaction allogénique délétère (mHA d’expression ubiquitaire et donc impliqués 

dans la GvH) (Tableau 1). 
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mHA 
Gène / 

Chromosome 
Molécule HLA de 

présentation 
Séquence 
peptidique 

Distribution 
tissulaire 

ACC-1 BCL2A1/15q24.3 A*24:02 
DYLQYVLQI, 
DYLQCVLQI 

Système 
hématopoïétique 
Tumeurs solides 

ACC-2 BCL2A1/15q24.3 B*44:03 KEFEDDIINW 
Système 

hématopoïétique 
Tumeurs solides 

ACC-4 
Cathepsin H/ 

15q24–25 
A*31:01 ATLPLLCAR 

 
Ubiquitaire 

 

ACC-5 
Cathepsin H/ 

15q24–25 
A*33:03 WATLPLLCAR Ubiquitaire 

HA-1 HMHA1/19p13 
A*02:01 
A*02:06 

B*60 
VLHDDLLEA  

Système 
hématopoïétique 
Tumeurs solides 

HA-2 MYO1G/7p13- p11.2 A*02:01 YIGEVLVSV 
Système 

hématopoïétique 

HA-3 AKAP13/15q24–25 
A*01:01 

 
VTEPGTAQY 

 
Ubiquitaire 

 

HA-8 KIAA0020/ 9p24.2 A*02:01 RTLDKVLEV Ubiquitaire 

HB-1 HMHB1/5q32 B*44:02, B*44:03 
EEKRGSLHVW, 
EEKRGSLYVW 

Système 
hématopoïétique 
(LAL-B et EBV-

BLCL) 

LB-ADIR-
1F 

TOR3A/1q25.2 A*02:01 SVAPALALFPA 

Ubiquitaire 
Forte expression sur 

les cellules 
hématopoïétiques 

activées et tumeurs 
solides 

C19orf48 C19ORF48/19q13 A*02:01 CIPPDSLLFPA 
Ubiquitaire 

 Tumeurs solides 

ECGF1 ECGF1/2q13.33 B*07:02 RPHAIRRPLAL 
Système 

hématopoïétique 
Tumeurs solides 

HMSD HMSD/18q21.33 B*44:02, B*44:03 MEIFIEVFSHF 
Système 

hématopoïétique 

LRH-1 P2RX5/17p13.2 B*07:02 TPNQRQNVC 
Système 

hématopoïétique 
lymphoïde 

PANE1 CENPM/22q13.2 A*03:01 RVWDLPGVLK 
Système 

hématopoïétique 

SP110 SP110 A*03:01 SLPRGTSTPK 
Système 

hématopoïétique 

UGT2B17 
 

UGTB17 
UGT2B17/4q13 

A*29:02,B*44:03 
 

A*02:06 

AELLNIPFLY 
CVATMIFMI 

Ubiquitaire 

RPS4Y RPS4Y1/Yp11.3 B*52:01 TIRYPDPVI 
Ubiquitaire avec 

reconnaissance par 
les CTL 

UTY UTY/Yq11 B*60     RESEEESVSL 
Ubiquitaire avec 

reconnaissance par 
les CTL 

SMCY JARID1D/Yq11 B*07:02 SPSVDKARAEL Ubiquitaire 

LAL-B : cellules B des leucémies aiguës lymphoblastiques ; EBV-BLCL : lignée cellulaire lymphoïde B 
transformée par Epstein-Barr Virus ; CTL : lymphocytes T cytotoxiques 

Tableau 1 : Illustration des différentes caractéristiques de plusieurs antigènes mineurs 
actuellement bien décrits (non exhaustif). À chaque mHA correspondent une ou plusieurs 
molécules de restriction du système HLA capables de présenter l’antigène à la surface de 
différents types cellulaires. D’après Hambach et al.15 et Linscheid et al.16.  
Les peptides immunogènes résultant d’une différence d’un acide aminé sont représentés en 
gras. Les peptides générés par un épissage alternatif sont en gras et soulignés. Les peptides 
générés par un décalage du cadre de lecture sont représentés en italique. Les peptides 
générés par une délétion sont soulignés. Les peptides générés par l’insertion d’un codon 
terminal sont en italiques et soulignés. 
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1.4 LA RÉACTION DU GREFFON CONTRE L’HÔTE  

 

Principale complication de l’allogreffe, la réaction du greffon contre l’hôte est 

responsable de 15 à 40% de la mortalité au cours du premier trimestre suivant la 

greffe de CSH et d’une morbidité importante pouvant atteindre 50%. 

 

1.4.1  Description clinique  

On distingue deux formes cliniques de GvH ayant une cinétique et une 

physiopathologie propre : la GvH aiguë survenant dans les premières semaines 

suivant l’allogreffe, classiquement dans les 100 premiers jours et la GvH chronique 

qui se développe de manière retardée généralement au delà des 100 jours après 

conditionnement myéloablatif. En effet, il est désormais bien reconnu que des signes 

cliniques propres à la GvH chronique peuvent apparaître dans les 100 jours suivant 

la greffe, la GvH aiguë pouvant coexister avec des manifestations de GvH 

chronique17. À l’inverse, à la suite d’une allogreffe de CSP ou d’un conditionnement 

non myéloablatif, la GvH aiguë peut se manifester au delà des 100 jours. 

 

Les organes cibles de la GvH aiguë sont essentiellement la peau (éruptions plus ou 

moins étendues pouvant aller jusqu’à une épidermolyse bulleuse dans les formes 

sévères), le tube digestif (diarrhées, douleurs abdominales, vomissements), le foie 

(le plus souvent sous forme de cholestase) et le poumon (pneumopathies 

interstitielles). La gravité des atteintes tissulaires étant variable, Glucksberg18 

propose une classification en stades de gravité (Tableau 2) permettant de définir des 

grades de GvH aiguë allant de I à IV (Tableau 3). Cette classification est utilisée 

notamment à des fins de pronostic sur la survie. 

Ainsi, pour une GvH aiguë de grade III, on observe une survie à 5 ans de 25% contre 

5% pour une manifestation de grade IV19. 
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Stade de gravité Peau Foie Intestin 

0 Absence de rash 
Bilirubine  
< 2mg/dl 

Aucune atteinte 

1 

Eruption maculo-
papuleuse < 25% 

de la surface 
corporelle 

Bilirubine entre 2 et 3 
mg/dl 

Diarrhée > 500 ml par jour 

2 

Eruption maculo-
papuleuse entre 

25% et 50% de la 
surface corporelle 

Bilirubine entre 3 et 6 
mg/dl 

Diarrhée > 1000 ml par jour 

3 
Erythrodermie 
généralisée 

Bilirubine entre 6 et 
15mg/dl 

Diarrhée > 1500 ml par jour 

4 

Erythrodermie 
généralisée avec 

formation bulleuse, 
desquamation 

Bilirubine > 15 mg/dl 
Diarrhée > 1500 ml par jour, 
douleur abdominale sévère 

avec ou sans iléus 

Tableau 2 : Critères de classification des stades de gravité des trois principaux organes 
cibles touchés par la GvH aiguë. D’après Glucksberg et al.18. 
 

Stade de 
gravité 

 
Grade  

 Peau foie  Intestin 
Altération de 
l’état général 

I 1 à 2 0  0 0 

II 1 à 3 1 et/ou 1 Discrète 

III 2 à 3 2 à 3 et/ou 2 à 3 Marquée 

IV 2 à 4 2 à 4 et/ou 2 à 4 Sévère 

Tableau 3 : Grades de la classification de Glucksberg en fonction de l’altération des 
principaux organes touchés lors de la GvH aiguë et de l’altération de l’état général. D’après 
Glucksberg et al.18. 

 
La réaction de GvH chronique revêt un tableau clinique plus polymorphe car elle peut 

toucher tous les organes et s’apparente dans sa symptomatologie à un syndrome de 

type auto-immun20. Les principaux organes cibles sont comme pour la GvH aiguë : la 

peau, le foie, les intestins mais également les reins, les muqueuses, les glandes 

lacrymales… On observe des manifestations de type sclérodermie, cirrhose biliaire 

primitive, bronchiolite oblitérante, syndrome de Gougerot-Sjögren. Sa classification 

distingue les formes limitées des formes extensives17. 

 

La maladie du greffon contre l’hôte est également à l’origine de la destruction des 

niches hématopoïétiques au niveau de la moelle osseuse ayant pour conséquence 

une augmentation des infections due aux délais importants de reconstitution de 

l’immunité21. Cette réaction serait médiée par l’action des lymphocytes T CD4+ du 

donneur sur les ostéoblastes de l’hôte par des mécanismes non clairement identifiés 
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qui sont autonomes de la reconnaissance du CMH de classe II, ce dernier n’étant 

pas exprimé par les ostéoblastes22. 

 

1.4.2 Physiopathologie de la GvH aiguë 

En 1966, Billingham23 définit trois conditions nécessaires au développement d’une 

réaction de GvH : le greffon doit contenir des cellules immunocompétentes, le 

receveur doit posséder des alloantigènes absents chez le donneur et l’hôte doit être 

immunodéprimé. 

Les alloantigènes les plus générateurs de GvH sont les molécules du CMH, la 

fréquence de la maladie du greffon contre l’hôte étant directement liée au mismatch 

en antigènes de classe I (A,B,C) et II (DRB1, DQB1)
24.  

Malgré les précautions de compatibilité en antigènes majeurs d’histocompatibilité, on 

observe une GvH aiguë dans 40 à 60% des allogreffes25. Ainsi, dans les allogreffes 

de CSH HLA-identiques, les antigènes mineurs d’histocompatibilité constituent les 

cibles allogéniques et sont exprimés aussi bien par les cellules saines que par les 

cellules malignes du receveur. Ces alloantigènes sont reconnus par les cellules 

immunocompétentes du greffon. 

 

En se basant sur des données expérimentales obtenues par l’étude de la GvH aiguë 

dans des modèles murins et canins, Ferrara et al.20 proposent un schéma de cette 

réaction immunologique complexe en trois phases (Figure 5). 



I. Introduction 

 28 

 

Figure 5 : Physiopathologie de la GvH aiguë. D’après Ferrara et al.20. 
Description en trois étapes : l’activation des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) suite 
au conditionnement, l’activation des lymphocytes T du donneur suivie de leur prolifération et 
leur différenciation et la phase effectrice cellulaire et inflammatoire au niveau des tissus 
cibles de la GvH. 
 

 La phase pré-greffe et l’activation des cellules présentatrices 

d’antigènes: 

 

Au niveau des tissus cibles du receveur, les lésions cellulaires engendrées par les 

traitements de la pathologie maligne sous-jacente et le conditionnement pré-greffe 

sont à l’origine de la production de signaux de danger, véritables catalyseurs de la 

réaction de GvH. Les chimiokines, cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF- ) et 

facteurs de croissance (GM-CSF) vont déclencher la maturation et accroître 

l’immunogénicité des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) de l’hôte ; famille 

cellulaire constituée par les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages et les 

lymphocytes B.  

Les cellules dendritiques myéloïdes représentent la population cellulaire la plus 

efficace pour induire une GvH aiguë26,27. Les monocytes, les macrophages et les 

lymphocytes B ne possèdent pas un rôle majeur dans l’induction de la GvH, des 
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études ont même montré que leur déplétion engendre une exacerbation de la 

réaction de GvH28,29. 

L’activation des CPA du receveur se traduit par l’augmentation de la présentation 

des antigènes majeurs d’histocompatibilité et mineurs ainsi que la surexpression des 

molécules de costimulation telles que le CD80 (B7.1), le CD86 (B7.2) le CD83 

(spécifique des cellules dendritiques myéloïdes matures), le CD40 et les molécules 

d’adhésion comme ICAM. L’expression du CCR7 (récepteur de chimiokines CCL19 

et CCL21), à la suite de l’activation des CPA, permet leur migration dans les organes 

lymphoïdes secondaires où elles vont présenter l’alloantigène aux lymphocytes T par 

un mécanisme de reconnaissance directe (Figure 6.A). 

 

Les CPA du donneur jouent également un rôle dans la réaction de GvH en 

présentant des alloantigènes du receveur aux cellules T alloréactives du donneur. Il 

s’agit alors d’un mécanisme d’alloreconnaissance indirecte (Figure 6.B). En effet, 

une fois la réaction initiée, elle est indiscutablement entretenue par les CPA dérivées 

des CSH du donneur30,31. Des études sur modèle murin ont montré que les réactions 

de GvH aiguë médiées par les lymphocytes T CD4+ sont induites par les CPA de 

l’hôte et du donneur26,32. Par ailleurs, les CPA de l’hôte initient la réponse T CD8+, 

processus qui sera amplifié par les cellules dendritiques du donneur33 qui vont 

activer les cellules T CD8+ par un mécanisme de présentation croisée de 

l’antigène32.  

 

Figure 6 : Mécanismes de reconnaissance antigénique lors d’une allogreffe de CSH.  
(A) Alloreconnaissance directe des antigènes présentés par les CD du receveur aux 
lymphocytes T CD4+ et T CD8+ du donneur. (B) Reconnaissance indirecte des alloantigènes 
présentés par les CD du donneur aux lymphocytes T du donneur. 
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Au niveau de la muqueuse gastro-intestinale les dommages tissulaires vont être 

responsables d’un relargage sérique d’endotoxines bactériennes pro-inflammatoires 

par un phénomène de translocation. C’est le cas du lipopolysaccharide (LPS) 

véritable promoteur d’une réponse inflammatoire qui stimule la production de TNF-  

et d’IL-1 par des cellules tissulaires de l’hôte (notamment les macrophages)  et 

contribue à intensifier la maturation des CPA via le Toll-like receptor 4 (TLR4)
20,34 

(Figure 7). 

            

Figure 7 : Mécanisme d’activation des cellules présentatrices d’antigènes lors de la GvH 
aiguë. 

 

 La phase d’activation des cellules immunocompétentes du donneur, leur 

prolifération et leur différenciation : 

 

- Les populations T conventionnelles CD4+ et CD8+: 

 

La surexpression des molécules du CMH de classe I et du CMH de classe II à la 

surface des CPA activées suite à l’orage cytokinique va respectivement induire une 

activation des lymphocytes T CD8+ et T CD4+ par interaction avec le récepteur des 
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cellules T (T Cell Receptor, TCR), notamment en cas de mismatch. En situation 

d’allogreffe HLA identique, les lymphocytes T du donneur sont stimulés par la 

présentation des mHA à la surface des CPA activées. 

Les lymphocytes T CD4+ vont être activés par l’intermédiaire des molécules du CMH 

de classe II ainsi que des signaux de costimulation (CD40-CD40 ligand, B7.1-CD28), 

molécules d’adhésion (ICAM-LFA3) et cytokines (TNF- , IL-6)35 (Figure 8). Le 

blocage de ces signaux de costimulation sur des modèles murins a montré une 

réduction de la GvH36. De cette activation résulte une cascade de réactions 

intracellulaires conduisant à la production de cytokines et leurs récepteurs et 

aboutissant à la prolifération et la différenciation lymphocytaire. 

 
Figure 8 : Représentation de la synapse immunologique entre les lymphocytes T CD4+ du 
donneur et une CPA activée dans le cadre d’une allogreffe HLA identique. Présentation des 
mHA par les molécules de CMH de classe II avec participation de signaux de costimulation, 
de molécules d’adhésion et de cytokines. Schéma inspiré de l’article de Kolb et al.35. 

 

Les lymphocytes T CD8+ participent également très activement au mécanisme de 

GvH par reconnaissance des mHA présentés par le CMH de classe I à la surface 

des CPA. En effet, lors de déplétion sélective de greffons en cellules T CD8+, on 

observe une diminution de la sévérité de la GvH mais en contrepartie, le risque de 

rejet de greffe est augmenté37. 

L’activation et la différenciation des cellules T CD8+ en lymphocytes T cytotoxiques 

(CTL) se fait suite à l’interaction avec la CD activée ou par interaction avec les CPA 

et coopération avec les cellules T CD4+. 
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Au sein des lymphocytes T CD4+ comme dans les lymphocytes T CD8+ la 

contribution des sous-populations T naïves et mémoires dans le déroulement de la 

réaction du greffon contre l’hôte est une question importante. En effet, ces sous-

populations ne possèdent pas la même diversité de répertoire immunologique, les 

mêmes exigences d’activation, ont des capacités de domiciliation et des propriétés 

fonctionnelles différentes.  

Les cellules T CD4+ et CD8+ naïves et mémoires peuvent être caractérisées par 

l’expression de différents marqueurs membranaires CD62L (L-Sélectine), CCR7 

(récepteur de chimiokines) et CD45RA (isoforme de haut poids moléculaire de la 

tyrosine-phosphatase panleucocytaire CD45). L’analyse de l’expression CD62L est 

plus difficile à interpréter du fait de son expression encore importante sur certaines 

cellules T mémoires38(Figure 9). 

L’utilisation du co-marquage CCR7/CD45RA permet de distinguer nettement 4 

fractions pour les lymphocytes T CD8+ et 3 fractions (peu ou pas de sous-population 

au stade de différenciation terminale) pour les lymphocytes T CD4+ : 

 - LcT naïf  (TN) : CD45RA+ CCR7+,  

 - LcT mémoire centrale (TCM) : CD45RA- CCR7+ 

 - Lc T mémoire de différenciation terminale (TEMRA) : CD45RA+ CCR7- 

 - LcT effecteur mémoire (TEM) : CD45RA- CCR7- 

 

Figure 9 : Définition des sous-populations naïves (1), mémoires centrales (2), effectrices 
mémoires (3) et de différenciation terminale (4) selon l’expression du CCR7 et du CD45RA. 
Comparaison avec l’expression du CD62L sur la population T CD4+ (a,b)  et sur la population 
T CD8+(c,d). D’après Sallusto et al.38. 
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L’étude de Sallusto et al.38 met en évidence des fonctions effectrices différentes au 

sein des fractions lymphocytaires. Ainsi, les populations TN et TCM vont sécréter 

préférentiellement de l’IL-2, quant aux TEM ils sont principalement à l’origine de la 

production d’INF- , IL-4 et IL-5. 

Pour rencontrer l’antigène, les lymphocytes T naïfs du donneur migrent précocement 

dans les organes lymphoïdes secondaires du receveur pour interagir avec les CPA 

matures. Ils vont alors proliférer et se différencier en cellules T helper (Th)/T 

cytotoxiques (Tc) et migrer secondairement dans les tissus de la GvH aiguë.  

 

Les données recueillies chez l’Homme ex vivo, ont montré que chaque sous 

population T CD4+ et CD8+ aurait la capacité de répondre à une allostimulation et 

d’engendrer une production d’INF  et de granzyme B/perforine39. 

 

Ces différentes fractions lymphocytaires, après activation, vont proliférer et sécréter 

des cytokines de type Th1 (IFN- , IL-2, TNF- ), Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) et Th17 

(IL-17). Bien que la différenciation fonctionnelle de type Th1 soit impliquée de 

manière évidente dans la GvH aiguë, la balance entre les cytokines de type Th1/Th2  

ainsi que la réponse Th17 sont importantes dans la pathogénèse mais restent 

encore mal précisées 40,41. 

 
L’IL-2 facteur de croissance par excellence des cellules T, reste la principale cible 

des traitements de la GvH (inhibiteurs de la calcineurine: ciclosporine, tacrolimus; 

anticorps monoclonaux antagonistes du récepteur à l’IL-2). Cependant, certaines 

études montrent son rôle dans la génération et la régulation des populations T 

régulatrices CD4+ CD25 High (Treg). Ces traitements peuvent donc de manière non-

intentionnelle, interférer avec le développement d’une réaction de tolérance à long 

terme42. 

 

- Les autres populations immunocompétentes: 

 

Aux cotés des cellules T alloréactives conventionnelles, les travaux expérimentaux et 

études cliniques réalisés ces vingt dernières années ont permis de mettre en 

évidence la participation d’autres populations immunocompétentes : LcT régulateurs, 
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LcT CD4- CD8- doubles négatifs, les LcT , les lymphocytes NK (Natural Killer) et les 

cellules NKT.  

 

Les Lc T CD4+ régulateurs (Treg) restent les plus connus et étudiés. Ils sont 

caractérisés par le phénotype CD4+ CD25high FoxP3+ CD127low, et représentent 5 à 

10% des cellules périphériques CD4+. Ces cellules présentes dans un greffon 

hématopoïétique sont suceptibles de moduler l’alloréactivité post-greffe. 

Des études menées sur divers modèles montrent leur rôle sur la régulation du 

mécanisme de GvH par le biais de plusieurs mécanismes. Tout d’abord, ils 

permettent d’inhiber les fonctions des CPA grâce au rétrocontrôle exercé sur 

l’expression des molécules de costimulation. Ils sont capables par l’induction de 

l’enzyme IDO de dépléter le microenvironnement en acides aminés essentiels. En 

raison de leur expression constitutive en CTLA-4, le contact cellulaire avec les CPA 

exprimant le CD80/CD86 va induire une diminution de l’alloréactivité via la sécrétion 

d’IL-10 (cytokine pro-inflammatoire) et d’adénosine (inhibe l’activation des cellules T). 

La sécrétion d’IFN-  étant considérée comme autocrine, elle va permettre l’auto-

activation des T reg43 (Figure 10). Ils interviennent non pas sur la phase d’activation 

lymphocytaire mais vont réduire la prolifération de ces derniers. Les T reg vont 

induire la tolérance du greffon sans agir sur l’effet GvL44. 

 

Figure 10 : Contrôle de l’alloréactivité des cellules T du donneur par les lymphocytes T 
régulateurs. D'après Juvet et al.43.  
(A) Schéma de l'alloréactivité non régulée. (B) Contrôle de l'alloréactivité par les Lc T reg 
permettant la réduction de la prolifération lymphocytaire. 
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Les lymphocytes NK du donneur émergent lors de la phase de reconstitution post-

greffe du système immunitaire. Ils sont capables de médier un effet anti-tumoral 

notamment vis-à-vis des leucémies myéloïdes dans un contexte d’incompatibilité 

Donneur/Receveur pour les récepteurs KIR tout en prévenant la survenue d’une GvH 

par destruction des CPA45.  

 

Les cellules NKT ( TCR+ CD4+ DX5+) constituent une autre population ayant 

montré des capacités d’inhibition de la GvH par un mécanisme dépendant de l’IL-4 

(cytokine régulatrice fortement sécrétée par ces cellules) différent de celui des 

Treg44. 

 

 La phase de destruction des tissus de l’hôte par des mécanismes 

effecteurs cellulaires et inflammatoires : 

 

La phase effectrice de la GvH aiguë s’illustre par une cascade complexe 

de mécanismes cellulaires et inflammatoires aboutissant à la destruction des tissus 

cibles et à l’amplification du mécanisme par la libération de signaux de danger.  

On compte parmi les principaux effecteurs cellulaires les lymphocytes T cytotoxiques 

(CTL) et les cellules NK. La migration des lymphocytes du donneur dans les tissus 

cibles de l’hôte (foie, peau, poumons, intestin) est liée à la présence de chimiokines 

(CXCL9, CXCL10, CXCL11) surexprimées dans ces tissus en conditions 

inflammatoires. Les cellules T effectrices qui expriment les ligands de ces 

chimiokines (CCL3, CCL4, CCL5) vont infiltrer ces organes46. L’expression 

d’intégrine comme 4 7 et leur ligand MADCAM1 est également important dans le 

phénomène de migration des CTL du donneur vers la muqueuse intestinale. 

Suite à cette migration orientée, les cellules effectrices peuvent engendrer une 

destruction tissulaire par une activité cytotoxique directe et le recrutement d’autres 

leucocytes. La voie Fas/FasL (Figure 11.a) cible principalement les hépatocytes 

(lesquels expriment largement Fas à leur surface) alors que la lyse cellulaire au 

niveau du tractus intestinal et de la peau passe davantage par les voies de la 

perforine/granzyme (Figure 11.b) et de TRAIL47. 
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Figure 11 : Principaux mécanismes de cytotoxicité dans la GvH aiguë. D’après Van den 
Brink et al.47.  
(a) Mécanisme Fas-Fas L prédominant au niveau des hépatocytes. (b) Mécanisme perforine-
granzyme touchant préférentiellement la peau et le tractus gastro-intestinal. 
 

Par ailleurs, les effecteurs inflammatoires comme le TNF- , IL-1 sont à l’origine de 

dommages tissulaires. Ils activent les CPA et potentialisent la présentation des 

alloantigènes, recrutent les effecteurs cellulaires par l’induction de chimiokines 

inflammatoires et causent directement l’apoptose et la nécrose des tissus cibles. 

 

La synthèse de la réaction de GvH faite par l’équipe de Welniak48 illustre l’auto-

renouvellement de ce mécanisme et le rôle central des lymphocytes T dans la 

reconnaissance des alloantigènes conduisant à un effet délétère sur les tissus sains 

de l’hôte mais également à un effet bénéfique anti-tumoral (Figure 12). 
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Figure 12 : Physiopathologie de la réaction de GvH et GvL. D’après Welniak et al.48. Les 
manifestations de GvH et GvL sont les conséquences d’un mécanisme immunologique 
complexe schématiser en trois étapes : l’activation des CPA, l’activation et la prolifération 
des lymphocytes T du greffon et les conséquences inflammatoires sur les cellules cibles de 
l’hôte conduisant à l'amplification du mécanisme. 
 

1.4.3 Physiopathologie de la GvH chronique  

 

La physiopathologie de la GvH chronique est beaucoup moins documentée que celle 

de la GvH aiguë à cause de sa complexité. Les similarités cliniques observées entre 

la GvH chronique et les maladies auto-immunes suggèrent une dérégulation du 

système immunitaire. Ainsi, à l’alloréactivité s’ajoute une composante auto-immune 

probablement liée à un défaut d’éducation thymique des lymphocytes T issus de la 

lymphopoïèse à partir des cellules souches du greffon. Il y aurait un défaut de 

sélection négative des lymphocytes T autoréactifs et une diminution de la production 

de lymphocytes T régulateurs49. La destruction des cellules épithéliales thymiques 
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lors d’épisodes de GvH aiguë pourrait favoriser le développement de la GvH 

chronique. 

L’homéostasie du compartiment B est également perturbée en cas de GvH 

chronique ce qui suggère un rôle de la cellule B et des auto-anticorps dans la 

physiopathologie. En effet, une diminution significative des lymphocytes B naïfs 

associée à une expression importante du facteur d’activation des cellules B (BAFF) 

ont été mises en évidence lors de la réaction de GvH chronique50. De plus, 

l’introduction du Rituximab (anticorps anti-CD20) dans l’arsenal thérapeutique de la 

GvH chronique a permis d’obtenir une réponse pour 50% des sujets en échec de 

traitement et engendre une reconstitution du compartiment B naïf avec diminution de 

l’expression de BAFF51. 

 

1.5  LA RÉACTION DU GREFFON CONTRE LA LEUCÉMIE 

1.5.1 La réaction de GvL intimement lié à la GvH 

 
En 1979, l’équipe de Weiden et al.52,53 met en évidence que la probabilité de 

rémission pour les patients ayant reçu une allogreffe est augmentée en cas de GvH. 

Ces observations, confirmées par des études européennes et internationales 54,55, 

sont aujourd’hui très largement reprises.  

L’effet anti-leucémique intrinsèque à l’allogreffe de CSH ainsi que la GvH se fait 

majoritairement en fonction des différences génétiques entre le donneur et le 

receveur. 

On explique d’ailleurs le taux élevé de rechute lors de greffes syngéniques par la 

similarité du patrimoine génétique qui ne permet plus l’induction d’un effet GvH et 

d’un effet anti-tumoral 54. 

Les lymphocytes T jouent un rôle crucial dans ces deux mécanismes et toute 

manipulation préalable du greffon visant à minimiser la GvH va avoir également un 

impact négatif sur la GvL. Ainsi, la déplétion en lymphocytes T du greffon va prévenir 

la GvH sévère mais majore le risque de rechute ainsi que le risque de rejet de 

greffe56,57,58,59 (Figure 13). De plus, en réduisant le taux de cellules 

immunocompétentes, le risque d’infections sera augmenté ainsi que les délais de 

reconstitution du système immunitaire. 
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À l’inverse, l’efficacité de l’administration de lymphocytes T du donneur (Donor 

Lymphocyte Infusion ou DLI) atteste de l’action allogénique des cellules T dans l’effet 

anti-leucemique. 

 

 

Figure 13 : Effet de la déplétion en lymphocyte T du greffon lors de l’allogreffe HLA 
identique. D’après Marmont et al.57. (A) Probabilité non ajustée de rechute après greffe 
apparentée en cas de leucémie aiguë ou leucémie myéloïde chronique en première 
rémission. Différence significative entre la probabilité de rechute en cas de déplétion 
cellulaire T ou de non déplétion. (B) Probabilité des complications relatives à l’allogreffe et 
comparaison de leurs survenues en cas de déplétion T ou non. 

  

En condition HLA identique, les lymphocytes T du donneur sont les principaux 

acteurs de la reconnaissance des alloantigènes mineurs présents sur les cellules 

malignes. 

Les antigènes du système mineur d’histocompatibilité tels que HA-1, HA-2, HB-1, 

ACC-1, ACC2 exprimés uniquement par les cellules hématopoïétiques et par 

conséquent sur les cellules leucémiques sont considérés comme des cibles 

antigéniques potentielles pour l’effet anti-leucémique et pourraient donc 

théoriquement constitués des cibles pour un effet GvL sans GvH.  

Prenons l’exemple du gène BCL2A1 (membre de la famille de bcl-2, gène anti-

apoptotique) qui code pour les mHA ACC-1 et ACC-2. Il va être surexprimé lors 

d’hémopathies malignes faisant ainsi de ces antigènes mineurs une cible de choix 

pour les cellules T alloréactives du greffon. 

Concernant les mHA ubiquitaires exprimés aussi bien à la surface des cellules 

hématopoïétiques qu’au sein des tissus épithéliaux, ces alloantigènes peuvent aussi 

bien induire un effet anti-leucémique qu’une réaction de GvH7 (Figure 14).  
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Figure 14 : Dualité de l’alloreconnaissance des antigènes mineurs d’histocompatibilité par 
les cellules alloréactives T contenues dans le greffon. D’après Bleakley et al.7. À l’effet anti-
leucémique recherché -reconnaissance d’alloantigènes mineurs situés sur les cellules 
tumorales et restreints au système hématopoïétique- s’oppose l’effet délétère de la réaction 
du greffon contre l’hôte si ces alloantigènes sont d’expression ubiquitaire. 

 

1.5.2 Un effet GvL sans GvH ? 

 

Même si la survenue d’une GvH aiguë et/ou chronique est associée à un effet GvL, 

un effet alloréactif anti-tumoral peut être observé en l’absence de GvH. Malgré les 

antigènes cibles et cellules effectrices similaires, la GvH et la GvL peuvent être 

partiellement dissociées au moins sur un plan clinique. Ainsi, au cours des DLI, selon 

la dose de LcT injectés et le délai par rapport à la greffe, on observe un risque 

variable de GvH sans modification de l’effet anti-leucemique 60,61.  

On peut penser qu’en période post-greffe immédiate, l’orage cytokinique et le 

contexte inflammatoire amplifient la réponse allogénique globale et empêchent le 

discernement d’une réponse allogénique restrictive. 

 

Il a été démontré sur des modèles murins que le transfert de lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques dirigés contre un antigène mineur du receveur permettait d’obtenir une 

éradication des cellules leucémiques sans causer de GvH62. Ainsi, l’effet anti-tumoral 
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de l’allogreffe de CSH est une réaction complexe qui ne s’explique pas 

exclusivement par son interdépendance avec la GvH.  

 

La réaction de GvL varie en fonction du donneur (critère d’histocompatibilité), du 

stade de la maladie, du degré de chimérisme et des traitements additionnels. De 

plus, selon l’hémopathie la GvL est plus ou moins corrélée à la GvH63. Dans les 

leucémies myéloïdes chroniques (LMC) et les leucémies aiguës lymphoblastiques 

(LAL), ces deux phénomènes sont intimement liés. Pour les leucémies aiguës 

myéloblastiques (LAM), on observe une faible association des deux réactions, quant 

aux lymphomes et myélodysplasies la prédiction de l’effet GvL par la GvH est quasi 

nulle.  

 

Les antigènes associés à la tumeur (TAA), protéines non polymorphiques 

surexprimées ou exprimées de façon aberrante par les cellules malignes sont 

également des cibles d’alloréactivité. La protéine WT1 (Wilms’ tumour 1) est un 

alloantigène fortement exprimé dans la plupart des hémopathies malignes qui 

participe à la leucémogénèse par blocage de la différenciation. La protéinase 3 

présente à l’état physiologique dans les promyélocytes normaux, est exprimée de 

manière aberrante dans les LMC et dans quelques LAM.  

 

Un mécanisme de reconnaissance directe entre les cellules T et les cellules 

leucémiques jouant le rôle de CPA « CD-like » semble être impliqué notamment 

dans les LAM64. Les lymphocytes T alloréactifs du donneur dirigés contre les mHA et 

les TAA vont ainsi permettre la lyse des cellules tumorales47 (Figure 15). 

 

Cependant, il reste difficile de mesurer l’impact de l’effet GvL sur la rechute après 

allogreffe sans y inclure les manifestations de GvH. Dans une étude multicentrique 

réalisée sur 639 allogreffes HLA identiques apparentées et 210 non apparentées, il a 

été démontré que l’association GvH-GvL induit un taux de rechute significativement 

diminué en cas de mismatch en mHA. Ainsi, l’effet des antigènes mineurs serait 

bénéfique seulement si on observe une réaction de GvH. En cas d’absence de GvH, 

il n’existerait pas d’amélioration de la survie sans rechute65.  

De ces observations découlent trente ans d’efforts scientifiques pour potentialiser 

l’effet GvL de cette immunothérapie tout en minimisant la réaction délétère de GvH.  
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Figure 15 : Mécanisme d’alloreconnaissance directe des cellules leucémiques par les 
lymphocytes T du donneur. D’après Van den brink et al.47. 
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1.6  LES FACTEURS PRÉDICTIFS D’UNE GVH LORS D’UNE ALLOGREFFE 
HLA-IDENTIQUE 

 
La GvH est la principale cause qui impacte sur la survie globale et la mortalité post-

allogreffe de CSH HLA-identique. L’alternative pour lutter contre cette réaction 

délétère est d’en prédire la survenue avant les premiers signes cliniques et d’adapter 

l’immunosuppression en préventif afin d’éviter l’initiation du mécanisme de GvH. 

De nos jours, certaines caractéristiques relatives à un couple Donneur/Receveur 

nous permettent de prédire le risque de survenue de GvH lors d’une greffe HLA-

identique. 

 

1.6.1 Les facteurs prédictifs de GvH liés aux caractéristiques du 
couple Donneur/Receveur : 

 

Plusieurs caractéristiques relatives aux patients ont été identifiées comme 

augmentant le risque de GvH. 

L’âge avancé du receveur va être un facteur favorisant les manifestations de GvH et 

particulièrement la survenue d’une GvH chronique66. Ceci s’explique en partie par 

l’involution thymique naturelle ayant pour conséquences la perte de l’étape de 

sélection négative et donc l’émergence de clones T autoréactifs chez l’hôte49,67. Une 

étude sur modèle murin montre que les cellules présentatrices d’antigènes de 

receveurs âgés ont une alloréactivité augmentée et sécrètent plus d’IL-12 et de TNF-

 après stimulation68. Une analyse réalisée sur près de 6000 allogreffes HLA-

identiques conclut que l’âge du receveur est corrélé significativement à la mortalité 

post-transplantation. Par contre l’âge du donneur et celui du receveur ne sont pas 

des critères qui jouent sur la survenue d’une GvH aiguë sévère25. 

 

Classiquement, les greffes de CSH réalisées à partir d’un donneur non-apparenté 

présentent un risque supérieur de GVH et de rejet de greffe20,69. Cependant, les 

résultats en termes d’efficacité et de complications post-greffe, à partir de donneurs 

non-apparentés 10/10, sont toutefois similaires à ceux observés à partir de donneurs 

familiaux pour les hémopathies malignes à risque standard70. 
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Le sexe-mismatch, sous-entendant un donneur féminin pour un receveur masculin 

favorise une GvH aiguë par l’effet des mHA liés au chromosome Y, diminue la survie 

générale et augmente la mortalité post-greffe66. 

De plus, en cas de donneur féminin/receveur masculin, l’alloimmunisation de la 

femme par des grossesses antérieures ou par des  transfusions sanguines va 

favoriser les manifestations de GvH71. 

 

Les disparités en antigènes ABO entre le donneur et le receveur sont associées à 

une survie diminuée mais ne semblent pas avoir d’impact sur la survenue de GvH et 

sur le rejet post-greffe selon de larges études 25,72. 

 

Les infections à CMV (Cytomégalovirus) sont des complications infectieuses 

majeures après l’allogreffe de CSH. Le statut CMV est un facteur à prendre en 

compte lors du choix du donneur car il favorise des réactivations du virus en post-

greffe73. Ainsi, pour un receveur séronégatif au CMV, on privilégie un donneur 

séronégatif. De même, un receveur séropositif sera préférentiellement greffé avec un 

donneur séropositif.  

Une relation complexe existe entre la GvH aiguë et la réplication du CMV. Il est bien 

établi que lors d’une GvH aiguë le risque de survenue d’ue infection à CMV est 

augmenté74,75. Une étude montre que lors de la survenue d’une GvH aiguë de grade 

II à IV, le risque de réplication du CMV est augmentée de 60% en comparaison à des 

sujets sans GvH76.  

Toutefois, le CMV semble aussi jouer un rôle dans la survenue de la GvH, la 

séropositivité au CMV étant identifiée comme un facteur de risque de GvH aiguë 77. Il 

a été montré que les cellules endothéliales infectées par le CMV vont produire des 

cytokines inflammatoires comme IL-6 qui contribuent à initier la GvH aiguë 78.  

 

 

Les différentes sources de greffons n’ayant pas les mêmes caractéristiques, des 

études prospectives randominées ont comparé l’utilisation de moelle osseuse à celle 

des CSP dans des conditionnements myéloablatifs. Elles s’accordent toutes pour 

conclure à une reconstitution hématopoïétique plus précose avec les CSP du fait de 

leur richesse plus importante en cellules immunocompétentes 79,80. La réaction de 

GvH aiguë n’est pas plus fréquente lors de greffes de CSP. Toutefois, le risque de 
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développer une GvH chronique semble significativement augmenté lors d’une 

allogreffe de CSP81 .  

Concernant la greffe de sang de cordon le risque de rejet est plus élevé, la 

reconstitution immunitaire plus lente et les infections sont plus fréquentes. 

Cependant, l’incidence de la GvH aiguë post-allogreffe de sang placentaire serait 

moins importante82,83 du fait de la réactivité diminuée des cellules T naïves aux 

alloantigènes (réponse abortive par apoptose précoce84) et de l’apport d’un nombre 

faible de cellules T immunocompétentes . 

 

 

La survenue de GvH peut être liée à la maladie initiale du receveur indiquant la 

greffe. Ainsi, la leucémie myéloïde chronique (LMC) prédispose à la réaction de 

GvH, qui est par ailleurs corrélée à la survie sans rechute63,70. Les leucémies aiguës 

lymphoblastiques (LAL) sont associées à une survie inférieure après allogreffe. L’état 

avancé de la maladie au moment de la transplantation diminue la survie globale. 

 

Le conditionnement réalisé avant la greffe joue un rôle important sur la 

physiopathologie de la GvH en raison des dommages infligés aux tissus de l'hôte et 

particulièrement leur effet agressif sur la muqueuse gastro-intestinale. L'étude de Liu 

et al.85 décrit un risque accru de GvH aiguë pour des patients présentant des 

diarrhées sévères durant le conditionnement et ceci jusqu’à 10 jours après 

l’allogreffe. Un conditionnement atténué permet de diminuer ces aggressions 

tissulaires et ainsi de réduire la GvH aiguë. L’irradiation corporelle totale réalisée lors 

du conditionnement est également un facteur de risque qui favorise la réaction du 

greffon contre l'hôte. 

 

Malgré l’harmonisation des pratiques et la prise en compte de l’ensemble de ces 

facteurs favorisant la GvH lors d’une allogreffe HLA-identique, nous ne sommes 

toujours pas capable de prédire la survenue de cette complication et sa gravité. Des 

études tentent de mettre en lumière d’autres paramètres afin d’anticiper la réaction 

du greffon contre l’hôte86. 
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1.6.2 Nouvelles perspectives dans la prévention de la GvH 

 

L’hétérogénéité de la composition des greffons s’explique par un ensemble de 

facteurs indépendants (âge du donneur, antécédents d’infections chroniques, source 

de CSH…).  

Les travaux de notre équipe ont montré que le passé infectieux du donneur impacte 

sur la composition cellulaire du greffon. Ainsi, la séropositivité du donneur au CMV 

est associée à une diminution de l’expression du CD28 sur les LcT CD4+ et CD8+ et 

une augmentation de la sous-population  CD8+ TTD, pouvant être à l’origine du 

transfert d’immunité du donneur au receveur. La séropositivité à la toxoplasmose du 

donneur induit une augmentation des CD4+ TCM
87. Par ailleurs, la numération des 

populations T CD8+CD28- a montré son rôle prédictif du risque de rechute après 

allogreffe de CSH HLA-identique88. 

À la suite de l’évaluation prospective de la distribution des sous populations T naïves 

et mémoire dans les greffons, notre équipe a démontré l’intérêt d’évaluer la 

proportion de lymphocytes T CD4+CCR7+. Cette sous-population lymphocytaire 

exprimant le CCR7+ augmente significativement l’incidence et la sévérité de la GvH 

aiguë, sans pour autant avoir un impact sur la GvH chronique et sur la rechute. 

D’autres équipes ont montré que la forte concentration en lymphocytes T régulateurs 

du greffon prédit une diminution de la survenue de GvH aiguë chez le receveur89,90. 

D’ailleurs, des applications cliniques d’enrichissement ex vivo en Treg des greffons 

sont à l’essai pour prévenir la GvH91. 

 

 

L’identification de facteurs génétiques prédisposant à la GvH est également au 

centre de nombreux travaux. 

Le gène codant pour la protéine NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain 

containing protein 2) possède différents variants se distinguant par un 

polymorphisme nucléotidique (SNPs : single nucléotide polymorphism). Certains de 

ces variants (SNPs 8, SNPs 12 et SNPs13) présents chez le donneur et/ou chez le 

receveur vont favoriser le risque de survenue de la GvH.  

Les gènes codant pour les cytokines pro-inflammatoires (IFN- , TNF- , IL-6) ou anti-

inflammatoires (IL-10) ainsi que le polymorphisme de leurs récepteurs peuvent 

influencer la survenue de GvH. Cependant, il existe encore beaucoup d’études 
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contradictoires sur ces sujets et ces investigations sont encore trop coûteuses et 

spécialisées pour être proposées en routine. 

 

 

La modification de l’expression de protéines plasmatiques après l’allogreffe peut être 

un outil intéressant pour prédire la survenue de GvH chez les sujets greffés. Le suivi 

de l’expression du TNF-  est le plus fréquemment rapporté. L’augmentation de ses 

concentrations durant la phase de conditionnement et post-allogreffe serait prédictif 

d’une GvH (augmentation à J7 en faveur de GvH aiguë, augmentation durant les 3 

premières semaines en faveur d’une GvH chronique)85.  

Notre équipe a travaillé sur le suivi des taux d’IL-7 et d’IL-15 (cytokines de 

l’homéostasie lymphocytaire) suite à l’allogreffe de CSH après conditionnement 

myéloablatif. Nous avons montré que l’augmentation des taux plasmatiques d’IL-7 à 

J14 post-greffe est significativement associée à une GvH aiguë sévère de grade II à 

IV. Par ailleurs, la survenue d’une rechute de la pathologie hématologique est 

associée à une diminution du pic d’IL-15 à J1492. Notre étude menée en parallèle sur 

les allogreffes de CSH après conditionnement atténué montre que l’augmentation 

des taux d’IL-7 plasmatiques est décalée dans le temps : J30 post-greffe. Des 

concentrations plasmatiques d’IL-7 importantes à J30 prédisent la survenue d’une 

GvH aiguë de grade II à IV93. 

L’expression de l’IL-6 et le suivi de s-BAFF (facteur soluble d’activation des cellules 

B) sont également des marqueurs potentiels de GvH actuellement étudiés par 

d’autres équipes. 

 

 

Enfin, différents biomarqueurs sont évalués dans le but de prédire la GvH86: 

 - IL2R  (Récepteur à l’IL-2 ) 

 - TNFR-1 (Tumor necrosis factor receptor-1) 

 - HGF (Hepatocyte growth factor) 

 - IL-8 : chimiokine permettant le recrutement des polynucléaires sur les sites 

d’infection. 

 - Élafine : protéase présente dans la peau avec des propriétés anti-

microbiennes. C’est un biomarqueur intéressant de GvH car son expression permet 
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de distinguer les symptômes cutanés liés à la GvH des autres causes de rash (cause 

d’origine médicamenteuse par exemple). 

 - REG3  : protéine anti-bactérienne sécrétée par les cellules de Paneth au 

niveau de l’intestin. Le suivi de REG3  permettrait de discriminer les manifestations 

digestives dues à la GvH des autres causes (infectieuse, toxicité du 

conditionnement). 

Ce panel de biomarqueurs évalué à J0, J7, J14 et J28 post-allogreffe permet de 

prédire la survenue de GvH (séparation des patients en 2 groupes : risque élevé ou 

risque faible de GvH), sa sévérité mais également la réponse clinique aux 

traitements curatifs94. 

 

 

Devant l’ensemble de ces observations, la communauté scientifique suggère la 

création d’un algorithme évaluant les risques de GvH pour chaque allogreffé basé 

sur : 

 - les facteurs cliniques (âge, les caractéristiques du couple donneur/receveur, 

le conditionnement, la pathologie sous-jacente) 

 - le greffon et sa composition 

 - les facteurs de risques génétiques (polymorphisme à l’IL-10, NOD2…) 

 - le suivi d’expression de protéines plasmatiques (TNF- , IL-7) 

 - les biomarqueurs de GvH. 

 

Cependant, ceci reste difficile à réaliser devant la diversité des paramètres influant 

sur la réaction de GvH. Devant ce constat il est malaisé pour les cliniciens d’anticiper 

la survenue de complications post-allogreffe (GvH, infections, rejet de greffe, rechute 

de la maladie), d’où l’intérêt d’élaborer un modèle in vitro permettant d’évaluer pour 

chaque patient l’alloréactivité des lymphocytes T du donneur et de prédire la 

survenue d’une GvH et/ou de la rechute in vivo. 
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2 OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 

 
Les lymphocytes T apportés par un greffon de cellules souches hématopoïétiques 

(CSH) ont un rôle déterminant dans l’effet anti-leucémique mais sont également  

principalement responsables de l’effet néfaste de GvH.  

Devant l’absence d’outils biologiques permettant de prédire la survenue d’une GvH 

aiguë et sa gravité, on se propose de développer des tests in vitro capables de 

modéliser et de quantifier les réponses allogéniques des cellules T du greffon vis-à-

vis d’un receveur.  

Ce projet est mené en collaboration avec le Service des Maladies du Sang du CHRU 

de Lille et le laboratoire HLA-Transplantation de l’Institut d’Immunologie. Il a pour 

objectif à terme d’être inclus dans une étude prospective lors d’allogreffes de CSP 

HLA-identiques. La réalisation des tests au moment de la greffe et le suivi clinico-

biologique des receveurs permettront d’évaluer la valeur prédictive de cette approche 

pour la survenue d’une GvH aiguë, sa gravité et/ou de la rechute.   

 

L’objectif de mon travail de thèse est le développement de ces tests biologiques, 

première étape indispensable avant d’envisager toute étude prospective. Notre 

approche est réalisée sur des adultes volontaires sains HLA-incompatibles et des 

paires HLA-compatibles. Les réponses allogéniques sont basées sur un modèle de 

culture mixte lymphocytaire sensibilisée (MLDCR) uni-directionnelle. Les 

lymphocytes T sont stimulés par des cellules dendritiques matures, préalablement 

dérivées de monocytes sanguins. L’évaluation fonctionnelle de l’alloréactivité 

lymphocytaire est basée sur la quantification de la production d’IFN-  en situation 

allogénique.  

Notre première étape est d’obtenir une réponse allogénique spécifique, franche en 

cas d’incompatibilités en antigènes majeurs pour s’assurer de la pertinence de notre 

modèle.  

Secondairement, ce protocole est testé en condition HLA-identique pour évaluer la 

sensibilité de notre approche lors du seul effet allogénique des antigènes mineurs 

sur l’alloréactivité des lymphocytes T. 
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3 MATÉRIEL ET MÉTHODES 

  

Notre approche expérimentale est fondée sur une réaction lymphocytaire mixte 

sensibilisée (MLDCR) d’une durée de 12 jours. En effet, la faible réponse attendue 

aux antigènes mineurs en situation HLA-identique nous incite à opter pour un modèle 

de culture prolongée et deux étapes d’alloimmunisation. À terme, notre test doit 

permettre d’analyser l’alloréactivité des cellules T du greffon (cellules répondeuses) 

en co-culture avec des cellules dendritiques matures du receveur (cellules 

stimulantes) lors de greffes HLA-identiques.  

3.1 ÉTUDE DE LA VIABILITÉ DES LYMPHOCYTES T EN CULTURE 
PROLONGÉE 

 

La maitrise et la standardisation des conditions de culture sont indispensables à 

l’application ultérieure de notre test. Nous devons ainsi nous assurer de conserver 

une viabilité lymphocytaire suffisante lors d’une culture de 12 jours en utilisant avec 

parcimonie des cytokines pour ne pas engendrer une prolifération non spécifique 

génératrice d’un bruit de fond élevé. 

C’est pourquoi, nous avons étudié l’influence de l’ajout de cytokines participant à 

l’homéostasie lymphocytaire (IL-2,IL-7) sur des prélèvements de sang périphérique 

mais aussi des échantillons de CSP, afin d’évaluer l’effet sur la viabilité des 

lymphocytes T et la prolifération cellulaire après 12 jours de culture. 

3.1.1 Recueil des prélèvements  

3.1.1.1  Prélèvement de sang périphérique de sujets sains  

Quatre sujets volontaires sains pour lesquels nous avons obtenus un consentement 

éclairé ont été prélevés sur tubes héparinés (10mL).  

L’isolement des cellules mononucléées (CMN) est obtenu par centrifugation sur 

gradient de Ficoll (Ficoll Paque, GE, Uppsala, Suède) du sang dilué au demi dans de 

l’eau physiologique apyrogène stérile. L’anneau de CMN ainsi recueilli est lavé à 

deux reprises dans de l’eau physiologique.  

3.1.1.2 Prélèvement de cellules souches périphériques  

Quatre CSP ont été étudiées pour l’évaluation de la viabilité des lymphocytes T en 

culture prolongée. Les échantillons d’approximativement 800 l sont issus de la 
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poche du greffon préparée pour le receveur et sont récupérés le jour de la greffe. Ils 

ont été réceptionnés au laboratoire et traités délibérément après des délais variables 

d’acheminement pour tester la robustesse de notre modèle. L’isolement des CMN 

ayant été effectué lors du recueil par cytaphérèse, un simple lavage des cellules est 

réalisé en tampon phosphate stérile (PBS, 150mM, pH=7,4, Sigma, St Louis, USA).  

L’ajout de 50 l d’une solution de désoxiribonucléase I ou ADNase I à la 

concentration de 50mg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) est effectué en 

prévention de la formation d’agrégats du fait des fortes concentrations cellulaires de 

l’échantillon et des traitements préalables subis par les CSP avant injection. Avec 

cette précaution, aucun problème lié à l’agrégation des cellules n’a été rencontré.  

3.1.2 Culture cellulaire  

3.1.2.1 Isolement des lymphocytes T par tri cellulaire magnétique des échantillons  

L’isolement des lymphocytes T à partir des CMN est réalisé par une technique de tri 

négatif grâce à un coffret commercialisé (EasySep® Human T Enrichment Kit, 

StemCell Technologies). Des complexes d’anticorps tétramériques reconnaissant les 

antigènes CD14, CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD66b, CD123 et la 

glycophorine A sont ajoutés à la suspension de CMN. Ces tétramères d’anticorps se 

fixent à leurs cibles spécifiques exprimées à la surface des cellules. Secondairement, 

les complexes anticorps/cellules vont grâce à l’anticorps anti-dextran s’associer à 

des billes magnétiques. Enfin, le tube est placé dans un aimant EasySep™ où les 

cellules marquées sont retenues contre les parois du tube grâce au champ 

magnétique (Figure 16). Les lymphocytes T CD3+ restent ainsi en suspension dans 

le surnageant. 
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Figure 16 : Principe schématisé du tri de lymphocytes T par sélection magnétique négative 
(Coffret EasySep® Human T Enrichment Kit, StemCell Technologies). 

 

3.1.2.2 Contrôle de la viabilité des lymphocytes T post-tri, mis en culture à J0 

Afin de s’assurer de la bonne viabilité des lymphocytes T isolés par tri magnétique, 

on réalise un immunophénotypage lymphocytaire par cytométrie en flux (Navios, 

Beckman Coulter, France). L’ajout de billes (Flow countTM Fluorospheres, Beckman 

Coulter) à un échantillon de cellules triées permet la numération des lymphocytes T 

viables. Le phénotypage nous assure de la pureté en lymphocytes T CD3+ post-tri 

par marquage des cellules avec des anticorps monoclonaux : CD45 PC7 (Beckman 

Coulter), CD3 PE (Beckman Coulter), CD4 FITC (BD Biosciences, USA) et CD8 APC 

(Beckman Coulter) 

3.1.2.3 Conditions de culture  

La culture de lymphocytes T se réalise dans des plaques stériles de 96 puits à fond 

plat (Thermo scientific, Danemark) dans un milieu RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen, 

Oslo, Norvège) supplémenté à 10% (volume pour volume) en sérum humain AB 

décomplémenté (Institut J.Boy, France), en L-Glutamine (2mM, Eurobio, France) , en 

pyruvate (2mM, PAA, USA), en pénicilline G (100UI/mL, Gibco), en streptomycine 

(100μg/mL, Gibco) et en gentamicine (40mg/mL, Panpharma). 
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Quatre conditions de culture ont été testées en parallèle pour déterminer la plus 

adaptée afin de préserver la viabilité lymphocytaire sans induire d’activation et de 

prolifération: 

 - LcT : sans ajout de cytokines (culture témoin) 

 - LcT+IL-2 : ajout d’IL-2 à la concentration de 10UI/mL (Roche Diagnostics, 

Allemagne) à J3 et J7  

 - LcT+IL-7 : ajout d’IL-7 à la concentration de 50pg/mL (R&D Systems, USA) à 

J0, J3, J7 et J10 

 - LcT+IL-2+IL-7 : ajout d’IL-2 à la concentration de 10UI/mL à J3 et J7 et ajout 

d’IL-7 à la concentration de 50pg/mL à J0, J3, J7 et J10 

L’ensemble de ces conditions est testé sur les 4 prélèvements issus de CSP (CSP1 

à 4) et sur les 4 prélèvements issus de sujets sains (CMN1 à 4) 

Une quantité de 2.105 lymphocytes T CD3+ est mise initialement (J0) dans un puits 

avec un volume final de 200μl. Le milieu est changé de moitié tous les 3 à 4 jours, la 

durée de culture étant de 12 jours à 37°C sous 5% de CO2. 

3.1.2.4 Suivi de culture 

Un suivi microscopique de la culture est réalisé tous les 3 à 4 jours pour s’assurer de 

la stérilité du milieu (recherche d’éventuelles contaminations d’origine bactérienne ou 

fongique) et observer l’évolution morphologique des cellules. Les lymphocytes T en 

culture ont une morphologie homogène et sphérique.  

On réalise à J0, J7 et J12 un immunophénotypage lymphocytaire par cytométrie en 

flux (Navios, Beckman Coulter) qui permet un suivi de la numération par ajout de 

billes (Flow countTM Fluorospheres, Beckman Coulter) et un phénotypage grâce au 

marquage par des anticorps monoclonaux CD45 PC7 (Beckman Coulter), CD3 PE 

(Beckman Coulter), CD4 FITC (BD Biosciences) et CD8 APC (Beckman Coulter). 

3.2 LES RÉACTIONS LYMPHOCYTAIRES MIXTES SENSIBILISÉES 

3.2.1 Sujets  

Pour la mise au point de notre modèle, nous avons choisi de travailler avec des 

prélèvements de sang périphérique issus de sujets adultes volontaires sains après 

consentement. Cette approche est relevante car les travaux antérieurs de notre 

équipe, ont montré que les proportions en lymphocytes T CD4+ et T CD8+ naïfs et 

mémoires dans le sang total sont similaires à celles retrouvées dans les greffons87. 



III. Matériel et méthodes 

 54 

 

 - Paires de sujets HLA incompatibles : Sujet 1 à 4 

Étant donné la difficulté de recrutement de sujets volontaires sains HLA-identiques, 

nous nous sommes placés initialement en condition d’incompatibilité en antigènes 

majeurs. Les cellules stimulantes (cellules dendritiques dérivées de monocytes) ou 

répondeuses (cellules T) proviennent de prélèvements héparinés (30 mL) de quatre 

sujets non apparentés.  

  

 - Paires de sujets HLA-identiques: Paire A à D 

Quatre paires de sujets sains HLA identiques issues de fratries ont participé à l’étude 

(Tableau 4).  

L’identité HLA entre les couples est recherchée par un typage HLA en sérologie pour 

la classe I et en biologie moléculaire pour la classe II. Pour les antigènes HLA de 

classe II, le typage au niveau allélique a été réalisé par PCR-RSSO (Polymerase 

Chaine Reaction with Reverse Sequence Specific Oligonucleotides) pour HLA-

DRB1* et PCR-SSP (Polymerase Chaine Reaction with Sequence Specific Primers) 

pour HLA-DQB1*. 

 

Paire 
issue de 
la même 

fratrie 

Sujet Sexe 

 
Typage HLA 

Paire A 

A1 Féminin A03;24  B07;08  Cw07 

DRB1*15:01 DRB1*03:01 

DQB1*06:02 DQB1*02:01 
A2 Masculin 

Paire B 

B1 Féminin A24;29  B44;60 

DRB1*01:01 DRB1*14 :54 

DQB1*05 :01 DQB1*05 :03 
B2 Féminin 

Paire C 

C1 Masculin A02;25  B39;50 

DRB1*03 :01 DRB1*16 :01 

DQB1*02 :01 DQB1*05 :01 
C2 Masculin 

Paire D 

D1 Féminin A01;30  B44;57 Cw06 Cw16 

DRB1*15:01 DRB1*07:01 

DQB1*06:02 DQB1*02:02 
D2 Masculin 

     Tableau 4 : Caractéristiques des couples HLA-identiques étudiés.  
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L’existence d’un sexe-mismatch pour les couples A et D assure une incompatibilité 

en antigène mineur H-Y. À l’inverse, la paire B exclut le rôle de H-Y dans 

l’alloréactivité lymphocytaire. 

 

3.2.2 Culture cellulaire  

3.2.2.1 Différenciation de cellules dendritiques matures à partir de monocytes circulants  

 

L’isolement des monocytes à partir des CMN est effectué par une technique de tri 

négatif avec billes magnétiques (EasySep® Monocyte Enrichment Kit, StemCell 

Technologies) à 4°C. L’ajout de complexes d’anticorps tétramériques reconnaissant 

les antigènes CD2, CD3, CD16, CD19, CD20, CD56, CD66b, CD123 et la 

glycophorine A permettent un marquage de l’ensemble des populations cellulaires à 

l’exception des monocytes. Les cellules marquées sont ensuite incubées avec des 

billes magnétiqes recouvertes d’Ac anti-dextran. Après exposition de la suspension à 

un aimant, le surnageant enrichi en monocytes est récupéré et lavé. 

Les monocytes sont ensuite cultivés dans des plaques 24 puits (Costar, Corning, 

USA) à la concentration de 5.105 cellules dans 1 mL de milieu GMP serum-free 

dendritic cell medium : Cellgro® (Cellgenix, Freiburg, Allemagne) supplémenté en 

pénicilline G (100UI/mL, Gibco), streptomycine (100μg/mL, Gibco) et gentamicine 

(40mg/mL, Panpharma). 

Il existe plusieurs techniques de différenciation des monocytes circulants en cellules 

dendritiques95. Notre choix de protocole s’appuie sur l’étude de Lee et al.96 qui 

montre que les cellules dendritiques matures obtenues avec ce processus de 

différenciation engendrent une meilleure stimulation des lymphocytes en réaction 

lymphocytaire mixte sensibilisée par des cellules dendritiques (MLDCR). 

 

Les deux cytokines utilisées pour le processus de différenciation des monocytes en 

cellules dendritiques96 sont: 

- GM-CSF à 25 ng/mL (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne) 

- IL-4 à 15 ng/mL (Miltenyi Biotec) 

À J3, le milieu est renouvelé en rajoutant 1mL de GMP avec de l’IL-4 et du GM-CSF. 



III. Matériel et méthodes 

 56 

À J5, la maturation des cellules dendritiques est déclenchée par l’ajout de molécules 

pro-inflammatoires au milieu de culture: 

 - TNF-  à 10ng/mL (Miltenyi Biotec) 

 - IL-1  à 10ng/mL (Miltenyi Biotec) 

 - IL-6 à 10ng/mL (Miltenyi Biotec) 

 -Prostaglandine E2 (PGE 2) à 1 g/mL (Sigma-Aldrich) 

Après 2 jours de culture dédiés à l’étape de maturation (J7), nous obtenons des 

cellules dendritiques matures.  

La validation des étapes de dérivation et de maturation des monocytes en cellules 

dendritiques matures est basée sur l’analyse par cytométrie en flux (Navios, 

Beckman Coulter) du degré d’expression membranaire de plusieurs molécules à 

l’aide d’anticorps monoclonaux conjugés (Figure 17): 

 - CD14 FITC (Beckman Coulter) : marqueur présent sur les monocytes 

 - HLA-DR PE (BD Biosciences) ; CD80 PE (BD Biosciences) : marqueurs 

exprimés sur les CD immatures et matures 

 - CD83 PE (BD Biosciences) : marqueur présent à la surface des CD matures 

 - Contrôle isotypique: Ig1 Mouse-FITC et Ig1 Mouse-PE (Beckman Coulter) 
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Figure 17 : Histogrammes monoparamétriques illustrant à différents temps de culture la 
maturation des cellules dendritiques obtenues par différenciation de monocytes sanguins 
périphériques (exemple représentatif).  

 

3.2.2.2 Protocole de congélation de cellules  

 
La congélation des cellules est une étape importante pour la mise en place de notre 

test. En effet, la restimulation par des cellules dendritiques matures à J7 de la 

MLDCR et à J11 pour la réalisation du test d’Elispot nous impose de réaliser 

plusieurs cultures de CD, d’où la congélation initiale de cellules pour éviter la 

répétition des prélèvements des sujets. 

 

Plusieurs stratégies ont été testées pour améliorer la génération de CD à partir de 

prélèvements congelés.  

La congélation d’aliquotes de 5.106 monocytes après leur tri dans 500 l de sérum de 

veau foetal (Gibco) avec 10% de DMSO (Gibco) nous donne de bons résultats à la 
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décongélation (70 à 90% des monocytes congelés sont viables après 

décongélation). Cependant après 7 jours de culture, seul 10% des monocytes se 

différencient en cellules dendritiques matures. 

La deuxième approche testée est la congélation de CMN après ficoll réalisée dans 

un 1 mL de milieu DMEM+ 10% DMSO (Gibco) pour 10 millions de CMN. Dans ces 

conditions, on ne récupère que 50% à 60% de monocytes après décongélation. En 

revanche, 85% à 100% des monocytes triés des CMN se différencient en cellules 

dendritiques. 

Devant ces résultats, la congélation de CMN dans le milieu DMEM+10% DMSO est 

le protocole le plus pertinent pour notre modèle d’étude de l’alloréactivité.  

 

3.2.2.3 Principes de culture de la réaction lymphocytaire mixte sensibilisée par des 

cellules dendritiques 

 
Notre protocole de MLDCR s’appuie sur 12 jours de co-culture dans une étuve à 

37°C sous 5% de CO2. 

La culture est réalisée dans des plaques 96 puits à fond plat (Thermo scientific,) en 

milieu RPMI supplémenté (décrit au préalable) avec un volume final de 200 l. Le 

ratio cellules stimulantes/cellules répondeuses est de 1 pour 20 (2.105 LcT pour 

1.104 CD). En situation HLA-incompatible, on ajoute à J3 et à J7 de l’IL-2 à 10UI/mL 

(Roche Diagnostics). Pour les co-cultures avec les paires HLA-identiques, en plus de 

l’IL-2 à J3 et J7, on ajoute de l’IL-7 à 50pg/mL (R&D Systems) à J0, J3, J7 et J10. 

Le milieu est changé pour moitié tous les 3 à 4 jours. Une restimulation par des 

cellules dendritiques matures est réalisée à J7. 

Pour chaque MLDCR, trois conditions de co-culture sont menées en parallèle : 

 -Puits en condition autologue : Les LcT sont stimulés par des CD autologues. 

 -Puits en condition allogénique : Les LcT sont stimulés avec des CD 

allogéniques. 

 -Puits de lymphocytes T cultivés seuls permettant d’évaluer la viabilité 

lymphocytaire au cours de la culture. 

 

Le suivi de la culture de fait par microscopie optique tous les 3 jours pour surveiller 

l’apparition de foyers de prolifération (Figure 18).  
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On réalise un suivi de la numération lymphocytaire pour diviser les puits lors d’une 

prolifération importante (> 500000 cellules/puits) afin d’éviter la confluence des puits. 

 

Figure 18 : Observation microscopique de la réaction de MLDCR, culture représentative 
(Grossissement x125). 
(A) Puits en condition allogénique à J3. (B) Puits en condition allogénique à J7 avec foyers 
de prolifération importants. (C) Puits en condition autologue à J7 avec formation de petits 
foyers de prolifération. 
 

3.3 ÉTUDE DE LA RÉPONSE ALLORÉACTIVE PAR ÉVALUATION DES 
CAPACITÉS FONCTIONNELLES DES LYMPHOCYTES T 

 
L’évaluation de la réponse alloréactive des lymphocytes T étudiés repose sur la 

production d’IFN-  évalué par ELISPOT (enzyme-linked immunospot) à J11 de la co-

culture.  

Nous avons transféré les cellules dans les puits des plaques de T-SPOT TB® 

recouverts d’anticorps anti-IFN-  (Oxford Immunotec, Oxfordshire, UK). Une 

numération cellulaire a été réalisée dans le but d’ajuster le nombre de cellules à 

1x106 LcT par puits. Pour évaluer une production d’IFN-  spécifique à un contact 

antigénique, on réexpose les lymphocytes T aux cellules dendritiques matures 

(50000 CD par puits) pendant 20 heures de culture à 37°C sous 5% de CO2 dans un 

milieu AIMV (Gibco). 

L’évaluation de la production cellulaire d’IFN-  se fait par l’ajout d’un Ac murin anti- 

IFN-  couplé à la phosphatase alcaline. La révélation du test se fait par addition d’un 

substrat prêt à l’emploi: BCIP/NBTplus.  

La lecture des spots est effectuée au scanner (Immunoscan, Cellular Technology Ltd 

Europe GmbH), après une nuit de séchage à température ambiante et à l’obscurité. 

Le décompte des spots par puits s’effectue grâce au logiciel TB Scan (Cellular 

Technology Ltd Europe GmbH). 
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La réponse aux antigènes majeurs (MHA) pour les sujets HLA incompatibles 1 à 4  

est explorée en ELISPOT par les conditions suivantes : 

  Culture Témoin Autologue (Figure 19.A) : 

- Puits Stim Auto/ Exp Auto  : LcT stimulés en condition autologue pendant 11 jours 

et exposés aux CD autologues lors des 20h du test en ELISPOT. 

- Puits Stim Auto/ Expo=Allo MHA  : LcT stimulés en condition autologue pendant 

11 jours et exposés aux CD allogéniques MHA lors de l’ELISPOT. 

- Puits Stim Auto/ Sans Exp  : LcT stimulés en condition autologue sans exposition 

aux CD lors de l’ELISPOT. Puits dont la valeur est soustraite aux autres puits de la 

culture autologue. 

  Culture Allogénique (Figure 19.B) : 

- Puits Stim Allo MHA/ Expo=Auto  : LcT stimulés en condition allogénique MHA 

pendant 11 jours et exposés aux CD autologues lors des 20h du test en ELISPOT.  

- Puits Stim Allo MHA/ Expo=Allo MHA  : LcT stimulés en condition allogénique 

MHA pendant 11 jours et exposés aux CD allogéniques MHA lors de l’ELISPOT. 

- Puits Stim Allo MHA/ Expo=0  : LcT stimulés en condition allogénique MHA sans 

exposition aux CD lors de l’ELISPOT. Puits dont la valeur est soustraite aux autres 

puits de la culture allogénique. 

 

Les mêmes conditions seront explorées pour les couples HLA compatibles (Couple A 

à D). Ces 8 cultures vont nous permettre de modéliser l’effet des antigènes mineurs 

(mHA) sur la sécrétion d’INF-  par les LcT. 
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Figure 19 : Représentation de l’ensemble du protocole d’étude de l’alloréactivité 
lymphocytaire en situation HLA-incompatible.  
(A) Étude de la culture autologue. (B) Étude de la culture allogénique en antigènes majeurs 
(MHA) 
 

3.4 ANALYSE STATISTIQUE 

 

Les numérations des lymphocytes T viables en fonction des conditions de culture 

(3.1) ont été comparées par un test ANOVA associé à une analyse de comparaisons 

multiples selon Tuckey. 

Le test statistique de comparaison de moyennes de Mann et Whitney (U-test) a été 

utilisé pour l’analyse de nos échantillons non paramétriques non appariés. 

Lorsque nos données étaient issues d’échantillons non paramétriques appariés, 

nous avons utilisé le test de comparaison des moyennes de Wilcoxon. 

Une différence est considérée comme statistiquement significative pour un p<0,05 

avec un risque de 5%.  

Les représentations graphiques ont été réalisées sur le logiciel Excel 12 (Miscrosoft, 

Redmond, SA) et sur Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla USA). 
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4 RÉSULTATS  

 

4.1 ÉTUDE DE LA VIABILITÉ LYMPHOCYTAIRE EN CONDITIONS BASALES DE 

CULTURE 

4.1.1 Mortalité des lymphocytes T lors d’une culture prolongée en 

conditions basales 

Notre modèle de stimulation antigénique nécessitant une culture prolongée, on se 

propose d’évaluer dans un premier temps la viabilité de lymphocytes T au décours 

d’une culture en conditions basales pendant 12 jours. Cette étude préalable est 

menée sur 4 CSP et 4 prélèvements de CMN issus de sang total. Le suivi de la 

numération lymphocytaire est réalisé par cytométrie en flux qui permet par l’étude du 

cytogramme de distinguer les proportions relatives de cellules viables, altérées et les 

débris cellulaires. 

 

 
Figure 20 : Suivi de la viabilité des lymphocytes T en conditions basales de culture par 
cytométrie en flux. Exemple représentatif de cytogrammes obtenus lors de la culture de 
200.000 LcT sans ajout de cytokines. Les proportions relatives de cellules viables, cellules 
altérées et débris sont déterminées par des fenêtres d’intérêt positionnées de façon 
standardisée au niveau du cytogramme. 

 
 
L’analyse des cytogrammes témoigne de la mortalité importante des lymphocytes T 

cultivés sans ajout de cytokines. La proportion de cellules viables décline 

progressivement au cours de la culture. À J12, on observe une prédominance de 

débris et de cellules altérées, le nuage de lymphocytes T viables étant inexistant. 
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Le nombre des lymphocytes T viables diminue de manière sensible au fil des jours 

de culture pour l’ensemble des prélèvements qu’il s’agisse de cellules T du sang 

périphérique ou de CSP. À J7, les numérations médianes montrent la perte de la 

moitié des lymphocytes T mis en culture (119.043 LcT, soit une viabilité médiane de 

59,5% des LcT initiaux). À J12, moins d’un quart des cellules T conservent les 

caractéristiques de taille et de structure de cellules viables  (39.381 LcT, soit une 

viabilité médiane de 19,7% des LcT initiaux). Les valeurs extrêmement basses pour 

la CSP3 s’expliquent par un délai d’acheminement important estimé à 12h après 

injection de la poche au patient (Figure 21).  

 

 
Figure 21 : Suivi de la numération des LcT viables cultivés sans ajout de cytokines pendant 
12 jours. Étude réalisée sur 4 CSP et 4 prélèvements de CMN. 
 

 

La survie des LcT isolés à partir de CSP est comparable à celle des LcT sanguins ; 

les numérations à J12 des LcT cultivés isolément ne sont pas significativement 

différentes (p=0,77).  

 

4.1.2 Devenir de la viabilité lymphocytaire sous l’effet de cytokines 

Le maintien prolongé de la survie des lymphocytes T nous est indispensable pour 

optimiser notre protocole, programmé sur 12 jours de culture. Au vu de la mortalité 

des lymphocytes en conditions basales de culture, nous avons opté pour l’ajout de 

cytokines et testé des concentrations faibles d’IL-2 (10UI/mL à J3 et J7) et/ou  d’IL-7 

(50pg/mL à J0, J3, J7 et J10) en nous basant sur l’expérience du laboratoire. 
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Figure 22 : Numération des LcT viables cultivés pendant 12 jours avec ou sans ajout de 
cytokines au milieu de culture. (A) Étude menée sur 4 prélèvements issus de CMN de sujets 
sains. (B) Étude menée sur 4 prélèvements issus de CSP. La ligne hachurée symbolise le 
nombre de lymphocytes mis en culture à J0. Les traits horizontaux continus représentent les 
valeurs médianes des cellules T viables à J12. 
 
 

Selon le test statistique de l’ANOVA, seule la condition LcT+IL-2+IL-7 se différencie 

des autres conditions aussi bien pour les CMN que pour les CSP. De plus, le test de 

comparaisons multiples de Tuckey montre qu’il existe une différence 

significativement supérieure (p=0,05) entre la moyenne des numérations des LcT 

isolés et celle des LcT cultivés avec de l’IL-2 et de l’IL-7 pour les CSP et les CMN. 

On note que l’ajout d’IL-2 engendre pour l’un des sujets une prolifération 

lymphocytaire à J12 (Figure 22.A). Cependant, les médianes des numérations pour 

l’ensemble des prélèvements étudiés restent en dessous de la quantité initiale de 

LcT à J0.  

La comparaison des numérations lymphocytaires lors d’ajout d’IL-2 et d’IL-7 ne 

dégage pas de différence significative selon le test de Mann et Whitney (p=0,82) 

entre les deux types de prélèvements 

Ainsi, lors d’addition d’IL-2 et d’IL-7, la viabilité des LcT issus de CSP est comparable 

à celle observée pour les CMN. 
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Figure 23 : Évolution du ratio CD4+/CD8+ au cours de la culture de LcT supplémentée en 
IL-2 et IL-7. Représentation des valeurs médianes pour les 4 CSP étudiées et les 4 
prélèvements issus de CMN de sujets sains. 
 

Nous avons vérifié le respect global des proportions des cellules T CD4+ et CD8+ lors 

de l’ajout d’IL-2 et d’IL-7. La comparaison statistique par le test de Wilcoxon entre les 

ratios à J0 et J12 montre une différence non significative pour les CSP (p=0,75) ainsi 

que pour les CMN (p=0,50). 

 

En conclusion, l’ajout d’IL-2 et d’IL-7 lors d’une culture prolongée semble être 

indispensable. Cela nous permet de conserver une viabilité lymphocytaire acceptable 

(viabilité médiane de 73,6% des LcT initiaux) sans induire de prolifération ni modifier 

la répartition des populations lymphocytaires T majeures. 

 
 

4.2 ÉTUDE DE LA RÉPONSE ALLORÉACTIVE DES LYMPHOCYTES T EN 

SITUATION D’INCOMPATIBILITÉ EN ANTIGÈNES MAJEURS  

 

4.2.1 Suivi des numérations lymphocytaires au cours de la culture 

Pour la mise au point de notre test, notre protocole a été élaboré dans un premier 

temps sur des sujets HLA-incompatibles, l’alloréactivité dirigée contre les antigènes 

majeurs d’histocompatibilité étant plus importante et plus aisée à détecter. Pour 

l’ensemble de ces cultures, seule l’IL-2 a été ajoutée aux conditions basales de 

culture.  
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Après 11 jours de culture, 52% des lymphocytes T cultivés isolément sont 

considérés comme viables (médiane des numérations : 103.500 LcT). Sur le 

cytogramme, les cellules viables ont la taille/structure de LcT quiescents.  

 

Après culture prolongée avec des CD matures autologues ou allogéniques les 

lymphocytes T proliférent. Les cytogrammes montrent une augmentation de la taille 

et de la structure des lymphocytes T illustrant leur activation et prolifération. Celle-ci 

varie selon les sujets, et de manière attendue, est toujours nettement supérieure en 

condition d’incompatibilité en antigènes majeurs. La médiane des numérations en 

condition allogénique est de 2.240.590, celle de la culture autologue étant de 

930.000. Toutefois, en raison du faible nombre de cultures, ces valeurs ne sont pas 

significativement différentes selon le test de Wilcoxon (p=0,068). 

 

Figure 24 : Numération lymphocytaires à J11 pour les cultures des sujets 1 à 4. 
(A) Exemple représentatif de cytogrammes obtenus à J11 pour les cultures de LcT sans 
ajout de CD, pour les cultures autologues et allogéniques (MHA). Les puits ont été divisés 
par 2 pour les conditions autologues et allogéniques. (B) Numération en valeurs absolues 
des lymphocytes T stimulés par des CD autologues ou allogéniques (MHA) pour les 4 
cultures réalisées en mismatch. (C) Représentation de la médiane des numérations 
lymphocytaires à J11 pour les deux cultures avec stimulation par des cellules dendritiques. 
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4.2.2 Approche fonctionnelle par analyse de la sécrétion d’IFN-  

Des travaux antérieurs menés  au laboratoire ont montré que la mesure d’une 

réponse lymphoproliférative par thymidine tritiée n’est pas une méthode 

suffisamment sensible en situation d’alloréactivité aux antigènes mineurs. De ce fait, 

nous avons d’emblée privilégié une évaluation fonctionnelle de la réponse 

autoréactive et alloréactive basée sur l’analyse de la production d’IFN-  par 

ELISPOT.  

Pour ce faire, au terme de la co-culture, les cellules stimulées par des CD autologues 

ou allogéniques sont recueillies et exposées pendant 20 heures au stimulus initial ou 

à un autre stimulus pour quantifier la production spécifique d’IFN- .   

4.2.2.1  Analyse de la production d’IFN-  par les lymphocytes T stimulés par 
des cellules dendritiques autologues 

 

En raison de la prolifération lymphocytaire observée après culture prolongée en 

condition autologue, nous avons quantifié la production d’IFN-  lors d’une 

exposition finale de ces cellules à des cellules dendritiques autologues, allogéniques 

ou sans cellule dendritique. Cette quantification nous permet d’étudier la production 

d’IFN-  liée à l’autoréactivité.  

 

Nos résultats mettent en évidence une production d’IFN-  en ELISPOT que l’on peut 

qualifier de « spontanée » lorsque les LcT cultivés en condition autologue pendant 

11 jours avec de l’IL-2 ne sont pas réexposés à leur stimulus initial : condition Stim 

Auto/Expo=0 . Cette production spontanée est systématiquement soustraite aux 

autres conditions d’ELISPOT où il existe une exposition finale à des cellules 

dendritiques. Dans le cas d’une culture prolongée avec addition d’IL-2 seule, cette 

valeur est restée infime (maximum 10 spots, médiane à 0) 

 

Après stimulation prolongée par des CD autologues et leur exposition finale brève à 

ce même stimulus autologue Stim Auto/Expo=Auto , nous observons une production 

d’IFN-  avec un nombre médian de spots à 188 pour les 4 cultures. Cette valeur 

reflète la sécrétion d’IFN-  induite par l’activation et la différenciation in vitro de 

lymphocytes T autoréactifs. La sécrétion d’IFN-  par les lymphocytes T autoréactifs 

n’est pas significativement différente (p=0,25) de celle mesurée lorsque les 
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lymphocytes T sont exposés finalement à des cellules dendritiques allogéniques : 

nombre médian de spots=99 pour les puits Stim Auto/Expo=AlloMHA  (Figure 25.B). 

 

L’ensemble de ces résultats obtenus en situation autologue nous montre que 

l’exposition finale brève de cellules T à un stimulus relevant (CD autologues) ou 

irrelevant (CD allogéniques) permet de conclure au caractère spécifique ou non de la 

production d’IFN-  mesurée. 

Cette même stratégie sera employée pour analyser la spécificité de la production 

d’IFN-  après culture prolongée en situation allogénique. 

 

Figure 25 : Production d’IFN-  au décours d’une culture prolongée des LcT en condition 
autologue. (A) Images scannées des puits d’ELISPOT, exemple représentatif. Révélation 
après exposition brève (20h) de LcT issus d’une culture autologue à un stimulus ou pas. La 
valeur du puits de LcT non exposés à un stimulus est déduite des autres puits avec 
exposition aux CD autologues ou allogéniques. (B) Représentation de la production 

spontanée d’IFN-  par des lymphocytes stimulés par des CD autologues et exposés au 
stimulus initial ou à un stimulus différent. Le trait horizontal représente la médiane. La 
différence entre ces deux bruits de fond en nombre de spots est non significative (p=0,144) 
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4.2.2.2 Analyse de la production spécifique d’IFN-  après stimulation 
prolongée par des cellules dendritiques allogéniques (mismatch HLA) 

 

Après avoir observé une prolifération cellulaire importante dans les conditions de 

stimulation allogénique, on se propose d’évaluer la fonctionnalité des lymphocytes 

par test ELISPOT. 

 

Pour quantifier la production d’IFN-  spécifiquement engendrée par la réaction 

alloréactive des LcT envers des antigènes majeurs d’histocompatibilité, nous avons 

d’abord soustrait la valeur du puits Stim Allo MHA/Expo=0  aux autres conditions 

testées.  

 

Ensuite, pour l’analyse de la réponse effectrice spécifique aux antigènes majeurs 

d’histocompatibilité nous avons comparé la sécrétion d’IFN-  des LcT stimulés et 

exposés aux MHA à la production d’IFN-  de ces même LcT exposés à des CD 

autologues correspondant au bruit de fond non spécifique. 

L’étude des 4 sujets montre une différence nette entre le nombre de spots pour les 

conditions Stim Allo MHA/Expo= Allo MHA : médiane=444  et Stim Allo MHA/Expo= 

Auto : médiane=17  (Figure 26.B). Cependant la comparaison des moyennes pour 

ces deux conditions est non significative selon le test de Wilcoxon (p=0,068) devant 

la faiblesse statistique de l’échantillon étudié (n=4). 

 

Au total, l’évaluation de la réponse fonctionnelle spécifique aux MHA en IFN-γ est 

calculée après soustraction du nombre de spots obtenu en condition Stim Allo 

MHA/Expo=Auto  à la condition Stim Allo MHA/Expo=Allo MHA . On observe que 

selon les sujets, on obtient une variabilité de cette réponse alloréactive spécifique 

avec un nombre de spots allant de 232 à 557 spots (Figure 26.C). 
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Figure 26 : Production d’IFN-  par les lymphocytes stimulés par des CD allogéniques 
(MHA). 
(A) Images scannées des puits d’ELISPOT, exemple représentatif. Révélation après 
exposition brève (20h) de LcT issus d’une culture allogénique à un stimulus ou pas. La 
valeur du puits des LcT non exposés à un stimulus sera déduite des autres puits avec 
exposition aux CD autologues ou allogéniques.  

(B) Réponse fonctionnelle en INF-  lors de l’exposition des LcT stimulés en condition 
allogénique (MHA) à des CD allogéniques ou autologues. Le trait horizontal représente la 
valeur médiane.  

(C) Production spécifique d’IFN-  relative à l’effet des antigènes majeurs d’histocompatibilité 

(MHA) pour chaque sujet étudié: Réponse spécifique en nombre de spots = puits Stim Allo 

MHA/Expo= Allo MHA  – puits Stim Allo MHA/Expo=Auto . 
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4.3 ÉTUDE DE LA RÉPONSE ALLORÉACTIVE DES LYMPHOCYTES T EN 

SITUATION D’INCOMPATIBILITÉ EN ANTIGÈNES MINEURS 

 

4.3.1 Suivi des numérations lymphocytaires au cours de la culture 

Devant les résultats obtenus lors de l’étude de la viabilité des lymphocytes T après 

culture prolongée (cf 4.1), nous avons ajouté de l’IL-2 et de l’IL-7 pour l’ensemble 

des cultures testant l’alloréactivité aux antigènes mineurs. 

 

Après 11 jours de culture avec ajout d’IL-2 et d’IL-7, 84% des lymphocytes T cultivés 

isolément sont considérés comme viables (médiane des numérations à J11: 

168.182 LcT). Sur le cytogramme, la majorité des lymphocytes T conserve une 

taille/structure de cellules quiescentes. 

 

Après co-culture prolongée, nous observons une prolifération des LcT stimulés avec 

des CD matures, aussi bien en condition autologue qu’en condition allogénique. Les 

cytogrammes montrent une augmentation de la taille et de la structure des 

lymphocytes T illustrant la prolifération dans chacune des conditions (Figure 27.A).  

 

Les numérations sont très hétérogènes selon les sujets étudiés et ne permettent pas 

d’objectiver une prolifération plus importante dans la condition d’alloréactivité dirigée 

contre les antigènes mineurs. La figure 27.B montre que pour certains sujets la 

prolifération en condition autologue est équivalente voire supérieure à celle des LcT 

sensibilisés par des CD allogéniques. La différence entre les moyennes des 

numérations pour les 2 conditions de co-culture est non significative (p=0,16) selon 

le test statistique de Wilcoxon (Figure 27.C). 

Ainsi, l’étude de la réponse alloréactive aux antigènes mineurs par la numération 

lymphocytaire ne met pas en évidence une prolifération plus intense comparée à la 

réponse autoréactive. 
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Figure 27 : Numération lymphocytaire à J11 pour les 8 cultures HLA-identiques. 
(A) Exemple représentatif des cytogrammes obtenus à J11 pour les cultures de LcT sans 
ajout de CD, pour les cultures autologues et allogéniques (mHA). Les cytogrammes sont 
obtenus sans division préalable des puits de culture. (B) Numération en valeurs absolues 
des lymphocytes T stimulés en conditions autologues et allogéniques (mHA) sur les 8 
cultures réalisées en conditions HLA-identiques (Couples A à D). (C) Représentation de la 
médiane des numérations lymphocytaires à J11 pour les deux cultures avec stimulation par 
des cellules dendritiques. 

 

4.3.2 Approche fonctionnelle par analyse de la sécrétion d’IFN-  

Comme pour l’étude de l’alloréactivité aux antigènes majeurs, nous avons étudiés 

par ELISPOT IFN-  l’effet des antigènes mineurs sur la réactivité lymphocytaire pour  

4 couples HLA-identiques.  

4.3.2.1  Analyse de la production d’IFN-  par les lymphocytes T stimulés par 
des cellules dendritiques autologues 

 
Devant une prolifération lymphocytaire importante en condition de culture autologue 

avec addition d’IL-2 et d’IL-7, nous avons à nouveau évalué le nombre de cellules 

productrices d’IFN-  après stimulation autologue prolongée. 
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Pour évaluer la spécificité de la production d’IFN-  par les lymphocytes T vis-à-vis 

des auto-antigènes présentés par les CD autologues, les cellules productrices d’IFN-

 sont, au terme de la culture prolongée, exposées pendant 20 heures soit à des CD 

autologues, soit à des CD allogéniques en antigènes mineurs. 

Nos résultats révèlent un nombre médian de spots de 347 et de 348 après exposition 

finale à des CD autologues ou allogéniques respectivement (Figure 28).  

Ceci nous permet de conclure que les cellules productrices d’IFN-  recueillies à la fin 

de cette culture ne sont pas des cellules répondant spécifiquement aux auto-

antigènes mais des cellules T activées produisant de l’IFN-  de manière non 

spécifique au terme d’une culture prolongée en présence de CD autologues. 

 

 
Figure 28 : Numération de cellules T productrices d’IFN-  par ELISPOT après stimulation en 
condition autologue en milieu additionné d’IL-2 et d’IL-7. 
Le trait horizontal représente la médiane. La différence entre ces deux expositions finales en 
nombre de spots est non significative (p=0,39). Pour les 8 cultures avec CD autologues, la 

quantification des spots d’IFN-  est réalisée après une exposition brève à des CD autologues 

Stim Auto/Expo=Auto  ou allogéniques Stim Auto/Expo=Allo mHA  avec mismatch en 
antigènes mineurs. 
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Ainsi, comme après une culture prolongée en IL-2 seule (nombre médian de spots 

d’IFN-  à 188), il existe en présence d’IL-2 et d’IL-7 une production non spécifique 

d’IFN-  mais cette fois plus importante (nombre médian de spots d’IFN-  à 347). 

Au total, ces résultats montrent que la comparaison de deux sources antigéniques 

différents pour l’exposition finale lors du test ELISPOT IFN-  est une approche 

indispensable pour conclure ou non à la spécificité de la production d’IFN-  

observée. 

Ce raisonnement est appliqué pour la recherche d’une réponse allogénique 

spécifique aux antigènes mineurs par mesure des cellules productrices d’IFN-  en 

ELISPOT. 

4.3.2.2  Analyse de la production d’IFN-  spécifique après stimulation 
allogénique prolongée avec mismatchs mineurs (mHA)  

 
 

Comme pour les cultures menées en mismatch en antigènes majeurs, nous avons 

évalué le nombre de spots pour les puits Stim Allo mHA/Expo=0  qui illustre la 

sécrétion résiduelle d’IFN-  par des LcT sans exposition finale brève à des 

antigènes. Cette production spontanée d’IFN-  est systématiquement soustraite aux 

deux autres conditions d’ELISPOT (exposition finale à des CD autologues ou 

allogéniques). 

 

Pour l’analyse de spécificité de la réponse aux antigènes mineurs, nous avons 

comparé pour les 8 cultures HLA-identiques la sécrétion en IFN-  des LcT stimulés 

aux mHA et exposés, lors de l’ELISPOT, soit à des CD allogéniques soit à des CD 

autologues. Nos résultats montrent une différence du nombre de spots entre les 

conditions Stim Allo mHA/Expo=Allo mHA  et Stim Allo mHA/Expo=Auto , médiane 

à 408 et 340 respectivement (Figure 29.B). La comparaison des moyennes entre ces 

deux conditions selon le test de Wilcoxon (p=0,025) montre une différence 

significative entre les deux conditions d’exposition finale et permet de conclure à une 

activation et une différenciation spécifique d’un contingent de cellules T par des 

alloantigènes mineurs. 
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Figure 29 : Production d’IFN-   au décours d’une culture prolongée de LcT en condition 
allogéniques (mHA). 
(A) Images scannées des puits d’ELISPOT, exemple représentatif. Révélation après 
exposition brève (20h) de LcT issus d’une culture allogénique à un stimulus ou pas. La 
valeur du puits de LcT non exposés à un stimulus est déduite des autres puits avec 
exposition aux CD autologues ou allogéniques. 

(B) Réponse fonctionnelle en INF-  lors de l’exposition des LcT stimulés en condition 
allogénique (mHA) à des CD allogéniques ou autologues. Le trait horizontal représente la 
valeur médiane.  

 

 

Nous avons quantifié pour chacune des 8 cultures la réponse spécifique aux mHA 

par la soustraction du nombre de spots obtenu en condition Stim Allo mHA/Expo= 

Auto  à la condition Stim Allo mHA/Expo=Allo mHA . 
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Le calcul du nombre de spots attribuable à la réponse spécifique aux mHA permet de 

distinguer deux nuages de points: le premier regroupe les valeurs les plus élevées 

67 à 120 spots  encadrant la valeur médiane de l’ensemble des 8 cultures, l’autre 

est composé de 3 valeurs faibles voire négatives -5 ;1 ;18 . On définit ainsi deux 

groupes de sujets répondant différemment aux antigènes mineurs en se basant sur 

cette évaluation fonctionnelle. Le groupe 1 est considéré comme fortement 

répondeur et comprend 5 sujets. Le groupe 2 comprend 3 sujets (soit 37,5% des 

volontaires étudiés), pour ces puits la réponse spécifique aux antigènes mineurs est 

faible voire nulle en ELISPOT (Figure 30). 

 

 

Figure 30 : Étude de la production spécifique d’IFN-  après stimulation allogénique 
prolongée avec mismatchs mineurs (mHA) pour les 8 cultures HLA-identiques. La production 

d’IFN-  spécifique (en nombre de spots) est obtenu par soustraction de la valeur en condition 

Stim Allo mHA/Expo=Auto  à celle de la condition Stim Allo mHA/Expo=Allo mHA . 
 
 

Il existe une différence statistiquement significative entre le nombre de spots moyen 

du groupe 1 et du groupe 2 (Test de Mann et Withney, p=0,036).  

On peut donc au sein d’un groupe de sujets HLA-identiques distinguer deux groupes 

de sujets selon leurs capacités à développer une réponse alloréactive en antigènes 

mineurs en évaluant celle-ci par la production d’IFN-  en ELISPOT. 
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Figure 31 : Réponse spécifique aux mHA évaluée par la sécrétion d’IFN-  en fonction des 
groupes de sujets. La comparaison des moyennes entre les deux groupes est 
significativement différente (p=0,036). Le trait horizontal représente la valeur médiane. 

Groupe 1 : réponse spécifique aux mHA évaluée en nombre de spots d’IFN-  avec valeurs 

élevées(n=5) ; Groupe 2 : réponse spécifique aux mHA évaluée en nombre de spots d’IFN-  
avec valeurs faibles voire nulles (n=3) 

 
 

Nous avons finalement quantifié selon ce même mode de calcul la production 

spécifique d’IFN-   obtenues en mismatch HLA (4 cultures) et en condition HLA-

identique (8 cultures). 

Les cultures des sujets 1 à 4 menées en situation HLA-incompatible (illustré en bleu) 

possèdent une réponse en nombre de spots supérieure à celle obtenue en 

incompatibilité en antigènes mineurs (8 cultures, illustration en rouge) (Figure 32.A). 

De manière attendue, la réponse aux antigènes majeurs d’histocompatibilité est 

significativement supérieure (p=0,007) (Figure 32.B). 
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Figure 32 : Comparaison des réponses spécifiques envers les antigènes majeurs 
d’histocompatibilité et les antigènes mineurs. (A) Variabilité de la réponse fonctionnelle 

spécifique en IFN-  selon les sujets et la nature des antigènes étudiés. (B) Représentation 
statistique des réponses spécifiques selon la nature des antigènes impliqués dans 
l’alloréactivité lymphocytaire. Le trait horizontal symbolise la valeur médiane en nombre de 
spots/100.000 LcT. 
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5 DISCUSSION  

 

L’objectif de cette étude était d’élaborer un test in vitro prédictif de l’effet GvH pour 

des couples Donneurs/Receveurs HLA-identiques reposant sur un modèle de 

réaction lymphocytaire mixte (MLR).  

 

L’utilisation du principe de la réaction lymphocytaire mixte dans l’allogreffe de CSH 

n’est pas nouvelle. Ce modèle in vitro de la réaction allogénique in vivo a été utilisé 

autrefois pour prédire la compatibilité d’un couple Donneur/Receveur. Dans les 

années 80, les typages HLA (A,B,C,DR) étaient réalisés par sérologie. Ils étaient loin 

de distinguer l’ensemble des incompatibilités en antigènes majeurs97. Ainsi la MLR 

permettait d’évaluer la survenue d’une GvH par l’analyse de la prolifération 

lymphocytaire du donneur lors de la mise en culture avec des cellules du receveur 

irradiées. De même, le rejet de greffe était modélisé par l’alloréactivité des 

lymphocytes du receveur envers des cellules du donneur irradiées. Cependant, cette 

technique fût abandonnée du fait de la difficulté d’interprétation et devant les progrès 

des typages HLA réalisés en biologie moléculaire. Rappelons qu’aujourd’hui grâce 

aux outils de biologie moléculaire, le typage HLA allélique sans ambiguïté est requis 

pour le HLA-A,B,C,DR et DQ. 

Au plan technique, les modalités d’étude de la MLR étaient limitées. L’isolement des 

lymphocytes T n’était pas envisageable98 et la culture était réalisée sur une durée 

courte de 6 jours, la viabilité cellulaire ne pouvant être préservée au delà de cette 

période faute d’ajout de cytokines. De même, la possibilité de développer une 

réaction lymphocytaire mixte sensibilisée par des cellules dendritiques n’était alors 

pas envisageable car la différenciation des monocytes circulants en CD matures 

n’était pas maitrisée. Enfin, l’évaluation de l’alloréactivité lymphocytaire était basée 

sur la seule mesure de la prolifération, le plus souvent en thymidine tritiée, technique 

peu sensible.  

Ainsi, l’idée d’évaluer le degré d’alloréactivité lymphocytaire par ce modèle était 

séduisante à l’époque mais n’a pu aboutir, faute d’outils permettant de sensibiliser la 

MLR et de quantifier la réponse aux antigènes en dehors d’une approche de la 

réponse proliférative par thymidine tritiée.  
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Comme nous l’avons expliqué en introduction, nous sommes en pratique toujours 

confrontés au risque de survenue d’une réaction de GvH lors d’une allogreffe de 

CSH malgré le respect de la compatibilité HLA en antigènes majeurs entre les 

couples Donneur/Receveur.  

Si une GvH de grade I n’est en général pas problématique et même un signe indirect 

d’une possible réaction de GvL, la survenue d’une GvH aiguë de grade élevé 

demeure un des problèmes majeurs en allogreffe de CSH. 

Ainsi, devant le manque d’outils permettant de prédire la survenue d’une GvH aiguë 

chez les greffés, notre équipe se propose de quantifer la réponse alloréactive aux 

antigènes mineurs (mHA) pour des couples HLA-compatibles en modélisant la 

réaction par une approche in vitro. Notre objectif est de standardiser un modèle de 

culture prolongée basé sur une réaction mixte lymphocytaire sensibilisée (MLDCR) 

en s’appuyant sur des techniques modernes et sensibles. À terme, par cette 

approche, nous souhaitons quantifier l’alloréactivité des cellules T du greffon 

(cellules répondeuses du donneur) en co-culture avec des cellules dendritiques 

matures du receveur (cellules stimulantes) lors de greffes HLA-identiques.   

 

La modélisation de la réaction de GvH par la MLDCR nous semble pertinente. Elle 

est  utilisée dans de nombreuses études à des fins d’immunothérapie99,100. En effet, 

les cellules dendritiques préalablement dérivées de monocytes circulants sont 

considérées comme les cellules les plus efficaces pour une présentation antigénique 

aux lymphocytes T du donneur 101,102. De plus, chez le receveur d’allogreffe de CSH, 

les cellules dendritiques résistant au conditionnement sont à l’origine du 

déclenchement de la GVH aiguë.  

Nous avons choisi de cultiver des lymphocytes T plutôt que des CMN pour centrer 

notre étude sur la réponse en évitant ainsi des biais d’interprétation de nos résultats 

liés à l’intervention potentielle de cellules NK. La MLDCR modélise ainsi les deux 

principaux acteurs cellulaires participant au mécanisme de GvH. De plus cette 

approche permet d’intégrer les lymphocytes T du donneur dont on sait que la 

composition en cellules T naïves et mémoires influence la survenue, la précocité et 

la gravité de la GvH aiguë 103. 
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Pour quantifier la réponse aux antigènes mineurs lors d’une MLDCR, nous avons 

opté pour la numération de cellules productrices d’IFN-  par technique ELISPOT. 

Ce choix a été orienté par les travaux de recherche antérieurs du laboratoire qui ont 

montré la faible sensibilité de la mesure de l’incorporation de la thymidine tritiée lors 

de la MLDCR en situation HLA-identique. De ces mêmes travaux et des données de 

la littérature96,104,105 s’est aussi dégagée la nécéssité d’une approche fonctionnelle 

par la technique ELISPOT après plusieurs stimulations antigéniques sur une période 

de culture prolongée. L’IFN-  est une cytokine produite par les LcT CD4+ Th1 et les T 

CD8+ différenciées, effecteurs mémoires et effecteurs terminaux surtout. Elle joue un 

rôle crucial dans la réponse innée et adaptative et constitue l’une des cytokines clés 

lors de la réaction de GvH et de GvL106. 

 

Le principe de la technique ELISPOT est la détection des cellules produisant une 

cytokine, au niveau unicellulaire. Ces tests sont d’une grande sensibilité dans la 

mesure où la cytokine cible est capturée directement autour de la cellule sécrétrice, 

avant qu’elle ne soit diluée dans le surnageant, capturée par les récepteurs de 

cellules adjacentes ou encore dégradée. Ceci rend les tests ELISPOT beaucoup plus 

sensibles que les mesures ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)  

conventionnelles. 

 

La synthèse de cytokines par les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ n’est pas 

constitutive. Elle nécessite quelques heures pour la reconnaissance de l’antigène par 

les lymphocytes T effecteurs mémoires (TEM) ou les effecteurs T terminaux (TEMRA) 

d’où la nécessité d’une réexposition brève (20h) à l’antigène pour déclencher une 

production d’IFN- . Dans le cas de la quantification de cellules T spécifiques 

productrices d’IFN-  générées in vitro après stimulation primaire et secondaire, 

certaines cellules T activées peuvent spontanément sécréter de l’IFN- . La 

réexposition brève à l’antigène permet de sensibiliser le test. Cette sensibilisation 

doit préserver la spécificité de la réponse, aussi avons-nous systématiquement 

comparé la réponse ELISPOT des cellules T stimulées lors d’une réexposition à 

l’antigène cible ou à un antigène irrelevant. 

Enfin, pour faciliter la mise au point de notre protocole, nous avons testé l’efficacité 

de notre approche en situation d’incompatibilité en antigènes majeurs. Puis, nous 
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nous sommes placés secondairement en situation HLA-identique pour évaluer la 

pertinence de notre test à quantifier une réponse alloréactive aux antigènes mineurs. 

 

Pour la mise au point de notre modèle de MLDCR nous avons veillé à l’élaboration 

de différentes cultures contrôles, primordiales pour l’interprétation de nos résultats. 

 

Notre premier objectif était d’assurer une viabilité suffisante des lymphocytes T pour 

permettre de les cultiver isolément pendant 12 jours sans induire une prolifération 

cellulaire polyclonale non spécifique et sans modifier la répartition initiale T CD4+/T 

CD8+.  

En effet, notre étude a montré qu’en conditions basales de culture la mortalité des 

lymphocytes T est majeure quelle que soit la nature du prélèvement étudié (CMN ou 

CSP). De manière rassurante, les cellules T isolées à partir de CSP ont un 

comportement similaire aux cellules fraichement isolées du sang total d’adultes 

volontaires lorsque le prélèvement est acheminé rapidement au laboratoire (entre 1 à 

5 heures après l’injection). Ceci atteste de la viabilité des cellules T du donneur 

injectées au receveur. 

Nous avons choisi d’étudier les effets de l’ajout d’IL-2 et/ou d’IL-7. L’IL-2 est 

classiquement utilisée comme facteur de croissance pour favoriser la survie et la 

prolifération des cellules T in vitro. L’IL- 7 joue un rôle primordial sur l’homéostasie 

du compartiment lymphocytaire T et sur la survie des LcT naïfs et mémoires.  

Les effets de ces 2 cytokines sont très dépendants de la dose utilisée et de 

nombreux travaux rapportent leur usage à forte dose pour induire l’expansion ex vivo 

de ces catégories de cellules à des fins d’immunothérapie104. 

On utilise pour notre test de très faibles concentrations d’IL-2 et d’IL-7 par souci 

d’éviter une prolifération polyclonale non spécifique de nos cellules qui empêcherait 

toute tentative de discernement d’une réponse spécifique de faible amplitude telle 

qu’on l’imagine avec les antigènes mineurs. 

L’ajout conjoint d’IL-2 et d’IL-7 pour les deux types de prélèvements permet de 

maintenir une viabilité lymphocytaire satisfaisante sans induire dans la majorité des 

cas de lymphoprolifération (survie médiane de 73,6% des LcT initiaux) ni de 

modification du cytogramme. De plus, il n’y a pas d’impact sur la répartition des LcT 

CD4+ et T CD8+ au cours de la culture. 
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Seul un des sujets testés développe une réponse proliférative suite à l’ajout d’IL-2. 

Nous n’avons pas pratiqué au moment des prélèvements sanguins un 

immunophénotypage recherchant la présence de cellules T activées HLA-DR+ mais 

on peut penser que la présence d’un contingent de lymphocytes T activés in vivo a 

répondu in vitro à l’IL-2 en proliférant. 

 

Nous avons, à chaque fois étudié, dans les différentes conditions de culture testées 

(culture prolongée avec addition d’IL-2 seule ou d’IL-2 et d’IL-7) la réponse des 

cellules T vis-à-vis de cellules dendritiques autologues. L’objectif des cultures 

prolongées en présence de cellules dendritiques autologues avec exposititon finale 

brève aux mêmes CD autologues ou à des CD allogéniques était double : évaluer la 

sensibilté et la spécificité de notre outil mais aussi rationaliser notre façon de 

quantifier le nombre de cellules productrices d’IFN-  spécifiquement. 

 

Les MLDCR avec CD autologues montrent que la stimulation autologue des 

lymphocytes T induit une réponse proliférative comme l’indique les numérations 

lymphocytaires en fin de culture. Toutefois, au plan fonctionnel, la comparaison du 

nombre de cellules productrices d’IFN-  après réexposition brève aux mêmes CD 

autologues ou à des CD allogéniques permet de conclure à une production d’IFN-  

non spécifique inhérante à des lymphocytes T autoréactifs. On ne peut pourtant 

exclure un manque de sensibilité de notre test à quantifier une réponse autoréactive 

devant l’absence de différence significative du nombre de spots selon la nature des 

CD utilisées lors de la réexposition. 

 

L’équipe de Russell107 s’est particulièrement intéressée à ce phénomène 

d’autoréactivité lymphocytaire propre à la réaction de MLR. Cette activation est 

considérée comme variable avec les différences importantes selon les individus. Elle 

est provoquée par la sécrétion d’IL-2 des populations cellulaires stimulantes en 

réponse à un contact avec des CPA autologues. Ce phénomène d’activation est 

amplifié par l’ajout au milieu de culture de sérum AB décomplémenté, source 

d’antigènes étrangers. D’ailleurs, notre mise au point a été réalisée avec le même lot 

de sérum AB par souci de reproductibilité des résultats. L’étude propose d’utiliser 

des milieux sans ajout de sérum « serum free » mais ils ne donnent pas des 
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conditions de cultures satisfaisantes. Une autre solution serait de cultiver les cellules 

avec le sérum du sujet pour être en condition autologue stricte. Enfin, l’irradiation des 

cellules stimulantes semble minimiser cette autoactivation sans pour autant la faire 

disparaître. 

Il a été démontré que cette autoréactivité intrinsèque au principe de culture 

prolongée, n’a aucune incidence sur la survenue de GvH, sur le risque de rechute 

ainsi que sur la survie globale108. 

 

La réponse fonctionnelle des lymphocytes T vis-à-vis des antigènes majeurs 

d’histocompatibilité a été étudiée après deux stimulations des lymphocytes T par des 

CD allogéniques, puis exposition brève aux mêmes CD ou à des CD autologues. 

L’alloréactivité mesurée suite à une stimulation allogénique est très supérieure 

(médiane : 414 spots/105 LcT) lorsqu’on réexpose les cellules T à ce même stimulus. 

Cependant, la supériorité de la réponse du puits StimAllo MHA/Expo=Allo MHA  est 

considérée comme non significative comparée aux valeurs du puits Stim Allo 

MHA/Expo=Auto  (p=0,068) en raison de la petite taille de notre échantillon (n=4). 

Ainsi on met en évidence par ce modèle de culture, l’induction d’une réponse 

spécifique en IFN-  lors d’une incompatibilié en antigènes majeurs entre les cellules 

répondeuses et les cellules stimulantes. 

  

Devant l’efficacité du modèle expérimental en mismatch majeur, le protocole est 

testé sur quatre couples HLA-identiques volontaires issus de fratries afin d’étudier 

notre capacité à quantifier par ce test une réponse alloréactive aux antigènes 

mineurs. Nos résultats montrent que la production d’IFN-  par les lymphocytes 

stimulés à 2 reprises par des CD allogéniques (mHA) est significativement 

supérieure lors de leur exposition finale brève à ces mêmes antigènes mineurs  

(p=0,025, n=8). La réponse médiane spécifique en IFN-  dirigée contre les antigènes 

mineurs est de 85 spots/105 LcT. De manière attendue, le nombre de cellules T 

productrices d’IFN-  in vitro est inférieur à celui engendré par une incompatibilité en 

antigènes majeurs (p=0,007), l’incidence de la GvH aiguë étant directement corrélée 

au degré de disparité HLA.  Rappelons qu’une GvH aiguë survient dans 60 à 80% 

des cas en cas de donneur avec une compatibilité HLA 9/10109. 
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L’analyse détaillée de nos 8 cultures a permis de distinguer deux types de réponses 

en IFN-  (positive/faible ou nulle) pour les sujets HLA-identiques. Ainsi pour 37,5% 

de notre échantillon on constate une quasi-absence d’alloréactivité dirigée contre les 

mHA. Ces résultats préliminaires sont en phase avec les données cliniques qui 

indiquent, selon la littérature, que 40% à 60% des greffes HLA-compatibles ne vont 

pas induire de GvH chez le receveur. À l’inverse, si on extrapole pour les autres 

sujets testés la réponse importante en IFN- , ils seraient plus susceptibles de 

développer une réaction de GvH de grade élevé. 

Ces résultats préliminaires nécessitent d’être confrontés à la clinique lors de l’étude 

prospective qui sera menée par notre équipe dans les prochains mois sur des 

couples Donneur/Receveur compatibles. 

 

La réaction de GvH demeure la principale cause de morbidité et mortalité post-

allogreffe, même lors de compatibilité HLA 10/10. L’objectif de ce protocole est de 

prédire la survenue d’une GvH chez un receveur par une approche in vitro réalisée 

en parallèle de la greffe. Une étude prospective est indispensable pour démontrer 

une corrélation de nos résultats avec les observations cliniques.  

L’anticipation d’une GvH permettrait aux cliniciens de moduler le traitement 

immunosuppresseur. L’adaptation thérapeutique pour chaque patient basée sur 

l’allogénicité des antigènes mineurs permettrait de minimiser cette réaction néfaste 

tout en veillant à conserver un effet anti-tumoral. À l’heure actuelle, aucun traitement 

ne permet la prévention optimale de la GvH. Devant l’hétérogénéité des protocoles 

immunosuppresseurs en Europe, un groupe de travail tente d’élaborer des 

recommandations pour standardiser les pratiques110. À long terme l’étude de 

l’alloréactivité des cellules du donneur envers celles du receveur pourrait être un outil 

pour adapter les posologies en fonction des couples Donneur/Receveur. 

Les symptômes de GvH aiguë apparaissent en moyenne dans les 2 à 3 semaines 

post-greffe111. Notre protocole nécessitant des stimulations multiples et une culture 

prolongée, le rendu des résultats n’est envisageable qu’à J12 post-greffe. Ce délai 

s’explique par le souci d’isoler les lymphocytes T du donneur à partir de la CSP 

injectée à J0. Pour notre approche, ce raisonnement semble pertinent dans la 

mesure où il sera plus facile pour des donneurs non apparentés (souvent étrangers) 

d’isoler leurs lymphocytes sur le prélèvement de CSP. De plus, nous travaillons sur 

les cellules injectées au receveur, par souci d’obtenir un modèle de culture in vitro 
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s’approchant au maximum des réactions in vivo. 
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6 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 
L’ensemble de notre travail nous a permis de développer un test in vitro évaluant le 

degré d’alloréactivité des lymphocytes T d’un sujet vis-à-vis d’antigènes mineurs. 

Cette approche a d’abord été validée en situation HLA-incompatible sur quatre sujets 

volontaires pour s’assurer de la pertinence de notre modèle car l’alloréactivité est 

alors importante et facile à objectiver. L’étude de quatre couples HLA-identiques a 

ensuite permis de conclure à la possibilité de détecter chez certains sujets une 

réponse fonctionnelle spécifique aux antigènes mineurs par l’évaluation de la 

sécrétion d’IFN-  (technique ELISPOT).  

La mise en évidence de réponses variables selon les sujets (réponse positive/faible 

ou absente) permet de distinguer deux profils de réactivités assez similaires aux 

grades de GvH aiguë observés en clinique. L’application de ce test en prospectif 

avec un suivi clinique des receveurs de CSH HLA-identiques permettra de confronter 

les résultats obtenus avec ce test in vitro à la survenue ou non d’une GvH in vivo et 

son grade.  

 

Le typage de certains antigènes mineurs doit être réalisé pour l’ensemble de nos 

sujets HLA-identiques afin de compléter notre analyse. En effet, certains mismatchs 

en antigènes mineurs pourraient engendrer une alloréactivité lymphocytaire plus 

importante. Toutefois, nous n’avons pas observé de corrélation entre la réponse en 

IFN-  et le mismatch H-Y dans nos cultures.  

 

À ce stade de développement de notre test seule l’IFN-  a été étudiée. Nous nous 

proposons de compléter l’approche fonctionnelle par l’étude d’autres cytokines 

associées à des profils différents (Th1, Th2, Th17). Nous avons pris la précaution de 

congeler l’ensemble des surnageants des cultures HLA-identiques lors de notre 

étude pour mener à bien ces investigations complémentaires. 

 

L’évaluation de la capacité anti-tumorale des cellules T du greffon est l’autre objectif 

que nous aimerions poursuivre.  

Cet objectif pourrait s’appuyer également sur la réaction mixte lymphocytaire 

sensibilisée avec cette fois des cellules dendritiques présentant des antigènes 
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tumoraux. La préparation d’un lysat de cellules leucémiques du patient au moment 

du diagnostic pourrait constituer la source antigénique destinée à sensibiliser les 

propres cellules dendritiques du futur receveur.  L’activation des lymphocytes T du 

greffon induite par l’alloreconnaissance indirecte des antigènes tumoraux serait 

également évaluée par la sécrétion d’IFN-  spécifique. Cette réponse aux stimuli 

blastiques nous permettrait de modéliser in vitro l’effet GvL d’un greffon chez un 

receveur et de l’extrapoler à la probabilité de rechute du patient. Le protocole en est 

à ses balbutiements, la difficulté étant d’assurer une présentation efficace des 

antigènes blastiques par les cellules dendritiques. Néanmoins, nous disposons pour 

la réalisation de ce projet de données encourageantes de la littérature99,105,112. 

 

La finalisation à moyen terme de ces projets puis leur validation par une étude 

prospective menée en collaboration avec le service des Maladies du Sang du CHRU 

de Lille, permettraient dans l’idéal l’utilisation de ces outils comme aide à la stratégie 

de prise en charge des receveurs d’allogreffe de CSH.  
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