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INTRODUCTION 



Les déficits immunitaires regroupent des pathologies héréditaires caractérisées par un 

dysfonctionnement ou une absence de réponse immunitaire. Les bases moléculaires et génétiques 

de plus de 100 déficits immunitaires héréditaires différents ont été découvertes au cours de la 

dernière décennie permettant d'une part une meilleure connaissance du fonctionnement du 

système immunitaire et d'autre part de proposer un conseil génétique et un diagnostic pré-natal. 

Les déficits immunitaires héréditaires évoluent généralement vers des complications létales. Le 

seul traitement curatif existant à ce jour pour les déficits immunitaires héréditaires les plus graves 

est l'allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH). 

La première allogreffe de CSH pour un déficit immunitaire héréditaire (Déficit 

Immunitaire Combiné Sévère : SCID) a été réalisée en 1968 : il s'agissait d'une allogreffe de 

moelle osseuse à partir d'un donneur intra familial génoidentique du point de vue des antigènes 

d'histocompatibilité (HLA). Dans les premières années, seuls les patients possédant un donneur 

intra familial HLA génoidentique pouvaient bénéficier de ce traitement. A partir de 1981, 

l'introduction de la déplétion en lymphocytes T du greffon prévenant efficacement la survenue 

de la réaction du greffon contre l'hôte (GVHD) a permis de proposer la greffe de CSH à partir de 

donneurs intra-familiaux HLA partiellement identiques (haploidentiques). Enfin, l'inscription 

d'un plus grand nombre de donneurs volontaires sur les fichiers a conduit à réaliser beaucoup 

plus de greffes en situation HLA phénoidentique. Une étude a été publiée par l'équipe du Pr. 

Fischer en 2003, reprenant l'ensemble des allogreffes réalisées dans les déficits immunitaires 

entre 1968 et 1999, recensées sur le registre européen des allogreffes dans les Déficits 

Immunitaires (Antoine et al, 2003). Cette étude reprend 1082 greffes réalisées chez 919 patients 

(566 chez 475 patients SCID et 5 12 chez 444 patients atteints de déficits immunitaires autres que 

SCID). Nous ne rapporterons ici que les conclusions concernant les patients atteints de déficits 

immunitaires autres que SCID, puisque seuls ceux-ci peuvent être pris en charge sur Nancy. 

L'étude montre que les allogreffes en situation HLA phénoidentique donnent des résultats au 

immunitaire% autrês.que SCID, 'puis@e seGls ceux-ci peuvent %e pns en' charge suf ~ a n c y .  

L'étude montre que les allogreffes en situation HLA phénoidentique donnent des résultats au 

moins aussi satisfaisants que les allogreffes génoidentiques. En revanche, la survie après 

allogreffe haploidentique est significativement plus faible. La recherche d'un donneur non 

apparenté doit donc être privilégiée par rapport à une greffe haploidentique. De plus, les résultats 

des allogreffes haploidentiques ne se sont pas améliorés au cours du temps. Enfin, aucun rejet 

tardif associé à une rechute de la maladie n'est survenu, après un suivi d'au moins 20 ans. 

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés plus particulièrement à trois grands 

syndromes associant des déficits de l'immunité cellulaire à d'autres manifestations : le syndrome 

Hyper IgM, le syndrome de Wiskott Aldrich et le syndrome de DiGeorge. 



En effet, le service du Pr Bordigoni est spécialisé dans la prise en charge de déficits immunitaires 

héréditaires (DI) autres que SCID. A ce jour, ce service à la volonté de devenir Centre de 

référence régional des déficits immunitaires, ce qui aurait pour conséquence que tous les patients 

de la région Est, suspects de déficit immunitaire, soient adressés au Centre de Référence de 

Nancy. Parallèlement, le Pr. Bordigoni dirige l'Unité de Transplantation Médullaire et de 

Thérapie Cellulaire qui se situe dans les 5 premiers centres d'allogreffes français. En effet, le 

nombre d'allogreffes de CSH toutes indications confondues (hémopathies malignes et déficits 

immunitaires) réalisées au CHU de Nancy s'est considérablement accru au cours des 10 dernières 

années. Il est passé d'une vingtaine à plus de 40 allogreffes en 2006. Cette évolution correspond 

à un accroissement des indications des allogreffes de CSH notamment du fait de l'avènement des 

conditionnements non myéloablatifs mais également à un recrutement extra-régional des patients, 

et parfois international (Maroc, Algérie, Europe de l'Est). 

Parallèlement à cette évolution clinique, l'activité de l'Unité de Thérapie Cellulaire et de Tissus 

(UTCT) a également évolué. De plus, la législation s'est précisée avec la publication fin 1998 de 

la première version des Bonnes Pratiques de Thérapie Cellulaire. Ce référentiel a permis aux 

différentes unités de Thérapie cellulaire de mesurer les efforts à fournir pour répondre aux 

exigences de la loi. Le CHU de Nancy a fait le choix stratégique de développer cette activité en 

promouvant la construction de nouveaux locaux conformes aux textes de loi. L'activité de 

Thérapie cellulaire de l'UTCT, qui avait été autorisée par I'AFSSaPS en 2004, a été intégrée 

dans les nouveaux locaux à partir de Septembre 2005 et 1'AFSSaPS a renouvelé l'autorisation de 

production en Thérapie cellulaire dans ces nouveaux locaux en Juillet 2006. De plus, nous avons 

développé au sein de I'UTCT, un laboratoire d'Immunologie cellulaire qui réalise des tests 

fonctionnels mais également des tests spécifiques à chaque déficit immunitaire afin d'apporter 

une aide contributive au diagnostic des Déficits immunitaires. 

Etant données les activités réalisées au sein de I'UTCT, nous avons eu l'opportunité de 
.,- . . . . 

une Gde contribütive au'diagnostic des Déticiti immunitaires.' 

Etant données les activités réalisées au sein de I'UTCT, nous avons eu l'opportunité de 

contribuer au diagnostic et au traitement de patients présentant des déficits immunitaires 

héréditaires. Certains de ces cas ont fait l'objet de publications. 

Ce travail s'attache, à travers trois modèles de déficits immunitaires héréditaires 

différents, à montrer que la modification et l'adaptation des protocoles d'allogreffe aux 

caractéristiques propres à chaque DI, permet de prévenir les complications survenant au décours 

des greffes de cellules hématopoïétiques allogéniques. 

Nous nous sommes, dans un premier temps, intéressés aux complications infectieuses 

survenant après allogreffes de CSH et plus particulièrement en situation partiellement 



incompatible (phénoidentique ou haploidentique). Nous avons tout d'abord travaillé sur le 

modèle du syndrome lymphoprolifératif induit par le virus d'Epstein Barr (EBV). En effet, dans 

la majorité des cas, les lymphomes EBV qui surviennent après greffe de CSH sont d'origine du 

donneur. Or 1'EBV a la particularité de rester quiescent dans les lymphocytes B. Nous avons 

donc proposé de réaliser une déplétion en lymphocytes B du greffon afin de prévenir cette 

complication chez les patients atteints de Déficit Immunitaire. 

Puis, nous avons travaillé sur un modèle différent : celui de la cryptosporidiose chez les 

patients atteints d'HIGM liée à 1'X (ou HIGM 1). Dans ce contexte, cette infection engendre des 

complications de type cholangite sclérosante pouvant évoluer vers une insuffisance hépatique 

grave. Nous avons pu montrer que la mise en œuvre d'une allogreffe de CSH avant toute 

aggravation de la cryptosporidiose permettait de corriger le déficit immunitaire et surtout de 

guérir l'infection à Ctyptosporidium parvum. Nous avons participé à un travail collaboratif 

européen qui a été à l'origine de l'écriture de recommandations sur les allogreffes de CSH dans 

les HIGM 1. 

Nous nous sommes intéressés dans un second temps à une autre complication des 

allogreffes de CSH : la réaction du greffon contre l'hôte (GVHD). Cette complication est 

d'autant plus importante que les incompatibilités HLA entre donneur et receveur sont élevées. La 

stratégie couramment utilisée pour prévenir cette complication dans des cas d'incompatibilité 

HLA importante est la déplétion en lymphocytes T du greffon, actuellement obtenue par 

sélection positive CD34+. Nous illustrerons cet effet de prévention de GVHD à travers un cas de 

greffe de CSH CD34+ chez un patient atteint du syndrome de Wiskott Aldrich (WAS). Nous 

verrons grâce à ce modèle les limites de cette technique de sélection positive CD34. Nous 

présenterons ensuite une nouvelle approche de Thérapie cellulaire ayant pour objectif de 

préserver le capital en lymphocytes T du greffon en s'affranchissant de l'effet allo-réactif 
-- .. .- 

présenteiôns'erisuite une nouvelle approche de 'l'herapie cellulaire ayant pour 0bjectlt de 

préserver le capital en lymphocytes T du greffon en s'affranchissant de l'effet allo-réactif 

responsable de la GVHD. 

Enfin, nous nous sommes intéressés au modèle particulier du Syndrome de DiGeorge 

(DGS), et à la possibilité de n'administrer que les cellules d'intérêt chez les patients atteints d'un 

syndrome de DiGeorge complet (cDGS). En effet, dans cette pathologie, il a été montré que seuls 

les lymphocytes T après allogreffe présentaient un chimérisme majoritairement donneur, les 

autres lignées cellulaires étant d'origine receveur. De plus ces lymphocytes T ne provenaient pas 

d'une différenciation à partir des CSH injectées mais d'une expansion des lymphocytes T 

présents dans le greffon. Nous avons rapporté comment il a été possible de réaliser une greffe de 

cellules mononucléées du sang périphérique sans effet secondaire, en s'affranchissant du 



conditionnement. La simplification de ce protocole d'allogreffe présente l'avantage de pouvoir 

envisager de réaliser d'autres injections de cellules mononucléées du donneur en cas 

d'épuisement des lymphocytes T. 



Première partie : 
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 



Nous allons nous intéresser tout d'abord aux développements récents concernant trois 

grands syndromes associant des déficits de l'Immunité cellulaire à d'autres manifestations. Selon 

la cause de ces syndromes, le seul traitement curatif du Déficit Immunitaire à ce jour est la greffe 

de cellules allogéniques. Ces trois grands syndromes sont : 

- les Syndromes Hyper IgM appelés plus récemment les Défauts de Commutation 

isotypique 

- le Syndrome de Wiskott Aldrich 

- le Syndrome de DiGeorge 

Nous ferons un exposé des connaissances récentes sur les mécanismes de ces déficits 

Immunitaires. 

Puis nous nous intéresserons aux protocoles d'allogreffes qui sont aujourd'hui préconisés dans 

ces trois modèles. Nous pourrons alors cibler les difficultés rencontrées dans ces protocoles 

d'allogreffes en fonction du déficit immunitaire. 



1- PRESENTATION DES TROIS SYNDROMES 

1-1- Syndromes Hyper IgM ou Défauts de Commutation isotypique 

Syndromes hyper-IgM (ou HIGM) sont responsables d'un déficit immunitaire primitif 

rare caractérisé par une diminution ou une absence des IgG, IgA et IgE, un taux normal ou 

augmenté d'IgM et souvent, une neutropénie associée. Le défaut de production 

d'immunoglobulines rend les patients affectés sensibles aux infections bactériennes récurrentes. 

Il s'agit principalement d'un déficit de l'immunité humorale mais où des composantes de 

l'immunité cellulaire peuvent être touchées. En effet, l'interaction entre lymphocytes T et les 

lymphocytes B est capitale pour la mise en place et la maturation de la réponse immunitaire 

humorale. 

La molécule CD40 Ligand exprimée par les lymphocytes T CD4+ activés interagit avec 

son récepteur CD40 exprimé par les lymphocytes B activés par l'antigène, engendrant ainsi des 

signaux clés pour la prolifération et la différenciation des lymphocytes B, au sein des organes 

lymphoïdes secondaires. Suite à ces signaux, des centres germinatifs sont générés. Ces centres 

germinatifs constituent un microenvironnement hautement spécialisé requis pour l'étape de 

maturation finale des lymphocytes B soit vers des cellules mémoires soit vers des plasmocytes 

sécrétant des anticorps de haute affinité. Des évènements fondamentaux pour la maturation de la 

réponse humorale surviennent dans les centres germinatifs : 

- les Hypermutations somatiques correspondant à une accumulation massive de 

mutations dans l'exon codant pour la région variable. Ce processus a pour conséquence la 

génération d'anticorps de haute affinité pour l'antigène en permettant la sélection des cellules B 

exprimant à leur surface une immunoglobuline de haute affinité. 

- la Commutation isotypique qui remplace les exons codant pour la partie constante de la 

chaîne lourde des immunoglobulines, ce qui a pour conséquence de déterminer les fonctions 
r - - " 

- la Commutation isotypique qui remplace les exons codant pour la partie constante de la 

chaîne lourde des immunoglobulines, ce qui a pour conséquence de déterminer les fonctions 

effectrices des anticorps, notamment la fixation du complément. 

Ces deux évènements modifiant l'information génique sont critiques pour permettre une 

réponse humorale efficace. 

- la Mémorisation de la réponse immunitaire avec production de lymphocytes B 

mémoires de phénotype IgM+IgD+CD27+ permettant une réponse plus rapide lors d'une 

deuxième présentation de l'antigène. 

Le CD40 Ligand, se lie également au CD40 exprimé par les monocytes, les cellules dendritiques, 

les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules épithéliales. 



Plusieurs causes moléculaires sont aujourd'hui connues pour expliquer ces syndromes 

HIGM : 

- Les syndromes Hyper-ZgM causés par des défauts de la voie CD40-CD40 ligand 

O Syndrome hyper-IgM lié à 1'X (anciennement appelé HIGM 1) : il s'agit 

d'une mutation du gène codant pour le CD40 Ligand (ou CD1 54). 

O Déficit en CD40 (anciennement appelé HIGM 3) sur les lymphocytes B et 

autres cellules présentatrices d'antigènes (cellules dendritiques, monocytes). 

O XHM-ED, lié à 1'X (dvsplasie ectodermale anhvdrotique) 

- Les Défauts intrinsèques aux cellules B en commutation isotypique et en 

hypermutations somatiques : 

O Syndrome HIGM autosornique récessif (anciennement appelé HIGM 2) : il 

s'agit d'un déficit en activation-induced cytidine deaminase, une enzyme 

agissant sur le transcrit lors de la génération du mRNA (mRNA editing 

enzyme) et qui désamine une cytidine du mRNA d'une endonucléase 

impliquée à la fois dans la commutation isotypique et dans les hypermutations 

somatiques. Toutefois, AID agirait aussi directement sur l'ADN pour 

désaminer une cytidine en un Uracyle. A D  agirait sur les transcrits de l'ADN 

double brin contenant les séquences cibles de commutation isotypique et 

d'hypennutations somatiques. (Revy et al, 2000 ; Honjo et al, 2002). 

O Déficit en AID par mutations dans la région C-terminale : absence de 

commutation isotypique mais hypermutations somatiques non touchées (Ta et 

al, 2003). 

O Déficit en AID autosomique dominant (Imai et al, 2005). 

O Déficit en UNG i l  s'agit d'un déficit en Uracyle N glycosylase (Imai et al, 

2003 a). 

O Déficit en-UNG i l  s'agit d'un déficit en Uracyle N glyëosylase (Imai et al, 

2003 a). 

O Autres déficits non encore définis au plan moléculaire (anciennement 

appelé HIGM 4) : Le déficit moléculaire n'est pas encore identifié mais se 

situerait en aval de 1'AID et entraînerait un déficit en commutation isotypique 

mais pas en hypermutations somatiques (Imai et al, 2003 b ; Durandy et al, 

2003). 



Commutation 
lsotypique 

Hyper- muutions 

CENTRES GERMINATIFS 

Figure 1 : Représentation schématique de l'interaction CD40L-CD40 et de ses effets sur la 

maturation de la réponse immunitaire humorale (d'après Notarangelo et al, 2006) 

Seuls les syndromes Hyper-IgM causés par des défauts de la voie CD40-CD40 ligand 

peuvent être traités par allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Nous évoquerons dans 

ce travail uniquement les trois déficits immunitaires mentionnés ci-dessus qui ont pour point 

commun l'altération de la voie de signalisation CD40-CD40Ligand. 

A- SYNDROME HYPER-IgM LIE A 1'X (HIGM1) 

- MUTATIONS 

Le syndrome Hyper IgM lié à 1'X est lié à une mutation du gène codant pour le CD40 

- MUTATIONS - 

Le syndrome Hyper IgM lié à 1'X est lié à une mutation du gène codant pour le CD40 

ligand (CD40L, encore appelé Gp39 ou CD1 54), situé en Xq26. Le CD40L est une glycoprotéine 

membranaire de type II de 261 acides aminés principalement exprimée par les lymphocytes T 

CD4+ activés. Le CD40L est un membre de la superfamille du TNFa (Hollenbaugh et al, 1992). 

Le gène codant pour le CD40L est constitué de cinq exons et de quatre introns répartis sur 12 kb 

(Villa et al, 1994; Seyama et al, 1996). La perte de la fonction du CD40L est le plus souvent 

secondaire à des mutations spécifiques dans la région codant pour la protéine plutôt qu'à une 

expression aberrante du gène (Seyama et al, 1998). Les mutations observées ont souvent pour 



conséquence un défaut d'interaction fonctionnelle entre CD40L et CD40. Les mutations 

retrouvées sont les suivantes (Notarangelo et al, 1996): 

O mutations faux-sens localisées principalement (mais non exclusivement dans 

la région extra-cellulaire 3'codant pour le domaine de liaison au CD40 (dans 

39.5% des cas). 

O délétions d 'une base (1 6.3%) 

O insertions ( 1 0.5%) 

O délé tions importantes (3.5%) 

O mutations non-sens (18.6%) 

O défaut de site d 'épissage (9.3 %) 

bomaine 
trcmsmembrianaire 

bomaine extracellulaire 
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Mutation non sens 
Mutation faux sens 

i Insertion avec décalage du cadre de lecture 

ri Insertion sans décalage du cadre de lecture 

A Délktion avec décalage du cadre de lecture 

A Dilition sans décalage du cadre de lecture 

* Mutation sur site d'lpissagc 
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Figure 2 : Représentation schématique du gène du CD40L et des mutations identifiées chez 

les patients européens atteints d'un syndrome hyper IgM lié à 1'X (d'après Notarangelo et al, 

2006) 



Les garçons sont exclusivement touchés par cette pathologie bien qu'un déficit d'expression en 

CD40L a été décrit chez une petite fille qui présentait une forme partielle secondaire à un biais de 

lyonisation du chromosome X (De Saint Basile et al, 1999). Un second cas de déficit 

d'expression de CD40L chez une petite fille a été récemment rapporté dans la littérature (Imai et 

al, 2006). Il s'agit d'une translocation réciproque entre le chromosome X et le chromosome 14 

avec un point de cassure se situant dans l'intron 4 du CD40L et une inactivation du chromosome 

X normal. Selon les auteurs, le chomosome X ayant subi la translocation n'est pas inactivé afin 

d'éviter d'inactiver le bras long du chromosome 14 et de conduire à une monosomie 14q. 

Chez une minorité de patients, des mutations moins importantes, qui permettent un certain degré 

de liaison au CD40, sont associées à une évolution clinique moins sévère. 

- CONSEOUENCES SUR LA REPONSE IMMUMTAZRE 

Le défaut d'expression du CD40L empêche la constitution d'un répertoire secondaire 

d'anticorps ce qui a pour conséquences une synthèse quasi-exclusive d'IgM par absence de 

commutation isotypique, une absence de maturation d'affinité et une mémoire immunitaire 

faible. Cependant, les lymphocytes B sont intrinsèquement normaux et peuvent produire des IgG, 

IgA et IgE après activation in vitro par des agonistes du CD40 et les cytokines appropriées. 

Le défaut d'expression de CD40L à la surface des lymphocytes T a des conséquences 

également sur les interactions lymphocytes T- monocytes ou cellules dendritiques et perturbe la 

réponse immunitaire cellulaire ce qui engendre une susceptibilité accrue des patients aux 

infections opportunistes qui ne peuvent pas être prévenues par injections d'immunoglobulines 

intraveineuses (Durandy et al, 2001). 

Il a été rapporté, par ailleurs, que même dans le cas de déficit complet en CD40L' des 

lymphocytes B mémoires IgM+IgD+CD27+ bien que rares présentent des hypermutations 

somatiques (Weller et al, 2001). La présence de ces cellules suggère que les hypermutations 

lymphocytes B mémoires IgM+IgD+CD27+ bien que rares présentent des hypermutations 

somatiques (Weller et al, 2001). La présence de ces cellules suggère que les hypermutations 

somatiques peuvent se produire en l'absence de l'interaction CD40-CD40L. Cette sous- 

population B pourrait provenir de la zone marginale des cellules B de la rate qui présente le 

même phénotype. Chez la souris, il a été montré que cette sous-population B joue un rôle dans la 

réponse anticorps indépendante des lymphocytes T avec production d'anticorps contre les 

antigènes polysaccharidiques bactériens (Martin et al, 2000 et Fagarasan et al, 2000). 

CONSEO UENCES CLINIO UES 



Sur le plan clinique, les syndromes Hyper IgM liés à 1'X se manifestent dès la première 

année de vie par des infections récidivantes, notamment du tractus respiratoire, liées 

principalement à des germes tels que Pneumocystis jiroveci, Cryptosporidium panmm, 

leishmanies, histoplasmes, mycobactéries, bacilles gram négatifs et virus tels que les enterovirus, 

adenovirus et cytomegalovirus (Levy et al, 1997; Wilkenstein et al, 2003). 

De plus, ces patients sont plus fréquemment sujets à développer des néoplasies : 

lymphomes et cancers, notamment digestifs. En effet, les cholangiocarcinomes, les carcinomes 

hépato-cellulaires et les adénocarcinomes sont des complications fréquentes. Ces tumeurs 

surviennent plus souvent quand ces patients souffrent de cryptosporidiose (70% des cas), ou 

lorsqu'il y a une atteinte hépatique sévère et/ou prolongée (plus de 80% des cas). Cependant, 

elles peuvent ne pas être liées à une infection. Ceci peut s'expliquer par un mauvais contrôle 

immunitaire du processus tumoral du fait de l'interaction défectueuse entre cellules présentatrices 

d'antigènes et lymphocytes T. 

Enfin, des associations avec des pathologies auto-immunes sont fiéquemment décrites 

comme par exemple des arthrites, des thrombocytopénies, des anémies hémolytiques, des 

hypoparathyroïdies ou des néphrites. 

B- DEFICIT EN CD40 (HIGM3) 

Ferrari et al ont les premiers décrit trois patients de deux familles consanguines présentant un 

syndrome hyper IgM avec des infections bactériennes et opportunistes comme dans le syndrome 

hyper IgM lié à I'X (Ferrari et al, 2002). A ce jour, 4 familles sont décrites avec un déficit en 

CD40 (Kutukculer et al, 2003 ; Notarangelo et al, observations non publiées). Dans tous les cas, 

la transmission est autosomique récessive. L'absence de commutation isotypique n'est pas 

consécutive à un défaut d'expression de CD40 ligand. Ni les lymphocytes B, ni les monocytes 
. - - . - .  . . .. .. . . - - a -  

la transmission est autosomique récessive. L'absence de commutation isotypique n'est pas 

consécutive à un défaut d'expression de CD40 ligand. Ni les lymphocytes B, ni les monocytes 

des patients n'expriment le CD40 à cause de mutations sur les deux allèles du gène du CD40. 
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Figure 3 : Représentation schématique du gène du CD40 et des mutations identifiées chez 

les patients européens atteints d'un déficit en CD40 (d'après Notarangelo et al, 2006) 

Les conséquences sur la réponse immunitaire et le phénotype clinique des patients atteints 

d'un syndrome Hyper-IgM lié à 1'X ou d'un déficit en CD 40 est identique. 

C- XHM-ED : DYSPLASIE ECTODERMALE ANHYDROTIQUE LIEE A L'X 

La dysplasie ectodermale anhydrotique peut résulter de mutations au niveau du gène du 

récepteur de l'ectodysplasine (DL) ou du gène de l'ectodysplasine (EDI ou EDA) et est 

caractérisée par l'absence ou l'hypoplasie des cheveux, des dents et des glandes sudatives. Ces 

mutations ne sont pas associées à un déficit immunitaire. Dans le cas de la dysplasie ectodermale 

anhydrotique liée à l'X, ces mutations ne sont pas impliquées et un déficit immunitaire est 

associé. Il s'agit d'un syndrome hyper-IgM lié à 1'X avec dysplasie hypohydrotique de 

&f(if"derrqaGC~&aa.l~x,- ecS "i~tim+eiÀ J fiew&5R m i p I ~ g ~ e e d t  r m w I m  crin L m 1  et di. 

associé. Il s'agit d'un syndrome hyper-IgM lié à 1'X avec dysplasie hypohydrotique de 

l'ectoderme. Sa fréquence est estimée à 1 sur 250 000 naissances de garçons en vie (Orange et al, 

2004). Enfin, il existe une dysplasie ectodermale anhydrotique de transmission autosomique 

dominante (AD-EDA-ID), associée à un déficit immunitaire sévère (Courtois et al, 2003). 

- MUTATIONS 

XHM-ED est dû à des mutations hypomorphiques du gène du modulateur essentiel du facteur 

de transcription NF-KB (Nuclear Factor KB) : NEMO ou IKKy, situé en Xq28 (Zonana, et al, 

2000 ; Jain et al, 2001 ; Doffinger et al, 2001 ; Ku et al, 2005). La transmission est autosomique 

récessive. Le gène NEMO est composé de 4 régions principales dont l'une code pour un domaine 



en doigt de zinc (domaine clé des intéractions protéine-ADN) sur laquelle est retrouvée la 

majorité des mutations, bien qu'il y ait quelques mutations ponctuelles sur les autres domaines 

(Orstavik et al, 2006). 

Figure 4 : Représentation schématique du géne de NEMO et des mutations identifiées chez 

36 patients atteints d'un XHM-ED de par le monde (d'après Ku et al, 2005). La région codante 

s'étend de l'exon 2 à l'exon 10, avec 4 régions codant pour les domaines principaux de la protéine: domaines CC1 et 

CC2 (CC : coil-coiled, codant pour 2 hélices a enroulées l'une autour de l'autre), domaine Leucine Zipper (LZ) et 

domaine en doigt de zinc (ZF). 

La mutation la plus fréquemment décrite dans la région codant pour le domaine en doigt 

de zinc est C417R qui entraîne un blocage complet de la production d'anticorps spécifiques 

(Doffinger et al, 2001 ; Jain et al, 2001 ; Orange et al, 2004). Cependant, d'autres mutations dans 

ce domaine permettent la production de certains anticorps spécifiques. Par ailleurs, les mutations 

dans le domaine Leucine Zipper, laissant le domaine en doigt de zinc intact engendrent un déficit 

immunitaire sans affecter le développement ectodermique. Enfin, les mutations affectant les sites 

d'épissage conduiraient à un phénotype clinique plus clément (Uzel et al, 2005). 

immunitaire sans affecter le développement ectodermique. Enfin, les mutations affectant les sites 

d'épissage conduiraient à un phénotype clinique plus clément (Uzel et al, 2005). 

Dans l'AD-EDA-ID, c'est le gène codant pour la protéine 1 - K B ~ ,  inhibiteur de NFKB, qui est 

muté (Ku et al, 2005). La seule mutation décrite à ce jour a pour conséquence l'absence de 

phosphorylation de 1 - K B ~  et le blocage de sa dégradation secondaire (Courtois et al, 2003). 



- CONSEOUENCES SUR LA REPONSE IMMUNITAIRE 

NEMO (ou IKKy) se lie à deux enzymes IKKa et IKKP (deux protéines kinases) pour former 

le complexe IKK. NEMO ne possède pas d'activité enzymatique par lui-même mais il joue le 

rôle de support pour les autres IKK. La transduction du signal transmis par plusieurs couples 

ligands-récepteurs est assurée par NFKB. 

Si l'on s'intéresse au couple CD40L-CD40, l'interaction du ligand et de son récepteur induit 

l'activation de TRAF6 (TNF receptor-associated with factor 6), protéine intracellulaire associée 

au CD40, qui induit à son tour l'activité kinase du complexe IKK qui phosphoryle et dégrade 

l'inhibiteur de NF-KB : 1 - K B ~ .  NF-KB ainsi libre peut être transloqué dans le noyau où il initie la 

transcription de plusieurs gènes cibles impliqués dans la commutation isotypique et les 

hypermutations somatiques. Parmi les gènes dont les produits jouent un rôle dans la commutation 

isotypique et dont l'expression n'est pas induite après activation par le CD40L chez les patients 

atteints d'XHM-ED, il y a LYLI (impliqué dans le recrutement d'une enzyme permettant la 

recombinaison au cours de la commutation isotypique), MREll  et RAD 50 (impliqués dans les 

clivages d'ADN double brins) et LIG4 (impliqué dans la réparation de l'ADN) (Jain et al, 2004). 

Le défaut d'activation du facteur NEMO dans le syndrome XHM-ED est à l'origine d'un 

déficit de l'immunité humorale et cellulaire. En effet, il empêche la transcription des gènes 

d'immunoglobulines dans les lymphocytes B. Les taux d'immunoglobulines sont variables avec 

souvent une nette diminution des IgG, une augmentation des IgM et une absence d'anticorps 

anti-polysaccharides. On observe une absence complète de cellules B mémoires et un phénotype 

immature : IgD+CD27-. Chez les patients présentant une mutation dans le domaine en doigt de 

zinc, il a été observé une absence d'hypermutations somatiques et de commutation isotypique, ce 

qui peut s'expliquer par le rôle critique de ce domaine dans l'activation de NFKB médiée par le 

CD40 (Jain et al, 2004). 

L'immunité cellulaire est perturbée puisqu'il n'y a pas de sécrétion d'IL12, ni de TNFa par 
qui peut s'expliquer par ie roie critique ae  ce aomaine aans i.acrivation ae  l u r ~ l j  meaiee par ie 

CD40 (Jain et al, 2004). 

L'immunité cellulaire est perturbée puisqu'il n'y a pas de sécrétion d'IL12, ni de TNFa par 

les monocytes et les cellules présentatrices de l'antigène en réponse à une stimulation par le 

lipopolysaccharide, ligand du Toll Like Receptor 4 (TLR 4). De plus, la cytotoxicité NK est 

perturbée. On voit que le déficit immunitaire résulte également d'une altération de l'activation de 

NEMO en réponse aux signaux transmis par les TLRs, le récepteur de l'IL1 et le récepteur du 

TNFa. 

En conséquence, le déficit immunitaire d'XHM-ED est une combinaison d'une perturbation 

de l'immunité innée et d'une déficience de l'immunité acquise du fait d'une altération de la 



signalisation médiée par NFKB, facteur de transcription commun à plusieurs couples ligands- 

récepteurs (Uzel, et al, 2005). 

Dans l7AD-EDA-ID, le déficit immunitaire est beaucoup plus sévère avec une absence de 

lymphocytes T mémoires et une réponse proliférative altérée des lymphocytes T au CD3 et aux 

antigènes. 

L'association avec une dysplasie ectodermale chez ces patients est due à un signal défectueux 

via le récepteur de l'ectodysplasine (DL) exprimé sur les tissus dérivés de l'ectoderme et 

appartenant comme le CD40 à la superfamille des récepteurs de TNF, qui dépend également de 

NEMO et du facteur de transcription NF-KB. 

- CONSEQUENCES CLINIQUES 

Les patients sont victimes d'infections récidivantes, parfois mortelles, à bactéries pyogènes 

encapsulées (Haemophilus injluenzae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus). Ces 

infections affectent non seulement les tissus périphériques (peau, tractus respiratoire, tractus 

digestif) mais également les organes profonds (par exemple : foie, os). Des infections à 

mycobactérie atypiques (par exemple : Mycobacteriurn aviurn) sont souvent retrouvées dans les 3 

premières années de vie. Des infections virales (notamment à Herpes simplex virus ou à 

Cytomégaiovirus) et des infections fongiques à germes opportunistes (principalement à 

Pneurnocystis jiroveci) ont également été observées. Ces patients ont une prédilection pour les 

méningites et les sepsis sévères. A coté du déficit immunitaire, la dysplasie ectodermique se 

manifeste par une hypotrichose ou une atrichose avec des cheveux clairsemés, des malformations 

dentaires (incisives coniques) engendrant un faciès caractéristique et une absence presque 

complète de sudation. 

dentaires (incisives coniques) engendrant un faciès caractéristique et une absence presque 

complète de sudation. 

Le pronostic vital de ces patients est faible puisqu'à peu près la moitié des patients rapportés 

dans la littérature sont décédés. 

L'expression clinique de I'AD-EDA-ID est encore plus sévère, du fait principalement d'un 

déficit immunitaire plus étendu et plus profond. 



D- ELEMENTS BIOLOGIOUES CONTRIBUANT AU DIAGNOSTIC DES SYNDROMES 

HYPER-IgM 

- RECHERCHE DE L 'EXPRESSION DE PROTEINES MEMBRANAIRES PAR 
CYTOMETRIE EN FLUX 

1. recherche de l'expression du CD40 Ligand à la surface des lymphocytes T activés 

(activation courte par mitogène) 

2. Recherche de l'expression du CD40 à la surface des lymphocytes B. 

- TEST IN VITRO DE LA CAPACITE DES LYMPHOCYTES B ACTIVES A 
PROLIFERER ET A PRODUIRE DES IGA, IGG OU IGE APRES STIMULATION 
PAR UN AGONISTE DU CD40 ET DES CYTOKINES APPROPRIEES 

Selon le déficit moléculaire impliqué, le profil de réponse à ce test sera différent : 

1- Défcit en CD4OL : les cellules B sont capables d'induire une commutation isotypique 

in vitro après activation. 

2- Déficit en CD40 : Les agonistes du CD40 sont incapables d'induire une commutation 

isotypique des cellules B in vitro après activation. 

3-  XHM-ED : les cellules B sont capables de façon variable selon les patients de faire une 

commutation isotypique in vitro après activation (Durandy et al, observation non 

publiée). Il en est de même pour les hypermutations somatiques absentes chez certains 

patients et retrouvées chez d'autres. Ce test n'apporte là qu'une contribution modérée au 

diagnostic. 

4- Déficit en AID autosomique récessif ou autosomique dominant : les lymphocytes B 

de patients atteints d'un déficit en AID prolifèrent normalement mais il y a une absence 

de production d'IgA, IgG ou IgE. 

de production d'IgA, IgG ou IgE. 

- PHENOTYPE DES LYMPHOCYTES B 

1 -  Déficit en CD4OL : Les lymphocytes B expriment à leur surface des IgM et des IgD. 

Dans la plupart des cas, les lymphocytes B mémoires (CD27+) sont en faible proportion. 

2- Déficit en CD40 : Les lymphocytes B mémoires (CD27+) sont en faible proportion. 

3- XHM-ED : Défaut en cellules B mémoires (IgD-CD27+) et excès en cellules B naïves 

IgM+IgD+. 



4- AID : Le nombre de cellules B circulants est normal mais les cellules B expriment 

uniquement des IgM et des IgD de surface. La proportion de lymphocytes B mémoires est 

normale mais ils expriment tous des IgM de surface (pas de commutation isotypique) : 

CD27+. 

- A UTRES CARA CTERISTIQ UES 

La recherche de la mutation du gène impliqué permet de poser de façon certaine le 

diagnostic. Cependant, ceci n'est à ce jour réalisé que dans quelques laboratoires, spécialisés 

dans ces syndromes. 

L'absence de mutations somatiques est une caractéristique des patients atteints du déficit 

en AID. 



1-2- Le syndrome de Wiskott Aldrich 

Le Syndrome de Wiskott Aldrich (WAS) décrit en 1937 (Wiskott, 1937) puis en 1954 

(Aldrich et al, 1954) est une maladie récessive liée à l'X, rare (1/100000 naissances), se déclarant 

principalement dans la petite enfance. Ce syndrome associe une thrombopénie, un eczéma et des 

infections récurrentes (Sullivan et al, 1994). Ces infections récurrentes résultent d'anomalies 

immunologiques affectant à la fois la réponse aux antigènes polysaccharidiques et la réponse 

cellulaire. De plus, un risque accru d'autoimmunité et de cancer est associé à ce syndrome 

(Dupuis Girod et al, 2003). 

En 1994, le gène WASP codant pour la protéine WASp a été identifié comme le gène 

déficient dans le syndrome de Wiskott Aldrich (Derry et al, 1994). La mutation du gène WASP 

est également impliquée dans la Thrombopénie liée à 1'X (ou XLT pour X Linked 

Thrombocytopenia) un désordre congénital caractérisé par une thrombopénie et de petites 

plaquettes mais n'associant pas les autres symptômes du WAS (Villa et al, 1995). 

1-2-1 La protéine WASp 

La protéine WASp est exprimée seulement dans le cytosol des cellules hématopoïétiques 

et est directement responsable de la mobilité du cytosquelette au décours des diverses activités 

cellulaires. Le rôle de la protéine WASp est de permettre la polymérisation de l'actine en réponse 

à différents signaux, au moment et à l'endroit appropriés. L'actine possède des propriétés 

dynamiques intrinsèques grâce à sa capacité de former un long polymère à partir de monomères 

(Golsteyn et al, 2000). 

La protéine WASp est constituée de 502 acides aminés et est caractérisée par : 

- un domaine C-terminal : appelé région VCA (pour yerprolin homology, 

T<-,h-nl A n ; r l ; n \  T l  n'nrr;t rlii T\arnn:-~ nn+:F A n  Io * \ v ~ t B ; n n  ni,; no+ oonohlo 

La protéine WASp est constituée de 502 acides aminés et est caractérisée par : 

- un domaine C-terminal : appelé région VCA (pour yerprolin homology, 

Central, Acidic). Il s'agit du Domaine actif de la protéine qui est capable - 

d'activer le complexe d'&in Related Protein 2/3 (Arp213) et d'initier la 

formation de nouveaux filaments d'actine (Golsteyn et al, 2000). 

- un domaine riche en Proline (PPPP): permet l'interaction avec diverses 

protéines régulatrices notamment des protéines à domaine SH3 telles que les 

Protéines tyrosines Kinases (PTK) permettant la régulation de WASp par 

phosphorylation 



- un domaine CRIB (Cdc421Rac interactive binding) d'interaction avec 

Cdc42 (une GTPase): cette interaction permet d'induire les filopodes et 

stimule l'activité de WASp pour la polymérisation de l'actine. De plus, c'est la 

liaison de CRIB avec Cdc42 qui permet de faire passer la protéine WASp sous 

sa forme active. Sans cette interaction, la protéine adopte une structure en 

« épingle à cheveux fermée » où le domaine VCA ne peut interagir avec le 

complexe Arp213 

- un domaine basique : qui se lie au phosphatidylinositol (4, 5) biphosphate 

(PIP2) et qui agit en synergie avec Cdc42 pour activer pleinement WASp. 

- un résidu tyrosine 01291) unique cible de phosphorylation : cette 

phosphorylation intervient après la stimulation des plaquettes par le collagène, 

ou la stimulation du récepteur T (TcR), par exemple. Elle joue un rôle 

important dans la polymérisation de l'actine et la formation de la synapse 

immunologique (Badour et al, 2004) 

- un domaine N-terminal : appelé EVHl (pour EnafVASP homologyl). Ce 

domaine se lie à la protéine WIP ( WASp-interacting protein) qui stabilise les 

filaments d'actine et régule la polymérisation de l'actine (Rarnesh et al, 1997). 

Sa structure est représentée sur la figure ci-après : elle existe sous une forme auto-inhibée 

(A) et sous une forme active après phosphorylation (B) : 



A WAsp auto-inhibée 

5 Régulation de WASp 

1 Récepteur 

b 
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Fipure 5 : Mécanismes de régulation de WASp (d'après Burns et al, 2004) 

A : SchCma de WASp sous sa forme auto-inhibée : le domaine VCA se lie à une rkgion comprenant la partie C-terminale du 

domaine CRIB. 

B : Régulation de WASp : 

+++ : Region basique, PIP2 : phosphatidyl inositol (4, 5) diphosphate, PTK : Protéine tyrosine kinase, Toca 1 : transducer of 

Cdc42-dependent actin assembly, 2 : domaine SH2,3 : domaine SH3, adaptateur représente par exemple Nck, Grb2, syndapine 

ou intersectine, P : Phosphate, Fléches roses : voies conduisant B la régulation, Fléches hachurées : événements de 

phosphorylation, Flèches grises : interactions directes. 



Tous ces domaines confèrent à WASp la capacité de répondre à différents signaux via différentes 

interactions moléculaires (Ochs et al, 2006). 

1-2-2 Le &ne WASP et les mutations 

Le gène codant pour la protéine WASp est localisé en Xp11-22 et consiste en 12 exons 

contenant 1823 paires de base. Plus de 300 mutations ont été rapportées dans le gène WASP 

réparties sur les 12 exons mais plus nombreuses sur les 4 premiers. 

Selon Imai et al, on retrouve : 

O mutations faux-sens : la protéine WASp est de taille normale mais de niveau 

d'expression variable. 

O mutations non-sens : la protéine WASp est soit absente soit tronquée et ne 

peut être détectée 

O délétions/insertions : absence de la protéine du fait du décalage du cadre de 

lecture et arrêt prématuré de la transcription 

O mutations du site d 'épissage : résultat variable sur l'expression de la protéine. 

Plus récemment, Ochs et a l  ont rapporté l'ensemble des mutations identifiées chez 270 

familles WAS (Figure 6). Depuis, d'autres mutations ont été décrites (Kim et al, 2006; Proust et 

al, 2007; Andreu et al, 2007). Parmi ces nouvelles mutations, figure celle responsable du 

syndrome que Wiskott a décrit chez 3 fières en 1937 (Binder et al, 2006). 



Figure 6 : Représentation schématique du gène WASP qui code pour une protéine de 12 

exons composée de 5 domaines principaux. Mutations identifiées chez 270 familles WAS. 

Les mutations faux sens sont principalement localisées dans les exons 1 à 4. Dklktions, insertions et mutations non 

sens sont réparties sur toute la longueur du gkne. Les mutations au niveau des sites d'kpissage sont principalement 

retrouvées dans les introns 6 , 8 , 9  et 10. Av Dec : Avec dkcalage du cadre de lecture, Ss Dec : sans dkcalage du cadre 

de lecture (d'après Ochs et al, 2006). 

La plupart des mutations du gène WASP engendrent la perte de la fonction protéique. Il 

semble cependant que la gravité de l'expression clinique de la maladie soit fonction de la sévérité 

ou de la localisation du défaut moléculaire ou probablement de facteurs génétiques secondaires 

ou de facteurs environnementaux. En effet, plusieurs équipes ont rapporté une corrélation entre 

phénotype clinique et génotype (Wengler et al, 1995, Lemathieu et al, 1999) mais un tel lien n'a 
- 

ou de facteurs environnementaux. En effet, plusieurs équipes ont rapporté une corrélation entre 

phénotype clinique et génotype (Wengler et al, 1995, Lemathieu et al, 1999) mais un tel lien n'a 

pas été retrouvé par d'autres équipes (Schindelhauer et al, 1996). Selon Imai et al, la difficulté à 

établir un lien phénotype clinique / génotype réside dans la nécessité de collecter 

scrupuleusement des données cliniques au cours du temps (Imai et al, 2004). Son équipe a 

travaillé sur une cohorte de 50 patients avec mutations du gène WASP présentant soit un WAS 

soit un XLT. Le suivi clinique rigoureux des patients a permis de montrer une corrélation entre le 

phénotype clinique, l'étendue de la mutation et la présence ou l'absence de WASp dans les 

lignées EBV dérivées à partir des cellules des patients. L'absence de protéine WASp entraine un 

phénotype clinique sévère et au niveau moléculaire l'arrêt total de la polymérisation de l'actine 



par le complexe Arp2/3. L'expression d'une protéine tronquée est également associée à un 

phénotype sévère. En revanche, la présence d'une protéine de taille normale est généralement 

associée à un phénotype moins grave. Dans l'étude d'Imai et al, les patients avec une protéine de 

taille normale présentaient significativement moins d'infections, moins d'eczéma, pas de cancer 

et une survie plus longue. Parmi les patients avec un phénotype d'XLT, 21/23 exprimaient une 

protéine de taille normale (contre 6/27 pour le phénotype WAS). Cependant, cette corrélation 

n'est pas absolue et des patients, possédant une protéine de taille normale, pouvaient présenter un 

phénotype clinique sévère. Cela dépend certainement de la fonctionnalité résiduelle de la 

protéine après mutation et également de facteurs génétiques et environnementaux. 

Une étude similaire a été réalisée par les équipes de Seattle et de Brescia portant sur 262 

patients (Jin et al, 2004). De nouveau, les patients qui expriment une protéine WASp de taille 

normale ont un phénotype d'XLT alors que les patients qui ont une protéine WASp absente ou 

tronquée ont un phénotype WAS (p < 0.001). Les auteurs montrent que la fréquence et la gravité 

des infections, l'étendue de l'eczéma et la progression vers des maladies auto-immunes et 

malignes est très étroitement corrélée avec l'absence de protéine WASp dans les lymphocytes 

des patients (seule population cellulaire analysée dans cette étude). Toutefois cette corrélation 

n'est pas absolue comme dans l'étude d'Imai et al. 

Par ailleurs, il a été montré que les mutations situées au niveau du site de liaison de 

Cdc42 engendraient non pas un syndrome de Wiskott Aldrich ni un XLT mais une neutropénie 

congénitale liée à 1'X avec myélodysplasie (Deveiendt et al, 2001 ; Ancliff et al, 2006). Les 

mutations dans cette région ont pour conséquence la perte de la capacité d'autoinhibition de la 

protéine WASp et de ce fait la production d'une protéine WASp mutante constitutivement active. 

1-2-3 Les effets des mutations du gène WASP sur la fonction cellulaire (d'après Burns 
et al, 2004) 

- .vur le dévelonnement et la mi.?@ en nlace de 1 'hématowpïèse : Des .exnériences chez la 
1-2-3 Les effets des mutations du gene WASP sur la fonction cellulaire (d'après Burns 
et al, 2004) 

- sur le développement et la mise en place de 1 'hématopoïèse : Des expériences chez la 

souris déficiente en protéine WASp ont montré que WASp semble importante dans la migration 

des cellules progénitrices du foie fœtal vers la moelle osseuse. Cependant, il ne semble pas y 

avoir de défaut de l'hématopoïèse. C'est pourquoi, les auteurs suggèrent que chez les femmes 

vectrices de la maladie, l'apparente inactivation aléatoire d'un chromosome X dans les 

précurseurs CD34+ résulte en fait de l'incapacité de ces cellules souches qui ont un allèle WASP 

muté à migrer du foie fœtal vers la moelle osseuse. 

- sur  la microthrombopénie : il s'agit d'un signe constant retrouvé dans toute pathologie 

associée à WASp. La protéine WASp mutante est absente des plaquettes, quelque soit la 



mutation en cause et en dépit d'une expression partielle dans les autres lignées cellulaires, 

probablement du fait d'une grande instabilité protéique. De plus, la destruction périphérique par 

la rate favorise la thrombopénie. Cependant, il semble que les microplaquettes échappent à cette 

élimination splénique. Bien que la mégacaryopoïèse semble normale in vitro, le déficit en 

structures du cytosquelettes (telles que les filopodes) peut entraver l'adhésion des 

mégacaryocytes sur la surface endothéliale ainsi que les projections cytoplasmiques trans- 

endothéliales dans la lumière vasculaire conduisant à la formation des pro-plaquettes. Plus 

récemment, une étude chez la souris a conduit à proposer un rôle inhibiteur de WASp sur la 

mégacaryopoïèse en empêchant la formation prématurée de pro-plaquettes au sein de la moelle 

osseuse (Sabri et al, 2006). 

- sur la synapse immunologique : la synapse immunologique consiste en un contact 

cellulaire entre la cellule T et la cellule présentatrice de l'antigène mettant en jeu 

progressivement autour du TcR un ensemble de molécules de CO-stimulation et leurs ligands. 

Tous les récepteurs engagés dans la synapse immunologique se regroupent dans la zone de 

contact inter-cellulaire. La formation d'une telle structure est impossible dans les cellules T 

déficientes en WASp. De plus la signalisation au sein des lymphocytes T est déficiente avec des 

difficultés à recruter la PKCB et le défaut d'influx calcique après activation T. Ceci conduit à des 

réponses prolifératives anormales. Toutefois, d'autres études retrouvent une altération modérée 

des réponses prolifératives chez les patients atteints de WAS (Molina et al, 1993). 

- sur le développement thymique : le rôle de WASp est encore mal défini. Cependant 

quelques études post-mortem ont pu rapporter des hypoplasies et des involutions thymiques à des 

degrés variables (Cooper et al, 1968). Une étude sur un modèle murin a montré un blocage dans 

la progression entre le compartiment des doubles négatives (CD4-CD8-) et celui des doubles 

positives (CD4+CD8+) ainsi qu'une anomalie dans la prolifération des thymocytes (Zang et al, 

1999). Des résultats contradictoires ont cependant été rapportés par une autre équipe (Snapper et 

al. 1998). 
positives (CD4+CD8+) ainsi qu'une anomalie dans la prolifération des thymocytes (Zang et al, 

1999). Des résultats contradictoires ont cependant été rapportés par une autre équipe (Snapper et 

al, 1998). 

De plus, il semble clair que la protéine WASp joue un rôle dans la prolifération des cellules T, 

leur survie, leur fonction et leur mobilité. Il a en effet été montré que l'interaction cdc42-WASP 

est indispensable à l'effet de la chémokine SDFl (CXCLI 2) sur l'induction de la polymérisation 

de l'actine dans les lymphocytes T (Haddad et al, 2001). Toutefois cette interaction semble 

importante pour définir la direction dans laquelle doit se faire le mouvement mais non pour la 

locomotion elle-même. 

- sur les lymphocytes T régulateurs : La présence de pathologies autoimmunes dans le 

WAS a conduit à se poser la question de la production et de la fonction des lymphocytes T 



régulateurs naturels (nTreg). Maillard et al, ont montré dans un modèle murin WASP-1- que la 

protéine WASp joue un rôle important dans l'homéostasie des nTregs (Maillard et al, 2006). 

Elle intervient dans la migration des nTregs du thymus vers les organes périphériques et dans la 

fonction des nTregs (défaut de production d'ILlO). L'équipe de Marangoni a montré chez la 

souris et chez des patients atteints de WAS que WASp jouait un rôle fondamental dans 

l'activation et la fonction suppressive des nTregs mais n'intervenait pas dans leur différenciation 

(Marangoni et al, 2006). De plus, un défaut de production en TGFP par ces cellules a été mis en 

évidence, contribuant à l'altération de la fonction suppressive des nTregs. 

- sur la fonction des cellules B : les cellules B de patients atteints du syndrome de 

Wiskott-Aldrich ont une mobilité et des réponses migratoires et d'adhésion diminuées. Chez la 

souris, le déficit en WASp conduit à une réponse immunitaire perturbée dans la rate par 

altération du recrutement des cellules B, de la formation des centres germinatifs et de la 

production d'anticorps (Westerberg et al, 2005). La réponse anticorps aux antigènes T 

dépendants est diminuée alors qu'elle est totalement abolie aux antigènes T-indépendants. La 

protéine WASp est cruciale pour une réponse optimale des cellules B et joue un rôle pivot dans la 

réponse immunitaire humorale primaire. 

- sur les cellules NK et leur activité cytotoxique : La protéine WASp est exprimée dans les 

cellules NK et localisée dans la synapse immunologique activatrice avec l'actine F.(Orange et al, 

2002). Une protéine WASp fonctionnelle est nécessaire pour la cytotoxicité des cellules NK. Le 

réarrangement du cytosquelette est un préalable à la mobilisation de la perforine. La 

susceptibilité des patients atteints de WAS aux infections à Herpesvirus et au développement de 

cancers peut en partie résulter de cette altération des fonctions des cellules NK. 

- sur les cellules phagocytaires et les cellules dendritiques : les cellules dendritiques (DC) 

possèdent des propriétés migratoires particulièrement développées. Si la migration est contrôlée 

par de nombreux facteurs extrinsèques comme les chémokines, la mobilité des DC et leur 

ancrage dans les tissus est dé~endant de la rémilation dvnamiaue du .cvtosauelette d'actine. Les 
possèdent des propriétés migratoires particulièrement développees. Si la migration est contrôlée 

par de nombreux facteurs extrinsèques comme les chémokines, la mobilité des DC et leur 

ancrage dans les tissus est dépendant de la régulation dynamique du cytosquelette d'actine. Les 

anomalies de mobilité des cellules dendritiques peuvent avoir des conséquences très importantes 

sur la réponse immunitaire : par exemple, si les DC ne parviennent pas à migrer de la périphérie 

jusqu'aux organes lymphoïdes secondaires, elles ne pourront pas contribuer à générer une 

réponse immunitaire cellulaire spécifique. Ceci a pu être démontré dans un modèle murin 

(Noronha et al, 2005). 
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Fipure 7: Défauts migratoires des lignées deficientes en WASp (d'après Burns et al, 2004) 

1-2-4 Les conséquences cliniques 

1-2-4-1- Anomalies plaquettaires 

T,es manifestations cliniaiies de thrombonénie étaient nrésentes chez 84% des natients 

1-2-4-1- Anomalies vlaauettaires 

Les manifestations cliniques de thrombopénie étaient présentes chez 84% des patients 

d'une large cohorte de WAS étudiée rétrospectivement (Sullivan et al, 1994) : pétéchies et 

purpura (78%), hématémèse et méléna (28%), épistaxis (16%) et saignements gingivaux (6%). 

Des hémorragies intra-craniennes ont été observées dans 2% des cas. Le déficit fonctionnel 

plaquettaire, la thrombopénie (5 a 50 1o9/l) et le petit volume plaquettaire (entre 3.8 à 5 fl ; 

normale : 7.1 à 10.5 fl) sont systématiquement retrouvés chez les patients avec une mutation du 

gène WASP. La transfusion plaquettaire est généralement efficace avec une bonne recirculation 

plaquettaire et une élimination normale. Par ailleurs, l'étude de Mullen portant sur 62 patients 



atteints de WAS souligne l'efficacité de la splénectomie qui permet de résorber la thrombopénie 

et d'augmenter la médiane de survie des patients de 4 ans à 25 ans (Mullen et al, 1993). 

1-2-4-2- Eczéma 

La présence d'un eczéma sévère ou non est rapportée chez 81 % des patients WAS 

(Sullivan et al, 1994). En revanche les patients atteints d'XLT peuvent présenter un eczéma léger 

et transitoire ou pas d'eczéma du tout. Les antigènes bactériens semblent jouer un rôle important 

dans la persistance d'eczémas chroniques, car le traitement par antibiotiques systémiques 

contribue largement à faire régresser cet eczéma (Ochs et al, 1998). On peut toutefois noter qu'il 

est très difficile de prendre en considération ce signe clinique chez le jeune enfant, étant donné la 

fréquence d'eczémas dans cette population. 

1-2-4-3- Infections 

Les infections du tractus respiratoire sont fréquentes et comprennent : des otites (78% des 

patients WAS) des sinusites (24%) des pneumonies (45%) (Sullivan et al, 1994). 

Dans la même étude, sont rapportés des sepsis (24%), des méningites (7%) et des 

diarrhées infectieuses (1 3%). 

Les infections virales sévères sont moins fréquentes mais on retrouve notamment la 

varicelle avec des manifestations systémiques sévères ou des infections à Herpes simplex virus 

chez 12% des patients WAS. 

Les infections à Pneumocystis jiroveci sont peu fréquentes (9% des patients WAS) ainsi 

que les infections fongiques (10% des patients WAS) qui sont principalement représentées par 

des infections à Candida. 

Les patients présentant un phénotype WAS non sévère ressemblant à 1'XLT présentent 

peu ou pas d'infections sévères (Ochs et al, 1998). 

1-2-4-4- Le.déficit Immunitaire 
peu ou pas d'infections sévères (Ochs et al, 1998). 

1-2-4-4- Le déficit Immunitaire 

La gravité du déficit immunitaire peut varier d'une famille à l'autre. Il touche à la fois les 

lymphocytes T et les lymphocytes B. Au cours de l'enfance le nombre de lymphocytes circulants 

est normal. La lymphopénie apparaît progressivement à partir de 6 à 8 ans. 

Sur le plan humoral, on note des taux d'IgG normaux, d'IgM diminués et d'IgA et d'IgE 

augmentés. La réponse anticorps est normale vis-à-vis de certains antigènes mais insuffisantes 

vis-à-vis d'autres notamment vis-à-vis des antigènes polysaccharidiques. 

L'altération de la fonction T est suggérée par une réponse nettement altérée mais non 

abolie de la réponse proliférative aux mitogènes ou aux cellules allogéniques. En revanche, la 



réponse au periodate est totalement abolie et constitue un outil simple de diagnostic d'un WAS 

(Siminovitch et al, 1995) (cf rubrique éléments biologiques diagnostiques). De plus, les tests 

cutanés d'hypersensibilité retardée sont anormaux dans 90 % des cas. 

Les polynucléaires neutrophiles présentent des fonctions normales mais répondent 

insuffisamment aux agents chémotactiques (Ochs et al, 1998). 

1-2-4-5- Les manifestations auto-immunes 

Les manifestations auto-immunes sont observées chez 40 % des patients. La 

manifestation la plus fréquente est l'anémie hémolytique, puis la thrombopénie autoimmune, la 

vasculite, la maladie rénale, le purpura d'Henoch-Schonlein, et la maladie inflammatoire du tube 

digestif. 

Plus rarement sont retrouvées d'autres manifestations auto-immunes telles que la 

neutropénie, la dermatomyosite ou l'uvéite (Sullivan et al, 1994). 

1-2-4-6- Cancers 

Les cancers apparaissent généralement après l'age de 20 ans, même s'ils peuvent parfois 

survenir dans l'enfance (Cotelingam et al, 1985). Les cancers les plus fréquents sont des 

lymphomes B induits par le virus d'Epstein Barr, ce qui suggère un lien direct avec les déficit 

immunitaire (Ochs et al, 2006). Dans l'étude rétrospective de Sullivan, 13% des patients WAS 

présentaient un cancer et l'age moyen d'apparition du cancer était de 9,5 ans. Ces cancers étaient 

principalement des cancers lyrnphoréticulaires à l'exception de 3 cas sur 21. Le pronostic de ces 

cancers est très mauvais : 1 patient sur 21 en vie à 2 ans du diagnostic. 

Dans le cas de I'XLT, les données sont insuffisantes pour prédire l'incidence des cancers 

mais leur fréquence est plus faible que dans le WAS. 

mais leur fréquence est plus faible que dans le WAS. 



1-2-5 Eléments biologiques diagnostiques 

1-2-5-1 Anomalies plaquettaires 

L'observation morphologique des plaquettes à la recherche de la microthrombopénie au 

cours d'un hémogramme est une étape essentielle du diagnostic (Latger Cannard et al, 2005). 

1-2-5-2 Le TTL au periodate 

Contrairement aux Tests de transformation lymphocytaire (TTL) réalisés avec des 

mitogènes classiques (Phytohémagglutinine PHA, Phorbol Myristate Acétate et Ionomycine 

PMA-iono, Pokewed PWM, etc . . .) qui sont perturbés dans la moitié des cas de WAS, la réponse 

proliférative au periodate est totalement abolie (Sullivan et al, 1994 ; Siminovitch et al, 1995). 

Ce test s'appuie sur une littérature ancienne et controversée faisant référence à une expression 

altérée de la glycoprotéine membranaire CD43 à la surface des lymphocytes (Greer et al, 1989 ; 

Remold-O'Donnel et al, 1984). La molécule CD43 est une sialoglycoprotéine fortement O- 

glycosylée qui joue une rôle de molécule anti-adhésion et qui exerce un rôle protecteur sur les 

lymphocytes circulants. Chez les patients atteints de WAS, la perte de la molécule CD43 à la 

surface des lymphocytes T prédispose les cellules à des réactions d'adhésion, à des réactions 

d'activation et à l'élimination prématurée de la circulation. De plus, il semble que CD43 délivre 

aux lymphocytes T un signal de CO-stimulation dans le contexte de la synapse immunologique 

(Remold-O'Donnel et al, 1996). Le lien entre le déficit en protéine WASp et le défaut 

d'expression de CD43 n'est pas évident. Cependant, l'absence de WASp affecte l'ancrage et la 

présentation de molécules à la surface des cellules. Toutefois, depuis la mise en évidence de 

WASp, le rôle de CD43 dans le WAS n'a plus été étudié. Cependant, le TTL au periodate 

apporte une contribution au diagnostic, souvent difficile à poser, de WAS. C'est pourquoi nous 

nous sommes intéressés à ce test. 

Le periodate est un agent mitogénique qui cible les résidus sialiques terminaux sur les 

nous sommes intéressés à ce test. 

Le periodate est un agent mitogénique qui cible les résidus sialiques terminaux sur les 

glycoprotéines membranaires comme le CD43 (Greer et al, 1989). Chez les patients atteints de 

WAS, cette réponse proliférative au periodate est totalement abolie alors que la prolifération aux 

mitogknes classiques est diminuée ou normale mais non abolie. L'équipe de Siminovitch et a l  a 

montré que cette abolition de la réponse proliférative T au periodate était spécifique des patients 

atteints de WAS. Elle peut être retrouvée chez les patients atteints de SCID mais elle est alors 

accompagnée d'une abolition ou d'une diminution très marquée de la réponse proliférative aux 

autres mitogènes. 



Nous avons mis au point ce test dans le laboratoire d'Immunologie de 1'UTCT et avons 

pu réaliser le diagnostic de deux patients atteints de WAS. 

1-2-5-3 La recherche de l'expression de la protéine WASP au sein des lvmphocvtes 

par la technique de cvtométrie en flux 

Cette technique a été développée par Yamada et al et recherche l'expression de la 

protéine WASP dans les lymphocytes T après perméabilisation (Yarnada at al, 1999). 

Contrôle normal 

Patient WAS 

de11270T (arrêt prématuré au 
codon 444) 

Patient WAS 

Mutation faux sens en position 290 

Figure 8: Analyse par Cytométrie en Flux de l'expression de la protéine WASp dans les 
lymphocytes du sang périphérique après perméabilisation. 
Utilisation d'un anticorps polyclonal 503 de lapin puis d'un second anticorps anti-lapin. Le premier graphe montre 
une expression normale de WASp dans les cellules d'un tCmoin normal. Le second montre une absence d'expression 
de WASp dans le cas d'une dClCtion avec décalage du cadre de lecture et arrêt prématuré de la transcription. Le 
troisième montre une expression diminuée de WASp dans le cas d'une mutation faux sens. (d'après Ochs et al, 
2006). 



1-2-5-4 L'étude de la mutation du gène WASP 

C'est la seule façon de poser un diagnostic définitif. Cette étude s'avère indispensable 

pour affirmer le diagnostic surtout dans les formes atypiques de WAS où la protéine est présente 

(Ochs et al, 1998). 



1-3- Syndrome de DiGeorge et la délétion 22qll  

Le Syndrome de DiGeorge (DGS) résulte d'une altération du développement 

embryonnaire des troisième et quatrième arcs branchiaux. L'expression clinique de ce syndrome 

est extrêmement hétérogène associant notamment un défaut au niveau du thymus, des 

parathyroïdes et des anomalies du tronc cardiaque. Ces organes et tissus sont embryologiquement 

issus de cellules de la crête neurale dans la région rhomboencéphalique postérieure. Selon le 

degré de déficit immunitaire engendré par l'aplasie thymique, on parle de syndrome de DiGeorge 

partiel ou complet. 

Ce syndrome est aujourd'hui inclus dans une entité beaucoup plus large : incluant 

également le syndrome velocardiofacial (VCFS) qui associe des anomalies cardiaques et des 

dysmorphies faciales. Actuellement, les similitudes et les recoupements phénotypiques entre le 

DGS et le VCFS ainsi que leur association avec la délétion 22q11.2 conduit à les regrouper sous 

l'entité plus générale de Syndrome de la délétion 22q11.2. A noter que le regroupement de 

maladies qui impliquent une délétion 22q11.2 a également été appelé CATCH 22, un acronyme 

des caractéristiques principales de ces syndromes (Cardiac defects, &normal facies, n y m i c  

hypoplasialaplasia, Cleft palate, Hypocalcemia, deletion 22ql 1). 

1-3-1 Les mutations 

Le syndrome de la délétion 22q11.2 est le plus fréquent des syndromes de microdélétion 

avec une incidence estimée de 114000 naissances vivantes. Une délétion de 3 millions de paires 

de bases (Mb) est retrouvée à l'état hétérozygote chez 90% des patients et une délétion de 1.5 Mb 

chez 7 % des patients avec délétion 22q11.2 (Edelmann et al, 1999). La plupart de ces délétions 
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chez 7 % des patients avec délétion 22q11.2 (Edelmann et al, 1999). La plupart de ces délétions 

incluent la perte d'un ensemble de gènes définissant la région critique minimale du syndrome de 

DiGeorge : cette région critique minimale est restreinte à 250 kb et comprend 24 à 30 gènes. 

Certains de ces gènes sont candidats pour expliquer le phénotype observé chez les patients 

atteints du syndrome de DiGeorge. L'un d'entre eux est HZRA, codant pour une protéine 

analogue aux protéines répresseurs de gènes d'histone identifiées chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae (Wilming et al, 1997). Cependant, chez la souris haplo-insuffisante pour ce gène, 

aucune anomalie n'a été observée. On peut toutefois imaginer que l'haplo-insuffisance d'un 



même gène n'ait pas la même traduction phénotypique chez l'homme et chez la souris (Lipinski 

et al, 1999). Le second gène candidat est UFDlL codant pour une protéine analogue à celle 

impliquée dans la dégradation des protéines ubiquitinées chez la levure. Il a été montré que 

l'haplo-insuffisance de UFDIL chez la souris entraînait le même défaut cardiaque et crano-facial 

que dans le syndrome de DiGeorge (Schinke et al, 1999). Cependant, ces données sont assez 

controversées (Lipinski et al, 1999). 

Plus récemment, une mutation du gène TBXI a été retrouvée chez deux patients atteints d'un 

syndrome de DiGeorge complet sans délétion 22q11.2 (Yagi et al, 2003). TBXl se trouve dans la 

région 22q11.2 et code pour un facteur de transcription requis pour le développement cardiaque. 

Ce gène semble être le meilleur candidat, TBXI étant délété dans tous les cas de délétion 22q11.2 

et le phénotype du modèle murin mutant étant similaire à celui observé chez les patients atteints 

du syndrome de DiGeorge (Baldini et al, 2003). De plus, comme nous l'avons vu, 2 patients 

atteints d'un syndrome de DiGeorge sans délétion 22q11 ont une mutation du gène TBXl (Yagi 

et al, 2003 ) . 

Dans certains cas de Syndrome de DiGeorge une hémizygotie pour 10p13 est parfois 

retrouvée (Daw et al, 1999). 

1-3-2 Les conséquences sur la Réponse Immunitaire 

Le déficit immunitaire est une des composantes du syndrome de DiGeorge retrouvée de 

façon variable selon les patients. Il est secondaire à l'aplasie ou l'hypoplasie thymique, organe 

fondamental dans le développement des lymphocytes T (Jawad et al, 2001). Cependant, seuls les 

patients atteints d'un syndrome de DiGeorge complet avec absence du thymus présentent un 
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fondamental dans le développement des lymphocytes T (Jawad et al, 2001). Cependant, seuls les 

patients atteints d'un syndrome de DiGeorge complet avec absence du thymus présentent un 

déficit marqué de l'immunité cellulaire. Pour les autres, le déficit de l'immunité cellulaire est 

beaucoup moins marqué. En effet, ce déficit immunitaire est maintenant étudié depuis 50 ans et a 

pour caractéristique d'être extrêmement variable : de l'absence de lymphocytes T lors d'aplasie 

thymique complète à un nombre de lymphocytes T normal. La fonction des lymphocytes T est 

préservée, même si les tests de prolifération aux mitogènes sont souvent diminués lorsque le 

nombre de lymphocytes T est faible (Bastian et al, 1989). Des déficits en IgA, des 

hypogammaglobulinémies et des défauts de production d'anticorps fonctionnels ont été décrits 



occasionnellement et semblent être secondaires au déficit en lymphocytes T (Junker, et al, 1995 ; 

Smith et al, 1998; Gennery et al, 2002). 

1-3-2-1 Rappel sur le rôle du thvmus dans la maturation des lymphocvtes T (Spits et 

al, 2002) 

Le rôle du thymus est de permettre la maturation des lymphocytes T c'est-à-dire 

l'acquisition d'un récepteur T (TcR) fonctionnel capable de reconnaître les peptides antigéniques 

étrangers lorsqu'ils sont présentés dans le contexte HLA du soi. Le rôle du thymus est également 

d'assurer l'élimination de clones T autoréactifs. 

Les thymocytes arrivent de la moelle osseuse dans la zone corticale du thymus. Ils sont à ce stade 

triples négatifs CD3- CD4- CD8-. La première étape de la maturation des lymphocytes T se situe 

dans la recombinaison des gènes qui codent pour les chaînes a et P du TcR. De nombreux 

thymocytes sont éliminés à ce stade car ils ne parviennent pas à effectuer des réarrangements 

productifs. Lorsqu'un TcR fonctionnel est exprimé à la surface du thymocyte (devenu double 

positif à ce stade : CD4+CD8+), il rencontre alors les molécules HLA du soi à la surface des 

cellules épithéliales corticales. Seuls les thymocytes possédant un TcR capable de reconnaître les 

molécules HLA du soi passent cette étape nommée la sélection positive. La dernière étape de 

sélection située dans la zone cortico-médullaire consiste en la présentation aux TcR de peptides 

du soi (tous ceux présents dans le thymus) dans le contexte HLA du soi. A ce stade, tous les 

thymocytes sont voués à l'apoptose. Seuls ceux dont le TcR ne rencontre pas de ligand passeront 

cette étape appelée sélection négative. En revanche, tous les thymocytes dont le TcR reconnaît un 

peptide du soi sont éliminés. Les thymocytes ayant passé cette dernière étape de sélection se 

retrouvent dans la zone médullaire du thymus et perdent soit le CD4 soit le CD8 pour devenir 

simples positifs. Ils sont alors prêts à quitter le thymus pour rejoindre les organes lymphoïdes 

secondaires lieux de la réponse immunitaire. Ces lymphocytes T qui sortent tout juste du thymus 

sont auuelés des ((nouveaux érniaants thvmiaues » et urésentent dans leur novau une uetite 
simples positifs. Ils sont alors prêts à quitter le thymus pour rejoindre les organes lymphoides 

secondaires lieux de la réponse immunitaire. Ces lymphocytes T qui sortent tout juste du thymus 

sont appelés des ((nouveaux émigrants thymiques » et présentent dans leur noyau une petite 

portion d'ADN circulaire provenant de la recombinaison des gènes du TcR appelée TREC (T- 

ce11 receptor rearrangement excision circles) qu'ils vont perdre au cours des divisions cellulaires. 

La présence de ces TREC est le témoin d'une production thymique. 

1-3-2-2 Origine du déficit immunitaire dans le syndrome de DiGeorge. 

Chez les patients atteints d'un syndrome de DiGeorge complet, le thymus est souvent 

absent et l'immunité cellulaire fortement altérée. En revanche, chez les patients atteints d'un 

syndrome de DiGeorge partiel, l'impact variable sur l'immunité cellulaire est probablement dû à 



la migration anormale des structures thymiques au cours de l'embryogénèse (Sediva et al, 2005). 

Une étude rétrospective a d'ailleurs été réalisée chez des enfants présentant les caractéristiques 

d'un syndrome de DiGeorge et a pu montrer des localisations aberrantes du tissu thymique, 

principalement au niveau du rétro-pharynx (Shah et al, 2001). Chez les patients atteints de 

DiGeorge partiel il semble très probable que le thymus ne soit pas absent mais plutôt localisé de 

façon aberrante. L'absence de thymus ou la localisation aberrante du thymus entraîne des 

perturbations plus ou moins graves de la thymopoïèse à l'origine des perturbations de l'immunité 

cellulaire. L'équipe de Sediva et al, a réalisé une étude sur 34 enfants atteints d'un syndrome de 

DiGeorge partiel. Ils n'ont pas pu mettre en évidence de localisation aberrante des structures 

thymiques faute de technique simple de détection in vivo. Cependant, cette équipe a pu observer 

les signes d'un développement progressif mais retardé des cellules T. Ces résultats laissent 

penser que les structures thymiques résiduelles, même localisées de façon aberrantes restent en 

partie fonctionnelles. Une autre hypothèse est que le thymus, bien qu'important n'est pas 

indispensable dans le développement des lymphocytes T, comme cela a pu être montré 

récemment chez la souris (Martinic et al, 2003). Cependant, cette dernière hypothèse ne permet 

pas d'expliquer l'absence totale de lymphocytes T observée chez certains patients atteints d'un 

syndrome de DiGeorge complet. 

1-3-2-3 Caractéristiques du déficit immunitaire dans le svndrome de DiGeorge. 

Nous allons analyser successivement le déficit immunitaire cellulaire et le déficit immunitaire 

humoral et nous envisagerons pour chacun le phénotype complet puis le phénotype partiel du 

syndrome de DiGeorge. 

1-3-2-3-1 : Le déficit immunitaire cellulaire 

A- Le cDGS 

Les patients atteints de cDGS présentent une lymphopénie T majeure liée à 

A- Le cDGS 

Les patients atteints de cDGS présentent une lymphopénie T majeure liée à 

l'absence de thymus. Il  n'est pas rare que cette lymphopénie T soit masquée par une production 

de lymphocytes T n'ayant pas maturé dans le thymus. L'analyse de ces lymphocytes T révèle un 

caractère oligoclonal, résultant d'une expansion périphérique d'un nombre limité de clones T et 

pouvant conduire à une expression clinique comparable à celle du syndrome d'Ommen (Pirovano 

et al, 2003). Ces cas posent le problème du diagnostic différentiel notamment avec le pDGS, car 

ils nécessitent un traitement par greffe de cellules allogéniques ou par greffe de tissus thymiques 

(Markert et al, 2004). L'observation de tels cas, appelés cDGS atypiques, a conduit à redéfinir les 

critères biologiques permettant de poser le diagnostic de cDGS. 



Markert et al rapportent, en 2004, les cas de 5 patients atteints de cDGS 

présentant des taux de lymphocytes T normaux ou diminués, mais évoluant favorablement dans 

le temps, associés à des réponses prolifératives normales ou diminuées mais là encore évoluant 

parfois favorablement avec le temps. Les auteurs suggèrent alors que les cDGS soient définis à 

l'aide de paramètres biologiques rendant compte de l'absence ou de la faiblesse du rendement 

thymique : les lymphocytes T naïfs co-exprimant CD45RA et CD62L et les TRECs. En effet, les 

5 patients présentés dans cette étude ont des lymphocytes T circulants capables de répondre aux 

mitogènes. En revanche, le taux de CD3+ CD45RA-t CD62L+ est inférieur à 50/mm3 et les 

TRECs < 1000110~ cellules T (réalisé chez 3 patients sur 5 ou aucun TRECs n'a été détecté). 

Pirovano et al rapportent le cas d'un enfant atteint de cDGS présentant un nombre de TRECs très 

faible comparé à la moyenne des TRECs décelés chez 10 enfants en bonne santé du même âge : 

22 13 TRECSI~ o6 lymphocytes versus 196 689 TRECSI~ o6 lymphocytes (Pirovano et al, 2003). 

Ce chiffre est supérieur au critère donné par Markert et al, mais reste toutefois très faible. 

Les publications antérieures aux travaux de Markert et de Pirovano ne prennent en 

compte pour la définition du cDGS que le taux de lymphocytes T CD4+ et l'absence de réponse 

proliférative à la PHA. Ces seuls critères peuvent ne pas être réunis chez certains patients atteints 

de cDGS atypique, comme nous l'avons vu précédemment, et à l'opposé peuvent conduire à 

poser abusivement le diagnostic de cDGS. L'équipe de Bastian avait proposé en 1989 les critères 

biologiques suivants de définition du cDGS : 

- CD4+< 400lmm3 

et - Index de Transformation à la PHA < 10. 

Les auteurs ont décrit une cohorte de 18 patients atteints de DGS (Bastian et al, 1989). Parmi 

eux, 4 patients montrant un profond déficit en lymphocytes T persistant dans le temps ont été 

étiquetés cDGS. Cependant, au regard des publications actuelles, la proportion de cDGS paraît 

très élevée. Le nombre de lymphocytes CD4+ est extrêmement diminué chez ces 4 patients, alors 

que le nombre de lymphocytes CDS+ est peu altéré. Sur le plan fonctionnel, l'étude de la 
étiquetés cDGS. Cependant, au regard des publications actuelles, la proportion de cDGS paraît 

très élevée. Le nombre de lymphocytes CD4+ est extrêmement diminué chez ces 4 patients, alors 

que le nombre de lymphocytes CD8+ est peu altéré. Sur le plan fonctionnel, l'étude de la 

prolifération aux mitogènes in vitro montre une fonction altérée (index de transformation avec la 

PHA < 10) persistante dans le temps. 

La même année, Muller et al, ont également décrit une population de 16 enfants, 13 atteints de 

pDGS et 3 de cDGS (Muller et al, 1989). A nouveau, la proportion de cDGS paraît 

excessivement élevée. Un seul patient atteint de cDGS a été étudié et les pourcentages retrouvés 

et le nombre de lymphocytes pour chacune des sous populations étaient normaux. En revanche, 

la réponse proliférative à la PHA des enfants atteints de cDGS était significativement plus faible 

que celle de ceux atteints de pDGS @<0.02). 



Collard et al en 1999 ont décrit le cas d'un enfant atteint de cDGS. La population CD3+ a été 

analysée de J5 (0/mm3) à J 167 (604/mm3), les cellules étant exclusivement CD4+ à J 167 du fait 

probablement d'une expansion oligoclonale. La réponse proliférative aux différents mitogènes 

était extrêmement faible. 

Dans les études récentes, l'analyse du répertoire a été rapportée par deux équipes 

dans le cDGS. Collard et a l  ont étudié dans le cadre d'un cas clinique les familles TCR VP 1 à 10 

et ont observé une expression restreinte des réarrangements du TCR au sein de chaque famille 

(Collard et al, 1999). Dans un autre cas clinique, le profil inhabituel du répertoire VP est décrit 

avec expansion de certaines familles (notamment TCR VP 14) et au contraire contraction 

d'autres (notamment TCRVP8) (Pirovano et al, 2003). Les auteurs confirment la présence de 

cellules T mono/oligoclonales. 

B- Le pDGS 

Le nombre de lvmphocvtes T et leur fonction 

Plusieurs études ont été réalisées sur des patients atteints de pDGS. L'équipe de 

Sullivan a suivi 19 patients de la naissance à l'age d'un an et a montré que le nombre de 

lymphocytes T était souvent plus faible que chez les sujets contrôle à la naissance mais non 

significativement différent à 1 an (Sullivan et al, 1999). La réponse proliférative à la PHA était 

largement préservée. Puis, la même équipe a rapporté une étude portant sur 195 patients répartis 

en 4 tranches d'age différents (O-6mois, 6-38 mois, 38-109 mois, et > 109 mois). Dans chaque 

tranche d'age, le nombre de lymphocytes T était plus faible que les valeurs contrôles normales. 

Cependant, le déclin au cours du temps du nombre de lymphocytes T était plus lent que dans le 

groupe contrôle (Jawad et al, 2001). Ces résultats sont confirmés par l'équipe de Chinen qui a 

réalisé une analyse des lymphocytes T sur 45 enfants atteints de pDGS de 1 mois à 10 ans. Le 

nombre de lymphocytes T s'est révélé inférieur aux contrôles quelques soit l'age mais la 
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réalisé une analyse des lymphocytes T sur 45 enfants atteints de pDGS de 1 mois à 10 ans. Le 

nombre de lymphocytes T s'est révélé inférieur aux contrôles quelques soit l'age mais la 

diminution avec le temps était plus faible que chez les contrôles. De plus, la réponse proliférative 

aux mitogènes était normale pour 41 patients, diminuée initialement pour 4 patients puis se 

normalisant dans le temps pour 2 patients qui ont pu être recontrôlés (Chinen et al, 2003). 

L'équipe de Sedivà rapporte une étude portant sur 34 enfants atteints de pDGS suivis de la 

naissance à 19 ans. Le nombre de lymphocytes CD3+ est initialement significativement diminué 

par rapport aux valeurs normales pour l'age mais se normalise habituellement vers 24 à 36 mois 

(Sedivà et al, 2005). Par ailleurs, les auteurs retrouvent une prolifération spontanée et à la PHA 



augmentée chez les enfants de moins de 24 mois par rapport aux contrôles. Au-delà de l'age de 2 

ans, cette différence n'apparaît plus. 
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Figure 9: Déclin des lymphocytes T CD3+ avec l'âge chez les patients et les contrôles. ~e 
nombre de lymphocytes T CD3+ est plus faible chez les patients, quelque soit l'âge mais ont une vitesse de déclin 
plus lente que chez les contrôles (d'après Piliero et al, 2004) 

Parmi les études plus anciennes, Bastian et a l  décrivent pour 14 patients atteints 

de pDGS, que le nombre de lymphocytes T était initialement normal sauf dans 2 cas qui se sont 

normalisés avec le temps. Sur le plan fonctionnel, aucune altération n'a été mise en évidence et la 

fonction est restée normale après 12 mois de suivi (Bastian et al, 1989). Muller et al observent 

dans la moitié des cas d'une série de 13 patients atteints de pDGS une diminution du pourcentage 

de lymphocytes CD3+ ainsi que du pourcentage de CD4+. Le pourcentage de CD8+ n'est pas 

altéré à l'exception d'un patient et le rapport CD4lCD8 est inversé chez 2 patients. Ces résultats 
dans la moitie des cas d'une sene de 13 patients atteints de pUCiS une diminution du pourcentage 

de lymphocytes CD3+ ainsi que du pourcentage de CD4+. Le pourcentage de CD8+ n'est pas 

altéré à l'exception d'un patient et le rapport CD4lCD8 est inversé chez 2 patients. Ces résultats 

ne sont pas retrouvés par Durandy et a l  qui montrent à la même époque que les lymphocytes T 

CD8+ des nouveaux nés et des enfants atteints de pDGS ont une différenciation retardée dans le 

temps (Durandy et al, 1986). Les discordances viennent peut-être du fait que les données sont 

exprimées en pourcentage et non en valeur absolue dans l'étude de Muller et al. 

Les ~vmphocvtes T immatures et les TRECs 

L'équipe de Pierdominici et al, a réalisé une très belle étude chez 9 patients 

atteints de pDGS. Ils retrouvent une fréquence de cellules T CD4+ naïves CD45RA+CD62L+ 



significativement diminuée par rapport à des témoins sains de même age : 59 +/- 15% vs 74 +/- 

10% (p = 0.01) et parallèlement une augmentation significative de la fiéquence des cellules T 

CD4+ mémoires (CD45RA-CD62L+ et CD45RA-CD62L-) : 40 +/- 15% vs 25 +/- 10% (p = 

0.01) (Pierdominici et al, 2003). En revanche, parmi les lymphocytes T CD8+, seule la 

population mémoire est retrouvée significativement augmentée : 28 +/- 16% vs 14 +/- 7% (p = 

0.02). L'étude des TRECs révèle des taux de TRECs significativement plus faibles chez les 

patients pDGS que chez les contrôles du même âge, tant sur la population CD4+ (45 +/- 31 vs 

210 +/- 80 copies/lOOng d'ADN) que CD8+ (57 +/- 33 vs 190 +/- 95 copies/l 00ng d'ADN). 

Cependant, (même si les unités ne sont pas les mêmes que ci-dessus), on s'aperçoit que la 

proportion de TRECs retrouvée chez les pDGS par rapport aux contrôles est bien supérieure à ce 

qui est retrouvé chez les cDGS (30 à 38% vs 1%). L'équipe de Sullivan rapporte des résultats 

similaires dans une étude portant sus 409 patients avec délétion 22q11.2 et de phénotype pDGS. 

Les auteurs décrivent un déclin accru des lymphocytes T CD4+ naïfs CD4+CD45RA+au cours 

du temps comparé au groupe témoin (Piliero et al, 2004). 

Age (années) Age (années) 

Figure 10: Expression des CD45RO et CD45RA au sein des lymphocytes T CD4+ chez les 
patients et les contrôles. L'accumulation de cellules CD45RO est considérablement accélérée chez les patients 
(A) par rapport aux contrôles (B) (d'après Piliero et al, 2004) 

L'analyse des TRECs au sein de la population CD4+CD45RA+ a montré une 

diminution par rapport au groupe témoin du nombre de TRECs : 7491 TRECsIpg d'ADN vs 

19594 TRECsIpg d'ADN (p = 0.0017) (soit environ 38% du témoin). Enfin, dans l'étude de 

Cancrini et al, portant sur 7 enfants atteints de pDGS, une diminution du nombre de cellules T 

CD4+CD45RA+ est retrouvée chez 3 enfants sur 7 (Cancrini et al, 2005). De façon très 



surprenante, les taux de TRECs sont particulièrement affectés chez tous les patients et sont 

comparables pour la population CD4+ à ceux des cDGS présentés par Markert et al: 

dans la population CD4+ : < 50 TRECSI~O~ lymphocytes T CD4+ (vs 29 242 

TRECsIl o6 lymphocytes T CD4+ dans le groupe témoin) (< 1 %) 

dans la population CD8+ : de < 50 à 3984 T R E C S / ~ O ~  lymphocytes T CD8+ 

(vs 20 760 T R E C S I ~ O ~  lymphocytes T CD8+ dans le groupe témoin) (de < 1% 

à 19%) 

L'analyse de répertoire VB des réceuteurs T 

L'analyse du répertoire VP des récepteurs T chez les patients atteints de pDGS est 

variable selon les études. Sedivà et al, rapportent chez 34 enfants un répertoire T polyclonal 

(étudié par cytométrie en flux) et signalent une légère augmentation du pourcentage de VP 16 et 

une légère diminution du pourcentage de VP 2, 17 et 18 (Sedivà et al, 2005). 

En revanche, 3 autres auteurs montrent des altérations majeures du répertoire T. Pierdominici et 

al, décrivent par analyse en cytométrie en flux des altérations plus importantes au sein des CD8+ 

que des CD4+ : 

une expansion des sous familles VP 7.2, 11 et 13.1 au sein des CD4+ et 

aucune délétion de sous familles 

une expansion des sous familles VB 1 et 11 au sein des CD8+ et une délétion 

des sous familles VP 7.2 chez un patient et VP 18 chez un autre (Pierdominici 

et al, 2003). 

L'étude des CDR3 montre que le répertoire est restreint pour 54% des sous familles VP des 

CD4+ et pour 60% des sous familles VP des CD8+. De même, Sullivan et a l  rapportent une 

analyse des CDR3 sur 7 patients sans distinction entre les populations CD4+ et CD8+, révélant 

un nombre de sous familles oligoclonales 2 fois plus important que dans le groupe contrôle (5.3 
" ' ' -. y""' "" , V 'W' """' '...A."'-" . y "V" "Y V . . -1 1.. -1.1-, YI... . -1. V I  I I  ' "rr". '".A' "A'- 

analyse des CDR3 sur 7 patients sans distinction entre les populations CD4+ et CD8+, révélant 

un nombre de sous familles oligoclonales 2 fois plus important que dans le groupe contrôle (5.3 

vs 2.4, p = 0.179) et un nombre de familles VP manquantes 10 fois plus élevé que dans le groupe 

contrôle (2.7 vs 0.3, p = 0.0008) (Sullivan et al, 2004). Enfin, Cancrini et al, décrivent un 

répertoire T avec profil polyclonal normal au sein des CD4+ sauf chez 3 patients sur 7 où 

apparaissent des altérations de certaines familles (IO%, ou 21% ou 23% d'altérations selon les 

patients) (Cancrini et al, 2005). En revanche, le répertoire T est très perturbé au sein des CD8+ 

chez tous les patients (de 74% à 100% d'altérations selon les patients). Cependant, après 1 à 2 

ans, le pourcentage de familles altérées diminue. A noter qu'une plus grande expansion (mais 

non significative) a été observée dans la sous population CD8+ chez les patients ayant eu des 



infections récurrentes. Toutefois, les auteurs concluent que le répertoire altéré des CD8+ reflète 

un défaut au niveau du développement des lymphocytes T et n'est pas secondaire à des 

stimulations antigéniques conduisant à des expansions clonales. 

L analvse de la lonmeur des Télomèves 

Un seul auteur rapporte ce type d'étude chez des patients atteints de pDGS. Le 

rendement thymique étant diminué chez ces patients, le maintien dans le temps d'un nombre de 

lymphocytes T dans les limites de la normale peut être lié à une expansion accrue des clones T. 

En effet, les auteurs montrent chez 7 patients une longueur moyenne des télomères au sein de la 

population CD4+CD45RA+ significativement plus faible que dans un groupe témoin d'age 

équivalent (7.8 kb en moyenne vs 9.0 kb en moyenne chez les témoins, p = 0.05) (Piliero et al, 

2004). Cette différence correspond approximativement à 5 divisions cellulaires. 

En conclusion, toutes ces données révèlent un défaut de production thymique des 

lymphocytes T (partiel dans le pDGS et complet dans le cDGS). Ce défaut est compensé par une 

prolifération accrue de certains clones de lymphocytes T (expansion clonale) afin de maintenir un 

nombre de lymphocytes T légèrement plus faible que chez les témoins sains. Nous avons vu 

cependant que dans les pDGS la conversion des lymphocytes T naïfs en lymphocytes T 

mémoires est accrue avec l'âge, de même que la délétion de certaines familles VP. Ceci peut 

avoir des conséquences fonctionnelles puisque les réponses T secondaires sont perturbées chez 

les sujets adultes soit à cause du répertoire T perturbé, soit à cause de télomères trop courts ne 

permettant plus la division cellulaire. Ainsi, les patients les plus âgés ont un nombre de 

lymphocytes T qui paraît normal mais une fonction proliférative et une diversité du répertoire 

altérée (Sullivan et al, 2004). 

1-3-2-3-2 : Le déficit immunitaire humoral 
altérée (Sullivan et al, 2004). 

1-3-2-3-2 : Le déficit immunitaire humoral 

Le déficit immunitaire humoral est généralement considéré comme secondaire au déficit 

cellulaire. 

A- Le cDGS 

Les Immunonlobulines sériques 

Les auteurs s'accordent à dire que le taux d'IgG n'est pas informatif car il s'agit 

dans un premier temps le plus souvent d'une transmission materno-fœtale puis, les patients sont 

sous substitution d'Ig IV principalement dans les cDGS. Il est alors difficile de se faire une idée 

précise de la variation des autres isotypes (Pirovano et al, 2003 ; Collard et al, 1999). Toutefois, 



parmi les cas cliniques décrits dans la littérature, on retrouve des patients atteints de cDGS avec 

des taux d'immunoglobulines normaux quelque soit I'isotype (Al-Tamemi et al, 2006). En 

revanche, Muller et al, ont pu montrer que les patients atteints de cDGS présentaient un SD-score 

négatif pour tous les isotypes à l'exception des IgG certainement d'origine maternelle. (Le SD 

score permet de comparer les taux d'Immunoglobulines indépendamment de l'âge, les valeurs 

normales se situant entre -2 et +2, une valeur à O représentant le 50""" percentile pour un age 

donné). 

Les ant icor~s  spécifiques 

Bastian et al, montrent que sur les 4 enfants atteints d'un cDGS, aucun ne peut 

produire des anticorps spécifiques et ils suggèrent en 1989 que l'étude de cette réponse 

spécifique est certainement très utile pour contribuer à la caractérisation du DGS (Bastian et al, 

1989). Parallèlement, Muller et al, ont étudié la réponse anticorps à la BSA (Bovine serum 

albumin) et ont montré l'absence d'activité anti-BSA chez les 3 patients atteints de cDGS 

(Muller et al, 1989). Nous avons nous-mêmes décrit le cas d'un enfant atteint de cDGS qui ne 

produisait pas d'anticorps après vaccinations répétées (Bensoussan et al, 2002). 

B- Le QDGS 

Les Immunoglobulines sériques 

Parmi les patients atteints de pDGS, 6 patients sur 13 présentaient des scores 

positifs pour tous les isotypes, 2 pour tous les isotypes sauf les IgE, 2 pour IgA et IgG mais des 

scores négatifs pour IgM et IgE (Muller et al, 1989). Plus récemment, Sedivà et al, ont confirmé 

que chez les patients atteints de pDGS, le déficit humoral n'était pas profond. Ils ont toutefois 

observé une petite diminution des IgA chez 12 patients sur 34 et une petite diminution des IgM 

chez 11 patients sur 34 (Sedivà et al, 2005). Ce déficit ne s'est pas amandé au cours du suivi de 

72 mois pour 5 enfants. 

chez 11 patients sur 34 (Sedivà et al, 2005). Ce déticit ne s'est pas amandé au cours du suivi de 

72 mois pour 5 enfants. 



Figure 11: Evolution en fonction de l'âge des IgG, IgA et IgM. Les valeurs normales par âge plus ou 
moins 2 DS sont représentées par les lignes (d'après Sedivà et al, 2005) 

Les anticorps spécifiques 

Dans le cas des pDGS, les réponses spécifiques sont variables d'un individu à 

l'autre. Certains auteurs rapportent dans leur série 4 patients sur 13 qui produisent des taux 

élevés d'anticorps spécifiques (Muller et al, 1989). De la même façon, dans une autre étude 3 

enfants sur 7 sont incapables de produire des anticorps spécifiques après vaccination (Cancrini et 

al, 2005). 

al, 2005). 

1-3-3 Les conséquences cliniques 
La présentation clinique des patients présentant une délétion 22q11.2 est extrêmement 

variable d'un patient à l'autre. Sullivan, en 2004, a réalisé une synthèse de toutes les 

présentations cliniques décrites dans la littérature à ce jour qui sont reprises dans le tableau 2. 



Tableau 1 : Manifestations cliniques pouvant être retrouvées chez les patients atteints du 

syndrome de la délétion 22q11.2 (d'après Sullivan, 2004) 

Toutefois. les ~ r i n c i ~ a u x  simes cliniaues décrits chez les ~atients atteints de DGS sont 
syndrome de la délétion 22q11.2 (d'après Sullivan, 2004) 

Toutefois, les principaux signes cliniques décrits chez les patients atteints de DGS sont 

présentés par Muller et al en 1988. Tous les enfants étudiés (16116) présentent des anomalies 

faciales caractéristiques : implantation basse des oreilles, lèvre supérieure en avant accentuée par 

un petit menton. Des anomalies cardiaques sont également décrites chez 14/16 patients (défaut 

ventriculaire, tétralogie de Fallot et tronc artériel commun). L'hypocalcémie, consécutive à un 

hypoparathyroïdisme a été rapportée chez 11/16 enfants. Tous les enfants de cette étude 

présentent un retard psychomoteur modéré à sévère et des difficultés dans l'apprentissage. 

L'absence ou l'hypoplasie thymique a déjà été largement discutée dans le chapitre précédent 

ainsi que ses effets sur la réponse immunitaire. Les conséquences directes sont les risques 



infectieux associés, le développement de maladie autoimmune à plus long terme et 

potentiellement de pathologie tumorale (Sullivan et al, 2004). 

1-3-4 Les éléments biologiques diagnostiques contribuant à poser le diannostic de 
cDGS 

Comme nous l'avons mentionné précédemment, il n'est pas toujours aisé de poser le 

diagnostic de cDGS. Or, une fois ce diagnostic posé, il est nécessaire de proposer aux patients 

sans délai un traitement soit par injection de cellules allogéniques soit par greffe de tissus 

thymiques. 

Il semble clair après la revue bibliographique que nous venons de faire que seule la mise en 

évidence d'une altération majeure de la production de nouveaux émigrants thymiques permet de 

poser le diagnostic de cDGS. 

1-3-4-1 Mise en évidence de nouveaux émigrants thymiques 

La technique initialement utilisée et toujours d'actualité est la technique des TRECs (T- 

ce11 receptor rearrangement excision circles). Cette technique n'est pas réalisée dans tous les 

laboratoires et est actuellement supplantée par une technique de cytométrie en flux utilisant le 

marquage : CD3 1+CD45RA+/CD4+ (Kimming et al, 2002). 

1-3-4-2 Analyse des sous populations lvmphocvtaires T par cvtométrie en flux 

1-3-4-3 Tests de transformations lymphocvtaires 

Ces deux derniers éléments ont été largement évoqués précédemment et leurs limites 

clairement démontrées. 



II- APPROCHES THERAPEUTIQUES DE CES 
SYNDROMES PAR ALLOGREFFE DE CELLULES 
SOUCHES HEMATOPOÏETIQUES 

Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) se situent, pour la majorité, dans la moelle 

des os plats (vertèbres, côtes, sternum, bassin), des os longs (fémur.. .), et circulent, pour un petit 

nombre, dans le sang. Elles présentent un antigène témoin de leur immaturité, l'antigène CD34. 

Les CSH sont des précurseurs de tous les types cellulaires du tissu sanguin. Leur durée de vie est 

indéterminée. Elles sont définies comme pluripotentes (car trop matures pour être totipotentes), 

et quiescentes, car lors de la mitose, une des cellules filles se différencie, et l'autre reste au stade 

immature pour renouveler le stock de CSH. 

L'allogreffe de CSH permet de remplacer, par des CSH normales provenant d'un donneur 

sain, un tissu hématopoïétique déficient (cas des Déficits Immunitaires), ou envahi par des 

cellules malignes. Cependant les réactions d'alloréactivité bi-directionnelles imposent de 

respecter une compatibilité sur le plan des antigènes majeurs d'histocompatibilité (HLA) de 

classe 1 (A, B, C) et de classe II (DR et DQ). Les antigènes HLA DP sont pris en considération 

pour des malades à haut risque de rejet. Les typages HLA réalisés initialement par techniques 

sérologiques se sont considérablement affinés ces dernières années par l'apport des techniques de 

Biologie Moléculaire et sont devenus des typages de Haute Résolution. 

Les différents types de donneurs à partir desquels il est possible de réaliser une allogreffe 

sont soit : 

- des donneurs génoidentiques présentant une compatibilité HLA complète avec le 

receveur. Cependant, seuls 25 à 30% des patients nécessitant une greffe disposent d'un donneur 
I . ,  .. 

- des donneurs génoidentiques présentant une compatibilité HLA complète avec le 

receveur. Cependant, seuls 25 à 30% des patients nécessitant une greffe disposent d'un donneur 

génoidentique. 

- des donneurs phénoidentiques : Ce sont des donneurs non apparentés recensés sur un 

fichier de donneurs volontaires de moelle osseuse (DVMO) ou un fichier de sang de cordon. Les 

DVMO sont inscrits dans un registre national consultable par tous les pays du monde, par 

l'intermédiaire d'un organisme de tutelle (l'Agence de BioMédecine en France). Les antigènes 

HLA du donneur doivent être les plus proches possibles de ceux du malade. La compatibilité 

retenue le plus fréquemment pour le choix d'un DVMO est 1011 ohe voire 911 oème (c'est à dire 10 



antigènes ou 9 HLA identiques entre donneur et receveur) et pour le choix d'un sang de cordon 

entre 416"~ et 616'"'~ (seule une identité A, B et DR est recherchée). 

- des donneurs haploidentiques : Ce sont les donneurs intra-familiaux (père ou mère) qui 

possèdent un haplotype HLA différent du receveur. 

Les différents types de greffons à partir desquels il est possible de réaliser une allogreffe 

sont soit : 

- La Moelle Osseuse 

11 s'agit de la source principale de CSH pour les greffes allogéniques. L'aspiration se fait 

sous anesthésie générale au niveau des crêtes iliaques postérieures (antérieures et du sternum si 

nécessaire), sur anticoagulant. La moelle osseuse (MO) est ensuite traitée par filtration pour 

éliminer les particules osseuses et graisseuses, et éventuellement par centrifugation pour 

concentrer les cellules mononucléées (CMN). Un greffon de bonne qualité contient environ 2. log 

cellules nucléées totales / kg de poids du receveur. 

- Les cellules souches périphériques : 

Les cellules souches périphériques (CSP) sont très souvent utilisées dans les greffes 

autologues et de plus en plus dans des allogreffes. Des facteurs de croissance sont administrés au 

donneur pour favoriser la mobilisation et la sortie des progéniteurs hématopoïétiques de la MO 

vers le sang. Le G-CSF est le facteur le plus fréquemment utilisé. Il a une action sur les 

polynucléaires neutrophiles qui vont produirent des enzymes permettant de cliver les liaisons 

entre les CSH et leur environnement médullaire. Les CD34+ migrent alors pour se retrouver dans 

le sang. Cette méthode de collection des cellules CD34+ ne nécessite pas d'anesthésie générale. 

La totalité du volume sanguin du donneur est traité au moins 2 fois, et réinjecté en circuit fermé. 

- Le sang de cordon ou sang placentaire : 

Cette source de CSH est utilisée dans les greffes allogéniques. Le sang contenu dans le 

placenta et recueilli à travers la veine ombilicale du cordon est riche en CSH. Ces cellules 
- Le sang de cordon ou sang placentaire : 

Cette source de CSH est utilisée dans les greffes allogéniques. Le sang contenu dans le 

placenta et recueilli à travers la veine ombilicale du cordon est riche en CSH. Ces cellules 

présentent une immaturité immunitaire relative diminuant les risques de réaction du greffon 

contre l'hôte (GVHD). 

La disparité au niveau de antigènes Majeurs ou mineurs HLA peut être à l'origine de la 

réaction d'alloréactivité qui peut s'exercer dans les 2 sens et engendrer des effets délétères (rejet 

ou GVHD), mais aussi l'effet thérapeutique du greffon dans le cas d'hémopathies malignes 

(réaction du greffon contre la leucémie, GVL) ou dans le cas de tumeurs solides (réaction du 



greffon contre la tumeur : GVT). Nous ne décrirons que les réactions de rejet et de GVHD ainsi 

que leurs conséquences cliniques mais pas l'effet GVL qui ne concerne pas les allogreffes 

réalisées dans les Déficits Immunitaires Héréditaires. 

1 ) Le reiet : 

Les CSH injectées ne parviennent pas à s'établir de façon permanente chez le receveur. 

Le rejet est médié par les lymphocytes T du receveur selon un mécanisme d'alloréactivité directe. 

Le rejet peut être causé par l'injection d'une dose insuffisante de CSH qui ne parviennent pas 

prendre le dessus sur un nombre trop élevé de cellules immunocompétentes chez le receveur. 

Afin de limiter l'impact des cellules immunitaires du receveur et les risques de rejet du greffon, 

le patient reçoit avant la greffe un conditionnement de greffe. 

Pour diminuer les risques de rejet, différentes stratégies de conditionnements sont 

possibles ; le conditionnement myéloablatif, et le conditionnement non myéloablatif. 

- Le conditionnement mvéloablatif (MA) 

Le conditionnement MA vise à détruire la moelle du receveur afin d'éliminer les cellules 

du receveur. Les stratégies misent en œuvre pour atteindre ce degré d'immunodéficience sont le 

plus souvent la chimiothérapie, la radiothérapie et l'administration d'immunosuppresseurs. 

L'équipe du Pr A. Fischer à Necker a également utilisé en complément des anticorps 

monoclonaux dirigés contre les molécules d'adhésion LFAl et CD2 (de 5-3 à J+10 de la greffe) 

ayant pour effet de diminuer les réactions d'alloréactivité. En effet, les premières interactions 

entre lymphocytes T et cellules présentatrices d'antigène se font par le biais des molécules 

d'adhésion. Ce n'est que dans un second temps qu'entre en jeu le récepteur T. C'est pourquoi 

l'utilisation de ces anticorps anti-molécules d'adhésion permet de prévenir efficacement le rejet 

de greffe. 

Les cellules immunocompétentes du malade sont également éliminées, ce qui diminue les 

de greffe. 

Les cellules immunocompétentes du malade sont également éliminées, ce qui diminue les 

risques de rejet. Le receveur est dans un état d'immunodéficience complète, ce qui permet aux 

cellules du donneur de s'implanter plus facilement chez le receveur. Cependant la toxicité du 

conditionnement est forte et dans certains cas irréversible. De plus, il a été clairement montré que 

dans les Hémopathies malignes, l'effet thérapeutique de l'allogreffe n'était pas lié au 

conditionnement mais bien à l'effet GVL du greffon. C'est pourquoi sont apparus dans la fin des 

années 1990 des conditionnements moins toxiques ayant pour but de favoriser la tolérance du 

receveur vis-à-vis du greffon afin que l'effet GVL puisse s'exercer. Ces conditionnements ont été 

utilisés également dans les allogreffes réalisées dans d'autres indications que les Hémopathies 



malignes comme par exemple dans les Déficits Lmmunitaires Héréditaires, du fait de leur 

moindre toxicité. 

- Le conditionnement non myéloablatif CNMA) 

L'objectif d'un conditionnement NMA n'est pas la destruction de la MO, mais, 

théoriquement, l'induction d'un état de tolérance immunologique du receveur vis à vis du 

greffon. Ainsi, les doses de chimiothérapie ou de radiothérapie myéloablatives utilisées sont très 

réduites, ce qui a pour corollaire de diminuer considérablement la toxicité du conditionnement. 

Toutefois, on peut souligner qu'il existe plusieurs niveaux de conditionnements entre les 

conditionnements MA et les conditionnements NMA avec des degrés de myélablation plus ou 

moins importants. Dans les conditionnements NMA, l'immunomodulation est obtenue par la 

Fludarabine et le Sérum anti-lyrnphocytaire (SAL). On peut toutefois noter que l'effet du SAL 

persistant plusieurs jours après administration, il exerce un effet de déplétion T in vivo sur le 

greffon et contribue aussi à la prévention de la GVHD. 

2 ) La réaction du greffon contre l'hôte : 

La réaction du greffon contre l'hôte (GVHD) aiguë qui survient dans les 3 premiers mois 

post-greffe est une réaction des lymphocytes T irnmunocompétents du greffon contre les tissus 

du receveur. Les tissus cibles sont principalement la peau, le tube digestif, le foie et le tissu 

hématopoïétique. Il existe également une forme chronique de GVHD qui survient après JlOO et 

peut toucher tous les organes et les tissus. 

Les éléments déclencheurs de cette réaction sont la disparité HLA, et la sécrétion de 

cytokines. 

Pour prévenir la GVHD, il est d'usage d'administrer des immunosuppresseurs 

(ciclosporine, corticoïdes.. .). Dans les cas d'incompatibilité HLA importante (notamment en 

situation haploidentique), il est nécessaire de dépléter ex vivo le greffon en lymphocytes T. 

(ciclosporine, corticoïdes.. .). Dans les cas d'incompatibilité HLA importante (notamment en 

situation haploidentique), il est nécessaire de dépléter ex vivo le greffon en lymphocytes T. 

La conséquence principale de ces réactions d'alloréactivité est la lenteur de la 

reconstitution immunitaire. Elle est en effet liée aux disparités HLA entre donneur et receveur, au 

conditionnement du patient, au type de greffon et à la survenue d'une GVHD nécessitant 

l'utilisation d'immunosuppresseurs. De plus, une fois greffés, les lymphocytes doivent être 

éduqués au sein du thymus du malade, qui est involué chez l'adulte, et peut être endommagé par 

la chimiothérapie. 

Pendant la période du conditionnement et dans les premiers mois post-greffe, le patient 

traverse une phase d'immunodéficience aiguë, ce qui augmente les risques d'infections 



opportunistes. Les infections sont les principales complications post-greffes. Les virus sont 

décrits comme étant les plus fréquents agents infectieux suivis par les bactéries et les 

champignons. Un an post-greffe, environ 68 % des greffés en CSP, et 65 % de greffés en MO ont 

déjà subi un épisode infectieux (viral, bactérien ou fongique). Parmi les virus, sont fréquemment 

mis en cause le Cytomégalovirus (CMV), le virus d'Epstein Barr (EBV) et l'Adénovirus (ADV). 

L'arsenal thérapeutique à disposition se révèle parfois insuffisant notamment dans les infections 

à EBV et dans les adénoviroses, rendant ces infections létales dans un contexte 

d'immunodépression majeure. 



11-1- Etat de la littérature sur la greffe de CSH dans les 
Syndromes hyper IgM 

Parmi tous les déficits moléculaires décrits à l'origine du syndrome Hyper IgM, seul le 

déficit en CD40L est susceptible d'être traité par allogreffe de CSH, à ce jour. Toutefois, le 

déficit en CD40, présentant le même tableau clinique que le déficit en CD40L, mais beaucoup 

plus rare est également un bon candidat pour l'allogreffe de CSH. Enfin, il a été récemment 

rapporté la première allogreffe de CSH permettant de traiter le déficit immunitaire chez un enfant 

atteint d'une dysplasie ectodermale anhydrotique de transmission autosomique dominante (AD- 

EDA-ID) (Dupuis-Girod et al, 2007). Nous reprendrons cet article et discuterons les perspectives 

de traitement du déficit immunitaire par allogreffes de CSH qui s'ouvrent pour XHM-ED. 

Tous les patients atteints d'un déficit en CD40L reçoivent un traitement de substitution par 

des Immunoglobulines intra-veineuses (IVIG), une antibioprophylaxie contre les infections à 

Pneumocystis jiroveci et du G-CSF pour les neutropénies sévères symptomatiques (Levy et al, 

1997). Cependant, ce traitement substitutif se révèle souvent insuffisant à long terme et 

l'apparition d'une atteinte hépatique, souvent corrélée à la présence de Cryptosporidium parvum 

est de très mauvais pronostic. 

II-1-1- Greffe de CSH dans les Svndromes Hvper ZgM avec déficit en CD40L 

II- 1 - 1 - 1 Allogreffes de Moelle osseuse (MO) avec conditionnement myéloablatif 

La première allogreffe de MO pour un deficit en CD40L a été réalisée en 1993 par Fasth en 

situation génoidentique avec conditionnement myéloablatif (Fasth et al, 1993). Puis une 

deuxième expérience est rapportée en 1995 par l'équipe de Necker où la greffe de MO 

génoidentique a été proposée à un enfant de 7 ans ayant des antécédents d'infection à 
- . .. . . . .  ,- . , . .  , 7 , , , P  .. . .. . ,m. 

deuxième expérience est rapportée en 1995 par l'équipe de Necker où la greffe de MO 

génoidentique a été proposée à un enfant de 7 ans ayant des antécédents d'infection à 

Pneumocystis jiroveci et ayant une histoire familiale sévère de ce déficit immunitaire (Thomas et 

al, 1995). Un conditionnement myéloablatif composé de Busulfan 20 mglkg et 

cyclophospharnide 200 mg/kg a été administré. La prévention de la GVHD a été assurée par 

l'association ciclosporine et méthotrexate court. La greffe s'est déroulée sans complication et a 

permis la résolution du déficit en CD40L. Plusieurs autres expériences isolées de greffe 

génoidentique ont ensuite été rapportées dans la littérature, préconisant le même conditionnement 

et la même prophylaxie de la GVHD que précédemment (Bordigoni et al, 1998 ; Kato et al, 

1999 ; Kawai et al, 1999 et Duplantier et al, 2001). Dans tous les cas, la greffe a été proposée 



C h i m é r i s m e  GVHD Cause de décès C o m m e n t a i r e s  Auteurs D o n n e u r  n C o n t e x t e  c l i n i q u e  C o n d i t i o n -  P r o p h y l a x i e  
n e m e n t  CVHD 

Greffon 

MO 

MO 

G l o b a l e  

O Fasth et al, 1993 Géno 
(1 Ag MM) 

Géno 

. . - . . . - . . - - 
1 MA T-déplét ion 

1 - ATCD infections : MA (Bu-CV) CSA + MTX cour t  

100% D GVHD GVHD chronique Correctioii dir déficit eii 
cluonique CD4OL 

Correctioii do dejcit et1 
CD4OL. Arrél des problénies 
infecriei~r. 
Perr d 'inforniatioiis siu ces 
pntieiirs. 

Thomas el al, 
1995 - Histoire familiale 

2 

3 
1 - Idaiions opponunina 

- Cholangite xlérosante 
MA (Bu-Cy) CSA + MTX 

Buckley el al, 
1996 

Géno 

Haplo 
Géno Bordigoni et al 

1998 
Correction dir deficif en 
CDIOL, de la diolnngiie 
sclerosanre et de la maladie 
injlamnuiroire. 
Correcrion du déficit en 
CD4OL et de la neilirophiie 
sévère. 
Correc~ioi~ dit defici! eii 
CD4OL 

- Maladie inflammaioire chronique 

Géno 

Géno 

Géno 

Géno 

Géno 

Scholl et al, 
1998 

- Neutropfnie sCv&re 
- infections fr6quentes 

MA ( ICT-Cy)  CSA + MTX cour t  

Kato et al, 
1999 

Kawaï et al, 
1999 

Duplantier et al, 
200 1 

Khawaja et al, 
2001 

- Neutropénie sévère 
- Infmionr opponunines 
- Histoire familiale 

MA (Bu-Cy)  CSA + MTX c o u i t  

+ SAL 

MA (Bu-Cy) CSA + MTX cour t  

1 - Infections fréquentes MA (BU-Cy) CSA + MTX cour t  

Correctioii dit deJcit 
CD4OL 

> 90% D O 
(70% B. 90% T, 95% PNN) 

100% D : in IV : 212 . hillanee 

Correctioii 
CD4OL 

dit déficit en 

2 - ATCD infections : 
Pneumcysiis jiroïeci : 2/2 

C~yprospondi~~m pamm : Y2 
- Atteinte hCpatique avancke 212 

MA (Bu-Cy) 
Dose de Bu plus 

bible  

CSA - Urie alleinle Icémtiarre avec 
~ 

n o n  éva luab le  : IC! GVHD: 212 infect0 R Cryprosporidiirm 
(infection a parvlun = facreru de risqrie 
Cryptosporiditun Parvrun) majeitr pour 1 'nllogreffe de 

CSH. Phéno - ATCD infections 
Pn~umorysris jrrowci 5/5 

Cryprospndiuiii pan.wn 215 
- Atteinte hépatique avancée : I 

100% D : 416 
Partiel : 216 

111 : 116 - Adénovirose invasive : 116 - Décès d 'nrreirile hepntiqiie 
- cryptosporidiose : 116 sévère malgré iin 
Rq . dérès des poticnn les plu conditioiiiienieiil NMA chez 1 
aaes. nn,inii,  

NMA ( ~ l ~ d ~ . ~ ~ l .  SEICC~IOII CD34 416 

SAL) : 116 CAMPATH 2216 

Leone el al, 
2002 

Genery el al, 
2004 

Géno 1 - ATCD infections : 
Pneumorysris jiroiPci 

MA (Bu-Thio- 
Fluda-Cy) 

CSA 

26/38 
(68%) de 

1.2 a 9.3 
ans 

>11 :4  12/38 d'infections : - Une arreinte oerlmonaire avr Géno 
infection à greffe : faible siuvie posr 

Cryptosporidittm Parvitni : greffe. 
6/12 - Incompntibilité HLA : 

. CMV disséminé : 3/12 résrdi& de greffe nioins bons 

2 : - Adénovirose : 1/12 qic kn sittui~ioir pleéiioideniiqtre 
- Aspergillose : 2/12 snnr incompnribilité H U .  

B~-T~,&-F~~&-c~: 1/14) + MTX corn : 10133 

NM A (Fluda-Mel+!- + w: II33 

SAL) : 2/14 Autres (MF seul. 
Chimérisme complet ou 

partiel : 34/38 

Phéno 24 - A t ; ~ m t & ~ i q u ~  : 20138 MA ( B ~  ou ICT-Q- tacmlimuseic..): 5/38 
rholangire sclémnre : 12/20 SAL ou a n l i ~ ~ ~  1 +/- 
cholnilgire + rirrhose - 3/20 anti-CD2) : 20124 + Tdéplétion : 12/24 

aurres: 5/20 
NMA : 4/24 

Phéno Amrolia et al, Cholangiie sclkrosaiiie 212 NM A CSA + conlc. . 112 Correction drr deficir eir 

2000 
. ATCD trmplaniat' w q u e  : i l 2  (îIUda-MeI+,.sALJ Tacroltmus + conic : Il2 

- Crypiospndiurn panum - 112 
CD4OL 
Condi/ioniremeii~ NMA: sircces 

Jacobsohn et al, Géno 2 - ATCD infernions ' NMA CSA CSP 212 100% D : 112 Correclioii dit déficil eir 

2004 
Cryptospridium panum : Y2 

- Cholaogiopaihie. 
(Fluda-Mel+l-SAL) Chimerisme mixte stable: CD4OL 

Coiiditioiiiienieiit NMA: srrccès 

Tableau 4 : Tableau de synthèse des principales expériences d'allogreffes dans le déficit en CD40L publiées depuis 1993 
n : Nombre. Géno : Génoidentique. Phéno : Phénoidentique. MA : Conditionnement myéloablatif. NMA : Conditionnement non myéloablatif. Bu : Busulfan. Cy : 
Cyclophosphamide. SAL : Sérum anti-lymphocytaire. Thio : Thiotépa. ICT: Irradiation corporelle totale. Fluda : Fludarabine. Me1 : Melphalan. CSA : Ciclosporine. MTX: 
Méthotrexate. MMF : Mycophénolate Mofetil. Cortic. : corticoïdes. MO : Moelle osseuse. CSP : Cellules souches périphériques. D : Donneur. R : Receveur. CMV : 
Cytoinegalovirus. 



aux patients (âgé de 8 mois à 11 ans selon les études) devant un tableau clinique grave lié soit à 

des infections opportunistes sévères (pneumonie à Pneumocystis jiroveci, par exemple), soit à 

une cholangite sclérosante, soit à une maladie inflammatoire chronique et sévère des intestins. 

Toutes ces allogreffes ont été un succès avec prise de greffe et résolution du déficit en CD40L, 

absence de complication post-greffe et reconstitution immunitaire complète. Une autre équipe a 

rapporté un cas clinique d'allogreffe de MO génoidentique avec un conditionnement 

myéloablatif différent : ICT (Irradiation corporelle totale) 12Gy et Cyclophosphamide 4500 

mg/m2 (Scholl et al, 1998). Le choix de l'irradiation par rapport à l'utilisation du Busulfan a été 

motivé par la difficulté, selon les auteurs, à maintenir des taux constants de Busulfan chez les 

patients pédiatriques afin d'obtenir une myéloablation avec une toxicité acceptable. Le recours à 

l'allogreffe a été préconisé ici car le patient présentait une neutropénie sévère chronique et des 

infections fréquentes. Un autre cas a été publié par Leone et a l  en 2002, où une allogreffe de MO 

a été réalisée chez un enfant qui avait présenté une infection à Pneumocystis jiroveci. 

Des expériences un peu différentes ont également été rapportées dans la littérature. Dans une 

étude de survie de la greffe de MO pour déficit immunitaire, 6 patients atteints de déficit en 

CD40L ont été inclus (Buckley et al, 1996). Deux d'entre eux ont reçu une allogreffe de MO 

génoidentique et 3 d'entre eux ont reçu une allogreffe intra-familiale haplo-identique. Dans 

chacun des deux groupes il n'y a qu'un survivant. Nlalheureusement, nous n'avons pas plus de 

détail sur ces allogreffes. L'équipe de Khawaja a rapporté le cas de 8 enfants atteints de déficit en 

CD40L dont 7 ont été allogreffés après un conditionnement myéloablatif identique à celui 

proposé par l'équipe du Pr A. Fischer à Necker mais avec une dose de Busulfan un peu plus 

faible (1 6 mgkg) (Khawaja et al, 2001). Un patient a reçu en plus des anticorps anti-LFAl. Pour 

2 patients sur 7, l'allogreffe a été réalisée avec de la MO totale en situation génoidentique et pour 

5 sur 7 avec de la MO d'origine phénoidentique ayant subi une déplétion en lymphocytes T soit 

par CAMPATH soit par sélection positive CD34+. Quatre patients sont en vie et en bonne santé 

>'sûr r avëc M'la Ac) a origine pnen'o~aeircique dydnr s u - ~ i  une' uepietrofi en-iyillpnocpes r soit 

par CAMPATH soit par sélection positive CD34+. Quatre patients sont en vie et en bonne santé 

et 3 sont décédés : 2 du groupe génoidentique et 1 du groupe phénoidentique. Le point commun 

entre ces 3 patients était une pathologie hépatique avancée avec présence de Cryptosporidium 

pawum chez 2 d'entre eux. Cette étude a souligné que l'existence d'une atteinte hépatique avant 

la greffe semblait être un facteur de risque de l'allogreffe de CSH dans cette indication plus 

important que le degré d'incompatibilité HLA entre donneur et receveur. La même équipe a 

publié plus récemment une étude européenne reprenant toutes les allogreffes de MO réalisée 

entre 1993 et 2002, à laquelle nous avons participé et qui est présenté dans la partie Résultats 

(Gennery et al, 2004). Trente huit cas sont repris dont 15 d'entre eux avaient déjà été publiés. La 

source de MO était génoidentique dans 14 cas, phénoidentique provenant d'un donneur fichier 



dans 22 cas (dont 15 10/10 et 7 9/10) et phénoidentique provenant d'un donneur intra-familial 

dans 2 cas. Douze greffons ont été déplétés en lymphocytes T. La majorité des patients a reçu un 

conditionnement myéloablatif, tel qu'il a déjà été présenté précédemment ; seuls 6 patients avec 

atteinte hépatique préalable ont reçu un conditionnement non myéloablatif. Sur ces 38 patients, 

68% sont en vie et 58% sont guéris (3 patients ont eu une reconstitution autologue). Les 12 décès 

observés (32%) sont associés à des infections : à Cryptosporidium pawum (6 patients) pré- 

existant à la greffe et ayant fait l'objet d'une prophylaxie lors de la greffe dans la majorité des 

cas, à CMV (3 patients), à Adenovirus (1 patient) et à Aspergillus (2 patients). Sur les 12 patients 

décédés, 8 présentaient une maladie hépatique avant la greffe comparé à 12 sur 26 patients en 

vie. Cependant dans cette étude, seuls deux paramètres se sont révélés statistiquement 

significatifs : 

- une atteinte pulmonaire pré-existant à la greffe est associée à une faible survie (p = 

0.0002). En revanche, une pneumonie à Pneumocystis jiroveci n'augmente pas la 

mortalité. Les auteurs suggèrent qu'une atteinte pulmonaire est prédictive d'infections 

virales ou fongiques latentes. 

- les allogreffes réalisées en situation d'incompatibilité d'un antigène HLA donnent de 

moins bons résultats que les allogreffes phénoidentiques sans incompatibilité HLA (4 

décès et une reconstitution autologue sur 7 dans le premier cas vs 3 décès et 2 

reconstitutions autologues dans le second cas, p = 0.02) 

II- 1 - 1 -2 Allogreffes avec conditionnement non mvéloablatif 

Les premières allogreffes avec conditionnement non myéloablatif ont été rapportées dans 

une étude portant sur 8 patients atteints de déficit immunitaire dont 2 d'un déficit en CD40L 

(Amrolia et al, 2000). Tous les deux présentaient une cholangite sclérosante avant la greffe. Le 

cas de l'un d'entre eux a été rapporté en détail dans une autre publication que nous reprenons ici 

(Hadzic et al, 2000). Le diagnostic de syndrome hyper IgM avait été posé chez un enfant à l'âge 
(Amrolia et al, 2000). ''3us les deux présentaient une cholangite sclérosante avant la greffe. Le 

cas de l'un d'entre eux a été rapporté en détail dans une autre publication que nous reprenons ici 

(Hadzic et al, 2000). Le diagnostic de syndrome hyper IgM avait été posé chez un enfant à l'âge 

de 3 ans, dans le contexte d'un frère décédé d'une pneumonie à Pneumocystis jiroveci. Les 

fonctions hépatiques de l'enfant étaient initialement normales mais ont commencé à se détériorer 

vers l'âge de 5 ans. A l'âge de 10 ans, une biopsie hépatique a suggéré une cholangite sclérosante 

et deux ans plus tard une cholangiopathie intra et extra- hépatique a été mise en évidence. Une 

allogreffe de MO n'a pas pu être proposée en l'absence de donneur génoidentique. A l'âge de 18 

ans, l'état clinique du patient s'est considérablement détérioré ce qui a conduit à proposer une 

transplantation hépatique. Trente quatre jours après la transplantation hépatique, une allogreffe 



de MO phénoidentique a été réalisée après un conditionnement non myéloablatif : Fludarabine 

150 mg/m2 et Melphalan 100 mg/m2. La prophylaxie de la GVHD comprenait du sérum anti- 

lyrnphocytaire, de la méthylprednisolone et de la ciclosporine. Le patient est sorti du secteur de 

greffe à 5 1  18 dans de bonnes conditions cliniques et son état a continué de s'améliorer. Le 

deuxième patient a été greffé à l'âge de 11 ans et a développé 15 jours après la greffe une 

cryptosporidiose qui s'est résolue avec la prise de greffe et l'administration de 

paromomycine/azithromycine. Les deux patients ont parfaitement évolué cliniquement et 

biologiquement. 

Sur la base de cette expérience, 6 patients de l'étude européenne ont reçu un 

conditionnement non myéloablatif (Gennery et al, 2004) car ils présentaient une atteinte 

hépatique avant la greffe. Les résultats ne sont pas statistiquement différents des patients ayant 

reçu un conditionnement myéloablatif avec atteinte hépatique : 3 patients en vie / 6 vs 8/12, 

respectivement. 

Parallèlement, une autre équipe a publié le cas de deux patients avec cholangiopathie 

diagnostiquée sur biopsie hépatique et antécédent d'infection à Cryptosporidiurn parvum, ayant 

été traités par allogreffe de CSP après conditionnement non myéloablatif (Jacobsohn et al, 2004). 

Un chimérisme mixte stable chez l'un des patients et un chimérisme complet chez l'autre ont 

permis la correction du déficit en CD40L et parallèlement la résolution de la cholangiopathie. 

La question principale que soulève cette revue bibliographique est de savoir quel est le 

moment optimal pour proposer I'allogreffe de CSH. En effet, beaucoup de patients atteints d'un 

déficit en CD40L vivent pratiquement normalement sous traitement substitutif. Toutefois, le 

succès des allogreffes de CSH en l'absence d'atteinte hépatique est de 72% selon l'étude 

européenne (Gennery et al, 2004). Les auteurs proposent d'administrer le traitement substitutif et 

de surveiller étroitement les paramètres hépatiques afin d'être en mesure de proposer la greffe 

européenne'(Cierineryei a1,'2004). Les'auteurs proposent d'àdminiitrer le traitement substitutii et 

de surveiller étroitemer t les paramètres hépatiques afin d'être en mesure de proposer la greffe 

avant que l'atteinte hépatique ne soit trop importante. Parmi les paramètres à observer la 

recherche de Cryptosporidiurn pawum, fi-équemment mis en cause doit être réalisée et nécessite 

des outils sensibles de détection précoce comme la PCR. Dans ces situations, il pourrait être 

intéressant de proposer un conditionnement non myéloablatif. Une alternative à cette attitude 

serait de proposer la greffe très tôt avant toute atteinte hépatique avec un conditionnement 

myéloablatif. L'administration d'un traitement ou d'une prophylaxie vis-à-vis du 

Cryptosporidiurn parvum peut également être discutée en considérant toutefois le bénéfice 

apporté. 



A ce jour, les études ne contiennent pas suffisamment de patients pour déterminer quelle est 

la stratégie optimale. C'est pourquoi, il est nécessaire de réaliser des études à l'échelle 

européenne. 

11-1-2- Greffe de CSH dans les Dvsplasies ectodermales Anhvdroti~ues avec déficit 

immunitaire 

Le faible pronostic vital des enfants atteints de cette pathologie conduit à se poser la 

question du rationnel d'un traitement du déficit immunitaire par allogreffe de CSH. La première 

expérience d'une allogreffe de CSH chez un enfant atteint d'un AD-EDA-ID a été rapportée 

récemment et a été un succès (Dupuis-Girod et al, 2007). Devant la sévérité du déficit 

immunitaire, l'enfant a été allogreffé à I'age d'un an en situation haploidentique avec la moelle 

osseuse de sa mère. Un conditionnement myéloablatif composé de Busulfan (20 mgkg) et de 

Cyclophosphamide (200 mgkg) a été administré. Le greffon médullaire a été déplété en 

lymphocytes T par sélection positive CD34+ et le nombre de cellules injecté de 7.5 106 CD341kg 

et de 3.5 105 CD3lkg. L'enfant a également reçu des anticorps anti-LFAl et anti-CD2 au décours 

de la greffe afin de prévenir le rejet et la GVHD. Après la greffe, l'état clinique du patient s'est 

considérablement amélioré avec disparition de tous les signes digestifs et l'arrêt de la nutrition 

parentérale. La récupération immunitaire a été complète et les signes cliniques secondaires au 

déficit immunitaire se sont résolus. Les auteurs rapportent un suivi de 7 ans pour ce patient avec 

absence de GVHD, un chimérisme complet et une récupération immunitaire stables dans le 

temps. En revanche, la greffe n'a pas évité la survenue des signes cliniques liés aux anomalies de 

développement de la dysplasie ectodermale anhydrotique. Les auteurs concluent que l'allogreffe 

de CSH doit être considérée comme le traitement de choix pour l'AD-EDA-ID mais 

probablement aussi pour XHM-ED, malgré une expérience peu encourageante d'une allogreffe 

réalisée chez un enfant atteint d'un déficit en NEMO et décédé 11 jours après allogreffe d'une 

probablement aussi pour XHM-ED, malgré une expérience peu encourageante d'une allogreffe 

réalisée chez un enfant atteint d'un déficit en NEMO et décédé 11 jours après allogreffe d'une 

maladie veino-occlusive liée à la toxicité du conditionnement. Toutefois, les auteurs suggèrent de 

mener des études pilotes afin de déterminer si les patients atteints d'XHM-ED et présentant un 

phénotype clinique sévère peuvent être traités par allogreffe de CSH. 



II-1-3-Recommandations du groupe de travail sur les DI de I'EBMT pour les 

allogreffes dans les svndromes Hvper IgM avec déficit en CD40 Ligand 

Ces recommandations ont été proposées en Septembre 2003 lors d'une << Working Party » 

sous l'égide de 1'EBMT (European Bone Marrow Transplantation) et de 1'ESID (European 

Society of Immunodeficiency) par l'équipe Graham Davies et Andrew Gennery. Elles ont ensuite 

été révisées et formalisées en 2004 puis déposées sur le site de I'ESID. Elles ont été retranscrites 

en fiançais ci-après. 

II- 1 -2- 1 Prise en charge optimale des nouveaux cas diagnostiqués 

Les auteurs recommandent une attention toute particulière sur les points suivants lors de la 

prise en charge d'un patient chez lequel est diagnostiqué un déficit en CD40L. 

- Mise en place d'une prophylaxie de la pneumonie à Pneumocystis jiroveci 

- Administration d'Immunoglobulines par voie Intra-veineuse (IVIG) 

- Détection des infections à Cryptosporidium parvum (par PCR) 

- Utilisation d'eau bouillie ou filtrée 

- Administration éventuelle d'une prophylaxie anti-microbienne 

- Surveillance régulière d'une éventuelle atteinte des organes. 

- Réalisation du groupe HLA du patient. 

II- 1-2-2 Surveillance régulière d'une éventuelle atteinte hépatique 

Comme nous l'avons vu précédemment, le degré de l'atteinte hépatique conditionne le 

succès de l'allogreffe. 

- Dosages réguliers des enzymes hépatiques : transaminases et Gamma GT. 

- Echographie hépatique au moins une fois par an. 

- Recherche de Cryptosporidium parvum dans les selles 

- Si besoin poursuivre les investigations avec : 
-W.." wuyu." "wy""'1"' "" "'VU'" ""' A"" y". "S" 

- Recherche de Cryptosporidium parvum dans les selles 

- Si besoin poursuivre les investigations avec : 

- une cholangio-IRM 

- une biopsie hépatique 

II- 1-2-3 Quand réaliser l'allogreffe de CSH ? 

Pour les auteurs, cela dépend du type de donneur disponible pour le patient. 

- En présence d'un donneur intrafamilial génoidentique au patient, l'allogreffe doit être 

réalisée au diagnostic et en l'absence de toute complication. 



- En présence d'un donneur non apparenté compatible 10110 allélique, l'allogreffe peut 

être réalisée au diagnostic et de toute façon dès la survenue des premières 

complications. 

- En présence d'un donneur non apparenté partiellement incompatible, l'allogreffe ne 

doit être réalisée qu'à partir du moment où les premières complications surviennent. 

- En présence d'un donneur haploidentique, les auteurs des recommandations n'en ont 

aucune expérience et suggèrent qu'une telle alternative ne soit considérée que s'il y a 

une atteinte évolutive d'un organe. 

II- 1-2-4 Le Conditionnement 

- En l'absence d'atteinte organique, il est possible de choisir soit un conditionnement 

myéloablatif (Busulphan et Cyclophosphamide) soit un conditionnement non 

myéloablatif (Fludarabine, Melphalan, Sérum anti-lymphocytaire ou CAMPATH 

( Alemtuzumab)) 

- En présence d'une atteinte organique avérée (touchant le plus souvent les poumons et/ 

le foie), les auteurs recommandent exclusivement un conditionnement non 

myéloablatif. 

II- 1-2-5 La déplétion Ivmphoc~taire T 

- La deplétion T a été utilisée avec succès dans de nombreux cas. Cependant, les 

auteurs déconseillent ce traitement du greffon si possible du fait d'un risque 

d'évolution incontrôlée d'infection à Cryptosporidium pawum. 

- Ce type de traitement doit être réservé dans le cas où une allogreffe en situation 

haploidentique est envisagée. 

haploidentique est envisagée. 

II- 1-2-6 Prophylaxie vis-à-vis des infections à Crvptosporidium parvum au décours de 

la procédure d'allogreffe de CSH 

- Les auteurs précisent que cette prophylaxie n'a pas fait la prevue de son efficacité 

jusqu'alors dans les allogreffes de CSH 

- Trois molécules peuvent être utilisées 

O Azithromycine 

O Nitazoxamide 



O Paromomycine, potentiellement ototoxique et pouvant être absorbé par le 

tractus gastro-intestinal si une mucite survient. 

L'Azithromycine et le Nitazoxamide ont une plus faible toxicité : il est possible 

d'observer une altération des transaminases avec le Nitazoxamide. 

Les auteurs proposent l'attitude thérapeutique suivante : 

O en l'absence de Cryptosporidium pawum (PCR negative) : Azithromycine seul 

O en présence de Cryptosporidiurn pawurn (ou avec des antécédents d'infection 

à Cryptosporidium parvurn : Azithromycine associée à une autre molécule 

O Adjonction d'une troisième molécule si une cryptosporidiose manifeste 

survient. 

II- 1-2-7 Complications pouvant conduire à envisager une allogreffe de CSH 

- Anomalies histologiques ou radiologiques hépatiques en faveur d'une cholangite 

sclérosante 

- Atteinte pulmonaire à type de bronchiectasies 

- Entéropathie 

- Neutropénie réfractaire 

- Excrétion persistante de Cryptosporidium parvum 

- Infection à Toxoplasme 



11-2- Etat de la littérature sur la greffe de Cellules Souches 

Hématopoïétiques dans les Syndromes de Wiskott Aldrich 

L'espérance de vie des enfants atteints de WAS en l'absence de traitement était 

initialement inférieure a 3 ans. (Wiskott et al, 1937 ; Aldrich et al, 1954). L'apport de différentes 

thérapeutiques a permis de considérablement accroître ce chiffre. 

La splénectomie permet d'augmenter le taux de plaquettes et de réduire le risque 

hémorragique. Cependant, le risque de décès par infection est augmenté. C'est pourquoi il est 

nécessaire d'associer à ce geste une antibiothérapie prophylactique tout au long de la vie du 

patient (Ochs et al, 1998, Burns et al, 2004). L'administration de gammaglobulines intra- 

veineuses (IVIG) est également préconisée car les patients atteints de WAS ne développent pas 

d'anticorps vis-à-vis des antigènes polysaccharidiques. 

Cependant, le seul traitement définitif du WAS est la greffe de CSH que nous allons 

détailler ci-après. 

En 2003, Conley et al ont examiné les pratiques thérapeutiques de toutes les équipes 

européennes et américaines ayant pris en charge des patients atteints de WAS (Conley et al, 

2003). Le choix thérapeutique le plus couramment utilisé par les centres prenant en charge plus 

de 10 patients atteints de WAS est la greffe de CSH en situation génoidentique lorsqu'un 

donneur familial est disponible. Sinon, pour les autres centres, ou si aucun donneur n'est 

possible, la splénectomie est envisagée notamment si les saignements sont importants ou si le 

taux de plaquettes est inférieur à 20 000/mm3. En 1993, une étude a clairement montré le 

bénéfice de la splénectomie (Mullen et al, 1993). Sur une étude incluant 62 cas, ils ont montré 

que la médiane de survie du groupe de patients sans splénectomie était de 4 ans alors qu'elle était 

augmentée à 25 ans dans le groupe avec splénectomie. De plus, elle permettait de résorber 

complètement la thrombopénie (27,88 G/1 en moyenne avant splénectomie et 262,80 G/1 en 

augmentée à 25 ans dans le groupe avec splénectomie. De plus, elle permettait de résorber 

complètement la thrombopénie (27,88 G/1 en moyenne avant splénectomie et 262,80 G/1 en 

moyenne après splénectomie). Cependant, le risque de décès par infection après splénectomie 

persiste même s'il a été considérablement diminué avec l'addition de la antibiothérapie 

prophylactique (5 patients132 présentant une infection sous prophylaxie vs 7patientsl7 présentant 

une infection sans antibiothérapie prophylactique). 

Toutefois, cette même étude, permet clairement de démontrer en terme de survie le 

bénéfice de la greffe de CSH génoidentique intra-familiale sur la splénectomie et sur la greffe de 

CSH phénoidentique. 
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Fipure 12: Courbes de survie de Kaplan Meier en fonction du traitement administré. 
Proportion de patients survivant par année d'âge. La survie du groupe « Splénectomie seule » est significativement 
plus élevée que celle du groupe « Pas de splénectomie, Pas d'allogreffe » (p< 0.0001) et que la survie du groupe 
« Allogreffe de MO phénoidentique » (p=0.0111). La survie du groupe « Allogreffe de MO génoidentique » est 
significativement plus élevée qu celle du groupe « Allogreffe de MO phénoidentique » (p<0.0005) et que celle du 
groupe « Splénectomie seule » (p=0.0268). (d'après Mullen et al, 1993) 
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Il est clair que même si la splénectomie apporte un gain en terme de survie, seule la greffe 

de CSH génoidentique permet de guérir la maladie, comme nous l'avons mentionné plus haut. 

-> 

Cependant, les pratiques de greffe ayant considérablement évolué nous allons analyser à travers 

Splknectomie seule 
(31 patients) 

la littérature de ces dernières années ce qu'il est aujourd'hui possible de proposer à des patients 

I 

qui ne possèdent pas de donneur génoidentique. De plus, nous verrons l'impact de la 

splénectomie sur la survenue des complications après greffe de CSH et discuterons le rationnel 

de ce geste chez des patients susceptibles de recevoir une allogreffe de CSH. 

11-2-1- Greffe de CSH (Tableau 4) 

Dans les années 1990, plusieurs études ont comparé les résultats de greffes génoidentiques 

avec des greffes en situation haploidentique. L'équipe d'O'Reilly a publié les résultats de 17 

Dans les années 1990, plusieurs études ont comparé les résultats de greffes génoidentiques 

avec des greffes en situation haploidentique. L'équipe d'O'Reilly a publié les résultats de 17 

patients atteints de WAS dont 11 ont reçu une allogreffe génoidentique et 6 une allogreffe 

haploidentique (Brochstein et al, 1991). Tous les patients ont reçu un conditionnement 

myéloablatif composé de l'association Busulfan et cyclophosphamide en situation génoidentique 

et de TB1 avec haute dose de cytarabine en situation haploidentique. Parmi les 11 patients ayant 

reçu une allogreffe génoidentique, 10 sont en vie et vont bien 28 à 145 mois post-greffe. Un 

patient est décédé d'une GVH chronique et d'une pneumopathie interstitielle à CMV dans les 10 

mois qui ont suivi la greffe. En revanche, sur les 6 patients ayant reçu une greffe haploidentique, 

un seul est en vie 52 mois post-greffe. Les causes de décès sont les lymphomes (3 cas), la GVH 



chronique extensive (1 cas) et une pancytopénie progressive associée à une infection à Candida 

(1 cas). Les auteurs concluent que lorsqu'un donneur génoidentique existe, la greffe de CSH 

représente le traitement de choix du WAS. En revanche, les résultats obtenus en situation 

haploidentique ne sont pas concluants. L'équipe du Pr A. Fischer à Necker a publié ses résultats 

en 1996 et parvient à la même conclusion (Ozsahin et al, 1996). Sur 28 allogreffes réalisées, 10 

l'ont été en situation génoidentique, 17 en situation haploidentique et 1 en situation 

phénoidentique. Le conditionnement a été pour tous composé de Busulfan et cyclophosphamide 

(sauf pour les greffes antérieures à 1981 où I'ICT a été utilisée à la place du Busulfan). Dans le 

contexte des greffes haploidentiques, où les patients ont reçu un greffon déplété en lymphocytes 

T, le conditionnement a été renforcé avec du sérum anti-lymphocytaire ou des anticorps anti- 

LFAl seuls ou associés à des anticorps anti-CD2. Sur les 10 patients ayant reçu une allogreffe 

génoidentique, 8 sont en vie à long terme et 2 sont décédés (parmi ceux ayant reçu une ICT), l'un 

d'une GVHD grade IV et l'autre d'un encéphalite virale. En revanche, sur les 16 patients ayant 

reçu une greffe haploidentique, seuls 6 sont en vie. Ces patients sont décédés d'infection 

(notamment lymphome EBV induit) du fait d'un déficit immunitaire prolongé post-greffe. 

Toutefois, cette étude souligne le biais de sélection des patients : tous les patients possédant un 

donneur génoidentique sont allogreffés indépendamment du degré de gravité du syndrome de 

WAS, alors que seuls ceux présentant des complications importantes du WAS sont orientés vers 

une greffe haploidentique. 

A partir des années 2000, les publications sur les allogreffes en situation phénoidentique se 

sont multipliées. En effet, les progrès réalisés dans la compatibilité HLA entre Donneur et 

receveur (typage de haute résolution), dans le choix des greffons ainsi que dans le choix des 

conditionnements ont contribué à l'amélioration des résultats, notamment dans le WAS. L'équipe 

de Filipovitch rapporte l'expérience de 20 années d'allogreffes dans le WAS portant sur 170 

patients du registre américain (Filipovitch et al, 2001). Cinquante cinq patients ont reçu une 
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patients du registre américain (Filipovitch et al, 2001). Cinquante cinq patients ont reçu une 

allogreffe génoidentique, 48 une allogreffe haploidentique et 67 une allogreffe phénoidentique. 

La plupart des patients avait moins de 5 ans (79%). La majorité des patients ont reçu un 

conditionnement sans ICT (114 des patients recevant un greffon haploidentique ou 

phénoidentique ont eu de 1'ICT dans leur conditionnement). La prévention de la GVHD a été 

assurée par l'administration de méthotrexate ou de ciclosporine ou des deux, associées dans 54% 

des greffes haploidentiques et dans 17% des greffes phénoidentiques à la déplétion en 

lymphocytes T du greffon. Les résultats en terme de survie sont variables selon le type de 

donneur : 87% en situation génoidentique, 52 % en situation haploidentique et 71 % en situation 

phénoidentique. Toutefois, le taux de survie des patients de moins de 5 ans allogreffés en 



situation phénoidentique n'est pas différent de celui des patients allogreffés en situation 

génoidentique. 

2 3 
ANNEES POST GREFFE 

- 
Donneur Génoidentique (55 patients) 

- .  

Donneur Phénoidentique-patients < 5 ans 
(52 patients) 

Donneur Haploidentique (48 patients) 

. . 

Donneur Phénoidentique-patients > 5 ans 
(15 patients) . Pm-4.0001 

r 
1 1 1 ' -  1 '  1 1 1 1 1 

F i a r e  13: Probabilité de survie de 170 patients ayant reçu une allogreffe de MO pour un 
syndrome de Wiskott Aldrich par type de donneur et par age. 11 n'y a pas de différence significativement 
entre le taux de survie des patients allogreffés en situation génoidentique et celui des enfants de moins de 5 ans 
allogreffés en situation phénoidentique. Un taux de survie significativement plus faible est retrouvé dans le groupe 
« donneur haploidentique )) et dans le groupe « donneur phénoidentique-patients >5ans) (d'après Filipovitch et al, 
200 1 ) 
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Les causes de décès des patients sont différentes selon le type de greffe : principalement 

infectieuses et malignes (lymphomes EBV induits) en situation haploidentique et majoritairement 

liées à la GVHD en situation phénoidentique. 

Causes de décès Donneur Donneur Donneur 
Génoidentique Haploidentique phénoidentique 

Non prise de greffe 1 4 1 
Cancers O 5 1 
GVHD +/- Pneumopathie O 4 7 
interstitielle 
Non prise de greffe 1 4 1 
Cancers O 5 1 
GVHD +/- Pneumopathie O 4 7 
interstitielle 
Pneumopathie interstitielle 
Infection 
Défaillance multiviscérale 
Hémorragie 
Inconnue ou manauante 1 3 2 

Tableau 2 : Causes de décès après allogreffe de MO pour syndrome de Wiskott Aldrich 

(d'après Filipovitch et al, 2001). 

L'équipe d'Imai rapporte une expérience d'allogreffes portant sur 15 patients : (Imai et al, 

2004). Une greffe a été réalisée avec un donneur génoidentique, une avec un donneur 



haploidentique et 13 en situation phénoidentique (dont 3 a partir de sangs placentaires). Tous les 

patients sont en vie en moyenne à 2.2 ans à l'exception d'un seul décédé d'un lymphome EBV- 

induit. Chez deux patients sur trois ayant rejeté leur greffon, une deuxième greffe a été un succès. 

Peu de détails sont donnés sur les conditions de greffe dans cette étude mais on peut toutefois 

observer les bons résultats obtenus principalement en situation phénoidentique. Toutefois, une 

étude récente publiée par cette même équipe rapporte leurs 20 ans d'expérience d'allogreffes 

dans les déficits immunitaires héréditaires (Tsuji et al, 2006). Onze patients atteints de WAS sont 

inclus dans cette étude. Deux ont été allogreffés en situation génoidentique, 4 en situation 

haploidentique et 6 en situation phénoidentique (dont 2 sangs placentaires). La majorité des 

patients ont reçu un conditionnement composé de Busulfan et cyclophosphamide, complété dans 

les situations phénoidentiques par du sérum anti-lyrnphocytaire. Cinq patients ont reçu de 1'ICT à 

la place du Busulfan. La prévention de la GVHD a été assurée par l'association ciclosporine- 

méthotrexate. De plus, les patients allogreffés en situation haploidentique ont reçu un greffon 

déplété en lymphocytes T. Huit patients sur 11 sont en vie (après 98 à 5109 jours): 212 en 

situation génoidentique, 516 en situation phénoidentique (un patient allogreffé avec un sang 

placentaire est décédé d'une microangiopathie thrombotique.) et 214 en situation haploidentique. 

Les auteurs suggèrent un rôle bénéfique du sérum anti-lymphocytaire dans le conditionnement. 

Cependant, des études prospectives portant sur un plus grand nombre de patients seraient 

nécessaires pour le confirmer. 

Une autre étude rapporte 3 allogreffes phénoidentiques avec sang placentaire (2 avec une 

identité HLA 416 et 1 avec une identité HLA 516) (Knutsen et al, 2003). Les patients ont reçu un 

conditionnement composé de Busulfan, cyclophosphamide et sérum anti-lyrnphocytaire. La 

prévention de la GVHD a été assurée par l'association Ciclosporine et corticoïdes. Les 3 

allogreffes ont été un succès. Seul 1 patient a développé une GVHD de grade II résolutive après 

addition d'anti-IL2R. Une reconstitution hématologique et immunologique a été observée chez 

les 3 patients. 
aiiogrettes ont éte un succes. seul 1 patient a developpe une tivnu ae  grade II résolutive apres 

addition d'anti-IL2R. Une reconstitution hématologique et immunologique a été observée chez 

les 3 patients. 

Une étude récente fait état d'une série japonaise de 57 patients, d'age médian 1.6 ans, 

atteints de WAS allogreffés en situation génoidentique (1 1 patientsl57)' haploidentique (1 0157) et 

phénoidentique (21157 avec de la MO et 15157 avec un sang placentaire) (Kobayashi et al, 2006). 

Les patients ont tous reçu un conditionnement composé de Busulfan et cyclophosphamide et 

complété avec du SAL pour 20 d'entre eux. Les auteurs montrent une survie globale à 5 ans de 

81 3 %  en situation génoidentique et de 80% en situation phénoidentique que le greffon soit de la 

MO ou un sang placentaire. En revanche, la survie globale à 5 ans en situation haploidentique est 

de 38%. Les auteurs recommandent d'allogreffer les patients qui ne disposent pas d'un donneur 



génoidentique, en situation phénoidentique indifféremment avec de MO ou un sang placentaire. 

Dans cette étude, comme dans celle de Filipovitch et al, les patients de plus de 5 ans présentent 

une survie globale significativement inférieure à celle des enfants de moins de 5 ans. Les auteurs 

suggèrent de ne pas attendre pour allogreffer les patients une fois le diagnostic de WAS posé. 

L'utilisation de sangs placentaires immédiatement disponibles contribue à réduire le temps de 

latence entre le diagnostic et la greffe. 

Une autre étude récente rapporte l'expérience du centre de Brescia où ont été allogreffés 23 

patients atteints de WAS (Pai et al, 2006). Quatre patients ont été allogreffés en situation 

génoidentique, 2 en situation haploidentique et 16 en situation phénoidentique. Tous ont reçu, 

après administration d'un conditionnement myéloablatif, un greffon de MO, à l'exception d'un 

patient qui a reçu un sang placentaire génoidentique. La survie globale de tous les patients est de 

78.2% (suivi de 3 mois à 132 mois) et des patients allogreffés en situation phénoidentique est de 

81.2%. Les patients allogreffés en situation haploidentique sont décédés. Les auteurs soulignent 

la très bonne tolérance des allogreffes phénoidentiques avec survenue de GVHD dans 5 cas sur 

16, toutes de grade 1 ou II. Ils montrent également que 6 patients (allogréffés en situation 

phénoidentique) sur les 18 en vie présentent un chimérisme mixte stable : 4 sur toutes les lignées 

sanguines et 2 sur la lignée myéloïde exclusivement. De plus, lorsqu'une reconstitution 

autologue survient dans la lignée myéloïde, elle est accompagnée d'une mauvaise reconstitution 

plaquettaire. Cette observation conduit les auteurs à souligner que les conditionnements non 

myéloablatifs peuvent s'avérer insuffisants pour traiter correctement la thrombopénie. 

Enfin, une étude collaborative de I'ESID et de I'EBMT fait état du suivi au long cours de 96 

patients allogreffés pour un WAS et en vie 2 ans après la greffe (Oszahin et al, révision positive à 

Blood). Quarante cinq patients ont été allogreffés en situation génoidentique, 19 en situation 

haploidentique et 32 en situation phénoidentique. Les patients ont reçu, après un 

conditionnement myéloablatif (85 cas/96), un greffon de MO, de CSP (13 cas) ou de sang 
n n n /  hàpioiiienti{Ûe et T~~ en situation pnenoiaën~ique;~ t e s  pafients' ont reçu, aIjres' un 

conditionnement myéloablatif (85 cas/96), un greffon de MO, de CSP (13 cas) ou de sang 

placentaire (3 cas). La survie sans événement à 7 ans est de 88% dans le groupe génoidentique, 

55% dans le groupe haploidentique et 71% dans le groupe phénoidentique. Des manifestations 

autoimmunes indépendantes de toute GVHD chronique ont été observées dans 20% des cas et 

ont été corrélées à un chimérisme mixte post-greffe. Par ailleurs, cette étude montre que la 

survenue d'infections sévères après greffe est associée à la splénectomie. Cette observation 

conduit les auteurs à contre-indiquer la splénectomie chez les patients susceptibles de recevoir 

une allogreffe de CSH. 

Deux expériences isolées ont été rapportées : l'une sur l'utilisation de CSP génoidentiques à 

la place de la MO et l'autre sur l'utilisation d'une (( Mégadose )) de CD34+ à partir de CSP 



phénoidentiques 9/10 (Hongeng et al, 1999 ; Schwinger et al, 2000). Dans cette deuxième 

expérience, le patient a reçu 24.5 106 CD34lkg et 1 104 CD3kg. Ces deux expériences 

d'utilisation de CSP à la place de la MO ont été des succès. 

Nous avons vu jusqu'ici l'importance d'utiliser un conditionnement myéloablatif du fait de 

la forte immunité résiduelle chez les receveurs pouvant entraver la prise de la greffe. De plus les 

études récentes semblent montrer qu'un chimérisme mixte (souvent obtenu après un 

conditionnement non myéloablatif) est associé à une mauvaise reconstitution plaquettaire et à 

une incidence élevée de survenue de manifestations autoimmunes. Toutefois, nous avons 

retrouvé dans la littérature une expérience d'allogreffe avec conditionnement non myéloablatif 

chez un patient de 26 ans, atteint de WAS et ayant de lourds antécédents infectieux ainsi qu'une 

atteinte pulmonaire (Longhurst et al, 2002). Le conditionnement était constitué de CAMPATH 

lH, de Fludarabine et de Cyclophosphamide. Un chimérisme mixte stable a été observé sur les 

lymphocytes T ainsi qu'un chimérisme majoritairement receveur sur les polynucléaires. 

Toutefois, la restauration de l'immunité et la résolution du déficit immunitaire ont été obtenues 

chez ce patient sans complication majeure post-greffe. 

En conclusion de cette revue bibliographique sur les allogreffes dans le WAS on peut retenir 

les points suivants : 

- Il est important d'allogreffer le plus tôt possible, les patients, une fois le diagnostic posé, 

les résultats des allogreffes en terme de survie étant meilleurs avant l'age de 5 ans. 

- Il est préférable de ne pas réaliser de splénectomie chez un patient susceptible d'être 

allogreffé, ce geste étant associé à la survenue d'infections après allogreffe de CSH. 

- Un conditionnement myéloablatif semble préférable du fait de la forte immunité résiduelle 

chez les patients d'une part et du fait des complications liées à la présence d'un chimérisme 

mixte après greffe (mauvaise reconstitution plaquettaire et manifestations autoimmunes). Les 
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mixte après greffe (mauvaise reconstitution plaquettaire et manifestations autoimmunes). Les 

conditionnements non myéloablatifs ne doivent être réservés qu'à des situations cliniques 

particulières. 

- Les allogreffes en situation génoidentiques et phénoidentiques présentent aujourd'hui les 

mêmes taux de succès avec des survies globales comparables. Lorsqu'un donneur familial 

génoidentique n'est pas disponible, la recherche d'un donneur phénoidentique doit être 

rapidement entreprise. En effet, toutes les études s'accordent à montrer le bénéfice d'une greffe 

avec donneur phénoidentique sur une greffe avec un donneur intra familial haploidentique. 

- Le type de greffon peut être indifféremment de la MO des CSP ou du sang placentaire. La 

plus grande expérience est avec de la MO. 



A ce jour, plusieurs équipes s'intéressent à la Thérapie Génique dans le WAS. Comme dans 

le SCID lié à l'X, les cellules transduites par la protéine WASP ont un avantage de survie par 

rapport aux cellules déficientes en WASP. Des études pré-cliniques ont montré qu'une 

transduction rétrovirale ou lentivirale permet de comger le déficit chez la souris Knock out pour 

WASP ainsi que dans des lignées cellulaires humaines avec une augmentation de la 

polymérisation de l'actine et la correction au plan fonctionnel des cellules T après transduction 

(Strom et al, 2003 ; Dupré et al, 2006). L'intérêt de cette stratégie serait d'apporter des CSH 

d'origine autologue, évitant ainsi les complications notamment infectieuses et la GVHD 

retrouvées en situation phénoidentique et surtout haploidentique. 



Auteurs Donneur n Conditionnement Proohvlaxie Greffon Survie Globale Chimérisme GVHD Cause de décès Commentaires 
GVHD 

Brochstein 1 et al, Géno 11 MO 10111 
(28 à 145 mois) 

cGVHD et Pneumopathie 
Interstitielle 

Lymphomes : 3 
GVHD : I 

Pancyopénie : 1 
Encéphalite vir. : l 

GVHD : I 

Haplo 

Géno 

Haplo 

MO 116 
(52 mois) 

MO 8/10 
(1.5 à 16.5 ans) 

Oszahin et al, 
1996 

MA (BU-Cy) 
ICT-Cy avant 1981 

Mairvais résitltafs des 
alIogreffes liaploidenriqila~ 

MA (BU-Cy) 
+ SAL ou Anti-LFAI+I- 

Anti-CD2 

5/12 évaluables lnfections vir. : 8 
Thrombopenie : I 

Phéno T-déplétion 

CSA et/ou MTX MA (Bu-Cy) ou 
ICT : 4155 

Tailx de stwie des p l ien& 
allogrefi en sirruilion 
plténoidenfiqite asanl 5 atis 
ide~iliqiie A celrri après greffe 
génoidenfiqire 

Filipovitch et al, Géno 
200 1 

Haplo 
CSA et/ou MTX +T- 

dépletion : 26 52% 

71% 
< 5 ans : 87% 
> Sans : 24% 

212 

Infections MA (Bu-Cy) ou 
ICT : 1 1/48 

GVHD CSA et/ou MTX 
+Tdéplétion : 1 I Phéno 

Tsuji et al, 
2006 

Role beiirfiqrre dri SAL ri 
coifirmer dans rrne é~iide 
prospeclive. 

Géno MA (Bu-Cy) CSA et/ou MTX 

Infections vir. : 2 MA (Bu-Cy ou ICT-Cy ) 
4 Haplo 

Microangiopathie 
thmmbotique : I + SAL 

MA (Bu-Cy -SAL) 

MO : 416 
CB : 216 

CSA + Corticoïdes CB 

Phéno 

Phéno Knutsen et al, 
2005 

Kobayashi et al, 
2006 

MA (Bu-Cy) 
+SAL : 2 

CSA et/ou MTX MO et 
CSP 

Géno 81.8% 
(5 ans) 

14 décès or1 folal - Meilleiri e stirvie qriaiid 

lnfections . 9 
GVHD : 3 

Saignements : I 
Microangiopathie 
thrombotique : I 

allogreffe avaiir 5 nits. 
- Très boi~s réridrafs des 
allogrefles pliboidenfiqttes 
MO orr CB. Haplo MA (Bu-Cy) ou ICT: 3 

+SAL:  I 
CSA edou MTX 

MO et 

CSP 

MO : 21 
CB:  15 

MO 
CB : 114 

MO 

37.5% 
(5 ans) 

Phéno 

Géno 

Haplo 

Phéno 

CSA et/ou MTX 

CSA 

CSA 
+ T-déplétion 

CSA 

80% 
(5 ans) 

MA (Bu-Cy) ou In:  10 
+SAL:  17 

MA (Bu-Cy) Pai et al, 
2006 

100% 
(3 à 132 mois) 

Cltirnérisnie nlirre associé R 
rrne .faible reconsritntiori 
plqtiellaire. 
Eficncilé des 
co~idilion~ienienls NMA srrr In 
Ilirombopénie .? 

MA (Bu-Cy) 
+ ThioICarnpath 
ou + ThioISAL. 

MA (Bu-Cy) 
+ SAL: 13 

non évaluable lnfections vir. : 1 
Hémon. cérébr : I 

81.2% 
(3 à 132 mois) 

lnfections vir : 3 



Oszahin et al, Géno 45 MA (Bu-Cy) CSA et/ou MTX MO 88% 4 d V H D  : 2 - CorréInrion entre chiniérisme 

(Révision positive C B : 3  (7ans) nzix/e el rnoi~oJestnrio~is nirroimmitnes. 
a Blood) 

Haplo 
MA (BU-Cy) 

19 + SAL ou Anti-LFAI+/- 
Anti-CD2 : 13 

CSA euou MTX 
+ T-déplétion 

MO 
CSP 

- Corrélorion entre 
spleitecromie el injections post 

3 décès tardifs : grefle. 
infections : 2 
Addison : I 

MA (Bu-Cy) CSA etlou MTX 71% 7 

Phéno 32 + SAL ou Anti-LFAI+I- + T-déplétion : 5 (7 ans) 
Anti-CD2 : 25 

Longhurst et al, Phéno 1 NM A CS A Restnivation de / 'lmmii~iité 

2002 Fluda+Campath+Cy stable 

MO 
CSP 

Tableau 3 : Tableau de synthèses des principales expériences d'allogreffes dans le WAS publiées depuis 1991 
n : Nombre. Géno : Génoidentique. Phéno : Phénoidentique. Haplo : Haploidentique. MA : conditionnement myéloablatif. NMA : Conditionnement non myéloablatif. Bu : 
Busulfan. Cy : Cyclophosphamide. SAL : Sérum anti-lymphocytaire. Thio : Thiotépa. ICT: Irradiation corporelle totale. Fluda : Fludarabine. CSA : Ciclosporine. MTX: 
Méthotrexate. M O  : Moelle osseuse. CSP : Cellules souches périphériques. CB : Sang placentaire. Infections vir : Infections virales. Hérnorr cerebr : Hémorragie cérébrale. 



11-2-2- Recommandations du groupe de travail sur les DI de 1'EBMT pour les 

allonreffes dans les svndromes de Wiskott Aldrich. 

Ces recommandations (communes à trois autres déficits immunitaires : le Déficit 

immunitaire combiné, le Déficit en adhésion leucocytaire et le Déficit en Purine nucléoside 

phosphorylase) ont été proposées également en Septembre 2003 lors d'une (( Working Party » 

sous l'égide de I'EBMT (European Bone Marrow Transplantation) et de I'ESID (European 

Society of Immunodeficiency) par l'équipe Wilhelm Friedrich. Elles ont ensuite été révisées et 

formalisées en 2004 puis déposées sur le site de I'ESID. Elles ont été retranscrites en français ci- 

après. 

11-2-2- 1 Donneur Génoidentique intra-familial 

- Conditionnement par Busulfan (16 à 20mgkg en dose totale selon l'age de J-10 à 5-7) et 

Cyclophospharnide (50 mg/kg/j pendant 4 jours de J -5 à -52) 

- Pas de déplétion T du greffon 

- Pas d'administration de serum anti-lyrnphocytaire 

- Ciclosporine seule (sans Méthotrexate associé) en prévention de la GVHD 

11-2-2-2 Donneur non apparenté ou intra-familial 

- Option 1 : Sans déplétion T 

Conditionnement par Busulfan (16 à 20mgkg en dose totale selon l'age) puis 

Cyclophosphamide (50 mgkg/j pendant 4 jours) 

Administration de sérum anti-lyrnphocytaire 

- ~ ~ & i e ~ . f i o ~ ~ & ~ 2 . 1 ~ C d ( Y ~ ~ n g ~ @ f ~ ~ ~ & n ~ . ~ ~ ~ 6 ) ~ ~ + ~ ~ ~ - + ~  

Administration de sérum anti-lyrnphocytaire 

Prévention de la GVHD par Ciclosporine et Méthotrexate 

- Option 2: Avec déplétion T 

Conditionnement pas Busulfan (16 à 20rngkg en dose totale selon l'age), 

Fludarabine (4ûmg/mz/j pendant 4 jours) et Cyclophosphamide (60 mg/kg/j 

pendant 2 jours). 

Administration de sérum anti-lyrnphocytaire (2,5 mg/kg/j pendant 4 jours, total 

10 mg/kg) 



Prévention de la GVHD par la déplétion T. Pas d'addition de Ciclosporine ou de 

Méthotrexate. 

- Option 3: Conditionnement non rnyéloablatif 

11-2-2-3 Donneur Haploidentique intra-familial 

Conditionnement pas Busulfan (16 à 20rnglkg en dose totale selon l'age), 

Fludarabine (40mg/m2/j pendant 4 jours) et Cyclophosphamide (60 mg/kg/j 

pendant 2 jours). 

Administration de sérum anti-lymphocytaire (2'5 mg/kg/j pendant 4 jours, total 

10 mg/kg) 

Prévention de la GVHD par déplétion T. Pas d'addition de Ciclosporine ou de 

Méthotrexate. 



11-3- Etat de la littérature sur la greffe de Cellules souches 
hématopoïétiques dans le Syndromes de DiGeorge 

Dans ce chapitre, nous ferons une synthèse de la littérature sur la greffe de cellules 

hématopoïétiques allogéniques mais également sur la greffe de tissus thymiques prélevés après la 

naissance et cultivés in vitro avant implantation. Ces traitements n'ont été pratiqués que chez des 

patients atteints d'un déficit immunitaire profond ne se corrigeant pas avec le temps et qualifiés 

de cDGS. Les patients atteints de pDGS ne nécessitent pas de tels traitements. 

La première allogreffe de moelle osseuse (MO) fut rapportée dans la littérature en 1987 et 

réalisée chez une petite fille atteinte de cDGS, agée de 7 mois environ (Goldsobel et al, 1987). 

Le donneur était un fi-ère de la patiente, présentant une incompatibilité HLA-DR. Le nombre de 

cellules nucléées totales (CNT) injectées était de 1.2 109/kg. Aucun conditionnement ni aucune 

prophylaxie de la GVHD n'ont été administrés. La prise du greffon n'a été observée que sur les 

lymphocytes T (1 00% XY) alors que sur les autres populations les cellules étaient 100% receveur 

(par exemple les lymphocytes B). L'évolution clinique de la patiente a été très favorable et les 

fonctions immunitaires in vitro se sont considérablement améliorées. Nous avons pu avoir des 

informations cliniques récentes sur la patiente : elle est agée de 24 ans, en bonne santé avec 

quelques infections parfois sévères (une pneumonie l'année passée). Au plan immunitaire, elle a 

des taux protecteurs d'anticorps anti-pneumococciques, un ratio CD4lCD8 : 1, et un répertoire T 

avec des CDR3 de taille restreinte comparé au témoin. 

La deuxième allogreffe de MO a été rapportée en 1989 et il s'agissait d'un cas identique à 

celui décrit précédemment : une petite fille atteinte de cDGS, agée de 5 mois allogreffée avec son 

fière génoidentique, en l'absence de tout conditionnement et de toute prévention de la GVHD 

(Borzy et al, 1989). La prise de greffe n'a été objectivée que sur les lymphocytes T (100% XY) 

mais pas sur les autres populations cellulaires (par exemple Lymphocytes B 100% XX). 

L'évolution clinique et la reconstitution immunitaire périphérique ont été là aussi spectaculaires. 
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mais pas sur les autres populations cellulaires (par exemple Lymphocytes B 100% XX). 

L'évolution clinique et la reconstitution immunitaire périphérique ont été là aussi spectaculaires. 

Cinq autres allogreffes de MO ont été rapportées dans la littérature mais sans détail 

(Buckley et al, 1994). 

Puis en 1998, est rapportée le 8""" cas d'allogreffe de MO dans la littérature. Il s'agit cette 

fois d'un garçon de 13 mois, allogreffé avec son fière génoidentique et recevant 8 10' CNTIkg 

(Matsumoto et al, 1998). L'enfant a reçu un conditionnement constitué uniquement de sérum 

anti-lymphocytaire afin de prévenir tout risque de rejet du fait de la présence d'un faible 

pourcentage de lymphocytes T résiduels chez le receveur. La prophylaxie de la GVH a été 

assurée par l'association ciclosporine A et méthotrexate court. Cependant, aucune prise n'a pu 



être objectivée à la suite de cette allogreffe (chimérisme 100 % receveur à J55). Une deuxième 

allogreffe a alors été réalisée lorsque l'enfant avait 19 mois, avec le même donneur, et une dose 

de 6 10' CNTIkg a été réinjectée. Un conditionnement plus fort a été administré (Busulfan 16 

mgkg et Cyclophosphamide 120 mgkg). La prophylaxie de la GVHD était la même que pour la 

première allogreffe. Les auteurs décrivent une prise de greffe et un chimérisme complet de type 

donneur sur la MO et même la présence de cellules CD4+CD45RA+ en augmentation après 

l'allogreffe, prouvant que des cellules proviennent du thymus. Ils concluent à la présence chez ce 

patient comme peut-être chez certains autre cDGS d'un résidu thymique non fonctionnel qui se 

trouve activé par l'interaction avec les lymphocytes T injectés dans le greffon. Dans un tel 

contexte, un conditionnement avant l'allogreffe se révèle nécessaire. 

Sur la base des deux premières expériences d'allogreffes de MO citées ci-dessus, où seule 

une prise sur les lymphocytes T avaient été obtenue, l'équipe de Bowers et al, a proposé de ne 

réinjecter que des cellules mononucléées du sang périphérique d'un donneur génoidentique au 

patient, âgé de 7 semaines au moment du diagnostic de cDGS (Bowers et al, 1998). L'enfant a 

reçu tout d'abord 4 106 CD3/kg, sans administration préalable de conditionnement ni de 

prophylaxie de la GvHD. Aucun effet secondaire n'a été observé et les fonctions immunitaires se 

sont améliorées. Après 20 semaines, le taux de lymphocytes T CD4+ a commencé a décroître et 

une deuxième dose de lymphocytes a été réinjectée : 2 107 CD3/kg permettant de restaurer une 

taux normal de CD3+ circulants. Les auteurs ont ainsi montré que les lymphocytes T 

allogéniques peuvent prendre chez le receveur et reconstituer les fonctions immunitaires d'un 

patient athymique. Ces lymphocytes greffés permettent d'obtenir des réponses immunitaires 

cellulaires et humorales vis-à-vis des antigènes auxquels le donneur avait été exposé avant le 

prélèvement. Ce type d'injection permet d'envisager un traitement simple du cDGS, qui peut être 

réitéré si besoin. Nous nous sommes basés sur cet article pour envisager le traitement d'un enfant 

atteint de cDGS que nous présentons dans le chapitre « Résultats ». 
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atteint de cDGS que nous présentons dans le chapitre « Résultats ». 

Depuis, deux expériences similaires ont été rapportées. Celle de l'équipe de W. Friedrich 

en situation génoidentique et celle de Janda et al en situation non apparentée partiellement 

compatible (Hoenig et al, 2004 ; Janda et al, 2007). Ces deux expériences ont conduit à une 

prise exclusive sur les lymphocytes T et à une correction des fonctions immunitaires et 

humorales. 

Plus récemment, un cas de greffe phénoidentique avec sang placentaire a été rapporté. Il 

s'agit d'un garçon de 5 mois '/z atteint de cDGS allogreffé avec un sang placentaire contenant 

10.3 10' CNT sans conditionnement mais avec une prophylaxie de la GVHD reposant sur la 

ciclosporine (5 mglkglj) (Ohtsuka et al, 2004). Le patient présentait avant la greffe un état 



Auteurs Donneur n Conditionnement Prophylaxie 
GVHD 

Greffon 

MO 

Survie Chimérisme CVHD Cause de Commentaires 
Globale 

1 100% DsurT Correction des fo~rcrioin inrnitmitnires. 
Répertoire T avec SOIS .fimilles VP de 
raille resirei~ite. 

Goldsobel et al, Géno 
1987 (Incornpal. 

HLA-DR) 

1 7 mois O 0 
(à 24 ans) 100% R sur B et PNN 

Borzy et al, Céno 
1989 

I 100% DsurT 
(A 2 ans) 100% R sur B 

Correction des foricriorts immro~irnires. 
Erpn~rsioii posr-rliymiqrre des cellrrles 7 
dtr greffon probable. 
Pas d 'iiformnlio~u sirr ces pnlie~ils. 

13 mois S A L ( p r h c e & ~  ~ A + u @ ' x ~  

Buckley et al, Géno 
1994 

100% R 

100% D 
(A 7 mois) I Absence de prise lors de Io li* gr&. 

Apparition de CD#+CD4SR4+ ; 
possible présence d 'nn résidri tliymiqiie. 

Correciion des fonctioirs immri~~ilnires 

Matsumoto et al Géno 
1998 Géno 

( z ' ~  greiie) 
19 mois 

7 semaines 

rkiùuels) 

MA (Bu-Cy) 

O 

CSA + MTX court 

O Bowers et al, Géno 
1998 

PBMNC 
cell~thires et ktunorales (contre les Ag 
aurqrrels le D n été exposé) 

CSA + MMF Bensoussan et Géno 
al, 

2002 

PBMNC 1 45à50%DsurT 
( à 8  ans) 100% R sur B et PNN 

Correction des Jonclioiu immrrniinires 
cellihires er Iirunornles 
Répertoire 7 avec qrielqrtes sors 
,fiimilles V P  stuexprimées art depeiis 
d 'nturm. 
Eflicnciré de I'c~llogrefe de CB mis 
réolisée trop tnrd con~pte teint de 
l'infection ri CMV. 
Correclioir des fo~~ctions ifninie~ilnires 
cellrrlnires et k~unornles 

5 mois 112 CSA Ohtsuka et al. Phéno 
2004 

Al-Tamemi et Géno 
al, 2006 

5 mois 

4 mois 

95% D sur T 

100% D surT Hoenig et al, Géno 
2004 

O PBMNC 
1 10' CD3Rg 
ripéle 3 f o s  

Correction des fonctions inrmronitnires 
Spontanément cellriiaires et lrrhornle. 25% des T sont 

résolutive CD45RA+. Réperfoire 7 diversfi 
(idem donnerrr). 

1- lVlll Coi-rection des ,foiiictio~rs imniirnitnires 
(résolutive sous cellrhires et kiunornles 
SAL + CSA+ ' 
conicoides) 

2- Iiepatique 
(r&olutive sous 

SAL + CSAt  
corticoïdes) 

Janda et al, 
2007 

1- O 

2- CSA 
2 PBMNC 

1- I 1 lO(CD3kg 
2- O 9 10°CD3kg 
(36 jours aprb) 

100% DsurT 
100% R sur B, NK, 

Monocytes 

Phéno 1 
8/10 

identique 

Tableau 5 : Tableau de synthèse des principales expériences d'allogreffes dans le cDGS publiées depuis 1987 
n : Nombre. Géno : Génoidentique. Phéno : Phénoidentique. Cyclophosphamide. SAL : Sérum anti-lymphocytaire. Bu : Busulfan. Cy : Cyclophosphamide. CSA : 
Ciclosporine. MTX: Méthotrexate. MMF: Mycophénolate Mofetil. MO : Moelle osseuse. PBMNC : Cellules mononucléées sanguines. CB : Sang placentaire. D : Donneur. 
R : Receveur. CMV: Cyton~egalovirus. 



clinique infectieux sérieux (fièvre, diarrhée, toux, pneumopathie interstitielle, gastroentérite, 

etc..) et une charge virale CMV élevée malgré l'association Gancyclovir-Foscarnet-IVIG. Dans 

les 20 jours qui ont suivi l'allogreffe, l'état clinique du patient s'est amélioré, le nombre de 

lymphocytes T a augmenté et la charge virale CMV a diminué. Cependant, l'utilisation de 

corticoïdes du fait d'une aggravation de la détresse respiratoire et de la diarrhée a conduit à une 

ré-augmentation de la charge virale CMV et à une détérioration de l'état clinique conduisant au 

décès du patient. Les auteurs concluent à l'efficacité de l'allogreffe de cellules souches de sang 

placentaire mais précisent qu'elle aurait dû être réalisée avant que l'infection CMV ne devienne 

systémique et chronique. 

Enfin, un dernier cas d'allogreffe de MO génoidentique sans conditionnement a été 

rapporté tout récemment chez un enfant présentant un cDGS (Al-Tamemi S.et al, 2006). L'étude 

du chimérisme effectuée deux ans après la greffe montre que 95% des cellules CD3+ sont 

d'origine du donneur. Les fonctions immunitaires se sont également normalisées. 

Parallèlement aux travaux sur l'injection de cellules hématopoïétiques allogéniques, une 

équipe s'est plus particulièrement investie dans la greffe de tissus thymiques après culture in 

vitro. Ces tissus thymiques sont prélevés chez des enfants de moins de 6 mois qui subissent une 

chirurgie cardiaque et pour lesquels le tissu thymique a été extrait afin que le chirurgien puisse 

exposer le champ opératoire. Une fois prélevé, le tissu thymique est découpé en morceaux de 1 

mm d'épaisseur déposés sur des filtres de 5 Pm de porosité eux-mêmes placés sur des éponges 

stériles (Markert et al, 1997). Ces éponges stériles sont ensuite mises en culture à 37"C, 5% de 

CO2 en présence de deoxyguanosine (afin de dépléter les thymocytes des tissus thymiques) 

pendant 12 à 21 jours. Puis, les fiagrnents de tissu sont réimplantés au niveau de la cuisse dans le 

quadriceps (Rice et al, 2004). 

La plupart des publications faisant état de ce type de transplantation pour des déficits 
. . .  , S . . . .  * ,  . ,.-. . ---. -. . 

quadncep's (Kice étal; 2 ~ b 4 ) .  

La plupart des publications faisant état de ce type de transplantation pour des déficits 

immunitaires combinés sévères rapportent des résultats très décevants (Reece et al, 198 1 ; Dictor 

et al, 1984 ; Borzy et al, 1979). La première transplantation de tissu thymique post-natal réalisée 

avec succès dans le cDGS a été rapportée en 1997 chez un enfant âgé de quelques mois et a 

montré que dans les 4 à 5 mois qui ont suivi cette transplantation, les lymphocytes T ont atteint 

un niveau légèrement inférieur à la normale et sont devenus capables de répondre aux 

stimulations mitogéniques et antigéniques in vitro (Markert et al, 1997). Le taux de lymphocytes 

CD4+CD45RA+, représentant les lymphocytes T naïfs receveurs a augmenté de façon très 

importante jusqu'à se stabiliser à un taux normal. Enfin, sur le plan clinique, l'enfant n'a plus fait 

d'infections. 



Une deuxième publication a rapporté 5 cas de cDGS ne présentant pas de lymphocytes 1 

circulants traités par transplantation de tissu thymique post-natal (Markert et al, 1999). Après la 

transplantation thymique, un nombre croissant de lymphocytes T ont été observé chez 4 patients 

sur 5, une réponse aux mitogènes a été détectée vers 530 pour 3 patients sur 5 et beaucoup plus 

tardivement pour 1 autre patient (8 mois environ). Chez deux patients où la quantification des 

TRECs a pu être réalisée, de nouveaux émigrants thymiques ont été observés après 

transplantation, alors qu'ils étaient indétectables avant le traitement. Les auteurs concluent que la 

reconstitution des fonctions lymphocytaires T est secondaire à la transplantation de tissu 

thymique. Pour la première fois, la présence de lymphocytes T d'origine du donneur est 

rapportée chez 3 patients sur 5 : chez un patient, en très large proportion et chez les 2 autres en 

faible proportion. Il faut signaler que les tissus thymiques ne sont pas compatibles sur le plan des 

antigènes HLA avec les receveurs. Cependant, aucune réaction de GVHD n'a été observée 

cliniquement ou sur les biopsies. Les auteurs attribuent cette absence de GVHD à l'immaturité 

des cellules du donneur dans les greffons thymiques et à l'éventuelle altération des fonctions des 

lymphocytes T au cours de la culture. Cependant aucun signe de GVHD ou de rejet n'a été mis 

en évidence. L'absence de GvHD résulte peut-être du fait de l'immaturité des thymocytes du 

donneur présents dans le greffon thymique. La période de culture in vitro a, de plus, pu altérer les 

fonctions des lymphocytes T. Sur ces 5 enfants, 3 sont décédés à 545,566 et 51 30 respectivement. 

Sur la base de cette expérience, les auteurs listent les facteurs de risques conduisant à l'échec des 

transplantations de tissus thymiques : la ventilation mécanique, les infections à CMV et la 

corticothérapie. 

La même équipe complète quelques années plus tard cette expérience en présentant 12 

enfants atteints de cDGS sans lymphocytes T circulants et recevant un traitement par 

transplantation de tissu thymique post-natal (Markert et al, 2003). Un taux de survie de 58% est 

atteint dans cette série, considéré par les auteurs comme remarquable étant donnés la sévérité de 
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atteint dans cette série, considéré par les auteurs comme remarquable étant donnés la sévérité de 

la pathologie initiale et le faible taux de survie qui lui est attribué du fait notamment des 

pathologies associées au déficit immunitaire. Une reconstitution immunitaire T similaire à celle 

observée chez les 5 premiers patients est retrouvée dans cette série, avec la présence de nouveaux 

émigrants thymiques. L'étude du répertoire VP par immunoscope montre la normalisation des 

profils entre 8 et 12 mois après transplantation chez 6 patients sur 7 vivants. Sur le plan clinique, 

les patients ont présenté principalement des infections dans les 100 premiers jours post 

transplantation. Après 100 jours, les complications observées sont principalement liées aux autres 

anomalies présentes dans le cDGS. Toutefois des manifestations autoimmunes se sont 

développées chez 2 enfants (2 épisodes de thrombopénie chez un enfant et une hypothyroïdie à 



5427 et une alopécie à 5838 chez l'autre enfant). Comme nous l'avons rappelé précédemment, les 

fonctions thymiques sont, notamment, d'assurer la sélection positive des thymocytes afin 

d'instaurer la restriction aux molécules HLA exprimées par l'épithélium thymique, puis la 

sélection négative des thymocytes par la présence de cellules présentatrices d'antigènes (APC) 

afin d'éviter les manifestations auto-immunes. Dans le cas particulier de ces transplantations de 

tissu thymique allogénique, il semble que la sélection positive soit assurée vis-à-vis des Ag HLA 

du donneur par l'épithélium thymique et vis-à-vis des Ag HLA de l'hôte par des fibroblastes de 

l'hôte qui sont présents sur le site d'implantation thymique et qui se développent au sein du 

greffon. La sélection négative serait quant à elle réalisée à la fois vis-à-vis des APC du donneur 

présentes dans le greffon thymique et vis-à-vis des APC de l'hôte qui ont migré dans le greffon 

thymique. Ceci apporte un éclairage complémentaire sur l'absence de réaction de GVHD lors de 

ces transplantations. 

Plus récemment, la même équipe a rapporté une série de transplantation de tissu thymique 

post-natal chez 6 enfants présentant un cDGS : 4 d'entre eux présentaient une forme atypique de 

cDGS caractérisée par la présence de lymphocytes T en périphérie, capables de proliférer in 

vitro, qui ont un répertoire T restreint, issus d'une expansion périphérique en l'absence de toute 

éducation thymique (Markert et al, 2004'1). Sur le plan clinique, ces patients développent un rash 

et une lymphadénopathie (Market et al, 2004,2). Ces patients sont capables potentiellement de 

rejeter le greffon thymique si aucune immunosuppression n'est administrée avant la 

transplantation. Dans cette série, les patients ont reçu du SAL avant la transplantation. Dans cette 

étude, les cellules T oligoclonales préalables à la transplantation ont diminué dans les 2 à 4 

semaines après le traitement par SAL. Des cellules T naïves normales sont apparues à partir de 4 

mois post-transplantation (comme dans les études présentées précédemment). Le taux de survie 

est de 5 enfants sur 6, un décès étant dû à une infection à RSV présent avant la transplantation. 

La reconstitution immunitaire T a été conforme aux précédentes séries avec apparition d'un 

répertoire T polyclonal d'origine receveur et la mise en évidence d'une thymopoïèse sur toutes 
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La reconstitution immunitaire T a été conforme aux précédentes séries avec apparition d'un 

répertoire T polyclonal d'origine receveur et la mise en évidence d'une thymopoïèse sur toutes 

les biopsies des greffons allogéniques. 

Enfin, la même équipe vient de publier une revue des 54 patients atteints de cDGS inclus 

dans un protocole de transplantation thymique (Markert et al, 2007). A ce jour, 33 des 44 patients 

(75%) ayant reçu une transplantation thymique sont en vie. La totalité des patients testés après 1 

an ont un répertoire T polyclonal. Les principales complications observées sont des 

manifestations autoimmunes. Les décès survenus sont majoritairement de cause infectieuse et 

non secondaires à la transplantation thymique. 



11-4- Conclusion sur les effets délétères des allogreffes dans ces 
indications spécifiques 

Nous avons pu observer au décours de cette revue bibliographique sur les traitements 

préconisés dans les 3 déficits immunitaires que nous avions sélectionnés que la greffe de cellules 

hématopoïétiques allogéniques occupe une place importante. 

En effet, c'est à ce jour la seule façon de corriger définitivement un déficit en CD40 

Ligand ou un syndrome de WAS. Ceci est moins vrai pour le syndrome de DiGeorge, même si 

l'apport en terme de survie est important. 

Toutefois, nous avons pu voir que cette démarche thérapeutique n'est pas toujours 

évidente, et qu'il est souvent délicat de décider à quel moment elle doit être mise en œuvre. En 

effet, ces syndromes ont des degrés d'expression extrêmement variables qui font hésiter les 

médecins greffeurs avant d'initier une thérapeutique non dénuée d'effets secondaires. 

Parmi les effets secondaires que nous avons évoqués au cours de cette revue 

bibliographique, nous en retiendrons les plus récurrents : 

- les infections : les infections à EBV ont largement été évoquées comme cause de 

décès post-greffe haploidentique dans le WAS. Dans les syndromes HIGM, l'agent 

infectieux le plus souvent mis en cause a été le Ciyptosporidium parvum, souvent la 

cause de complications hépatiques qui, si elles sont trop avancées au moment de 

I'allogreffe conduisent à l'échec de la greffe. 

- La réaction du meffon contre l'hôte : nous avons vu que c'était la cause majeure de 

décès dans les allogreffes phénoidentiques réalisées dans le WAS. Toutefois, la 

prévention de la GVHD classique nécessite la prise en considération de l'intensité du 

conditionnement. En effet, la déplétion T préconisée dans les allogreffes 

haploidentiques ne peut être envisagée que si le conditionnement réalisé est fortement 

myéloablatif afin d'éviter tout risque de non prise lié à une persistance immunitaire du 
"--A. .-. .- 
haploidentiques ne peut être envisagée que si le conditionnement réalisé est fortement 

myéloablatif afin d'éviter tout risque de non prise lié à une persistance immunitaire du 

receveur. 

- Les effets délétères du conditionnement : nous en avons moins parlé dans cette revue 

bibliographique mais nous avons pu voir que les équipes commencent à s'orienter 

pour les déficits immunitaires vers des conditionnements non myéloablatifs afin de 

limiter les séquelles liés aux conditionnements myéloablatifs. De plus, les auteurs ont 

montré dans le déficit en CD4OL et dans le WAS qu'une prise partielle du greffon 

était suffisante pour corriger le déficit immunitaire. Toutefois, il semble qu'un 

chimérisme mixte ne soit pas souhaitable dans le WAS. 



Deumiéme partie : 
RESULTATS 



PREVENTION DES COMPLICATIONS INFECTIEUSES 
AU DECOURS DE L'ALLOGREFFE 

1-1- Prévention des syndromes lymphoprolifératifs EBV induits 

ARTICLE 1 : 

Prevention of EBV-induced-B-lymphoproliferative disorder by ex vivo marrow B-ce11 
depletion in HLA-phenoidentical or non identical T-depleted bone marrow transplantation. 

Bensoussan D.*, Cavazzana-Calvo M.*, Jabado N., Haddad E., Yvon E., Virion JM., Le Deist 
F., Fischer A. 

British Journal of Haematology, 1998, 103 (2) : 543-551. 

Ce travail a été initié en 1995, dans le laboratoire de Thérapie cellulaire du Pr M. 

Cavazzana-Calvo à l'Hôpital Necker. A cette époque, la survenue des syndromes 

lymphoprolifératifs induits pas le virus d'Epstein Barr (BLPD) après allogreffe de CSH en 

situation haploidentique était d'autant plus redoutée que les traitements présentaient peu 

d'efficacité (les anticorps anti-CD20 n'étaient pas encore disponibles). En situation 

haploidentique, la prévention de la GVHD était assurée par déplétion T (anticorps anti-CD2 et 

anti-CD7 et lyse complément dépendante). Le greffon réinjecté était composé de tous les 

types cellulaires (notamment CSH, monocytes, cellules NK, lymphocytes B) et de 

lymphocytes T en quantité très faible. Or, le virus d'Epstein Barr reste quiescent dans les 

lymphocytes B de tous les individus ayant fait une primoinfection (90% des adultes). La 

réplication du virus est contenue par l'immunité T spécifique chez tous les individus 

irnrnunocompétents. Dans le contexte de l'allogreffe, les greffons injectés contenaient des 

lymphocytes B porteurs de 1'EBV mais plus assez de lymphocytes T spécifiques anti-EBV. 

C'est pourquoi, nous avons proposé d'associer à la déplétion T du greffon, une déplétion B 

afin de diminuer la charge virale EBV injectée et de limiter les risques de 

C'est pourquoi, nous avons proposé d'associer à la déplétion T du greffon, une déplétion B 

afin de diminuer la charge virale EBV injectée et de limiter les risques de 

lymphoprolifération. Ce travail a été initié lorsque j'étais interne dans le service du Pr 

Cavazzana-Calvo et a été poursuivi pendant 18 mois. J'ai pu participer au traitement des 

greffons des quelques patients. J'ai réalisé le recueil de données biologiques et cliniques qui a 

conduit à l'étude comparative présentée dans l'article ci-après. Nous avons pu observer que 

dans le groupe de patients ayant reçu un greffon déplété en lymphocytes T et B aucun BLPD 

n'est survenu alors que dans le groupe témoin de patients ayant reçu un greffon déplété 

uniquement en lymphocytes T, 7 BLPD ont été recensés. Nous avons pu conclure que la 

déplétion B est un moyen efficace et simple pour la prévention des EBV- BLPD. 



METHODE : 

Deux groupes de 19 patients ont été étudiés : un groupe d'étude (d'Avril 1995 à 

Novembre 1996) ayant reçu un greffon déplété en lymphocytes T et en lymphocytes B et un 

groupe contrôle (à partir de Décembre 1992) ayant reçu un greffon déplété en lymphocytes T 

uniquement. 

Dans le groupe d'étude, l'âge moyen était de 37.9 mois. Treize enfants étaient atteints 

d'un déficit immunitaire congénital et 6 d'une hémopathie maligne. Onze enfants ont 

bénéficié d'un donneur haploidentique (père ou mère) alors que 8 enfants ont bénéficié d'un 

donneur phénoidentique. Les sérologies EBV des donneurs étaient positives dans 17 cas et 

inconnues dans les 2 autres cas. 

Dans le groupe contrôle l'âge moyen était de 35.1 mois. Seize patients étaient atteints 

d'un déficit immunitaire congénital et 3 d'une hémopathie maligne. Quinze enfants ont 

bénéficié d'un donneur haploidentique et 4 d'un donneur phénoidentique. Les sérologies EBV 

des donneurs étaient positives dans 17 cas, négative dans un cas et inconnue dans un cas. 

Les patients des deux groupes ont reçu des conditionnements de greffe myéloablatifs adaptés 

à chaque pathologie. 

Tous les greffons médullaires ont été déplétés en lymphocytes T afin de prévenir les 

réactions de GVHD. La déplétion T ex vivo du greffon a été réalisée avec des anticorps 

monoclonaux : anti-CD2 (B-E2, mouse IgG2b, Diaclone, Besançon, France) et anti-CD7 (B- 

B7, mouse IgG2b, Diaclone, Besançon, France) plus de complément de lapin produit par 

1'ETS de Besançon. Le nombre de lymphocytes T injectés aux patients du groupe d'étude 

était significativement plus faible que le nombre de lymphocytes T injectés aux patients du 

groupe contrôle : respectivement 1.5 1 0 5 c ~ 3 / k g  et 3.6 1 0 5 c ~ 3 / k g  (p<0.02). Le nombre 

moyen de cellules CD34+ injectées aux patients des deux groupes n'était pas 

significativement différent : 6.95 1 0 6 c ~ 3 4 / k g  pour le groupe d'étude et 10.4 1 0 6 c ~ 3 4 / k g  
groupe controie : respectivement 1.3 I W - L J J ~ I K ~  et 3.0 ~ u - c v s ~ ~ g  (p<u.u~). Le nombre 

moyen de cellules CD34+ injectées aux patients des deux groupes n'était pas 

significativement différent : 6.95 1 0 6 c ~ 3 4 / k g  pour le groupe d'étude et 10.4 1 0 6 c ~ 3 4 / k g  

pour le groupe contrôle. Cependant, ce paramètre n'avait été évalué que pour 3 greffons du 

groupe contrôle. 

Les patients du groupe d'étude ont reçu un greffon médullaire également déplété en 

lymphocytes B. Onze greffons ont été déplétés par une technique de lyse dépendante du 

complément de lapin avec des anticorps monoclonaux anti-CD19 (B-G23, mouse IgG2b, 

Diaclone, Besançon, France). Les huit autres greffons ont été déplétés en lymphocytes B par 

une technique de billes immunomagnétiques : Max sepTM (Magnetic ceIl separation system, 

Baxter), après incubation avec un anticorps anti-CD19 (R 9909, Baxter, Munich, Germany) et 



un anticorps anti-CD20 (R 9920, Baxter) puis avec des billes immunomagnétiques Dynal. Le 

nombre moyen de lymphocytes B injectés aux patients du groupe d'étude était de 0.5 +/- 0.85 

1 0 6 c ~ 2 2 / k g  (de 0.016 à 5.2 106c~22/kg).  Les déplétions B les plus importantes ont été 

obtenues avec la technique immunomagnétique. 

DISCUSSION : 

Nous avons pu montrer dans ce travail que la déplétion B était une méthode simple et 

non délétère pour le greffon. Nous avons observé dans cette étude qu'une déplétion B de 1 

Log (en médiane 0.5 106 cellules B/kg) était efficace et suffisante pour prévenir la survenue 

d'un EBV-BLPD. 

L'utilisation de produits d'origine animale (comme le complément de bébé lapin) chez 

l'homme n'a plus été autorisée lorsque les activités de thérapie cellulaire ont été encadrées par 

la législation. La seule technique disponible permettant de réaliser une déplétion T sans 

produit d'origine animale a été pendant longtemps et est encore aujourd'hui la sélection 

positive CD34+ par méthode immunomagnétique. Cette technique permet de réaliser une 

déplétion de tous les types cellulaires autres que CD34+ et notamment une déplétion T et B. 

Cependant, la société Miltenyi propose aujourd'hui une déplétion T efficace avec des 

anticorps anti-CD3 par méthode immunomagnétique, associée à une déplétion B systématique 

du fait de la présence d'anticorps anti-CD19. A la lumière de cet exemple, on constate 

qu'aujourd'hui il n'est plus envisageable de réaliser une déplétion T sans y associer une 

déplétion B, moyen de prévention efficace de la survenue des EBV-BLPD. 
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EBV-ùiduced iynlphoprol&raüve dkieas~ (BLPDi, which 
mi@natr?s riiostiy k m  danor B cells. M ~ & I  an incidence of 
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Allngcneic stem ceil niarivw tixnspiantation BhlT) ts 
imvasingly used as a treritment for hsenliltulngicül new 
pkias .  q m b e s  of bom marrow Eàilure and coiigeaiitcil 
dhrdegs of the Iymphohaeaiopaletk sgstem (?Amas.  
1983: Bortln & Rimm, 1Q86). This k a t m e n i  was initidp 
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HW-dentical bone rnarrow transplaritahn is availabl t* 
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(Hansen et ai, 198r): k a t @  et d, 1985: Kernan el d. 1993: 

('om~pcoidrnce: Dr Marina r'svaffarne4'nhro Etahliswncrii de 
Transfusion Sangulna Hopitd NecI;e~-kbfenls Maladcs 1-19 rw 
de Sevres, 75743 Parla Csdm 15. Prance. 
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* g a R  nlay be a useful means of pmvnliilg EBV-81Zm. and 
wwranb further study on a l e w  group of patients 
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risk of gi.ail rejection and prjisterit rmniui~odefiaenr~~ The 
risk of rqection can be I.educed by increas~~ig the nuniher 1-4 
Inhised stem mils by wing mûbilizailion with G-CW \.%irena 
e t  d, 1994) nr $ tlie admbnistratiun nf Immunosuppresive 
reagents such rrs a n h - @ - t e  glabulb~ im~. c73mpîh-IC: 
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tiiissetting. It k dueto themmva l  ofniaturt? Tcelk donor 
nxmuw (MW aS id. 1989; R ~ Y  d i?L 199613. in %no 
hnm~inomppres;lon and HLA & p m  b e h m  d o m  and 
mipieni p64bly multing in suboptmtal inpmckm bebwn 
a n t i g e n - w n t i n g  cals and tuunune -vpteiu e M o r  cdLs. It 
c o i l t r b u k  h? a haniatic liicidence of viral li6athfeatening 
lnktkms Iolkivoing tnnspkanlathn. Cyvlmegabinis LChlV) 
and Ppbiein Barr v h s  ( ~ B V I  m the ml freqmntiy 
respiuibk ageats. L%W was the n m t  kquent cause of 
dwth unül antkisral agents started im h u d  pmphyladicaUy 
ûnd thërirpeuücdp d ~ i c i n g  the hicidtwe of C3fir p i e u n ~ o m  
i\ilang P!  d. 1496, Sclinudt 11 al, 1991, Koehltti- et cd. 1997; 
Pnrinatl & T ~ i a ,  1994: <;indrich el al. 19941 

H~mever. RB\' m a i n s  a pn7blmi with a n  incidence id B\'- 
relatd B c d  1)ru1phoprniîferaeixv disrn$ess (BLPUJ fdoiArlng 
T-celldepleted HIA mismakhed czr phennidentiçal BhW 
m@ng h n i  5% ta 30q,, in mpt series ~Zutier i,& al, 1988: 
Shapiru et ai'. 19S8b). Dlffmnt treatmmts baw k e n  p-a 
p m d  includtng chemottberapy. g a n c y c h b ,  u i t d a n  alpha 
(IPNm) togelher with ganuna glubulins ( S h n p h  rt (al, 1988a1,  
anti B a J I  n~onocIotid antlbodies [&&'z)u ut cd. 1993; 
Blanche et d, 1988;  Fischer rt d, 19911, iaijeîllon d d n n w  
T wlls if domir LPapadupoubs ai', 19941 and recipreni rw 
H M  canpatilila o r  EBV-spfçitic cyloto>;lc T lymphocytes 
iCTi,l (Hdoy,  r t  al, 1994). .Alth@ scmle of these therii- 
peuüc strategies have been shown lo he parhaily effective, 
the p u r n t  risk of n ~ u r b k t y  aus~>cisted with WV-BLFW 
r e m a h  high. 

Table 1. Çtudy p u p  patients charaatiristics and m m m e  

Slnce most I?B\J-BLE>D s t a i i s  Gwn danor 8 edls, kre have 
investigsted ex-vhw B-cd depkbon in an eEfort tri reduce 
EBV-BLPD m d m - e  aiter KLrZ mismakbed or pheiio- 
identical BMT 

In thk report we prursent the reuulîs of si conipraLive study 
b&een a study g m p  of 19 p w t s  recnivtng T- and &-eu- 
dcpkted bone m m w  and s mtml  group of 19 piitients 
recdving Tell-depkted bone r n a r m .  

PATIENTS A N D  IIWHODS 

I)atrr>rit? The study guup conul.s&ed of 19 cniisecutive 
chtidren who were tran~planteil with 1i and B-cell-drpleted 
imrrnw between .4pril 1995  and Ntmember 1996 ,  al Linite 
d ' tn~mui lo l~gie  et HtSrnafologie Pahtrique. Hllpbl N e c h .  
Paris The rhamtcristüs rif the patients arr d x w  in Table L 
The metin a p  was 3 ï .Q m n t h  (range 3 mctaths ta 1 2  ymr3j 
andmean weightwas 1 3 4 k g  16-33 kg). 13 patients had a n  
inkrfted mditim and six had malignant dsease. Donors 
wn relateil b2 rpeeipienis tlalher lx nwtherj in 1 1  caves and 
wrre niatclled uixdated in M t  cases. Exten&d HL4 çmii- 

typing and gmtypfne .  for A. B, DR and m s  perf~imed in 
recipients and  potenMd d a n m  The ~ekct to i i  OC related 
d r s m  was prknariiy b a d  on the results of Qpmg 
m3V s m b g y  of the donars was p ~ d h v e  in  1 r cases and 
u i ~ k n o u ~ n  ta cases. i B V  recipimt serology a: vc*sgi~ttve 
In Even rases aid pouillw In I I  cases. 

The coiilrol giwup cnrxisted or 1 9 wrlswutiue patients 

T-crll ID 
SCID-XI 
T ~ I  m 
scm-XI 
ALL U4.111 CXl 
ALI. b 4.1 1 I cal  
AL.Ln'4.11)CRI 
ma 
PHI* 
Arncgak arywytwicr 
PHL 
SCID-XI 
~%41>iigand deficlen~y 
rnlr 

Arncgak arywytwicr 
PHL 
SCID-XI 
~%41>iigand deficlen~y 
A U  CR1 
U~lodysplasla 
G~i:isceUi diseas4 
T-XII rn 
~'SE?&lignd delicienq 
.4LL 911 191 CRI 

3 Ag 
3 Ag 
3 A g  
1 .4g 
2 Ag 
kfW 
d Ag 
1 Ag 
LIIrn 
3 A g  
kllrn 
RïZiD 
M Lu3 
NI L l l J  

3 A g  
kllrn 
RïZiD 
M Lu3 

3 4 3  
bf LIn 

3 Ag 
MIID 
h~I 1 5  

1 A s  

41iw (WO+ d r 
.Uve I h60+ d 1 

( W I  n I 
Alive (hoii+ d i  
Dled (1 5(J dl 
L?bd 1'33 di 
LJied (240 d) 
,411~ (bA 52- d i 
.xiive ( r,oni d i 
n'cd ( i n 1  61 
.uiw i 42n+ d I 

Bind (il7 d l  
Dwd il 513 63 
.".uve I v+ a 1 

n'en ( i n 1  61 
.uiw i 42n+ d I 

Bind (il7 d l  
Dwd il 513 63 
D1od (1  50 dl 
A I ~ W  .t.~sn+ d i 
Ahve13RO- dl 
Atiw [ 3 5i)+ dl 
Aiive 1 3 604 d i 
Ciied (14 d1 

'T-ceIl II)= Txdl Imrnunodc~cim~~:  SC^ =sevew cumblneci haun~nndclkisn~q-. A U =  acute Ipinphnblamiç li.ukaemlti; rliI,= familial 
hamuphego.'ytic lympIaübLsbncyl~~w. 

jr h lLD = khtrhed unralsred donor; Ag = K U  anCigens 
$c> =elpclopLospb3mide: Bu = blünilpbaui .Ah= a ~ 1 l i - ~ 4 1  arui anti-cl32 momclîmol eiitib&s* h4d=melphalm; .4TG = a n t i - - m q ' c e  

glubuha. 
$Giucelb syndrome KLairi ci al 19911. 

@3 1948 Blackwd Science La-l, tarfdsh Jûirrnd ojiillrruii&~Iogy 103: 543-551 



Tsbh 0.  Control grmp pahirr;  chmctmbtbrs and outanne. 

.A ge Mrelghî HIA CZ>ndlürining 
Pt D'iagnmW [month) (kg) incompntibilih+ rereglm@nf BEV-BlJ'D Survlval 

A .AML7 19 11.3 3 d g  Q . B d A b  - Ailce 1.1 53Ci+ dl 
B M I L p - B  3 6 11.5 2 Ag TBIl Aralhtd - A%r/e 11 14fit  d j  

c ‘c(?RS 65 1 8  MlJD q & % u l ' ~ b  A nid (80 d) 
D L X S  3 h 16.5 MUD C~IBUIAWC'P 16 Alive I 104O+ d l  
B OP 6 6, 3 1 Ag Oj,&3ui:.Ab Died i 6 O  d) 
P SCID-XI 4 8 12 2 Ag - B u i A b  Alive L980+ dl 
G SCID-XI 42 1 5  MUD Cy.BcBuiAbhhi Aitve (70Q+ dj 
H SCID-Xl 4 F? 1 AR Cy;Bu!Ah Alive 11 7 4 0 i  dl 
1 H.urhr1d: dbraeri 1 2  10 3 Ag Q ~ B u l A b i , î n :  Wed ( 3 6  dl 
J AtLtf9:ll)CRl 10 6.5 3 Ag Cy?Eu/'Ah Died (73 ili 
K SCID-XI 2 5 9.3 3 Ag ~YjRul.4b Died (94 dl 
1, SCm-Xl 12 l n  3 Ag AnN/hhiAX Died (1 5 0  dl 
M l'&ID 9 6 2 0  3 Ag Cy2OOlBu 20,'Ab -- Dhd (60  d) 
N HL\ class iI defickncp 6 0  1 5 . 5  3 AK CyA3dAb/Am - üied (21 dl 
O XLP 10s 34 bl lJD Q/Bui'AWVP16 - Z)led (80 dl 
P SCID-XI 1 O 8.5 2 Ag Cy.Bw'Ab + Dkd i 100 d) 
Q S C ~ ~ - X I  1 3.7 3 ~g QWd Ab - Altve i815+ dl 
R PHL 72 2 3 3 A g  Cr.& ut.%bbiATK + 1Ulz.c (790+ dj  
S Pas dddrncy 5 8 .2  3 Ag  CyiBu;Ab - Alive 1905-t dl 

'..U[L,e smte myeIoid Imksemla: Md= ntai-Hodgklri Iynphuina: \%',LS= $Ri7skm-..41drlch syndrome; CHS-Chedlak-iiigashi syahma:  
OP= osteopebrtsls: SL3D = s ï w r e  combined immumdsficiemy; A U  = a c u h  lymphoblsstk lmkapmis: T-ce1 ID = T-col1 immunod&cleniiy: 
PHI,= farnlllal hnemuphsg~ytic Iymphohlatiocytosb, 

ihdUD= Adstched undsred donor: Ag= HL4 anfigem. 
$Q= cyciophosphtirrdde: Hu= baz~ilphon: Ah= anti-LPAl aiid rintiiD2 miniucluml antibudkr: Mc1 = idpholan: VP 1 fi= etopceide: 

.%TG = anti-thgrnome $dobululin: Tbln = tbiotepa. 

n.tui wre hnsplanted betvveen D e c e m k  1992  and August 
1995 vpih T-coll-depleted h m  marrow, except for three 
pahents urho udemmt a second BhIT hi Nmzlllher 1995; 
tn h t  graft malilpulatbm ln these high-risk sttuatims, 
Bcdl depbtlon was nvt perh~lKd. The chmckristlcx of 
the patients are summariaed in Table K. hkan age wa9 
35 .1  months (range 1- 108 rnoiithsi and m m  we@t was 
12.9kg (ronge 3 7-34kg) 16 patients had an inheiited 
condiUan and three had mallgnant disme. For four patient9 
ü sccurld BhjiT ms perhitul  because uf the fallure d the 
EUst BMT. The second BhlTonIy was c~-d. D o n m  mm 
rehbd k1 the reclpients In 1 5  caves and were rnatchrd 
unrelated in four c w s  EBV sc?rnlagy of the àunors wns 
@hw in 17 c ~ s r s ,  negative in one case, and unknwn in 
o sccurld BhjiT was pwhitu l  because of the fallure d the 
EUst BMT. The secand BhlTonIy was c~*d. D o n m  were 
rebbd k1 the recipients In 1 5  caves üiid were rnatchrd 
unrrtlated in four c.wts9 EBV sc?rnlagy of the àunors wns 
poslbw in 17 cases. negative in one case, and unknwn in 
one case Ifi3V n'clpbeirt smhgy m s  negatlvc in scrvn case?. 
pm+itiw in 10 cases. and unknuwn in &m. 

Coraàiiioiziw rqrrnm i'kbles I and III. The conditlothg 
mgunen for with inherited dlseisscs consisted of 
busulphan (20mgAg total dwe h chlldmn aged .: 6 years 
w Ibnlg/kg ik &h eged r 6 yesrs. frm~ day - 9  tn 
dûy -6) and cycJrrpbnsphamide (200 -'kg Wl dose ibn1 
dûy - 5 b day - 22). Patients ulth faoilllûl liiimoyhagocytic 
ky.npbohlstbcytosis. Ch&&-lngashi ayiidrome or miro- 
whxb alhi-iitlmally received -ild»wsi& 900nig/rn3 Ifive 
patients). thkitepa 3CiOmgJkg ftmv patients of the study 
g m p ) ,  ornntlthymucyte globuliriu (seven patdents). Patienk 
with severe cr;anbImd lmmunntleficiency [SL'n>) rtxeivcd 

busulphûn (8mgJkg) and cpcbphosphamide or a mn-  
cunéiflonlng wgimeii. 

The condiUDning reghm Cur onalignant diseast. consisted 
a l  bumiphan Il 6 m g h  btal  dose or 20 m g k g  h m  dag -9 
lo day - 61. dphalan 140mg/m2 d thiotqx~ 10 r n ~ ~ k g o r  
cytarabjne 1 8 dm3.  

In al1 cases pmvmtkm of $raft n)e&m cunsrs~d uf the 
use of en mti-LE31 monoclanal sinubody (h1.4b) 125  3 ,  
inouse igG1, Pasteur Mwieux. Paris, Prarice~, and an ailtl- 
Cm2 iZWb t B E 2 ,  nlouse IgGLg, Diadolie. Besmqon. Francel 
ik~til antibodies were adnihhter~d at a d m  of Gr 2 i n g l w d  
fmmday - 3  tu day +IO (25.3) or k m  day -2 tu day + l l  
fB-Ei. for a tdnl of 11 injecücm. 

T - d i  depfetbrz. Al1 donor m a m w s  H~W T-cell depieted. 
Cm2 iZWb t B E 2 ,  mnuse IgGLg, Diacloiie. Besmqon. France). 
B ~ t i l  antibodies were odnihhtercd at a d m  of Gr 2 ing/kg(d 
fmmday - 3 t o d a y + l O f 2 5 . 3 ) o r k m d a y - 2 t u d a y + l l  
(B-Ei. Inr a tdul of 14 iajecücm. 

T-nlfi depfetbrz. Al1 donor m a m w s  H~W T-cell depieted. 
W C X l 2  IB-El. mouse IgGlb. Declune. &sanon. Prancel 
and anti-~I l I  (B-B?, mousr IgGZb. Madone, 3esan~on. 
k b m e i  munoclonal antihdku plus rabhit cmnpleme~it lETS 
Besinv, ïmnce) nwp: usd for rr vivo T-ceil de&bnn m ail 
cases h m  beih the studp and conhl groups. 

ü-rd &pltür.n. 11 bme m a m m  sampks w m  B-rr'll 
depletd by the miripiement-depndttnt ly& teclmique ushg 
an aiili-Cl319 h k A h  (B-ü23, IgGLb. Dlncionc. Besançon, 
France), The next etght dolicir m m w s  w m  BceU depletcd 
by tmmuiimiagnetic Ix?û$ (Max sepmr hbgmtic çeld separa- 
t b n  sy~ml. Baxter). B w e  marrow mimuckar cclk wwe 
încubated with antl-CD19 (R 9909, Baxter, Edunich, 
Grmanyj aiid anti-C'DZEi (R 9920.  Bnxteri Mrihb. then 





No. o l  No. of T ce- 
B cells inhsed (1 il"iiig1 

Tdnique  nf infnsed MNC CPU-Gbllkg BPI]-Hlhg tD31+ 

Pt 8 c e ü  depirtim rx lo6%j ( x  inS.kg) ~C333lW) 1624 (x 10'.%gl Cr 1 ( 1  ( ~ ~ i k g l  

' IP = tmmunnfluoreacence: La4 = Iimi'ny dilution assray: ND = nüt donc: i Q R  = lneerqiiartik range. 

As a e c i ~ i & ~ ~ l ,  retmpr?cUvc EBV-PCR arwlysis of six bone 
nlannw smples hm the cuntn7l group. h b r e  and after 
T-ceil depletion was. ûbn p~rEanned (dsb not sliown). in 
ane case ~ s m p l r :  N), PCX detscted a signai bekm and ûfkr 
T-ceu depwan. In hru cases (mmpb H and S), EBV-KR 
hm n e g a y  hefw  and postth.e âfier T-cdl Qpbptlon. In 
the next bhree s m p h  il? Q and O ) ,  E8V-PCR was negatlw 
h t h  bef1~1-e and afkr T-crJl deplelitinn. In no case did Txdl 
&pletkm a ime  n.sult in the loss of B V  detectioti by Pcn. 
hm negaüw hefw  and positive rfier T-cd1 Qpbptlnn. In 
the next th- smples IE Q and O), W - P C R  n 7 s  negatlw 
b l h  b e f m ~  and afkr T-ceJl deplelion. In no cme did Txdl 
depletlm a h c  n.sult in the loss of IMV detectiüii by Pcn. 

Cojnpitkx~orr of ~nwwW sas!yfcs ;crftvr R-crll d~ghhfari 
rnble Ili l  
Residual T lympbnrytes and CD 34 ' cell ~m estimated The 
niedian numbag a( MNC idussd m s  IIOt sîgnüicantiy 
cüfhtmt bmwieeil shidy d cimbol grunips: 1 ~ ~ 0 x l 0 ~ ? k g  
in the study group and 1% 33 x 1081kg in the ccintml gmup 
~-wpectjwip. This muIt in&atsd that Bcdl  deple.iletran did 
nat m u l t  in nny IiuPher senificant tncrease in ceU km, The 
niedhn number or iilrused T c e b ,  estimatecl by u n n i u i ~ ~  
Uusresceacewith an anU-CD3 MAb. ms stgntnca~itiy, a lk i t  
i n h t e l y ,  lnwer In the sLudy group lhan tn îhe ennfsol 
group: 1 . 5 ~  10~kgand 3 . 6 ~  1 0 ' / ~ ~  ~ - t i v e d p  t P q O . 0 2 ) .  
T b  ditkence was also Briund in IDA: 0 . 1 2 ~  l ~ ' ~ % g  m the 

study gwuy and 1.Ci5r. In the curikol g r m p  
respectlvdy (Pz: 03D.2 I .  Iriununoflumcence staliiing mer- 
&dmatd Tcell numhex as cnmpared with ihe irpults 
obtalned Iry W. 

Median CD34+ ceil riumhas wwe n d  slgndiczuitJy 
dtkmmt h a y e n  the stirdy and tlie cnntrul group,  i.e. 
6.95 x 10'kg in the slody gtnup and 104x  10"Ckrg in the 
c o n h l  g m p .  Honever, d ~ i s  m s  m e a m r d  only in three 
cmtrul group rnamw somplm. Lllicwlse. CFlJGM and WI-1-E 
dtîkmmt h h v e n  the stirdy and the canlral group,  i e 
6.95 x lo61kg in the siudy gtnup and 10t4x 18'1kg in ithe 
c o n h l  g m p ,  However, d ~ i s  UHY m e a m r d  only in threa 
cmtrislgroup rnamw samplm. Lùicwlw. W - G M  and WI-:-E 
median numbers w r e  not sngnüicanily drffemt 1~twct.1 
each griiiip: 8 7 4  x 1 dikg LFü4&1 d 43.5 x 10dikg Bmi-E 
in the rihidy gmup a d  65 2 x 10'4kg CPU-GBI and 49-6 x 
lfJdc'kg BFU-E in the m n h l  gmup re,sctfveJp 

Engraj&nnit und humnrrtof.mrd rccortstrtution. The inedian 
lime requhd ta achteve a periphesal-blood ~ x n u b c y t r  
count~i3~ix10%urnas16 OciInthestudyigupand2i  9 d  
in the ccintml graup. Engrafln~ent of drillor cells was 
nchkved in 14/18 (74%) cases of the study grmp (one 
patient diAd lrld d e r  BMTj. In the contml group engr%& 
ment rate was 1511 8 18 3%) (one patient dled 2 1 d afi-cn 
BhïT). T h  results were II& signtficantlp diffant and 







and & e n  a c o m p l ~ n t - d e p n h t  lysh is used. the 
quantifcatian uf T-call depletim rmLTt be realixed b~ 
Ilmiting dhlutbn way tndeed, cwmpbmenbdepn&nt 
ksts mntmusd ahsr mmphmemt ts-ssh. ex&ninp. the  
diwropncy between ~mmunoflurrwesnre stu&s p.r- 
ic-d ùnmediately a b c  the incuba- a d  the limiting 
dilutian assqs m d \ a  CPUGM. BRJ-E and GD34' co~~tent 
of the gsaît WM sunilac telursen the MM gmups. shwulg 
that the mthods  uaod wra spadfiraüy drrerlPd a g b t  
mtum T and B lyrnphclcps. 

\t?~th m g a d  to the &nical irutcome. the sama e n g r a b  
m a t  raie \vas Ecnindin bth g r w p  ofpa th t s ,  Unexpctedly 
a g.eater lnddeme dsawt-e lclthal e G W  in t b  satdy gn3u p 
wati t&md n-i spite of a sigdficaatiy I m r  T a l l  niimber 
having hem infusad i n h  patients. T h i s  obrvation 
might lw inpmrt ercplaîmd Iry the fact thar hall dthe patients 
af the HU& group m & e d  a ~ ~ e d  cmdaiiontng m g l m  
cantàietng thioîepa as an additbnd drug. 
T h  Innetics of Immunnlopical reconstitution wau ncd 

ï&m dolapd In thE a~udy group cornpd with the 
crn~1-01 gruup.  The m w d l  LnddPncs of inhctlnni waa h r r r  
in the st& group h a n  in ths c o a t m l  group and this riras 

ssstmtiàlh; due tri the deereasro Ui &e EB'5i+LPD in thjs g m p  
of patients and canfirms thrit hme marmw B c& eontain- 
Ing EBV g m m  rwresmt the main source or p s t -  
tranqlantation EB\=Ri,FTl. This clinieal o k w a t i u n  agrues 
wiîh the dixreamd inridence or D L r - W D  in patients inFuseJ 
~ 4 t h  a bune m a m  &pletion by Campath-LM antibody 
a&-h mwgntees an antigm qxerised m Sie aPurCaae ofhath 
mature B and T ~ ~ 1 1 s  [Hale & riValdumu, 19441. bîlamorwr~ 
1 ysar c%~nt-fi'or: survival was higher in the atudy gcoup 
than ia ths m i h l  gmup 

l u  cn~~ck>sian. B-cell depletion d the grait scenied tu be 
eFCirlent in ibis group ai patients t r i  pmwnüng EBV-BLFD 
x-ut sicbeûkcta pwddsd that kiwr &an a madan of 
13.5 r 10' B d i e  wce i d u s e d  tu recipbntz. This msult n d s  
ccdcmaeian in a camparative dimal inai whkh xhuuld 
~rxLuds a higher riumber of hl&-ri& patients. 
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1-2- Complication d'une cryptosporidiose dans un contexte 

d'HIGM liée à l'X : apport de l'allogreffe de CSH. 

ARTICLE 2: 

Complete recovery from Cryptosporidium Parvum infection with Gastroenteritis and 
Sclerosing Cholangitis afier successful Bone Marrow Transplantation in two brothers with X- 
linked Hyper-IgM Syndrome (HIGMI). 

Bensoussan D*., Dimicoli S*., Latger-Cannard V., Straczek J., Antunes L., Mainard L., Dao 
A., Barbe F., Araujo C., Clément L., Feugier P., Lecompte S., Stoltz JF., Bordigoni P. 

Bone Marrow Transplantation, 2003, 32 (7): 733-737 

Deux enfants issus de la même fratrie âgés de 6 et 8 ans, ont reçu une allogreffe de 

CSH médullaires génoidentique dans un contexte d'HIGM liée à 1'X (ou HIGMI). Le déficit 

complet en CD40L à la surface des lymphocytes T activés a été mis en évidence par notre 

laboratoire en collaboration avec le service d'Hématologie biologique du CHU de Nancy. La 

détermination de la mutation sur le gène du CD40L a permis de confirmer le diagnostic. Les 

deux enfants étaient traités par Immunoglobulines IV ainsi qu'avec une prophylaxie contre 

Pneumocystis jiroveci jusqu'au jour où ils ont développé une infection à Cryptosporidium 

parvum, évoluant pour l'un vers une cholangite sclérosante et pour l'autre vers une 

cholangiopathie. L'aggravation clinique des enfants et la présence d'un donneur 

génoidentique pour chacun des enfants au sein de la fratrie ont contribué à proposer 

rapidement une allogreffe de CSH. 

METHODE : 

Le conditionnement de greffe a consisté en Busulfan (16mgkg) suivi de 

Cyclophosphamide (200 mgkg). La prophylaxie de la GVHD a reposé sur du Méthotrexate 

~nllt-i ~t l z ~ l k l o m G ~ ~ L A  kC ~ ~ ~ ~ e ~ ~ â ~ ~ e ~ I S ~ s e c . ~ ~ ~  drc h m l i ' r n ~ ~ ~ $ u l i r g x & ) ~  WI~P~LL 

Cyclophosphamide (200 mgkg). La prophylaxie de la GVHD a reposé sur du Méthotrexate 

court et de la ciclosporine A. Les deux enfants ont reçu des Immunoglobulines IV pendant 1 

an post-greffe et un traitement anti-cryptosporidiose (Paromomycine 500mglj et 

Azithromycine 500 mglj). 

Les greffons de CSH médullaires ont été préparés au sein de I'UTCT par nos soins et 

ont consisté pour l'enfant le plus âgé en 1.6 108 cellules nuclééeslkg et 3.36 1 o6 CD34+/kg et 

pour l'enfant le plus jeune en 0.78 10' cellules nuclééeskg et 5.8 106 ~ ~ 3 4 + k ~ .  

L'étude de l'expression du CD40L après greffe ainsi que le suivi de la reconstitution 

immunitaire cellulaire ont été réalisés à 1'UTCT en collaboration avec le service 

d'Hématologie Biologique. 



RESULTATS ET DISCUSSION : 

L'évolution clinique des enfants après greffe a été très simple. Le premier a présenté 

une sinusite alors que le second a présenté une maladie veino occlusive et une GVHD de 

grade II intestinale résolutive sous corticoïdes. L'infection à Cryptosporidium parvum a 

disparu rapidement après la greffe chez les 2 enfants et les fonctions hépatiques se sont 

normalisées à J60. L'expression de CD40L à la surface des lymphocytes T activés a été 

étudiée à 5200 post greffe et s'est révélée normale pour les 2 enfants. La reconstitution 

immunitaire est intervenue progressivement au décours de la première année post-greffe. 

L'absence de lésion hépatique sévère au moment de l'allogreffe a probablement été le 

facteur déterminant le succès de ces allogreffes. Dans ces conditions, l'allogreffe de CSH 

s'est révélée efficace pour permettre la résolution de l'infection à Cryptosporidium parvum. Il 

semble nécessaire pour obtenir cet effet que l'allogreffe de CSH n'intervienne pas trop tard 

dans l'évolution de l'infection et des dommages qu'elle engendre. Les moyens 

médicamenteux pour limiter cette infection sont peu efficaces, même si nous rapportons une 

expérience concluante avec le Nitazoxamide, et ne donnent que peu délai pour l'organisation 

de l'allogreffe. Un moyen d'anticiper sur la survenue de l'infection à Cryptosporidium 

parvum est de rechercher régulièrement par PCR la présence d'une réplication du parasite. 

Ceci fait partie des recommandations de prise en charge d'un patient atteint d'un HIGM1. 



Case Report 

Complete recovery from Crj?ptosporidiunt parvum infecfioti with 
gastroenteritis and sclerosing cholangitis after successful bone marrow 
trarlsplantation in two brothers with X-linked hyper-lgN1 syndrome 

S Diniicoli', L) Bei~ïoussan'. V Latger-Chiinard2, J Strxzek', L i2ntuiies4. L Müinilrd5, IZ I)doh, 
i-' Barbe'. C Arai~jc)', L Clénient7. P Feugiei7. T Lwcimpt2. Ji- Stoiizl and P Bordigonis 
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\\e dtwrihe tvw hnrîhcn who \uffered fmrn h tp~- lp!%l  
h>rtdn)rne f.(Hl(;lfl) rrhh hirnllar cltnical feiitura: recur- 
renf inkctionc, mpwially cryptnuporidhm gu\tr<rnterili* 
with choimgttk. I'helr a c i i ~ a t d  T cdl\ did mi expre'uî 
(~IWOI-. Nmlmtide seqaucing rrvcxled r mutaibn in 
hoth boys with re.ipect to intrcm 4 and elcin 5 hrrunihirics 
of itw C'[MOI. Awne in Xqlb. The. iindenwnl wccedlil 
hrinv mrrow trttnsl~hnliitirm ( RVIT) fnim Hl  A-sntr  
Ideritical ilhiings. 'Cbe Crjpfos~midmm in fdm and 
r h n l m ~ t k  d v e d  therertfter. .%t 6 mnntha dter BMT, 
e\pnsic>n of CD401. on acd~atcd T I ~ n t p b ~ r c ~ r e s  was 
nxvrmal. Zfter 1 year, hti~ I>np we wslL and immime 
rtu.nri\tituii.cin hi& uiipro~ed. Bmed on thme frro u~cessful 
rxl>erk.nce+, Hbll &th a gemide~itical sibling wem a 
reristmable Itierapeutic â p p r ~ c h  for t l lGMl.  if Lrypt+ 
.spmidill~l infection nwurs. 
~ o m  M n r r o ~  rrrrri~piantatinn (XK13) 32. 733 737. 
dai. 10 103M~sj.bint. I7WZI 1 
Kt? wurrh: S4inkeL.d immunodefiaency wwth hypr-lgM. 
CD40 Ligwd, cryptospdum paruuni gastroentenoq 
srlerosing chulnngi tis 

Hypcrhlg-41 Symdronic (liIGM1) is a prinury inmuno- 
defiçiency afisoQatcd with mutations m the gene encoding . a- .a- . . -. -.. - . - 

H y ~ r 4 g M  Symdronic (HIGMI) is a primry inmuno- 
defiuency amxiiited with mutations m the gene encoding 
the CD4ûL, Eûcrred a t  Xqll;. Wtients suffer ircorrent 
sinopulmnary and gattrointestind inÏect'~-Jns, opportunis- 
tic infections due to Pnrunuiicy~ i~ surinii, Crypra~poridiww 

Cnrxspncknrç: Dr D Llemussnn, UbiW dc Thcrnpic Cclhilaire ci 
t i r a s ,  CHli  2c Nancy, Allkdu Monm. % S I 1  Van&c.m-Les-Narxy. 
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parwm, Hi~roplasmosa cipwbrn and Lr&limanîo 
~ m m u n i t y  and malipancy are classiral coniphca 
tions 'c-) 

CIDML. a memkane glyct>protern, LS transient5 eu.- 
p r a d  on ücticated CD4 + and CD8 -r T mils, mast çeIis, 
basophils, coshophils and platekts. C M ,  the CD40L 
receptor, is a mmber of the TorSF reccptor family found on 
B celis, monoc-yhs, clendritic cellu, epitholiril çelk. fibru-. 
biiists and sotne nüllignmt celb. CD40 expression can alw 
be indued on different cells hy gamma interfemn (IF?+ 
Thus, a potenrial ncchanism contnbuting to C. pribum 
miniunity muld be a direct tnggering of apoptwis in 
CiMO,Ji. infected mELS by CD40L expmsed on xtivated 
T cens. More recrontly, Haywsrd et ai" have shoiw in a 
mous  rntdel ihat CD40 expmsbn on intevtinal epitheiial 
wUs is not required For C. purium clearance. Mortovzr. C. 
parvum infection ean ix ckared only when CD4 is preseot 
on datdritic and mononuckar phagocyte ab. Interieukin 
12 prrduction hy thes antigcin-presenting ~ r l l s  Lads 
xtivated T cclk (via CMCLCDML pthwvay) io produce 
Wl cytokines such as Im. 

C.  par%rrnL a mcidirin prasile, infects the intestine 
and sometimes the respiratory tract. In unïnunocompm~ 
niicred pt icnu,  il m a y  wuse X\ZTC intestinal fluid les, 
with dehydration, chronic dkrrhea and malnutrition 
Several nntimicmbial treatnlents have been tried but 
none hsr p r m n  effective. As previody reported by 
:;gr$ gf hs?$s se- ,j;î$g 
with &h.ydration, rhronic diarrhca and malnutrition 
.%veral nntimicmbial treatnlents have been tried but 
none hss prmm effectkx. As prwiousfy rcported by 
Hayward cr ÛI,' patienls with WGMl are sr incwaed 
risk of' cholangiopathy. espcialiy with C. pmitui)i 
infect ion. 

Curative therapy of H1Cir\.II dia on bone iiiarrow 
transpiantation @MT), f'rom an HM-matchcd sibling, as 
fim repned  bu 17iomas er a l ? - b r  from niatched 
unrelntrsù dnnors.' Howewr, the prcsence of C .  p r ~ m  
infectkn. e~pecial[y whcn cornpliatcd hy xlcrosing chos 
tangikis, impairs the results of BM'T. Khnwoia cr cil' 

repomd three a s e s  wbere patients s ~ ~ g  from =ere 
C. p i w n  infection dkd s w n  afbx B W . *  
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In th& rewrt, we dwribe two hrathcrs with HICiM 1 

who were &th suffering koin scvcre C. pnri*unr infation 
with gas~oeutmtis and sçkrming Ehohngilis. They under- 
wcnt sucfessful BMT h m  a poidentical HLA sibtiog 
and movered from the C. pat-wna infection. 

\lritc.riiik and nieth& 

Two brothers, hÿd a fnmiiy hitorj of immune dekienq:  
nuo cousins suffcred from HlClkll. ont of whom dial of 
diffu.~ C.  prrvumi infection dapite an HLA.sibHng 
abgeuek bone marrow transphut topther with an 
orthotopic Fier inmplant. 

Thauks to famiiy scroening, the ~ i v ~  brothers ux1.e 1 c 4 + - .  : ,  ) ,  . . - - 
diapmed nith H W I M ~ .  confirmed by the ahvnce of 
CD4ûL expression on activncad T lymphocytes. Seqlxocing 
of PCR-ampLificd C . l L  guiom ic DN A roealed the 2eddt , ~ $ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  ~ ~ ~ ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ~ A A ~ ~  sume mutotion for the two brothcn: a 10-ndmtide ,&, mini& 

dmOPS~. I,mr roc(ad ntalrliul rr 
debriun igTGTTACACin and a dinucleotide insertion jnrrow head> bistpry, H&L 
(aa) at the intron 4jemnS boundary. This mutation pdicts  
a premture ternination of and generation of a 
truncated protcin. The brothers prcsented sirnihr ctinieal 
features. Trcarment was tniriited uith inanutnaus 0.v.) s m m  aspanarc and alanine amino trniwfwase levels a.erc 
immunoglobulin aud P. cminii prophyiaxis. five tims obove n o m l .  Ntutropcnm and minophith 

At 6 p a r s  of a p .  brorhcr A had Cvp:oq)ariditem werc akiopruennr. 
gstroenteritis with seierosing chotnngitis resulting in After consi<ienng the ponr proposis of thk d k m ,  
persistent diarrhea and severe weight Iws requiriag eyrecially when it is con~plicatsd bj Crypttxïj~nrsdiuni 
rontinuous enteral nutrifin. The  sçlerrning cholüngiii infwiron. and given the fiimiiy history. thc parents güw 
wo~ened  and at  MR~çhoian@ography, dilated cslra and informai consent for their two rions to undergo 'Bh-lT. Thie 
intrahcpÿtic bile ducts werrr observcd. Nmdk I k r  biopy donors w m  two different HL4-identical skrcn. 
revcakd sdwosing cholangitiii with prominent pen-portal The boys were conditionad with busulfaa (4 mgkg body 
concentrie fihosis. minophitic mfihnition but no bihary wetght pu day for 4 days) f o l k d  by cyclophosphamide 
cirrhosk (Figure 1). Liver function tests w m  abnormal (50mg.g body weight p a  day for 4 &YS). Cmft-vmw 
(TaMe 4). Alkalme phosphatiise wa.9 elevuted and lierum hmt disense (GVHD) prophyhxis convishd or short-tenn 
a p n a t e  and stflninc ainino tnn.sferase were Gx tima methotremte ( 1  5 mg/& on day 1 and lUuig~:im2 on days 3, 
ahove normal. Thare was a1.w chronic, but not seuw, 6, 1 1  afïer B;MT), and qclosprine A (3mg!kg!day as s 
neutropnia and emmophitia. 

BrotherB had reeiurmt cornmon sinus infection,. At t'he 
agc of 8 years. he ako sufferrd from s Cr).pra.poridïiun 
i n k t i m  rvith chotangiopthy, requiring enteral nutrition. 
The rcsuih of klR.chol.an.giography ivcw shi lar  to t h w  
of A (Figure 2). Needk livn biopriy remaleri &oIai~l;i.tis 
with miid, noncy)ncentric, fibrotk enlargcmnt of the portal 
tracts andeminophilie infilmrion. Liverfulrtion tests u w e  
a h  abnormal. Alkatint: phosphatase was devatcd and 

continuclus i.v. infusion an days - 1 to -t 30 nad 625 mgikg 
twiot. &iIy froni d a -  31 to l&Q pst-BMT). Infection 
prophyhxis inctukd isolation m a hmmar air-Rom1 unit, 
oral adminktrüt ion of nonabsorbiihle üntibiotirs and 
treattmnt with i . v .  knrnunoglohutinol for 1 p a r  (MOmg; 
kg wwkiy for 3 ni<aith and tken JUOi'iig!'kg per month). 
The boys wntiaued with enteral nutrition and anti- 
Cryprnsprridim t r a m e n t  ( p r m n i y c i n  500 niglday and 
azithromywn MOmgidaJi). 

Tahk I L i v a  b t i o e  ics@ (pt ienL A l  
wIn mtiu, non-~row i~entargen-~~ iiic inlys-ramramu w m  emerni ituiriuori ur~u am- 
tracts andeminophilie infilmrion. Liverfuncbon mts uxre Cryprosporidim tracment (promniycin 500 nig:day and 
a h  abnormal. Alkatint: phosphatase was devatcd and azithromywn MOmg/day). 

ALP 
Tnral bilimhin 
Dircct bilirubin 

423 Çi62 397 w3 
2 2 2 16 
I I I 9 

A L 7  II 175 16 IL 
AST Ib Y9 72 ? I 
5 ' - n u d & i ~  3 40 ‘1 44 
LUH 1% 495 Si4 718 

A L P :  akaline phwpbatase. ALI? 11dm amino t i n n h s c ,  .4.S7: ssperCav d m  îransrmse 



kkum 2 (a) MR-C'tiolPr,ghgramI'rmn patient B ai 7pnn  ~ Q C .  khrc 
I.'rppLwparUun inf&imri intci- d utdupîtic bïie dwn f-l arc 
o d  acwrdiig ta age. (b) Al Al yperrs of as duriog (? i l~p&&m 
irfminn. MRCbalairgiogam hhoar dilaud ertra- and inmheptic Me 
Jiilii wtl: micmrrcsaFaatrrhcpiE hïic hite. (c) At  14 maitthr akr RMT. 
MR-Chnlauq,ia#un h r w  ~m.bili?auûu or cbokngn i sud a &acae o 
mc &imation. 

Chi 27 July Mt I ,  B receiwd 1 6 x 1(T nuclwtai niarrow 
cc1 k!kg and 3 36 A 10" CD34 - a l lu  kg, and A recei~xd 
0.78 u 1@ nuckated marrm oriiylcg, and 5.8 x 106 
CD34.t celkjïcg on 3 Augwr 2001 

(1 ) lmmunnfiuoresoenre d a a c t ~ n  
Stooh uem prepsreài and procawd using the 
mnofluotii Crvprorlwriihtrnr (Enofi Pasteur. 

Cr)prosl>oridiicnr dr ~ecrion 

11 ) Immunnfiuorescrince daaction 
Stool~ \ïem prepsrai and p m a w d  using the 
mnnofluotit Cryprrislu>ri&trnr (Snnofi Pasteur. 
France), barerf on fluorescein iaothioq-anate 
(FlTCj-conJugaied monocbnal antibodies directcd 
sgainst the v s t  wall. Cryl~!a~poridiurtr sp oacysts 
{5-7pm) were dcm t d  by fluoresccncc niicrnsmpy. 

[?) PCR deteciion 
Stooh w e i i :  p m a s e d  and DNA was extracted with 
QI Amp s m l  MmiKit (Quiaga). The rescrion 
wns perfnmed using prirners SB0 l ZF und SBRl117R 
that sniplified a 45'8 bp fmgmcnt s p i f ~ c  for C. 
~ Q T v ~ M I . ' "  

ClhKai catrw zidfm BMT 

The clinical murwc for A \vas uoevncful. At day 17. his 
akwdutc? ncutmphil count wm oover Wper  cubic nillimter 
aad platelet counrs were seif-smtaining at levek above 
.SO(KKl!pl lit &y 26. Ncither GVHD nor ~~no-ocdusive 
diseaw was okst.rved. He had suhmd fmm sinusitis [na 
orgunism identifid) sua.cssfuliy treaLod bp i.v. antihother- 
apy. The Crypt~~.piortïfiwt~ ideetion di.wppred .won afier 
engnihient and was undetectabk after &y 60, despite 
imrnunolugical defmts due to the ailograft procedure. At 4 
montha after RMT. MR*cholar~giogrilphy was significaatky 
improvod. Aftm 19 months. stnbiliintion of the choltlngiris 
and dacreuwd dilation of the extra and mirrihcpatic bite 
duns wirs confimicd (Figure 2). Liver funccion  tes^ 
n o r m l v d  by &y 60 post-RsW (Table 1). On düv 2iK) 
p s t  BMT, the quanticitiw and quatitatiw aprmion  of 
CD40L on T celk was nonnal. DNA anah.sis revcahxi that 
laO?il~ of iyrnphoqta and pkynuclesr cells were of donor 
nrigin. Inunune Fuactions have improved rcguhrly. Toduy, 
the patient is wil, requi.rcs na parenteral nutrition, hns had 
no furlhcr infedion. no GVHD, and k going to school. 

At dny 10, B had sinurritk that rewk-ed with i.v. 
annbiotics. Ar &y 13, he had grade 2 ~%no-aeclusive 
dknense that resolwd with appropriate treatnicnt. At &y 
49. he dewbped acutc GVHD of the gut, succiessfully 
treatai by cor~lcothwapy. On day 15, an attsolute 
neutrophif count higher than MO per cubic millimeter \vas 
ohserved., and phtebt couna werc above SQûiX/fiI at day 
20. Cryprmporirlium w u  detectable unul &y 16 a h r  BbfT 
and tbcn, as wilh h i  brother, the infection rsolud.  
Rcsufcoi of MR-cholangiogram anabsis and liwr tùnction 
tests wwe aimilar to those of A .  On &y 2W past BPIfT, 
quantitative and qunlirative expression oFÇD4ûL onT =ILS 
\vas normal. DNA anatysis reveakd that 100%) Iympho- 
cym imd polynuekar a l k  werc of donor origin. himune 
functmxs have improved regularly. 

Today, the patient is well requim no parenteral 
nutrition, ha$ had no infections. no recurrerite of CiWD. 
and is going to schcd. 

At 1 m n t h  aRcr cessation of i.v. imniunoglobutin, non-ml 
production of IgM, lfi, lgG s u b c l ~ ~ w  and s p i f i c  
anribodies to tetanus and diphteria toxoid occured. The 
saine t h  course of lymphocyte recoi~stitution &*as 
okwru~d in the nvo brothers. Tbc Tecl1 counr, norml 
hefyre BMT, i m ~ r o v d  grr+t*illy nnd was complete4 .-. Y."..-.. -..-. - .... .. .. .. .....*.U.Yr."Y"...., . ".., 
production of IgM, IgCi, 1$J subcl~sses and s p i f i c  
anribodies to tetanus and diphteria toxoid occured. The 
mine t h  course of lymphncyte recoi~stitutinn was 
okwru~d in the two brothers. Tbc k c l l  counr. norml 
hefore BMT, improvd gradwlly and was completely 
n o m l  19 months p s t  BMT ( 1 6 1 8 ~  10"{1 for A a d  
1123 x 1O6jI for B). The T-aii s u k t ,  midence of thymic 
function ici34 ,.i- CD45RA + ) simultancowly rached 
namial levets (412 n 106(1 for A and 312 x l(1'':I for FI), 
ï h e  a b l u t e  &dl connt, Iow Irefore BMT, nonnütizd 
tvithin the first F a r  n b r  Bhm. ,Lloteo\:r. nlanory B mils 
(CD19.t CID27-1-'). a k n t  before BMT. were first o k r v e d  
1 year prmt BMT. 

Befon BMT, irj i?i!ro proliferativc m p o ~  w T e f l  
mitagens wre  normal but no pmtifemtiur Fespasc ta 
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leriinus toxotd antigcn could be obsrver3. At 1 year p s t  
B'IT, mpome  ~o m i t o p  eompleieiy nomalized. The 
same nomalvation was o k r v e d  after stimulation with 
teanus toxoid rntigen. 

We de.xribe h o  brothers wirh H G M I .  Both had a Severn 
r o m  of C>ypto.p>orédim infection with sckmzing cholûn- 
gitis requiring contjnuouu enteral nutrition. Both undcr- 
w2nK suixessFul B.MT wiihotrf .wrious aom pkati  ons. 
Despite weak immune defences, the Crypt<i.g>oridiiuti 
iiifwtim d d  not woaen bu1 d i s a p p r e d  soon aftcr 
BWT. After 1 )wu. immune reconstitution has graduatly 
improwd and both patients are cumntly well with a good 
quahty of lik. 

The absence of serious, l&ns in the Gver or other 
organs albwved us ta j-terform a stiindard BMT with 
niyela&larivc conditioming. This wm not the case Tor the 
cousin who abo suffersd from HICiM1, coniplicated by 
frequeni puhnonary infections which m d  Irronchkcta- 
s i s  He also had a C.  par~~urrm infection with hver laians 
including sckrosing chohogitis. At rhe apic cd 12 ?es= he 
undemvnt orthotopic l iva  transplantation. fdlowed by 
BbiT. This wau unauae9sfuf and he died of diffuse 
C .  parvrcnt infection rvith piilmonary and hepiltic faiturr. 
This wsa pmbabiy due to the parasite, the advanced 
xkrosing cholangitk as wvdl a s  ta the pdmonary 
insldficiency and pacientS age at BAIT. Owing to this case, 
the two brothcrs underwent BMT at a youngcr a p ,  bfforc 
serious lesions had m u r r d  ÿnd in the ahsence of any other 
organ injury. 

Khawap rr al9 rcportd rwo HlGMl patintg with 
seutrc livrr d k i w  and C. purvwti inkction, both of whoui 
d i d  s m n  aRer rnybabfatiw BMT. Onc had chronic 
CryprqorKam inftztion with diarrheÿ, sckroting 
chohngitis, cirrhosis and p ncreati tis.  quir ring total 
parenteral nutrition. .4fter BMT. he diai From Fulniinant 
liver hiture usnxia td  wrth venwacclusive dimue. Cryy.  
rnsp~visium infestahtm, and GVHn. The other had a 
similar ciiniail pa ttem, and a lso enternive bih tcral 
brunchiectasis. On the oiher hand. Amrosa cr al' report& 
nonm~wloabbrive stem ceU transplants on cight patienrits 
wvith -a~nçe~iird inununodeficiency and swme organ d p -  
function. Two, who sufferd from HIGM I with sclcrosing 
chohngitiq werc succesfuily treated. One of the% had a 
Cryprnvporbdiww mfcctlon berore BhfT that c i e d  after 
transplantation, suggesting significant m v e r y  of func- 
tionat imniunity. Howewr. Khawap er d9 deswihcd an 
H'IG&ll patient w i  ih a severc Irjp:ospwi&nr infection 
who dicd won utter nonniycbnhlatiw BMT. He ha$ 

%_ i . '  . . # .  " . .  . . "  
C-ryprnvporédiww mfcctbn before BbfT that c k d  üfter 
transplantation, suggesting signifieant m v e r y  of func- 
tionat imniunity. Howewr. Khawap er d9 desrribcd an 
HlG&l 1 patient w i  th a sever<: Irjp:ospri&ni infection 
who diod .won after nonniycbnhiativc BMT. He ha$ 
cryptnspodiril ;isaendmg choh ngit is ..vi th portal in flarn- 
mation. confirmd by liwr hktology. The Cryptoupordkil 
encerius wormed a h r  BMT und rhis, togecher wirh a 
capillas. leak syndrome, resutted in the pacientk d a t h .  
When w e r e  liver faihire is asrociatatrd with HiCiMi, 
orrhotop~c liticr transplantation, together wtth nonmyelna 
bla t i~c  Bbi'ï, ~ u l d  bu: an option. Hadzic et  al1' reportai 
the succeîrful treatmcnt of an 1 R-y~ar-nld HICiMI patient 
wirh serious cirrhosa~ they acwn~plished combined m r r s -  

tion of the primüry immune deftzt and weondary liver 
complications. Martinez Ibanez ar al" deseribed threr 
HlGMl patients with selemmg ehohnglhs under- 
went only &ver transplantation and suffered relapse of 
oicleroumg rholangitis 10, 18 and 25 months I;iter.I2 O~ving 
to theTa11 defi~ciency, HJGB.11 patients are prcdkpnwd tn 
aut(nmaune d k a w  trigge"i by opprtunisiic infections. 
Thua, in H E M I  patients. a liva transplant alone cannot 
prevent sclaosmg chohngitis relapse and mwt lx accom- 
pn ied  by a BMT tn corrra immune defect.'zn 
When C3,r'liroxporLfim infection accus  during the ufait 

for ii tnimplant, antiniicrohl t r eumnt  a n  he inituited. 
X,fany treahiients have b e n  studied in AlClS patient& 
including Parornomyein, Ciarithromycin, kythron~ycin  
and Sinefunfine. but without rny demonstmble ben&[. 
In our two pitien% Paromomycin did no1 riear the 
Cr,vprmpri&rn infection. As pra-iously mniionrcl. the 
CD40LXDW p lhway  I viral for C.lxrri.wti chrance?  
Howewr. we have succc?isfulh, used Nitazoxaiîride in a 
c hiid wi~h Cry~lmxporidi~r infextion sec.onda ry ta cord 
blnid transplantation for ncurc myelobhst k Imkemia 
(unpublishsd). This mny be an intcresting altemative 
ant imicrobii l treatnient . Additionid mlrsvenou~ C D 4 L  
cauld bc u.jeful in remponry Crypro.v~mn'&"mi infect uin 
management, although Vfstereng er u r 4  did not ohserve P. 
cr~rinii clcarancc using mombinan t CD4ûL in SCiD mice. 

Optimal HIt-+&fI mnnuprnent appsars ia rhünenge whcn 
severe hepauc lesions m u r ,  esyiecially in the pre.mce of 
C. pati~~7i1*"*'~" Mycloabiati\.e, or perhaps nonniyela- 
ablative ,stem ceIl transplantation, should bc perfarmed as 
won as C. par13trm infocrion occurs. l n  ases of advanad 
h e p  tic d m p .  liver transplantation together with non.. 
myelaabka tive BMT shoubd ix çonsidered. Nirazoxa nude 
couid decreaw C .  purluni mfection before 8%lT; lirniting 
conditioning mgben  toxiçity. and could be mauttained 
during the pmfound posc BMTimmunodeB&ency. Regular 
Gver function checks and early C.  ~wrvcm dcteciion \xvi.mld 
he hclpful for HlGM 1 psitknb. PCR analysk tosct hcr si th 
ini~nunofluorescence studiw seem proinjing and sensitive 
m l 3  foreariy parasite delatioii. " smsitivity muid b<i 
i m p r o ~ d  by usmg cornpetitive, qmntitativt or nested 
K R .  Eariy diagnosk cauki anow chnicians ta consider 
BMT..especiaily when a genoiduitical sibhng n avaifabk. 
hefore any m e n :  h e p  tic ksions oceur. 

We tRa<ik Mrs D Binor Sainroi and 5 Lupu);&de Tor L M ~  
excelierit tachnical saKiaacx. 

W e  1Rmk Mrs D Binor Sainroi and 5 Lupu)i&de Tor rMr 
exceliefit idmical 4 ~ 1 8 ~ .  

I Puck JM. A rlirerse grue Cÿr auiueïnnel hyp-igM syndreme: 
more geaea aswialed with m e  intmunnikTic5ewirs. C h  
Imnnnal -W: 9? 191--192. 

? Fulcihpn RL. 14ypcr I@,M qndrcrne: ihe akicr si&of the ctjin. 
Crrrr Opin Pdiufr YIOI: 13: 51% 532. 

3 Frin KM, Stmpowki GD; G a p n  A>\ a ut. CD* 
exprmirm by hummi fibrublsrc. C h  Invnirnul immirri~ri.&«l 
1995: 77: 42 S i .  
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4 h y u r r d  A R  Lwy 1. Fûcrheiti F si al. Chalna&pathy md 9 Kktmrjn R C-ty A R  Flad TJ rf al. Bme m r w w  
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cLetivod CDU9-pi&iiiiiivs irllr n e  required lirr mice Eu çlear Ct./l Pr&.u 2TX)O; 14: 33 33. 
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ARTICLE 3: Article collaboratif 

Treatment of CD40 Ligand deficiency by haematopoïetic stem cell transplantation: a survey 
of the european experience, 1993-2002. 

Genery AR, Khawaja K, Veys P, Bredius RGM, Notarangelo LD, Mazzolari E, Fischer A, 
Landais P, Cavazzana-Calvo M, Friedrich W, Fasth A, Wulffiaat NM, Matthes-Martin S, 
Bensoussan D, Bordigoni P, Lange A, Pagliuca A, Andolina M, Cant AJ, Davies EG. 

Il s'agit d'une analyse rétrospective portant sur 38 patients européens ayant reçu une 

allogreffe de CSH pour un déficit en CD40 Ligand, dans 8 pays européens entre 1993 et 2002. 

Les deux enfants dont les expériences d'allogreffe génoidentique ont été rapportées 

précédemment, sont inclus dans cette étude ainsi que le patient dont l'histoire clinique avait 

été publiée en 1998 par le Pr Bordigoni (Bordigoni et al, 1998). 

Nous avons longuement discuté cet article dans notre revue bibliographique ; il s'agit en 

effet de la seule étude incluant un grand nombre de patients. De ce fait, les conditions 

d'allogreffe sont très différentes d'un patient à l'autre : conditionnement myéloablatif ou non 

myéloablatif, allogreffe de MO génoidentique ou phénoidentique avec ou sans déplétion T. 

De même, le degré de l'atteinte hépatique ainsi que la prévention des infections à 

Cryptosporidium parvum varient d'un patient à l'autre. 

La moitié des décès observés dans cette étude sont liés à une infection à Cryptosporidium 

parvum présente avant la greffe. Cependant, aucune corrélation statistiquement significative 

n'a pu être mise en évidence entre une infection à Cryptosporidium parvum ou une atteinte 

hépatique et la survie post-greffe. En effet, seuls deux paramètres ont une incidence 

statistiquement significative sur la survie post-greffe : 

- une atteinte pulmonaire pré-existant à la greffe est associée à une faible survie (p = 

0.0002) mais une pneumonie à Pneumocystis jiroveci n'augmente pas la mortalité. 

- les allogreffes réalisées en situation d'incompatibilité d'un antigène HLA donnent 

0.0002) mais une pneumonie à Pneumocystis jivoveci n'augmente pas la mortalité. 

- les allogreffes réalisées en situation d'incompatibilité d'un antigène HLA donnent 

de moins bons résultats que les allogreffes phénoidentiques sans incompatibilité 

HLA (p = 0.02). 

D'autres études seront nécessaires pour mettre en évidence les facteurs influençant la 

survie post-greffe. Cette étude a, quant à elle, pu montrer que l'allogreffe de CSH permet de 

guérir 60 % des patients atteints d'un déficit en CD40L, une atteinte pulmonaire pré-existant à 

la greffe étant le facteur apparaissant comme le plus péjoratif pour la survie des patients. 
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II- PREVENTION DE LA GVHD 

11-1- Déplétion T par sélection positive CD34+ dans le WAS 

En Juin 2000, nous avons réalisé une allogreffe phénoidentique déplétée en 

lymphocytes T par sélection positive CD34+ Miltenyi chez un patient atteint d'un syndrome 

de Wiskott Aldnch. Cette allogreffe a été finalement rejetée après une prise initiale. Nous 

discuterons les raisons de ce rejet dans le contexte notamment d'un WAS. 

11-1-1 Présentation du cas clinique 

Le diagnostic de Syndrome de Wiskott Aldrich a été posé chez cet enfant à l'age de 4 

mois devant des signes cliniques infectieux et cutanés. En effet, l'enfant a présenté des 

infections bactériennes à répétition, notamment deux septicémies à Pyocyanique et à 

Maltophilia multi-résistant ainsi qu'une septicémie à Enterobacter, une otite purulente 

chronique à Pyocyanique, Staphylococcus coagulase négative et Candida albicans et des 

infections des voies centrales veineuses à Staphylococcus coagulase négative. Parallèlement, 

l'enfant présentait un eczéma très sévère surinfecté avec lyrnphadénite dermatopathique 

cervicale satellite, ainsi que des phénomènes cliniques auto-immuns apparus à l'age de 14 

mois sous la forme de polyarthrite (hanches, chevilles et genoux) et des lésions de vascularite 

des membres inférieurs. 

Biologiquement, une thrombopénie majeure a débuté à l'age d'un mois et demi avec 

des micro-plaquettes, sans syndrome hémorragique sévère. Une splénectomie a été réalisée à 

I'age de 8 mois, avec une efficacité certaine (+ 100 000 plaquettes) mais une rechute (- 20 000 

plaquettes) lors de chaque infection. 

Sur le plan de l'immunité humorale, une hyper IgA et une hyper IgE supérieure à 2000 

T T T / l  X t ~ i n n t  n h a n r i r A o o  alnrn ni10 lacl 1°C Atg;ont n n r m c a l e c  et I o c  TnhJ A 1.1 1;rn;te ; n f A A e > i r o  A e  l o  

plaquettes) lors de chaque infection. 

Sur le plan de l'immunité humorale, une hyper IgA et une hyper IgE supérieure à 2000 

UI/1 étaient observées alors que les IgG étaient normales et les IgM à la limite inférieure de la 

normale. La fonction anticorps vis-à-vis des antigènes protéiques se situait à la limite 

inférieure de la nomale. En revanche, étant donné l'age de l'enfant, la fonction anticorps vis- 

à-vis des antigènes polysaccharidiques n'a pas été testée. 

Sur le plan de l'immunité cellulaire, aucune anomalie quantitative n'a pu être mise en 

évidence. L'exploration fonctionnelle réalisée au sein de notre laboratoire a montré une bonne 

réponse proliférative vis-à-vis des mitogènes classiques mais aucune réponse proliférative 



contre le tétanos. De plus, la réponse proliférative vis-à-vis du periodate s'est révélée 

effondrée (Index de transformation, IT = 1, alors que les témoins présentent un IT > 26). 

Par ailleurs, la présence d'auto-anticorps anti-plaquettes anti-gp2b3a, un test de 

Coombs positif et des auto-anticorps anti-lymphocytes B objectivaient un phénomène d'auto- 

immunité biologique. 

Le diagnostic de la maladie a été affirmé par l'étude de la mutation du gène WASP qui 

a objectivé une mutation entraînant un décalage du cadre de lecture. 

La présence de manifestations auto-immunes, la répétition de septicémies à 

Pyocyanique, l'extrême gravité de l'eczéma de cet enfant, sont les arguments qui ont conduit 

à proposer un traitement par allogreffe de Cellules souches hématopoïétiques à l'age de 18 

mois. 

11-1-2 Allogreffe de CSH 

Le donneur présentait avec le patient une compatibilité HLA 9/10 allélique avec une 

différence portant sur le gène A (A3 01 1 vers A 301 2). 

Comme l'a rapporté ensuite Filipovitch et al en 2001, les résultats des allogreffes 

phénoidentiques chez les patients de moins de 5 ans atteints de WAS sont similaires à ceux 

des allogreffes génoidentiques, en terme de probabilité de survie. Cependant, la même équipe 

a clairement montré que la cause principale de décès des allogreffes phénoidentiques chez les 

patients atteints de WAS est la GVHD. Or, la présence d'une incompatibilité HLA entre le 

donneur et notre patient était un facteur de risque de GVHD supplémentaire. C'est pourquoi la 

prévention de la GVHD devait être particulièrement efficace. Il a donc été décidé d'ajouter à 

la prophylaxie classique de la GVHD (associant Ciclosporine et Methotrexate) une déplétion 

du greffon en lymphocytes T par sélection positive CD34+ réalisée par la technique 

CliniMACS de Miltenyi. Cette technique, réalisée à I'UTCT, utilise des anticorps 
ia propnyiaxie classique ae  ia u v HL, (associanr Liciosponne er ivietnorrexare) une aepierion 

du greffon en lymphocytes T par sélection positive CD34+ réalisée par la technique 

CliniMACS de Miltenyi. Cette technique, réalisée à I'UTCT, utilise des anticorps 

monoclonaux anti-CD34 (du clone Q-Bend10) couplés à des microbilles 

immunomagnétiques. Les cellules mononucléées médullaires obtenues par séparation sur 

gradient de densité sont mises en contact avec l'anticorps. Les anticorps non fixés aux cellules 

sont éliminés par lavage. Les cellules sont ensuite déposées sur la colonne Miltenyi. Cette 

colonne est placée dans un champ magnétique crée par l'appareil CliniMACS. Les cellules 

ayant fixé l'anticorps anti-CD34+ couplé aux microbilles immunomagnétiques sont retenues 

dans ce champ magnétique alors que toutes les autres cellules sont éluées. Plusieurs passages 

automatiques sur cette colonne de la fi-action sélectionnée permettent d'accroître la pureté en 



cellules CD34+ et de diminuer la contamination par d'autres types cellulaires comme les 

lymphocytes T CD3+. 

Dans le cas présent, le greffon obtenu après sélection positive CD34+ Miltenyi 

contenait : 24.15 106 cellules nucléées totales par kg de poids du receveur, 23.67 106 

CD34+/kg (soit une pureté de 98%) et 2.41 105 CD3+/kg (soit une contamination de 1%). Le 

rendement de la colonne correspondant au rapport des cellules CD34+ en bas de colonne sur 

les cellules CD34+ déposées sur la colonne) était particulièrement élevé : 96%. Cependant, la 

contamination en lymphocytes T CD3+ s'est révélée trop élevée puisque le seuil de 

lymphocytes T à ne pas dépasser pour éviter la survenue d'une GVHD est de 1 1 o4 CD3+/kg. 

Afin de ne pas administrer une dose trop élevée de lymphocytes T, il a été décidé de 

ne réinjecter qu'une fraction de ce greffon contenant : 2.5 106 CNTI kg, 2.4 106 CD34+/kg et 

4.2 1 o4 CD3+/kg. 

Avant de recevoir le greffon de CSH, le patient a reçu un conditionnement myéloablatif 

composé de Busulfan (16 mgkg) suivi de Thiotépa (10 mgkg), Cyclophosphamide (200 

mglkg). La prophylaxie de la GVHD a reposé sur du Méthotrexate court et de la ciclosporine 

A et bien sûr la déplétion T du greffon par sélection positive CD34+. 

JI- 1-3 Evolution clinique post-greffe 

11-1-3-1- Sur le plan hématologique 

Après une prise initiale du greffon objectivée par une chimère complète à JI5  (1 1 

cellules sur 11 de type donneur), la greffe s'est soldée par un rejet entre J I5  et J50 avec 

d'abord apparition d'une chimère mixte puis 100% receveur, à la fois sur les lignées 

lymphoïdes et sur les lignées myéloïdes. La séparation des sous populations pour l'étude du 

chimérisme post-greffe est réalisée à I'UTCT par la technique ROBOSEP de Stem ce11 

Technology. 

cnirnen~e'~~s~~@~re-tsr-~tfms~:e--ci- i uf ~~--paer*itd"~eau~~~-dw~~s~r cE*fri-~efl 

Technology. 

Parallèlement est apparue une auto-reconstitution (Globules blancs supérieurs à 

10001p1 et polynucléaires neutrophiles supérieurs à 5001p1 à 523, Plaquettes supérieures à 

25000lp1 à J50 et Plaquettes supérieures à 25000/p1 à J55). 

11-1-3-2- Sur le plan de la GVHD 

Du fait du rejet, aucun signe de GVHD aiguë n'a été observé. 

11-1-3-3- Sur le plan infectieux 



A 58, l'enfant a présenté une infection des voies aériennes supérieures puis une 

bronchiolite à VRS de gravité moyenne, traitée par Virazole, Gammaglobulines IV à hautes 

doses et Synagis. L'infection s'est progressivement amendée au début du d e u x i h e  mois. 

Aucune autre infection n'est à signaler. 

11-1-3-4- Sur le plan général 

Du fait de l'échec de la prise de greffe, un eczéma très sévère est réapparu avec prurit 

intense, polyadénopathies cervicales et inguinales satellites. Les épisodes infectieux se sont 

également multipliés avec réapparition d'une otorrhée purulente surinfectée par Pyocyanique 

et de plusieurs septicémies à Staphylocoque méti-R sur cathéter probablement infecté. De 

plus, de nombreuses manifestations d'allergie alimentaire ont été observées. 

Devant la sévérité de l'évolution clinique, il a été décidé de proposer un traitement par 

une deuxième allogreffe de CSH phénoidentique avec le même donneur. 

11-1-4 Deuxième allogreffe de CSH 

Une deuxième allogreffe de CSH a été réalisée environ 5 mois et demi après la 

première allogreffe. 

Un conditionnement non myéloablatif composé de Fludarabine 150 mg/m2 suivi de 

Melphalan 140/mZ a été réalisé. La prévention de la GVHD a consisté en l'association 

Ciclosporine et Methotrexate (comme pour la première allogreffe) ainsi qu'en 

l'administration de SAL de J-5 à J-3. 

Le greffon médullaire n'a pas été déplété en lymphocytes T, compte tenu de l'absence 

de prise de la première greffe. En fait, il s'agissait de la fraction positive CD34+ du greffon 

médullaire qui n'avait pas été greffée lors de la première allogreffe et de la fraction négative 

qui avaient toutes deux été congelées à 1'UTCT. Ces deux fractions ont donc été décongelées 

et poolées, afin d'obtenir un greffon présentant les caractéristiques suivantes : 0.75 108 
1 '  
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qui avaient toutes deux été congelées à 1'UTCT. Ces deux fractions ont donc été décongelées 

et poolées, afin d'obtenir un greffon présentant les caractéristiques suivantes : 0.75 108 

CNTkg, 10.6 1 o6 CD34kg et 2.83 1 o7 CD3lkg. 

L'évolution post-greffe a été très simple avec une sortie rapide d'aplasie (Globules 

blancs supérieurs à 1000/p1 à 522, polynucléaires neutrophiles supérieurs à 5001p1 à 524, 

Plaquettes supérieures à 250001p1 à 518 et Plaquettes supérieures à 25000/p1 à 521). La 

chimère hématopoïétique de type donneur a été établie à partir de 530 et confirmée à 545. Il 

n'y a pas eu d'évènement infectieux particulier et on peut noter la disparition de toute allergie 

alimentaire. Le seul problème a été une GVHD aiguë digestive isolée de grade IIB (grade 1 



histologique sur biopsie) apparue à 525, résolutive sous traitement par Solurnedrol 2.5 mg/kg/j 

avec diminution rapide. L'enfant a pu sortir du secteur de greffe à 560. 

L'évolution à un an de la greffe est extrêmement satisfaisante avec une reprise nette de 

la croissance staturo-pondérale, une diminution très significative des infections, une 

normalisation du taux de plaquettes et l'absence de récidive de la GVHD. La seule ombre est 

la persistance d'un eczéma peu sévère et d'une légère élévation des IgE, probablement liés à 

l'apparition d'un chimérisme mixte partiel sur la population lyrnphocytaire B (30% d'origine 

receveur). Un chimérisme mixte est à signaler sur les autres sous populations : population 

myéloïde à 50 % d'origine receveur et population lymphoïde T à 10% d'origine receveur. 

Cependant, ce chimérisme est stable et parfaitement toléré avec absence de déficit 

immunitaire et taux de plaquette normal. 

Le recul est aujourd'hui de 6 ans, délai suffisant pour affirmer que l'enfant est guéri de 

son syndrome de Wiskott Aldrich suite à la deuxième allogreffe phénoidentique de CSH avec 

conditionnement non myéloablatif. 

II-1-5 Discussion et conclusion 

Les conditions de la première allogreffe ont été définies au regard de l'expérience 

publiée : 

. un conditionnement myéloablatif, du fait de la forte immunité résiduelle chez les 

receveurs atteints de WAS pouvant entraver la prise de la greffe. 

- une prévention de la GVHD très importante comprenant en plus de la prévention 

médicamenteuse une déplétion en lymphocytes T du greffon, du fait du risque 

élevé de GVHD dans les allogreffes phénoidentiques pour WAS et du risque 

supplémentaire pour l'enfant que présentait l'absence d'histocompatibilité 1011 0. 

Cependant, la sélection positive CD34+ n'ayant pas permis d'atteindre un taux de 
l---L,., .-A s l i ~ ~ ~ m ~ f i r d r t e ' ~ o d i  efi~anrqneYieS-mirat i / 4 ~ s h k t :  'ZT m s d i ~ d p d f i h l k  -~^j/dû.'.- 

Cependant, la sélection positive CD34+ n'ayant pas permis d'atteindre un taux de 

lymphocytes T /kg de poids du receveur satisfaisant (du fait, en partie, du faible poids du 

receveur : 7.6 kg), tout le greffon n'a pas pu être réinjecté et la dose de cellules CD34+ s'est 

révélée insuffisante pour permettre une prise de greffe (2.4 Io6 CD34+/kg). La persistance 

d'une immunité résiduelle malgré l'administration d'un conditionnement myéloablatif est 

probablement à l'origine de ce rejet. 

En revanche, les conditions de la deuxième allogreffe ont été définies en réaction aux 

résultats de la première allogreffe. En effet, il était dangereux de proposer à nouveau un 

conditionnement myéloablatif chez ce jeune enfant. C'est pourquoi l'option d'un 



conditionnement non myélablatif a été retenue, bien que l'expérience de ce type de 

conditionnement dans le cadre de WAS était peu importante à ce moment-là. La prévention de 

la GVHD, toujours considérée comme risque majeur dans ce type d'allogreffe, a été renforcée 

par l'administration en pré-greffe de SAL. Ces dernières ont une demi-vie de plusieurs jours 

et sont donc toujours présentes dans la circulation du patient au moment où le greffon est 

administré, permettant ainsi de réaliser une déplétion T in vivo du greffon. Le choix de cette 

prévention de la GVHD a permis de ne pas manipuler le greffon in vitro et de pouvoir 

administrer ainsi une forte dose de cellules CD34+, nécessaire dans le cas d'un 

conditionnement non myéloablatif. L'évolution post-greffe vers un chimérisme mixte stable 

est fréquente après un conditionnement non myéloablatif. Le risque dans ce contexte 

particulier, est que le pourcentage de cellules de type donneur soit insuffisant pour permettre 

la restauration de l'immunité et la résolution du déficit immunitaire. Dans le cas présent, nous 

disposons des résultats du chimérisme sur les différentes sous populations cellulaires et 

pouvons observer que la population T est à 90% d'origine donneur. Une évolution similaire a 

été décrite en 2002 par Longhurst et al, qui ont réalisé une allogreffe avec un conditionnement 

non myéloablatif (constitué de CAMPATH lH, de Fludarabine et de Cyclophosphamide) 

chez un patient atteint de WAS ayant de lourds antécédents infectieux ainsi qu'une atteinte 

pulmonaire. Un chimérisme mixte stable a été observé sur les lymphocytes T ainsi qu'un 

chimérisme majoritairement receveur sur les polynucléaires et la restauration de l'immunité 

ainsi que la résolution du déficit immunitaire ont été obtenues sans complication majeure 

post-greffe. Toutefois, les études récentes sur des cohortes importantes de patients allogreffés 

pour un WAS montrent qu'un chimérisme mixte est souvent associé à une mauvaise 

reconstitution plaquettaire et à plus long terme à l'apparition de manifestations auto-immunes 

(Pai et al, 2006 ; Oszahin et al, 2007). A la lumière de ces résultats, une surveillance régulière 

de I'évolution clinique de notre patient est réalisée. 
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de I'évolution clinique de notre patient est réalisée. 

A travers ces résultats, nous pouvons observer que la déplétion T du greffon par 

sélection positive CD34+, largement utilisée dans le cadre d'allogreffes en situation 

haploidentique doit répondre à certains critères. Outre la déplétion T, qui doit permettre de ne 

pas réinjecter plus de 1 1 o4 CD3lkg (seuil parfois difficile à atteindre, principalement chez les 

receveurs de faible poids), la dose de CD34+ réinjectés doit être importante. A titre indicatif, 

en situation haploidentique, l'équipe de Perugia préconise une dose supérieure à 10 Io6 

CD34kg (dose parfois difficile à atteindre, principalement chez les receveurs de poids élevé). 



Par ailleurs, cet exemple montre qu'il existe des alternatives à la prévention de la 

GVHD par sélection positive CD34-t qui doivent être préférées lorsque les conditions 

d'obtention d'un greffon riche en cellules CD34+ et correctement déplété en lymphocytes T 

ne peuvent être réunies. 



11-2- Dépletion alloréactive 

ARTICLE 4: 

Improving immune reconstitution while preventing GVHD in allogeneic stem ce11 
transplantation. 

Cavazzana-Calvo M, André-Schrnutz 1, Hacein-Bey-Abina S, Bensoussan D, Le Deist F, 
Fisher A. 

Seminars in Hematology, 2002'39 : 32-40 

Lors de mon stage d'interne chez le Pr Cavazzana-Calvo, j'ai travaillé sur la déplétion 

alloréactive avec immunotoxine afin de déterminer quel était le temps d'incubation avec 

l'irnrnunotoxine qui donnait le meilleur degré de déplétion T alloréactive. Puis, une fois sur 

Nancy, nous avons accueilli à 1'UTCT en 1998 une étudiante que nous avions encadrée pour 

réaliser une revue bibliographique sur les différentes stratégies de déplétion alloréactive. 

Enfin, nous avons développé au sein de I'UTCT les contrôles qualité des cellules 

allodéplétées dans l'objectif de participer au protocole oligocentrique d'injection de 

lymphocytes T allodéplétés chez des patients allogreffés pour une hémopathie maligne. 

Malheureusement, ce protocole n'a pas pu débuter. 

Cette revue que nous présentons ici fait état des différentes stratégies de prévention de 

la GVHD permettant de préserver le potentiel immunitaire anti-infectieux. Ces stratégies sont 

classées en deux approches distinctes ayant le même objectif: favoriser les effets positifs des 

lymphocytes T tout en prévenant la survenue d'une GVHD. 

La première approche est basée sur le fait que les lymphocytes T responsables de la 

GVHD sont aussi responsables de l'effet GVL : il est donc impossible de dissocier l'effet 

délétère de l'effet bénéfique des lymphocytes T. C'est pourquoi deux équipes ont développé 
~. . . .  ~- . - - 

GVHD sont aussi responsables de l'effet GVL : il est donc impossible de dissocier l'effet 

délétère de l'effet bénéfique des lymphocytes T. C'est pourquoi deux équipes ont développé 

une stratégie clinique visant à contrôler les lymphocytes T en les transfectant avec un gène 

suicide. Le gène transfecté est le gène d'une enzyme : la Thymidine kinase du virus Herpès 

simplex (HSV-Tk). Cet enzyme peut transformer le Gancyclovir en métabolite toxique pour la 

cellule. Seules les cellules ayant intégré le gène de 17HSV-Tk sont sensibles à l'administration 

du Gancyclovir. En pratique, des lymphocytes T du donneur transfectés par I'HSV-TL sont 

administrés au receveur d'une allogreffe de CSH déplétée en lymphocytes T, de manière à 

favoriser l'effet GVL et l'immunité anti-infectieuse. Dès l'apparition de signes de GVHD, un 



traitement par Gancyclovir est réalisé afin de détruire les lymphocytes T allogéniques 

responsables de la GVHD. 

La deuxième approche est basée sur l'hypothèse que les cellules responsables de 

l'effet GVHD et de l'effet GVL peuvent être dissociées, au moins en partie. Deux approches 

ex vivo ont été proposées : la première consiste à induire une anergie des lymphocytes T du 

donneur vis-à-vis des allo-antigènes du receveur, la deuxième consiste à éliminer ex vivo les 

lymphocytes T du donneur activés par les antigènes HLA du receveur. Il s'agit de la déplétion 

alloréactive. 

Pour induire une anergie des lymphocytes T, certains travaux se sont portés sur le 

blocage du ((second signal » d'activation des lymphocytes T ou signal de co-stimulation. 

Plusieurs couples de molécules sont impliqués dans ce signal de co-stimulation dont les 

principaux sont : CD28/CD80-86, CD40/CD154, OX40/OX40L, ICOS/B7H2. Un essai 

clinique est rapporté consistant à mettre en culture in vitro pendant 36 heures des cellules du 

donneur avec des cellules irradiées du receveur et hCTLA-4Ig. CTLA4 est un ligand de CD28 

qui possède une affinité plus importante pour CD28 que les molécules CD80-CD86 et exerce 

ainsi une régulation négative en « détachant » CD28 de ses ligands. Malheureusement les 

résultats de cette étude portant sur 12 patients n'ont pas été encourageants avec 4 décès liés à 

la toxicité du conditionnement, 1 non prise, 3 GVHD aiguës digestives et 1 GVHD chronique. 

D'autres équipes se sont intéressées à l'effet inhibiteur (« anergy like ») de l'IL 10 et du 

TGFP. 

La technique de déplétion alloréactive consiste à réaliser une culture mixte 

lymphocytaire avec les cellules du donneur et les cellules du receveur irradiées. Les cellules 

du donneur s'activent et expriment des antigènes membranaires, marqueurs de cette 

activation : CD25 (chaîne a du récepteur de 1'IL2), CD69 (marqueur précoce d'activation). 

Ces antigènes membranaires constituent alors des cibles pouvant être reconnues par des 
au aonneur s'activent et expriment aes antigenes memtxanaires, marqueurs ae  cette 

activation : CD25 (chaîne a du récepteur de 1'IL2), CD69 (marqueur précoce d'activation). 

Ces antigènes membranaires constituent alors des cibles pouvant être reconnues par des 

anticorps monoclonaux couplés soit à une immunotoxine, soit à des billes 

immunomagnétiques. Les tests in vitro ont montré que la population allodéplétée conservait 

un effet anti-leucémique et une capacité anti-virale. 

Tous ces travaux ont permis de débuter un essai clinique sur l'hôpital Necker qui est 

présenté à la fin de la revue. 



Improving Immune Reconstitution m i l e  Preventing 
Graft-Versus-Host Disease in Allogeneic 
Stem Ce11 Transplantation 
Marina Cavazzana-Calvo, Isabelle André-Schmutz, Salima Hacein-Bey-Abina, 
Danielle Bensoussan, Françoise Le Deist, and Alain Fischer 

Allogenelc hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the treatment of choice for many hematologic 
malignancies or lnherited disorders. Ex vivo Tcell depletlon (TCD) of the graft and post-transplantation irnrnunosup 
pression efficiently prevent the development of graft-versus-host disease (GVHD)..However, the consequence of these 
nonspecific approaches is a long-lastlng immunodeficiency assoiiated with increased disease relapse, graft rejection, 
and reactivation of viral infections. Donor lymphocyte infusion, to treat ieukemic relapse after allogenelc HSCT, can 
cause severe GVHD. Several strategles are being optimized to specifically inactivate anti-host T cells while preserving 
antileukemic or antimicrobial immunocompetence, based on ex vivo or in vivo eiirnination of anti-host T cells or on the 
modulation of their anti-host activity. 
Semin Hematol39:3240. Copyright O 2002 by W.B. Saunders Company. 

A LLOGENEIC hematopoietic stem ce11 transplan- 
tation (HSCT) is the treatment of choice for a 

nurnber of hematologic malignan~ies~.~2*43and in- 
herited diseases ol the lymphohematopoietic sys- 
tem.12.33 Progress in supportive care and in the man- 
agement of infectious diseases has improved the 
long-term survival of transplanted patients given hu- 
man leukocyte antigen (HLA)-genoidentical trans- 
plants, but less so for partially HLA-incompatible 
t ransplant~.~~.*g These disappointing results led to 
attempts to modify transplantation procedures in or- 
der to successfully use HSC from HLA-mismatched 
related or HLA-matched unrelated donors. Using 
these types of donor, stem ce11 dose escalation com- 
bined *th reinforced conditioning regimens have 
enabled the HLA barrier to be bypassed, at least in the 
case of adults affected by malignancies and treated by 
multiple courses of chemotherapy before the trans- 
plantation procedure.l.65 Before this approach was 
introduced, adult leukemia patients frequently re- 

rnulripie courses or cnemornerapy Deiore rne crans- 
plantation procedure.l.65 Before this approach was 
introduced, adult leukemia patients frequently re- 
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jected partially incompatible T-cell-depleted (TCD) 
aliogeneic transplants. 

Non-genoidentical sources or HSC are com- 
monly used to treat children affected by severe 
inherited immune disorders who lack genoidenti- 
cal donors. Despite the advantages presented by 
this selected patient population (absence of earlier 
treatment, fewer previous transfusions, lower risk 
of graft-versus-host disease [GVHDJ , and no  need 
for a graft-versus-leukemia [GVL] effect), signifi- 
cant improvement in the long-term event-free sur- 
vival is still difficult to achieve owing to profound 
and long-lasting T-ce11 irnrnunodefi~ienc~ post- 
HSCT.41.+7 GVHD and graft rejection can be ef- 
ficiently prevented both in adult and pediatric 
patients by combining profound TCD and effet- 

- - 

tive immunosuppressive agents with a high stem 
ce11 dose. Nevertheless, disease-free survival still 
ranges from 20% to 70% depending on the age of 
the patient, the underlying disease,3 and the degree 
of HLA d i ~ p a r i t y , ~ '  the worst results being reported - .  

for leukemia patients due  to a high relapse rate.l.13 
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ranges from 20% to 70% depending on the age of 
the patient, the underlying disease,3 and the degree 
of HLA d i ~ p a r i t y , ~ '  the worst results being reported 
for leukemia patients due  to a high relapse rate.l.l3 

The sustained T-ceIl immunodeficiency of HSCT 
recipients depends on rnany factors such as the extent 
of TCD of the graft (greater or less than a threshold of 
1 x 10' donor T celllkg), the in vivo use of T-cell- 
depleting antibodies to prevent graft rejection, and 
age-dependent residual thymic function.56 Severe in- 
fections and disease recurrence complicate the out- 
corne in two thirds of partially incompatible trans- 
plants. The cause of death of children transplanted 
with HSC from a haplo-incompatible donor is often 
viral infection5s: respiratory viruses such as ad- 
enoviruses, respiratory synctial virus (RSV), and 
paramyxoviru~ influenzae, a s  well as  cytomegalovi- 
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rus (CMV) and Epstein-Barr virus (EBV). ll.46 In con- 
trast, disseminated fungal infection is the main 
source of opportunistic infection in adults.78 The 
kinetics of these infections is stnking, most of them 
occurring within the first 6 months post-transplant, 
when patients are still highly immunosuppressed. 
Consequently, shortening the immune reconstitu- 
tion period is a potential way to significantly decrease 
transplant-related mortality foilowing TCD-HSCT. 

Patients can benefit [rom the injection of a fixed 
number of mature donor T cells that are able to 
mediate protection against i n f e ~ t i o n s ~ ~ , ~ 6  and re- 
lapse,3l as  well as racilitate engraftment, without 
inducing severe GVHD. The existence of these "pos- 
itive" T-ce11 effects has been demonstrated in a well- 
defined murine system where, injected T cells exerted 
a dose-dependent facilitatiob of engraftment.53 As 
these T cells are phenotypically indistinguishable, 
alternative approaches have been developed to mod- 
ulate the alloreactive response. The alloimmune re- 
sponse against HLA-partially incompatible trans- 
plants, as compared with immune responses to 
exogenous antigens, entails an unusually large num- 
ber of T-ce11 clones.68 Depending on the technique 
used, the percentage of alloreactive T-ce11 precursors 
has been estirnated to range from less than 0.001 to 
10% of total T cells. Despite a high number of allo- 
reactive T cells in vitro, only half o l  them are able to 
proliferate in vivo.70 Major and minor histocornpat- 
ability antigens can elicit strong alloreactive re- 
sponses. Antigen presentation by major histocompat- 
ability complex (MHC) molecules, both direct and 
indirect, causes fuIl T-ce11 activation even in the pres- 
ence of an  immunological deficit.36." 

The development of preclinical and clinical strat- 
egies has been based on two approaches, both with 
the same goal of amplifying the positive effects of T 
lymphocytes while preventing GVHD. The first is 
based o n  the assumption that alloreactive T cells 
mediating GVHD are also involved in GVL activity, 
making it impossible to distinguish between the two. 
R a c ~ r l  nn thic ~ c c i r r n n t i n r i  nrmrlinirol -r rliniîql 
lymphocytes while preventing GVHD. ~ r h e  hrst IS 
based o n  the assumption that alloreactive T cells 
mediating GVHD are also involved in GVL activity, 
making it impossible to distinguish between the two. 
Based o n  this assumption, ~reclinical and clinical 
trials have attempted to control ~ - c e l l  function in 
vivo by insertion of a suicide gene (Table 1). 

The second strategy is based on the assumption 
that even if protective actions against infections, 
GVHD, and GVL are highly interconnected, T cells 
responsible for such activities can, at least in part, be 
separated. Two ex vivo approaches have been sug- 
gested. The first consists of inducing host alloanti- 
gen-specific anergy andlor immunosuppressive T 
cells. The second involves ex vivo killing (or negative 
selection) of T cells activated by recipient H L -  ami- 
gens. We here summarize the pertinent background 
studies and discuss clinical applications- 

Table 1. Approaches to Modulate or Elirninate Antl-hOSt 
Reactlvlty In Donor T Cells 

In vivo postlnfuslon 
Depletion with gancIclovlr of TK- Bonlnl et al, 199T8 
transfected T cells Tleberghlen et al, 

200 i7= 

Ex vlvo prior to infuslon 

a Blockade of costirnulatory 
pathways 

4 T L A - 4  lg  with CSA 
-AntCCD40L antlbody 

Guinan et al, 199g40 

lmmunornodulatlon wlth inhibitory 
cytokines 
-11-10 and TGF-0 
Ellrnlnatlon of alloreactive T cells 

-Depletion wlth antiCD25 Cavazzana-Calvo et 
lrnrnunotoxin al, 2000m 

-Rernoval with antlCD25 or anti- 
CD69 antibodies and rnagnetic 

Suicide Gene Therapy 

Suicide genes encode for enzymes that render cells 
sensitive to otherwise nontoxic prodnigs. Herpes 
simplex virus type 1 thymidine kinase (HSV-TK, 
referred to here as TK) converts nucleoside analogs 
such as ganciclovir (GCV) into the monophosphate 
rorm; rhis conversion does not occur in normal eu- 
karyotic cells. The monophosphate is transformed 
into a triphosphate metabolite that is a potent inhib- 
itor of DNA elongation, thereby causing ce11 death. 
Thus, TK gene transfer creates a genetically deter- 
mined difference, confemng GCV-sensitivity to di- 
viding transduced T cells and allowing the selective 
elimination of antigen-responsive proliferating TK- 
positive T cells by GCV administration. Its main 
application is the control of unwanted T ce11 immune 
responses such as GVHD. 

In practice, T cells obtained before HSCT harvest 
are transduced ex vivo with TK-carrying retroviral 
vectors, selected for TK integration, and then infused 
app~~CaL~CI~I 13 ~11L cviicirli vi u i i r r u i i r i u  LLîTïT1i~i~ul~- 

responses such as GVHD. 
In practice, T cells obtained before HSCT harvest 

are transduced ex vivo with TK-carrying retroviral 
vectors, selected for TK integration, and then infused 
into conditioned recipients receiving HSCT.8.71 If 
necessary, GCV is administered after transplant to 
selectively eliminate activated, dividing TK-positive 
T cells. 

Infusion of HSCT plus peripheral T cells to lethally 
irradiated mice provides an experimental mode1 of 
lethal acute (a)GVHD to test this principle. Using T 
tells from TK-transgenic mice, aGVHD can be effet- 
tively prevented by the early administration of 
GCV.19.27." Published studies used variable doses 
and timing of GCV treatment. Two doses of  GCV 
were suffiCient to eliminate GVHD in one report,w as 
compared with daily treatment for 1 week in another,19 
and several days to weeks for a third.17 M i l e  these 



differences may be explained by variation in trans- 
gene expression variability and strain-dependent se- 
verity of aGVHD, they indicate that the therapeutic 
window is narrow, which could be a problem for 
clinical applications. In these experiments, "late" 
treatment with GCV at the time of established 
aGVHD led to severe damage of secondary lymphoid 
organs and liver. Despite a good s u ~ v a l  rate, per- 
sistent immunodeficiency was observed, eventually 
leading to increased m ~ r t a l i t y . ~ ~  Thus, GCV probably 
should be started as soon as possible after the TK- 
positive T-ce11 i n f ~ s i o n . ~ l  Furthemore, the kinetics 
of the T-ce11 division rate enable discrimination of 
alloreactive from nonalloreactive lymphocytes and 
spare functional TK-positive T cells, able to kill lyrn- 
phocytic choriomeningitis virus (LCMV)-infected tar- 
get ~ e l l s . ' ~  

The two published clinical trials of suicide gene 
therapy differ by the time at which TK-positive T cells 
were reinfused: delayed until after HSCTB and at the 
time of HSCT.71 In the first pilot study, TK-positive 
T-ce11 infusions were given only to patients develop- 
ing EBV-lyrnphoproliferative disease (EBV-LPD) or 
relapsing after HSCT.s Three of seven evaluable pa- 
tients expenenced GVHD; two cases of grade III 
aGVHD were cured by GCV administration, while 
one case of chronic (c)GVHD did not resolve despite 
in vitro-proven sensitivity of TK-positive T cells to 
GCV. The transduced cells could be detected follow- 
ing infusion in three patients. In total, there were 
three complete remissions, two partial remissions, 
and two patients who showed no response despite 
reinfusion of 3 to 5 X 10' T cells. Thus, TK-positive T 
cells administered repeatedly and in different num- 
bers are able to mediate the GVL effect and aGVHD 
can be controlled by GCV administration. The disad- 
vantages of delayed T-ce11 infusion were (1) a lack of 
GVL at the onset of relapse or  EBV reactivation that 
might account for the absence or partial response in 
four of seven patients; and (2) a risk of imrnunization 
against TK, as was seen in one case. The results 
illustrate clearly the difficulties associated with early 
infusion of TK-positive T cells after HSCT.71 Twelve 
n=t.+n~c -,t h ; - h  - ; r ~ r  r,-.,. -r-\runA .-OPD;.,.J ..-, -rrn 
four of seven patients; and (2) a risk of imrnunization 
against TK, as was seen in one case. The results 
illustrate clearly the difficulties associated with early 
infusion of TK-positive T cells after HSCT.71 Twelve 
patients at high risk for aGVHD received a TCD- 
HSCT from a n  HLA-identical sibling, simultaneously 
with increasing doses of donor TK-positive T cells. 
Three patients developed aGVHD of grade r II, and 
one cGVHD. Al1 of the aGVHD patients responded 
quickly to GCV treatment, although one required 
additional immunosuppression to control this com- 
plication. In terms of in vivo immune competence of 
the injected T cells, these results raised several con- 
cerns. Three patients developed EBV-LPD despite the 
injection of donor T cells, possibly related to the 
decreased frequency of pre-cytotoxic T lymphocyte 
(CTL) precursors against EBV found in cultured TK- 
positive T cells as compared to fresh T cells. Further- 

more, while some TK-uansduced T cells were still 
detectable by polymerase chain reaction 2 years after 
transplantation, most injected T cells quickly dis- 
appeared from the bloodstream. Following the 12- 
day culture period required for TK-gene transfer, the 
T-ce11 repertoire may have become selectively 
skewed. This together with the prophylactic use of 
cyclosporin (CsA) from day -1 to days +60 to +90 
post-HSCT could have contributed to poor survival 
and function of infused TK-positive T cells. Abolition 
of post-transplant immunosuppression and shorten- 
ing of the transduction culture period could improve 
immune function. However, an additional problem 
is the emergence of TK-positive T cells resistant to 
GCV.35 The molecular characterization of these resis- 
tant clones revealed a 227-bp deletion in the HSV-TK 
gene donor and acceptor sites within the HSV-TK 
eene seauence. s et ter retro viral vectors must be de- - 
veloped and the TK t r a d e r  procedure must be opti- 
mized. The impossibility of transfecting al1 T cells, 
the heterogeneity of TK gene integration, stability 
and level of expression which might render GCV 
ineffective. and T-ce11 dvsfunction are real obsta- 
cles.10 Furthemore, transplanted patients often de- 
velop reactivation of CMV, adenovirus, and EBV, 
infections which can lead to massive proliferation of 
antiviral T cells. In this case, discrimination of GVH 
and antiviral immune responses, based on different 
rates of proliferation, would be impossible. 

Ex Vivo Induction of Anergy and 
Immunosuppression Towards 

Host Alloantigenç 

Full activation of T cells is a complex phenomenon 
requiring both the recognition of MHC class 1 and II  
molecules on antigen-presenting cells (APC) (TCR- 
HLA peptide) and the delivery of costimulatory sig- 
n a l ~  by the APC. Once activated, T cells proliferate 
and exert specialized functions, such as secreting 
cytokines or killing target cells. The 1990s saw the 
introduction of the concept of the two-signals model: 
signal 1 is the ligation of an antigen displayed by the 
A D C  +p +Lo : m m - > n n v o ~ e n t n ~  .T ~ 0 1 1 ~ .  4-7-n" +hD 

and exert specialized functions, such as secreting 
cytokines or killing target cells. The 1990s saw the 
introduction of the concept of the two-signals model: 
signal 1 is the ligation of an antigen displayed by the 
APC to the immunoreceptor on T cells: during the 
intimate contact between ce11 clusters, a number of 
receptorAigand interactions mediate signal 2 and in- 
duce full T-ce11 activation (signal 2 is also called the 
"costimulatory signal"). l7 

The first costimulatory pair of molecules identified 
was the receptor protein CD28, expressed constitu- 
itively on T cells, and its two binding partners, CD80 
and CD86 (also called B7.1 and B7.2), whose expres- 
sion is upregulated on activated APCs.'" Together 
with the signal mediated by the T cell's antigen recep- 
tor, the CD28/B7 pair enhances the production of 
interleukin-2 (IL-2). T-ce11 proliferation, and the de- 
velopment of effector f ~ n c t i o n s . l ~ . ~ ~  Activation of 
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helper T cells induces expression of CTLA-4, which 
displays a much higher affinity for CD80 and CD86 
than does CD28. C T U - 4  is a potent regulatory mol- 
ecule of the T-ce11 activation process, and exerts a 
negative effect probably by displacing CD28 from its 
ligands. CTLA-4 blocks IL-2 production (as well as 
antigen-induced ce11 death).17.2+ 

The second key molecular pair, also essential for 
costimulation and thus complete activation of T cells, 
is CD40, constituitively expressed on APCs, andi t s  
receptor CD154, expressed by activated CD4+ T cells 
and a small fraction of activated CD8+ T ce115.63 
Blockade of  the CD40ICD154 pathway, or absence of 
one of the partners, inhibits both humoral and cel- 
lular immune responses. The two costimulatory 
pathways, CD28/CD80/CD86 and CD40/CD 154, are 
closely associated, since (1) activation of CD40/ 
CD154 pathway creates a positive feedback loop 
by increasing the expression of CD80 and CD86 
on A P C S ~ ~ ;  and (2) CD40L expression is enhanced 
on C D ~ O +  B cells by CD28/CD80/CD86 costimula- 
t i ~ n . ~ ~  

Many other costimulatory molecules have since 
been described, among which are OX40/OX40L, 
4-1BB/4-lBBL, and, more recently, ICOS, a molecule 
expressed by activated T cells, and its counterpart, 
B7RP-1.6' These costimulatory pathways, despite an 
apparent overlap in activity, may exert important 
independent roles, probably relying on their different 
patterns of expression on T-cell subsets and APCs 
and at different stages of  T-ce11 a c t i v a t i ~ n . ~ ~ . ~ ~ . ~ ~  

Several lines of evidence indicate that CD28/ 
CD80ICD86 costimulation plays a significant role 
in a l l~reac t iv i ty .~  In vivo interference with CD28/ 
CD80/CD86 interactions reduces GVHD lethality in 
mi~e.~8.59.72-80 Modulating alloreactivity of donor T 
cells by blocking this costimulatory pathway ex vivo, 
prior to infusion, offers several advantages over the in 
vivo approach: (1) the recipient is not exposed to 
reagents that may have side effects in vivo; (2) the ex 
vivo efficacy of alloreactivity induction can be accu- 
rately monitored: and (3) modulation of alloreactiv- 
vivo approach: (1) the recipient is not exposed to 
reagents that may have side effects in vivo; (2) the ex 
vivo eff icac~ of alloreactivity induction can be accu- 
rately monitored; and ( 3 )  modulation of alloreactiv- 
ity is more likely to be specificall~ directed against 
host alloantigens than to leukemia-associated or viral 
antigens, which may achieve a critical antigenic 
threshold in  vivo. Mixed lymphocyte reaction culture 
(MLC) remains the in vitro assay that best mimics the 
allogeneic response in vivo. Its inhibition by mono- 
clonal antibodies and/or pharmacological agents is 
generally used as a model of abolition of aGVHD in 
vivo. Nevertheless, it should be em~hasized that this 
assay is a poor surrogate for the clinical setting and 
results of MLC require cautious interpretation. Mu- 
rine models have partially elucidated this issue, 
as illustrated by hCTLA-4 i m m u n ~ ~ l o b u l i n  (Ig). 
hCTLA-4 Ig is a soluble fusion protein consisting of 
the extracellular domain of  CTM-4 linked to the 

constant region of igG1. It was designed to take 
advantage of the high aff ini t~ for CD80 and CD86 
and the ability to block both CD28 and C T U - 4  
signaling. B6 donor splenocytes from a 3- to 4-day 
host-stimulated culture were exposed to saturating 
concentrations of hCTL4-4Ig. Despite clear in vitro 
hyporesponsiveness that reached more than 90% 
with the addition of anti-LFA-1 monoclonal anti- 
body, no prevention of GVHD lethality was observed 
when the cultured cells were infused in vivo.6 TO 
further increase the level of hyporesponsiveness, 
anti-B7 monoclonal antibody was combined with CY- 
closporine (CsA) to synergistically block alloantigen- 
induced T-ce11 activation in v i t r ~ . ~ ~ . ~ '  The synergistic 
effect of low-dose CsA is intriguing, since CsA can 
antagonize tolerizing effects. In a MLC inhibition 
assay, the addition of high-dose CsA to hCTLA-41g 
inhibited the induction of alloantigen-specific hypo- 
responsiveness.37 Nevertheless. hCTLA-41g alone or 
in combination with anti-LFA-1, as well as the asso- 
ciation of hCTLA-41g and CsA, induced a state of 
hyporesponsiveness to alloantigens that could be re- 
versed by exogenous IL-2, indicating that inhibited T 
cells were not deleted. 

The hyporesponsive cells obtained by in vitro 
treatment with a combination of anti-CD80 mono- 
clonal antibody and CsA were not inert and could 
inhibit potentially responsive T lyrnphocytes.23 
These data are consistent with the concept of 
"spreading anergy" initially proposed by Waldinann 
et al, and later confirmed in experiments on the 
suppressor capacity of human antigen-specific hypo- 
responsive T-ce11 clones.55 In contrast to these data, 
the suppressive effect mediated by hyporesponsive 
alloantigen-induced T lymphocytes could not be re- 
versed by addition of exogenous IL-2 and required 
cell-to-ce11 contact between stimulators, "anergic," 
and responsive c e l l ~ . ~ ~  Furthermore, the alloantigen- 
induced anergic lymphocytes maintained their ca- 
pacity to proliferate in response to viral and bactenal 
antigens and to develop virus- and leukemia-specific 
cytotoxjc activity in vitro.22 It would be interesting to 
induced anergic lymphocytes maintained their ca- 
pacity to proliferate in response to viral and bacterial 
antigens and to develop virus- and leukemia-specific 
cytotoxic activity in vitro.22 It would be interesting to 
validate this well-documented in vitro approach in an 
animal model of TCD-allogeneic HSCT. 

A clinical trial testing the feasibility of inducing 
anergy before transplantation of h i s t~ incom~at ib le  
bone marrow was performed by Guinan et a1.w (00 

induce alloantigen-specific anergy. bone marrow 
cells from donors mismatched with the recipient for 
one HLA haplotype were cocultured with irradiated 
tells from the recipient for 36 hours in the continu- 
ous presence of  hCTLA-4 Ig. Twelve patients were 
enrolled. Interpretation of the results was cornpli- 
cated by the use of immunoprophylaxis against 
GVHD consisting of short-course methotrexate and 
CsA, and by the decision to study mainly "poor-riskn 
patients. Al1 but one patient promptly engrafted. Be- 



cause of regimen-related toxicity (four patients died 
within the first month post-transplantation) and the 
occurrence of one graft failure, only seven patients 
were evaluable. Three developed gastrointestinal 
manifestations of aGVHD, and one of the five patients 
who survived more than 100 days developed cGVHD. 
Data on the immunological reconstitution are scarce: 
the absolute C D ~ +  T-ce11 counts rose to 400/pL or 
higher by 6 months in three of the four survivors (al1 
aged < 16 years). It is difficult to draw any firm 
conclusion on the usefulness of this strategy since 
aGVHD prevention was limited and no proof was 
provided for the concomitant preservation of the 
anti-infectious effects of the injected T cells. 

Blocking CD40/CD40L interaction decreases GVHD 
lethality from 100% to approximately 60% in MHC- 
mismatched murine models of tran~plantation.7.~8 
Consistent with the higher expression of CD40L on 
activated C D ~ +  T cells compared to C D ~ +  T cells, 
anti-CD40L monoclonal antibody has a beneficial 
effect only on GVHD initiated by C D ~ +  T c e l k 7  The 
results obtained in the latter study are in a favor of a 
diminished Thl-type response to alloantigens. Blazar 
et al have evaluated the long-term efficiency and 
specificity of ex vivo blockade of CD40/CD40L inter- 
action of purified C D ~ +  T cells stimulated by MHC 
class II mismatched ce lk5  Important features of this 
study are the 10-day duration of MLC with anti- 
CD40L monoclonal antibody and the limited MHC II 
disparity (only three amino acids in the 1-A region) 
between B6 responders and bm12 stimulators. Donor 
C D ~ +  cells were rendered hyporesponsive to host 
alloantigens, as proven by the inhibition of both 
pnmary and secondary MLR. Moreover, they were 
incapable of causing aGVHD. This protection from 
G W D  was superior to that obtained following in 
vivo administration of anti-CD40L in the same strain 
combination and was not reversible by IL-2.' Anti- 
host hyporesponsiveness was achieved without inhi- 
bition of specific responses against exogenous anti- 
gens as assessed by quantifying the in vitro response 
of ovalbumin-specific T-ce11 receptor (TCR) trans- 
---: ---.- v.-.l- ..Gd ."G. i...<.d."..-'&, ..- - r  ..il.'. 

host hyporesponsiveness was achieved without inhi- 
bition of specific responses against exogenous anti- 
gens as assessed by quantifying the in vitro response 
of ovalbumin-specific T-ce11 receptor (TCR) trans- 
genic cells. Despite its limitations, this is a feasible 
method to spare at least the antiviral and, more hy- 
pothetically, antileukemia responses of nonalloreac- 
tive ce11 populations. However, to translate this tech- 
nology to the clinical setting of TCD-HSCT would be 
premature. The mouse mode1 used was characterized 
by MHC class II disparity only, while human GVHD 
involves both CD4+ and C D ~ +  T cells. As discussed 
above, blocking CD4OL would have a limited effect 
on allogeneic C D ~ +  T cells. In addition, injection of 
large doses of ex vivo "tolerized" C D ~ +  T cells with- 
out any CD8+ T celis is less likely to protect against 
viral infections, since CD8' cells are the principal 
mediators of the antivirus protection. Combinations 

of diîferent blocking molecules would therefore be 
required. 

Other types of tostirnulatory molecular targets, 
currently under investigation, could be used to mod- 
ulate T-ce11 alloreactivity.+ The exact mechanisms by 
which agents blocking costimulatory signals are un- 
known. l n  addition to their well-described effect on 
clonal expansion and effector function, blockade of 
CD28 and CD40 costimulatory signals could de- 
crease T-ce11 survival by modulating the expression 
of antiapoptotic proteins.' Functional alteration 
andior deletion of ï cells might be responsible for the 
phenomenon. 

Finally, stimulation of human naive T cells in the 
presence of IL-10 can facilitate the induction of an 
anergic-like state,38 highlighting the immunosup- 
pressive property of this cytokine. Originally de- 
scribed as a Th2 factor in mice, 11-10 inhibits cytokine 
synthesis by Th1 cells and acts as general inhibitor of 
proliferation and cytokine r e ~ p o n s e s . ~  Moreover, 
C D ~ +  T cells chronically activated in the presence of 
IL-10 give rise to regulatory clones (Trl)  producing 
high levels of IL-10, low levels of IL-2 and no IL-4, 
and able to suppress the proliferation of naive C D ~ +  
T cells specific for the same a n t i g e r ~ . ~ ~  Similarly, 
transforming growth factor+ (TGF-P) exerts inhib- 
itory effects in a number of animal models, leading 
to the idea that the combined use of these cytokines 
could induce a T-ce11 antigen-specific hyporespon- 
siveness applicable in the clinic. To test this hypoth- 
esis, CD4+ T cells, stimulated in a MLC against 
recipient cells alone, or  in the presence of either 
IL-10, TGF-B, or both, were injected into sublethally 
irradiated class II incompatible mice and their sur- 
vival measured. The infusion of 1 X lo5 T cells was 
lethal in 85% to 100% of recipients when cells were 
cultured with no cytokine, IL-10, or TGF-/3 alone. In 
contrast, when C D ~ +  T cells treated with IL-10 plus 
TGF-P were injected, 75% of recipient mice survived, 
although some G W D  was found histologically.79 
Like blockade of CD28/CD80/86 and CD40/CD40L 
pathways, IL-10 plus TGF-P imrnunomodulation in- 
duces an alteration of TCR signaling. with dimin- 
1 GP-p were injeccea, 1370 01 recipient mice survivecl, 
although some GVHD was found histologically.79 
Like blockade of CD28/CD80/86 and CD40/CD40L 
pathways, IL-10 plus TGF-B immunomodulation in- 
duces an alteration of TCR signaling, with dimin- 
ished activation of the early response kinases (ERK), 
and of the downstream nuclear pathways that control 
T-ce11 e x p a n ~ i o n . ~  Of importance, alloantigen-spe- 
cific hyporesponsiveness was achieved without los- 
ing the capacity of the cells to respond to OVA anti- 
gen, at least in vitro. The finding that exogenous 
antigen responses are preserved after ex vivo treat- 
ment suggests that the immune competence of al- 
loantigen-nonresponsive cells may be s ared. Be- e cause of the important role played by CD8 T cells as 
antiviral and antileukemia effectors, it would be in- 
teresting to test whether IL-10 plus TGF-6 can simi- 
larly inhibit C D ~ +  T-ce11 responses to alloantigens. A 
second key issue to be addressed before clinical ap- 
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plication is the mechanism of immunosuppression, 
especially whether IL-2 or anti-TCR stimulation can 
reverse hyporesponsiveness of IL-10-treated ï cells, 
as recently shown in an in vitro human model.48 
Similarly, whether anergy is maintained following 
T-ceil transplantation in the context of inhibitory 
cytokines. as well as agents blocking costirnulatory 
pathways, remains debatable. The type of condition- 
ing regimen or concurrent infection could overcome 
alloreactive hyporesponsiveness by mechanisms in- 
cluding production of high levels of cytokines or 
antigens causing GVHD. 

Depletion of Alloreactive T Cells 

Clona1 elimination of alloreactive T cells is a very old 
idea, dating from the original bromodeoxyuridine 
(BudR) treatment experiments of Zoschke and Bach 
performed to demonstrate that lymphocytes re- 
sponding to foreign hi~tocompatibilit~ antigens are 
not multispecific but committed to certain anti- 
genss0 Different pharmacological agents, such as 
tritiated thymidine, 33258-Hoechst-modified-BudR 
and light, and 5-fluorouracil have been used to re- 
duce in vitro cell-mediated cytotoxicity to alloanti- 
gens.59.72.73.80 Despite abolition of CTL activity, le- 
thal GVHD was not completely prevented in a fully 
allogeneic murine combination, probably because a 
ce11 subset survives this nonspecific in vitro treat- 
ment.'3 

In a canine MLC model, anti-dog leukocyte anti- 
gen (DLA) class II monoclonal antibodies blocked a 
mixed lymphocyte reactioq52 but the same antibod- 
ies failed to overcome transfusion-induced sensitiza- 
tion in DU-identical littermates and led to graft 
f a i l ~ r e . ~ ~  The discovery in the 1980s of specific acti- 
vation markers sequentially appearing on the T-ce11 
surface led to reconsideration of this approach. Sev- 
eral strategies have been undertaken to achieve more 
complete ex vivo depletion of the anti-host specifi- 
cally activated T cells. Al1 of the methods are based on 
the use of monoclonal antibodies directed to the 
high-affinity IL-2 receptor (CD25) or to CD69, cou- 
n l ~ r l ~ p i t h ~ r  rn a r n v i ~  n r  tn m ~ n n o r i ~ _ h o ~ d s  Cpfir- 
cally activated T cells. All of the methods are based on 
the use of monoclonal antibodies directed to the 
high-affinity IL-2 receptor (CD25) or to CD69, cou- 
pled either to a toxin or to magnetic beads. Confir- 
mation of depletion of anti-host T cells is shown by 
the inhibition of MLC between HLA fully, haplo- 
incompatible or  phenoidentical donor/recipient 
 pair^,".^^.^^ 3-).61.62 or HLA genoidentical siblings, 
in which minor HLA antigens are r e c o g n i ~ e d . ~ ~ . ~ ~ . ~ ~  
The results have been highly variable. In the HLA 
genoidentical setting, Koh et al reported 3.5% resid- 
ual proliferation using anti-CD69 antibody labeling 
followed by magnetic sorting.51 The main differences 
with other protocols were (1)  the use of recipient 
cells prestimulated for 24 hours with a cocktail of 
interferon-gamma and tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-a); (2) the choice of the antigen, depletion of 

CD69+ cells ( v  ~ ~ 2 5 +  cells in the other studies); and 
(3) the method of depletion, by magnetic beads 
rather than immunotoxins. In the HLA-mismatched 
setting, the additionof anti-CD25 ricin immunotoxin 
in 2-day MLC led to greater than 98% reduction in 
residual proliferation towards recipient c e l l ~ . l - ) . ~ ~  Dif- 
ferences in techniques used, such as the time at which 
the immunotoxin is added, the type of immunotoxin, 
the use of magnetic bead depletion instead of immu- 
notoxin, and the type of stimulator cells used, ac- 
count for the variability of residual proliferacion, 
which ranges from 8% to 26%.25.32.3+.51.61 TWO major 
issues have to be considered in order to optimize 
allodepletion. The expression of activation markers 
must be carefully monitored during MLC. CD25 and 
CD69 present different expression kinetics on acti- 
vated C D ~ +  and C D ~ +  T cells, which appear to be in 
part dependent on the protocol of 1-ceIl activa- 
ti0n.1+.3~.51 The use of preactivated recipient cells and 
the association of monoclonal antibodies specific for 
CD25 and CD69 antigens could improve depletion 
of alloreactive cells. Magnetic ceIl sorting presents 
several advantages' over immunotoxins, iilcluding 
higher recovery rates, greater potential for medical 
application as based on existing clinical grade de- 
vices, and the ready-to-use availability of cells after 
the procedure.34.51 Among the population of T cells 
specific for HLA antigens, there is a mix of naive and , 

memory cells, TCRs are broadly cross-reactive, and 
many T cells specific for environmental antigens also 
cross-react with foreign HLA peptides. On the basis 
of this information, T-ce11 allodepletion should be 
associated with a reduction of the number of T cells 
specific for exogenous antigens, but significantly this 
was not the case for either viral or leukemia-associ- 
ated antigen~.2~.60.6~ In particular, i t  has been shown 
that the number of cytotoxic precursor cells, as eval- 
uated by lirniting dilution assay and specific for 
CMV-infected fibroblasts and EBV-transformed ceIl 
lines, was not affected by this depletion method.62 
The use of immunotoxins directed against CD25 to 
deplete alloreactive cells seems to preserve the anti- 
leukemia activity of treated cells, at least in vitro. 
. .  Clp- rnorhnrl_jn-urhir) alJr\op_pejc_T- ce-Ur..urc.-- 

The use of immunotoxins directed against CD25 to 
deplete alloreactive cells seems to preserve the anti- 
leukemia activity of treated cells, at least in vitro. 

One method, in which allogeneic T cells were 
treated with an anti-CD25-ricin a-chain immune- 
toxin, passed al1 required preclinical studies. 14.30.62 
A murine model showed that TCD was effective, at 
least partially, in preventing bath graft rejection 
and GVHD in a one haplotype-mismatched corn- 
bination.16 RFT5-SMPT-dgA immunotoxin, ap- 
proved by the Food and Drug Administration for a 
clinical phase 1 trial in patients with refractory 
Hodgkin's l y r n p h ~ m a , ~ ~  is now under evaluation in 
a phase 1/11 clinical trial aimed at testing its appli- 
cability in allogeneic HSCT from HLA-disparate 
donors.15 Pediatric patients with genetic disorders 
or hematologic malignancies, were transplanted 



Figure 1. Treatment schedule. Patients recelved 5 mg/kg/d of 
antl-thymocyte globulln between days -14 to -10, 4 or 5 mg/kgid 
of busulfan between days -9 to -6 and 50mg/kg/d of cyclophoç 
phamlde between days -5 to -2. CD34' hematopoietlc stem cells 
from matched unrelated donor or mismatched related donor were 
purlfied according tO the Miltenyi Biotec procedure and t r a m  
planted at day 0. Peripherai donor lymphocytes were cultured wlth 
host cells In  a mlxed lymphocyte reactlon and CD25'-activated T 
cells ellmlnated by a antCCD25 imrnunotoxln after 4 days of 
culture. Allodepleted lymphocytes were lnfused to the patlents 
provided that antl-thymocyte globulln was undetectable in the 
serum and engraftment confirmed. 

with HSC from matched unrelated or  mismatched 
related donors  after conditionine which included " 
early treatment with rabbit anti-human thymo- 
cyte globulin (Thymoglobuline, SangS~at,  Lyon, 
France) between days -14 and -10, followed by 
busulfan and cyclophosphamide (Fig 1). Allode- 
pleted donor T cells were injected between days 
+ 15 and + 30 post-transplantation, provided that 
Thymoglobuline, administered for prevention of 
rejection, was cleared from the serum and the 
absolute neutrophil count was greater than 500/ 
PL. No immunoprophylaxis was given post-TCD- 
HSCT or after allodepleted T cells add-back. Pre- 
lirninary data show that up to 8 X lo5 treated T 
cells/kg per injection did not induce severe aGVHD 
in the haploincompatible setting. The immune re- 
covery of C D ~ +  T cells as well as the detection of 
virus-specific cytotoxic T cells as  early as 25 days 
postinfusion, in a setting of viral infection, sug- 
gests that infused T cells can survive and expand. 

,- - .- - 1 ~  ~. 
postinfusion, in a setting of viral infection, sug- 
gests that infused T cells can survive and expand. 

Conclusion 

The critical problem of elimination of GVHD poten- 
tial [rom T-ce11 immunotherapeutic populations is 
near solution. Almost al1 known aspects of  T-ce11 
activation have been exploited with the aim of elim- 
inating GVHD (Table 1). For most approaches, sev- 
eral experiments still rnust be performed prior to 
undertaking clinical trials, including in vitro quanti- 
fication of residual activity against recipients' HLA 
antigens, validation of the efficiency of allornodula- 
tion or depletion in animal models, and evaluation of 
the immune cornpetence of treated cells. Improving 
immune recovery while preventing GVHD implies 
that treated T cells are lully competent to react 

against leukemia tells or infectious organisms. The 
clinical trials performed or currently in progress 
should help in understanding which criteria and pre- 
clinical studies are important. The combination of 
some of these strategies, such as blockade of in vitro 
costirnulatory pathway together with T K elimination 
in vivo, simultaneous blocking of two costirnulatory 
pathways as already shown for solid al log raft^,^^^^^ or 
depletion of alloreactive cells followed by in vitro 
cloning of residual T lymphocytes specific for infec- 
tion or leukemia targets, are worth future expiora- 
tion. 
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III- SIMPLIFICATION DU PROTOCOLE DE GREFFE 
DANS LE CAS PARTICULIER DU SYNDROME DE 
DIGEORGE 

ARTICLE 5 : 

T ce11 immune constitution after peripheral blood mononuclear ce11 transplantation in 
complete DiGeorge syndrome. 

Bensoussan D., Le Deist F., Latger-Camard V., Grégoire MJ., Avinens O., Feugier P., 
Bourdon V., André-Botté C., Schmitt C., Joi~veaux P., Eliaou JF., Stoltz JF., Bordigoni P. 

British Journal of'Haematology, 2002, 1 17: 599-906 
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Soumis 

Dans ce chapitre, nous allons rapporter l'expérience d'une greffe de cellules 

allogéniques sans conditionnement préalable du patient. Cette greffe a été réalisée dans le 

contexte particulier d'un cDGS où i l  a été montré par plusieurs équipes que lors de greffes de 

CSH réalisées sans conditionnement, seule la population lymphocytaire T était d'origine 

donneur, les autres populations cellulaires restant receveur. Le fait de s'affranchir du 

conditionnement, et des effets secondaires qu'il engendre, est possible dans le cadre de ce 

déficit immunitaire avec absence totale de lymphocytes T. 

CAS CLINIQUE 

Le diagnostic de cDGS avait été posé chez cet enfant à l'age de 2 mois devant une 

hyperparathyroïdie sévère, une dysmorphie faciale, un eczéma sévère, l'absence de thymus 
-. - . - . . . . - 

Le diagnostic de cDGS avait été posé chez cet enfant à l'age de 2 mois devant une 

hyperparathyroïdie sévère, une dysmorphie faciale, un eczéma sévère, l'absence de thymus 

mais en l'absence de malformations du tronc cardiaque. Le nombre de lymphocytes T 

circulants était très faible. L'étude fonctionnelle de ces lymphocytes T réalisée à I'UTCT a 

montré une très faible réponse proliférative aux initogènes. La recherche de nouveaux 

émigrants thymiques n'avait pas été réalisée à ce moment là mais elle a été réalisée après 

allogreffe et aucun TREC n'a été retrouvé. Ce résultat confirme à posteriori le caractère 

complet du DGS. L'analyse cytogénétique a permis de détecter une délétion 22qll 

homozygote. 



De nombreuses infections, l'absence de réponse à toute vaccination, l'apparition d'une 

thyroïdite auto-immune et la spectaculaire cassure de la courbe de croissance ont conduit à 

envisager une allogreffe chez cet enfant. Nous avons proposé pour cet enfant une injection de 

cellules mononucléées à partir d'un donneur génoidentique. Etant donné le jeune âge du 

donneur (10 mois), nous avons collecté les cellules mononucléées en 4 fois et les avons 

cryopréservées à 1'UTCT jusqu'au jour de la greffe. 

Le patient n'a reçu aucun conditionnement pour cette injection. Le jour de la greffe, le 

greffon a été décongelé renfermant 24 1 o6 cellules mononucléées par kg de poids du receveur, 

10.2 106 CD3/kg, 8.9 106 CD1 9kg,  1.7 1 o6 CD3-CD16+CD56+kg et très peu de CD34+ : 

0.073 106/kg. La prophylaxie de la GVHD a consisté en Ciclosporine A (12.5 mg/kg/j de J-1 à 

535) et Mycophenolate mofetil (30 mgkglj de JO à 528). 

Le patient a reçu des Immunoglobulines IV pendant les 6 premiers mois post-greffe. 

EVOLUTION POST-GREFFE 

L'évolution clinique post-greffe a été extrêmement favorable avec survenue d'une 

GVHD de grade 1 spontanément résolutive, disparition des infections et de l'eczéma, 

récupération d'une fonction thyroïdienne normale et ascension spectaculaire des courbes de 

taille et de poids. 

Comme décrit précédemment, un chimérisme mixte a été observé avec une prise 

partielle sur les lymphocytes T (45 à 55%) et un chimérisme 100% receveur sur les 

lymphocytes B et les polynucléaires. La séparation des sous population pour la réalisation de 

cette étude a été faite par nos soins à I'UTCT. 

Nous avons pu étudier au laboratoire la récupération des fonctions cellulaires avec 

apparition de réponses prolifératives aux mitogènes et à l'anatoxine tétanique après 

vaccination. De même, la production d'anticorps spécifiques après vaccination a pu être 

mnntrke 
apparition de réponses prolifératives aux mitogènes et à l'anatoxine tétanique après 

vaccination. De même, la production d'anticorps spécifiques après vaccination a pu être 

montrée. 

Comme nous l'avons mentionné précédemment, l'étude des TRECs a été réalisée mais 

aucun TRECs n'a été détecté. L'étude du répertoire T a été effectuée par le Dr Le Deist à 

Necker et a montré un répertoire diversifié sur les CD4, très proche du répertoire du donneur 

et un répertoire plus restreint sur les CD8+. 

Nous avons suggéré que les lymphocytes T contenus dans le greffon avaient subi une 

expansion périphérique chez le receveur et avaient permis une récupération des fonctions 

immunitaires contribuant à la résolution des infections, de l'eczéma et à la disparition de la 



thyroïdite autoimmune. Nous avons également souligné les problèmes éventuels pouvant 

survenir en l'absence de thyrnopoïèse : un épuisement du greffon, une restriction du répertoire 

T, l'apparition de manifestations autoimmunes. 

Devant de tels risques, le patient a été suivi régulièrement cliniquement et 

biologiquement. Nous avons étudié le chimérisme sur sous-populations séparées ainsi que les 

fonctions immunitaires tous les ans. 

Nous sommes maintenant à 8 ans de l'allogreffe et rapportons dans l'article 6 l'état 

clinique et immunitaire du patient. Cliniquement, l'enfant se porte bien en l'absence 

d'infections. Le problème persistant est une hypocalcémie majeure liée à une non observance 

du traitement médicamenteux. Le chimérisme mixte reste stable et l'étude immunologique 

révèle des fonctions similaires à celles rapportées 2 ans après la greffe. Les seuls changements 

observés sont l'apparition d'une inversion du rapport CD41CD8 et l'apparition d'une 

restriction importante du répertoire T CD8+. Le répertoire T CD4+ reste diversifié et similaire 

à celui de la donneuse. Aucune manifestation autoimmune, ni aucun signe d'épuisement du 

greffon n'ont pu être observés. L'évolution clinique de ce patient est très rassurante, compte 

tenu des hypothèses envisagées précédemment et semble similaire à celle de la première 

patiente allogreffée sans conditionnement par Goldsobel et al il y a 24 ans. 
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Swnriiurv. Con~plete DL(;ewe syndrome ICIXSI LÎ a 
coiigenitd dim* char&%rissd by typinal facies. tl1yi11u: 
a phda. r;uscepWlity to I n fec th .  hjppararhymîdhi nnd 
c a n m n c a l  cardiac dd'ect. Feral rh-mius or podt-natal 
thpius ttf.me Uatl~~llilfitÛth)~ and human kmyc anti- 
gen (liL.4)-gwnidendd bnt :  m m w  bmspla lantathns 
wen! hlb~wed e few ma by trzirnune racotistitutltxi. 
hfcrre m n t l g ,  a perlphmd M d  nimnnuclear oell tram+ 
piiiiiuitloi~ (I%M<TI wa? pe&)rmeà wttb arb tU..rl.geno- 
i&ntlml dmmr and foIl<>wed hy a prt la l  T - d l  ~.ngrctttmatt 
ÜIMI i~riinuiie rtxnolattiid~m. Wt: reput a bo>y wivlcli onilS. 
without cürtliae M e & .  whn suîked rrcurrent wrrero 
Ini'ixtioits. At the iae  of 4 ymrs, tie u~ukrwmt FRhfCT~m 
lils HLA-gennldËritlca1 slster. He reoeivd na cundkbnlng 
rcgimen. but gr&-versus-hoar dlseüsie iG\'HDl prophyia~ls 
was with oral c y b p o r t n  ..Z and inycophwdate nmf~xil. 

Te2alcity HVL~ ttiiià. ~ 3 t h  grade 1 xutc  (NF.ID The wtbt 
1s currently 1.5 years pltlit-PBhfcT with excellent chlcal 
pzrformances. hfked chimwLgm a n  only he herved m 
the T-ceU pccpulûtlon (5( f i  danor T ceilni. T-1pptiwyk 
munt tluçtuatmi iC313 nxln han 4430 x 10h/l at d 81 and 
C T J ~  inore than 2tHI x 1091 at d 46). Rwluslre nieninry 
p k i i m p  T cells and abmife of new chjmk emignints 
suggest exptinsbii d infued T celL9. T-cd riilr~yrcn and 
retmu9 antigen respims nonriaiid a few months  art*:^ 
traniiplannrltln .4fm Immunimtioniz spt?cifk. andlwdim 
wcir prtduuetl E'RM<T&(NII ait TU..& iùntelca1 a;iMlng could 
lx an &kwt treatnicnt ol'imiliuile delicisncy in cD<';S. 

Cmiplete BICenrpe s v n b n i e  fcIX;5\ is a ram! cimgmiral 
dhrder  resulting h m  tàulty deVeltsplnent of the thM and 
fnunh phnrgngeal pouches. W:S LÎ chancterkd by @pical 
fach. th- aplasta. lncwaned swrepübihty ta o varietj7 of 
inf8ctlons. hypnparethyrolcilsm and c m t m n c a l  cûrdlac 
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diaorder resulting h m  tàulty deVeltsplnent of the thtrd and 
fnunh phnrgngeal pouches. W:S is chancterkd hy @pical 
fatiei. th- oplasta. lncwaned smweptibihty ta o varietjr of 
i~ifcrtlons. hp~nparathyroiùisrn and c m t m n c a l  cûrdiac 
drfects f b e n  cr al. 1981 l .  Prevkttu stud6es have report4 
chat tn.ins patients wirh 1lGS are hemizygous Lw 2 2 ~ 1 1  or. 
111 r im hstmm, hernhygnu.p b r  10p23  1W4-nll cl 4. 
144 I; Daw ot al, 199h). DejtTion Iir the ITFDlZ, gmr at 
Z Z q l  1 has &en àgscrikd, but other gents IûcataJ in the 
saule r a o i i  cmukl lx h p l b t e d  I Y a ! i a ~ ~ h l  ri d. 14941, 

1t is known rl-iat patients w-irh clXX have ci perskknt 
Inui~un&hne> with low T d  rryx~ise ts3 r n i t t p s  and 
no or very b w  &li:tableTceh (< $00 x 10' Cn4' oellslll 
In the pedpheral Metxi {safitian ct d. 1989: h f a a  et al. 
19891. in m m e  cases. rhe highly can~pmiscd  T e l l  

lt !A knnwn rl-iat patlerits w-irh clXX have ci persistent 
Inui~u~i&hnc> wlth low T-cxil rryxNiqe ts3 rnttt~aens and 
no or very b w  &sectable T c& (< 10r) A Cn4' oellsrll 
In the pedpheral Mecd {Baqtian c i  d. 1989: hffilier et al. 
19891. in wvme cases. rhe higlily ccsnipmiscd Ta11 
mmpamnart lir a ~ o m p n l â d  by a reladw iiimease af K 
ky~iighacytcs ( M B k  d d. 19891 

.Several therapka have heen wcxi to m t  irnrrmnndefL 
ci- a.prixIs~ with M. The fimt one was the tmns 
plaatatbn of fetal thymus ûad. hi a Few cases lt was 
&>Uowml bv Iiiirnisrie rwtrnstitutLt>it (CLevttldrtif rat  lu'. 1 968,  
August (? ail ,  1970: Maj*ilrni gr al, 1989) (hic ru rn t  study 
hhiswml tliiir the uanspiantûtion d ~ s t  4ia tai tlijmus Ushue 
tn titre c h i k m  d t h  IX;S s u m d  tn two cases (Market 
rr d. 1 9991. These 1 : ~ ~ o  patients devhped mnial  pj fer -  
ative rerpuraws w rnltogc11 within 3 X months a h  trüns 
plantation. The TREC analyst,? leplsanial ckwl.ar DRA 



.iliowai evkknce of i~ew thpnot>okd\ ln tbne  pathiri: 
Iiuman leuixr- antigeti fIIl,A)-genot&ntkaI b e  mür- 
r < > r  naniplontaelon iRWI  sun;escihUy r e s t o ~ d  T-t-11 
f u n ~ t ~ ~ ~ i  bj dopttve e a n s k  d poat-dif'iiuc T ceU9 r (iat&<r 
kl m 198: n0rq r i  d. 1989. hialsurnom a al 19981 
aOwms et ci! (19981 p t ~ u h t e d  tliat only pmt-tl~>?nic 
I ~ m l i h r x ~ m ,  and iiix stem ce&?, wen? rr~fnnatrle lk 
Immune mr~sntutlon afrw succesdu1 RhfT They pmhrn~t?rl 
pt?ripheral blaxl n~ononuclear d l  oansplai1tatlixr (PBMLTI 
Frtun an t [ J \ - l ~ ~ d  41bihig wIxw11 U'BS ti~k~w-ed hl 
parthl T-cell mgraftment and irainiune recnnstltuth. 
h the prcsEnt rem H'C descrlk thecase d a  Young h y  

witii w~nplete CN;S wIilth»ut çardlec & k t  wha suaitti?rrd 
recurrent and w7ere hkcthns asnclated wtth an auto- 
Imniune thynzW. and mîved PAMC f m  an Ili.& 
iàei~ricai siblir~y,. ?hvo and a half y e m  afoor the PRMCT. the 
child is in vety g d  health with cmpiete wwlurio~i of 
autrrhniuiie th~midids. tle presents a suhie mLwd 
chimaedm on T wns and a gmd Irnmim~ retm~stitutinn 
PnMCT was perfomied ~dthoiit  any ccpnditionhig rcglmen 
and the foUaw-up of the patient w@ une~eatful. 

PATIENT AND METHOUS 

Purknr 
The boy, b»m at 37 weeiks wlth a birtli we@c nf 2,18 kg. 
was diagacr;ad with ~'cmpl~te MGwge s~~ndrmue iD(;Si at 
the age of 1 manditl. Ile pnsa~ted severe hypqxmthyrc.rol- 
&m. dysmiup hic hciçs, ut4 oplinryngeal insi~tlickncy nrid 
serrere ecmna with hjper IgIi, but iio cnnoauncal cardtac 
mulbrmatlnn. Chest radiogmphy and ultrasnund tnmap-a- 
pliy s h d  no cliymk r;ha&w~ 1% wtm f w ~ i d  to haut. u l6w 
ninmlw of cir~wlatlng T c& and neru a imice  of PRhft 
1>rtdi6eraU\le mpanses to mltagen.. . Cytngmetk study 
deteilud a kiriw.pgilus 22q11 deltrion (tlumsceut In sfiu 
hybrldizatirm [ P l S ~ i  w'ith a 1'i'SIS LFIIVCTS re@m dual 
d a u r  prcrbecrbe locW TiiPLG 11. 

The ctiiM'r fint 4 years were mrnphcatlxl by rwurrerit 
inkaions lnclulilng xptlcnemms ((imdrdr ulhtcms Staplrk 
lororr us uurrrcs. PsiZUf~tar\ rrr.rir!ptosu. Saepi~u pitu- 
»ti~ttki .  pneunmi~ias (Ps~Isdc~rit+itrts nwirgfrsnir and C ~ n d & i  
tùhtcnn~i und s'inusitk Chpite the uaçdtiation scheduk. he 
i>cnler b u i ~ .  ..\c dit: agt: of 4 y m s ,  he &velal>eù a 
cy~,r~iegdovirus (CMV I enailth svcocssfully matal uith 
gautgclndr, bur CMV at~dbûdles mnatned negadve. Mnrrc 
wer. at the agc o f  3 y m  he prearutrd en eutalriunune 
thyroidftix. These cnmflicatiwis wrre asstxiard w ltli slncere 
gmwth loilurc: ~ h d g h t  -5 .m. wèrghr: - 3  5 Sn] 

PRII.I(' ttimsjhrttdtfon 
l3ecause of the Young donor age (10 riiontlrsi. u~ in i&l lkd  
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thyroltlif k Th<* 4 mpl~~.dnorn, wrre a.sst~lar~d w ltli w e r e  
g i ~ w t h  18ilui.c: ~helght -5 .W. wdghr - 3  5 Sn) 

PR"K tnmphntatfon 
l3ecause of the gnung donor age ( 10 riinntlrsi. un.n.niihUb0iacd 
puipheral biwd was d e &  Bur tli~m fm1 tlre f&4- 
genoidentieal Ixiy's hmlrhg shm i u î k  tlw parents' 
lnfnvtned consenti, M)MC were nliararod fmni a c h  mliec- 
tlon on :I àtrnsity g r d u t  II;yoipbupirrp, I d e  Tehnobgy, 
rmgy Pontdse. Prnrzcc:. ~ w h e d  rtvice in huinan serurn 
athumin 4 2  (W. [,PR 1,s titis, Fronce I and q o p e ~ n e d  
uslng a rate coittnlieù freezer (-0 l(i. 16 plane$. Fkhio. 

kance). The pdent did not i9icelve anp ann&tJaalng 
reghnai md was trRLlN lilnted mi 3 March 1999 ~ 6 t h  

(" thnwad PBMC- 24 . 10 '  rnmonuckatcd cclls/kg conmin- 
ing 1 0 2  x l(~'~l33i'kg. 8.9 x 106CD19/kg and 1 7 x 10' 
m3 CUJ h - w ~ h - : k g ,  PIXI  f c v ~  m34' + ~ l b ,  0.073 x 
l ~ ~ l l r g .  .% q r , u t t - ~ ~ m ~ ~ ~ h + ' ~ ~ t  diseaise (GVtII)i pnsphy1axi.s. 
the patient retcelvad c g h ~ ~ p r i n  A 11 2.5 mgkgid h 1 i  d - 1 
ro d 35 I and i~iycrrphwr$late rn&dl 00 mgllrgid h m  d 11 
tr, d 28)  iS'u Ma! .  19981. The pden t  woelved Immuiin- 
g h i i n s  (GnQnbuiines. LFRj. MlOfnglkgirt~nth for 
fi nir~oths i h r  PBMCT 

Chiinrurrfstn slt& 
(2U \ilhsci purffiarbn. l'w~phw~l blmd clr~uliltiiig mlh 

wcre iieporated sm n density prndlcnt Monwyaes nad 
T-lyrn~rhocgtes w e e  Immunomagnetically I .datd  by 
(3314 and P m  Tiaikn&x&. respectlvdy, with a nüignetic 
actlvatp*l .t4l snrter (MAC%I &r.ice (Illlltenji Riobc. Sun- 
n i \  dh. ['\A) Rrktly, PRMC were h r  i i d t e d  w l h  a 
n~kYnt)~\âdcmjugarsd mormclonal and-CD14 rntibody. 
Tlie ~vs'itlie fructlun %vis &ln tOr chimaerlsm analysis and 
the negatl:~ ûsrrinn uras Lacubated &th a micrabead- 
cvxnjugated rnm~ncl~ia i  antlhrbtly cxkrafl contatritd ln dw 
Pan TtwlatJcin kit i ~ l l h  Cnlh CD19. <Tl3h and C n i b i  
(Miltcuyt Biot& i. The negative frac7bn waa etiliched i r ~  T 
d h  nrid the pnxirive BacTh>t> eriieritially contalned R and 
naniml kkiUer (>XI ceils hfnm than 90% purfor wcts 
ncbleved £or hnth ~X314 and CD3 celk 

JylSif iai&rl~ &wuse of the sru W a m ç e  betwee11 
donor and r e d p h t .  pu&d fractiuns couid be analywd hy 
F1SI.I with alphai ta tek  cenmmeric chmn.p(rme X and Y 
p m k  W p l s .  I'SAI. RSH r w  a b  perîimned w ~ t h  LSI, 
\?tW regidin bal-colour probe. h s  TIJFYR 1 (Vgslsj 

Fobrl>htsn d # f J  We used a semiq~antituti\~c: 
pdynmace chain rtxcdon (FLRhsed Rsney ~ 4 t h  
p~?lylymorphlc short tandem rqea t  (SIXI markers The 
kZ\WIfR ckarnnk F-4: 50 lrlt i w e r  Sckntik. Eianmurt 
France) v;r: us& fk DKA unru-üon The W.4 w n n i i -  
clcoride .F-ln b u s  tlolx-kit ~71th IGX i  was: faund to he 
Lnforrniltiw Ln <flstinyihhlnl: dr>ricw and radpient ilh.4. 
The AB1 PRlSM 310 Getretic ,4riÛ)yer iPeJ.kin B m r .  
roskr Uty ,  [ 'SA) providcd sepamrion and semlrlve quail- 
nBtation d PCR pxIu~7li  m p l W  ulth fluorescent primer 
.et The .4R CSNV~CAN h ï 2  TM wftwarr: wes umd ai) 
:alci~late the penk are&< h m  the fluommnt dgnak 
deret triuiing a quantinitive merisunitient of the deme of 
niIx:ed chinmtytsa fiw thir inicwniattve hxus 

Ffiw *(ri)ln dru 
1.ynphutq1~ phenotyping wm p d v d  an WT.4 wl~ok 
M d  srimpie% wltb n FAC-SCAIJIU~U h w  cytimetm t b k -  
ton DicNnsoi;. Sari [m. [ 'SA). direct Inmiunofluore- 

Ffiw cxriitn drjf 
1,ymphtxyte phenoiyping wm pd>tmeil  an WT.4 tvhok 
M d  i;iunple% with n ~ " ~ ~ X A I ~ I U ~ U  t k ~ ~  .3~)'t<mrter { b L -  
ton DlcNnm;. San [the. [ 'Shi .  by direct lnmiunofluoreî- 
m c e  uslng the blbwing s j & k  co~i,iilugaFltr?d mmiûclonal 
aittibodm. ünti-Cn3, -tTM. - ( TIR ,  -tXM iRO. -(Dl 5R.4. 
4D16. -C135h. -CZi19. -TCRr$. -TCRy& I k t o a  ülcktusnnl 
and and-Dl  ri3 tWIWL1. Iniitiunotwh. Marseffle. Francel. 
.Aàùltrorml mrrnr?clonnl anthdis wwe u d  to ~haracterlrr 
the T-cell meptar VP rcperwire Itmmuliotec~l~) lndfrett 
irnitiunr~umesenm vas wetl hr an the Vp mal-iseacrpr 
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for VP2. VP3. Vp8, Ffll3-4 ruut VP17  whtch were 
dete~mined by dirtrt iininuni>flunrpsce~>œ. 

Lfftr~rtc &rd utt~prdrrdtt<d pr~dfjd*rarhati 
T~dlfemdoii ûssayn in r s w n s e  w phytnhaeiiiap~gi~itlnin 
(PEI A l ,  phorbi 1 2-riivrlstat~ 13-ricetratt: (f%tAl-Lontmipc Lire. 
~~okewerd rnltcigm (YWkfj ülul tetu~iuç. tostrid ru~tigen wwe 
pclfrnned as ptevîously &szrlbed ~aOrùtgc>nî ~t id. 19821. 

Var< ~iautiott mi andb& dcrprmi~iurm 
The prient ww irnmuirkd at 7 .  R nod 9 inantlts i l h r  

MCT with a se* of three taanus and dlphrlmria 
ton~lds, gnlii~vlrus a iid b n q / ~ M i s  f t t f iWtüap type B mju- 
gate vacrine 11IIbl and a series of two 17 nid Y rnoiiths nfter 
PWCT) 2 3-valent p m m w a r a l  pdysaarharlde vaccines 

TRRCX 
On d 177, peripk?eral CD1 and Of4 T-lyuiphoqtes were 
prdlminarilp k>l~lted wth Dyt iaMs (Dgiral. C~rnpiêgne, 
Praacel. DN.4 was enractsd on O 4  and CD8 T-tell 
fnictlons iwnrdii-ig a, Qlsgeo Frotrrtnl (Chgen r'ourr 
ahwuf, France). DNA cnncmtmti~m wiu Uwminwl usirig 
a flinnmiehr. Mit- squences an: kmrcd an ettlier side of' 
dis remrnblnadon joints. ikhd n w h e r s  of interi~ai 
standard ri&& were aJdad w eacb PCR ~~t 

{bu& a rl. 1998). MX pmductn were sepratcd by 
elwtqihcrrcsk na polyacrylamkk gek with an autarnarcri 
37'1 IIlrM seguencer. Data interpyt?mtloa wos ~ o r m e ù  by 
GFNFXAA analyds. 

r'ffttfmi ~itctnirw 
Tlie prient's clirtical ciourse aRer trari~phntiitbn wT&< 
uiicverirful. '~crdcity %(as tiiIid with a d m t  &rade 1 amtr 
GiZ1X.i) a t  d 45  pnst PMtlT: t h  dit1 nclt requke t rament  
The parient wns Jkhnrged air d 58. Thcre har h n  no 
c hi.niilç GMID. Pmt tranrpkant&tiç)n. there wgs enmpiete 
resollu~ttari d chmnic pulmt>nanr iuEectLm and c a m a  
iïnrrnai thy mld fuiicd<~ri WM t e p  111d xî.çwliïtd wldi D 

toisiphte &app&wuna of and-tti)rogk&ullri mtllwxh. 
Interes13ngIj~. there was a brsnintlc & u r n e  in IgE ifnm 1 5  

rndutttan oï chmnk ~~ulrnnt iaq~ Lnteetitrn end eucina. 
h'nrrnd thymid fuiitdrrii wrrs regdI11~1 ~,f(x:Ltod wltJi a 
toisip~ede cfisüpp@iu-mn. of and-ttijmyk&ullri aii tlluxh. 
Iatere6;dIq$j7. there ws a &mat ic  & u r n e  in IgE ifnm 15 

T l ~ m  vrw suhsrmitlal welght and height gain ~ 4 t h  
w~nnabaüi~n of hia weight. although hh hdght ~ t n a l n q  
-2  SI) h b w  tlie nmnial fou ege i v î  -4  SIJ Wme WMCT1 

rig 1 Wrghc and hagiu gan dia PIZMCT 'ik wticnt's heighi 
i k d  rndiidly f m  H f ) m  (Lo -4 .V>i bchrc WMLT 4 l l i c  
p a m i  wns 4 ywn dd) Io IO6 cm 1-2 Si>! 2 yrnr... aiter PBbIIiT 
Ha wdghtsbir p-o&fmmY 5 kgtto - 3  5 5l)ibcllreRlh4€Tlo 
I X . 5  kg Incasly th m a l  meni weidici 2 yaan aftcr W M T I  

Eryla&wt&tt attd Irbrc!~naroto$urrf rr~-~vtsrfcuUm 
Finc~>ndttttsnirig wpinien was aàmlnlstmd and therr was rio 
smnelary tiphLsia. Parthl rnpftment ww deancd mi d 14 
after transphtatcmi wlth 10% XS h ~ o r  ceUs (data not 
showni). .4 ntlxeù ckimaetisin orTas tbs.erv<ed tsnly en T e l l  
s u l ~ c ,  flucrcratiny around 50% XX dzrnt>r ï' L& itTruti 

41 i Y 10" n3* T J"r hcludlng 14  a x io6n .m dom 
i7)3' T cdls nn d 98. tn 3 1  1 s< 106il LT 3' T d l ? ;  lncludlng 
21: u lnbn sx b n o r  tn3- T d 890) (FLR ZI T ~ C  

i ï lg 1). F4e  mntit~ues to tvqulre calciuni and 1 alpha- FLy sl* cn3+ Ew*nLitiai oî(.T>3+ 
ca ldd~l  su~dementniton. The padent cur~c-ntly V m $  nrd1 f m  rn~imc mdn xv Hnd dmr d g ~ n  ((nl Y Xi k m  dic 
2 3 years aftm t.pdnsp~,lantatuan dÿy d PUhtt1' hl r; XYO Rad& ure exprtearl a &crlulr rdiicr 



moncqrt: ti-a~xloii und B and NK el1 fraccian were exclu- 
slrdy of mclpient origin (with u trirurr of 99.1 i 3 4% m d  
97 b f 2 1% XY mdpbcni cek mpectlrdy). 

ln»rtunobghti? ncmsdnttiurt 
L~»t,tlbc#c xukFPt~ &Fore PRhW'ï, the patient had few 

~ n 3 ~  T colts [ l  hh x 1u6!l/1) inc1uhig 120 x ~O'll @ 
Tcellsand-45 x 1 0 6 f i ~ ~ ~ $ ~ c e l l s . ~ 1 ) 4 * c &  andCD8- 
c x t b  wrse qually repmuited. t'DQ* c d  phenotyp wss 
tnalnlg CD45 RO' (98 u l.(P11\ whweoli ~ ~ 4 ' t l M 5 ~ . 4 '  
cvtk m a i n a l  M o w  H x 10'/1. 

Ailm PBMCT. T-lymphocyte rount I n c r d  mgulariy 
durlng the Rrst 3 mnnths cCD3 > 4(M> x ltpfl and 
(D8 > 1 ( W i x  10"l oii d 84 and Cm4 > 2 0 0  x 109'1 on 
d 46)  (rig -3A). The T-cdl cnunt fluctuated aiwuiid 

EOLO 

CS3 

C O  

. .  . C O I  

3# x 10"/i during the k t  year ~#w.t PBMCT ( 3 8 5  x 
IO'II cm d 340) hdudlng 3 2 1 x l@n TC~rfi* T celk and 
3'1. Y l&l TCR y&* T c&. CD4' cd1 phnatype w a ~  
mahlg cm45 ~ t f  im4-t314 5m- 3 200 x inhn ou 
d 4 6 1. C134'.(714 5RA' tenir stlll retnPllnd vcvery I c r w  idlwafs 
c 5 0  x 10b/li iFig SRI.  Tua and a half yaars aReP FRMtT, 
simllar T - l y r n p h r ~ ~  pinportloris w m  stül G..>und: 
31 1 x ltlhil CS?3' celk lnduding 286 x 1091 7YR$* T 
~ d l s  and 3 3  * 10"rl T m  y&' T ce& T ceUs w r . ~  
i~ialniy ~ 1 ~ t x f i '  and CD8rjja (1.37 x 106/1\. htnrcover. 
CD1113 anflgen. whlch h 8pcidfk' te Iiurnan niuctal  
l~imphwyte% MW wealtly eqms;ed on CLM' and ~ ) 8 '  T 
d k  on d 74). CüSL rrW5R()9 and a)8* CIWSRA' 
populatians 11am k n  aaoalysed &ce d 471 and alert, 
hithdi9 equally repmsemed (73.5 x 1o6fl and 61.2 x 10'n 
~pecttvdy], but on d 890 rhew were maîniy 
CD8'CD45RO* (1 6.8 x 10'A cornparid with 8.4 x 70*lll. 
Cl319' H c& flumated wlthtn the normal range nfter 

tmsplrtntcitim [ 5  3 2  x iO"/I on d 1 5-  340 x lobfl on 
d 8911) pig 3A). 

Mfrugat- rud uttr&n-bdwd proflprark~tt, P M A  and PMA- 
Irmomycine-ln&& prnkfaatlons wreir: incmaacd an h 3 3 
post muispiantution cornpirad with d "-25 b&e trcine 

phtaticm IFig 41. Those pwllferadve respomos canthucsd 
to incrrw a d  readied nonnal values at d 88 p t  
transplantgdnn (PïfA: S U U  000 c.p.in aad PMA-lommy- 
dne: 219 IWX? c.p.in.). Aber teLanus umrdnathm. tetaniis 
Wntd pr&taMo was s h d b d  In &W. Pmlifrradm waî 
verg marked an d 338 and coatlnued to ranala high on 
d 890 il 1 5 fm) md 96 462 c.p.m. mspecclvely) Contml 
p b a t l n n  was 15 000 c.p.m. A r m d  cbtmnerisrn was 
k d  ~4th FISM an nieraphases atialpk a& wmnus 
mxold antlgen .sthulnhn: 48% XX &uw-Wated T ce& 
wlthout 2lq l  l deletluu. and 5-% XY mclp(enr Te& d t h  
2Lqll  deleticrtl 

XK+PI~ <~al~ l ly .  ~XJY~U actlrrlty w;ts n m d  W w  
transpiantation with nr wlthnut lntedeukîn 2 î IL2) wfl- 
vatkm, h w i n g  fancoaatnl NK cek .Sin* iierdu wIere 
obtahed on d 4 2 after -phtiitlim r data not abom). 

AnlJtnie ng~ims <i?m ~.aac&mtfurr transplanta- 
t h ,  the patient prcsentad vcry h w  immune re~poaaer o 
trwlnatkms (Table 1). Afwr transplantatlcrn. the petlent 
had very gotd ailà sustatned satiktdy respmsris u, 

- -  

EPMXKWO 

1 PHIM .- - - -  
Fig4. Prdltsadw ~eapoii;res ta rnjmgens 
Prdlbri t tn ~garic mduatcd ihrouj$i 
H3T-TaI inwrpadnn a h  mimgmi a h u l *  
tim af PflllC Pmm (bt peücnt Ç m t d  
prolifapüau h et& tea re txprcabd hi 
m î m  f SD. 



Fig 5 n'R iv rept-rinire pmtjk on wcgicnt n d  dmorCM* nnd ~wx'T zclk 2 jwsm aftrrPi3ULT. fomparatmcanalgsr h c ~ c c n  tiow wid 
rmrpicnt oST(X \.13 repuidrr tm C D ~ +  (AI and CM' IR) T-EEU~. R d b  rtreespsscd as pxr'rntagc d Vflcxpr<imm. meurs diai the Vfi 
cvpet4nn was riait shidien. 

~iiuiiunlzpdttn witb pallovbu?. t e m m  m n i d .  pneinnznm- skt-nm). AU rhese k a m m  were nar faund on h e o r  CD8' T 
i u z p r t i i r i i  i r . n  v ~ r  i c p u r r x u r  vit w n  r i i i a i a  ~ i a n  ( i~i  s~cu-. nilnurr c r r r . x l n r i  ..*a ~r;iroi-sr. ;r r V~.I~LY.IWRL. I . I U U ~ G W S ~  ULI l i t >  

ctpe\\itm war: not shidM. 

imiiunkadcm uqtb do~lnatr, remnus munid. pneunmm- 
cal plpaaharl&s and haenophilus isdluenme. 

Tc& rriprrtnlrr L%'  and^^^' reclplent T-d l  r e p e r t ~ h  
sl& pdbmed 2 y m  a& PRMCT are rc,presentsd In 
F e  5.4 and B. A ntrrmul surface qrress icu i  on ~ ' 3 4 ~  T oells 
of 1 7 Vp ~ ~ ~ r r t i l h  stindM wns o h m v a l .  kinrruwr, u slinllar 
pattern c u ~ ~ l t l  la<! dctwted oii ùrinor ('JW-T cclk nt die siiinc 
tirne. The L T X '  T<dl wpertc~ire waa &mactt!rtzed by nrinïrp 
d&ts Mth no der&cdari af f i  menibers mwng the 17  VB 
fmk w d  (vf35-2. !*Il. VPI8  and Vp13  hi. 
Mnrmver. tP5-1 w= exwssively éxpwaed (1 4% data nor 

shts.n.3). AU rhm featurtxi were nar fuund on hnor  CD8' T 
~ek.  

TRECF. No TRTCS were &.teÇt&. mggesting th* no 
t h p l c  functhvn oould be tead. 

The pment pper w p r A  a sucwsful aliogenclc: um<st,1- 
Ibd periphed bl& mcincxnuloar ceIl trortspluntutirnï 
iPRbKT) in a chiM wiih &X with 22ql l  delcrion (L3liller 
zl rd. 1 qSçl: \'nmaglshl Fr d. 1999) Snçh an eqwriennça Iiaq 



preuiourualg been repnttcd by lk>wen d d ( 1998~.  but widî a 
rhon ibllow up (95 il pca PRMCTJ lurd a h l & d  inimunw 
Iogkal studj*. In c m  patient. the rmmunndefl&cy was 
c l ~ a r e ~ ~ e t l d  by ioLurnot s e v m  inkdons aîsxlacad uith 
auwliniiiune thyrulrlltl aiid e c m n  tXuc~intwrl & Ktxki, 
1498: Archer i% cd. 19901.  [AXA. CD3' T-cell numbcr 
I <  tfW1 x ~0'/1) w ~ d  rnarkdy k x i ~ w d  MA-induccd 
prc~Mei-ation had k e n  ohet v d  for the tlrfit 4 yeiirs t>f lik. 
Ko cêcinditioniiig reghien was aàmlnkteiwl and <;Siai 
pphylaxls mnsbted of oral cychpmln A and mgwphs 
nolate tnoktll (Yu d <if. 1998). Aftm tranylenntion. Ire 
&?reloped tramient p d e  1 (nclIL>. IainiuniIrkfbcteay, 
wrrcüi w d  üi?mimiiiiriie thymlclltis. ;is Uluutr~trd b the 
mmplete dlsnppannce of antJ-thymgù&ulin anttt>ndler, 
éuid ntmnal chgrnid furicntvn. wHere d rrsolved Tlu: padmt 
h a  u~ipiatwi cWcdly. und $&>cd m wdght and h a l x  Ln 
the 2 5 years since nansplanwbn 

Tlie cliinieera -dg rihowed a niixed c h i r m e r h  mi T 
cclls The other s u k h  wero Frm reclpient or+g,in 
sioelp. 

Tcea bwnune mmtinxdau riouid he kknd8ed rery scwn 
a1ter PRMCT wlth a slgnikant in~j>r-r>veme~ït irf T-cdl munt 
iit peril>l~~ral blmd M4xt nil rhe T eh uwe  riF mcninry 
phenotype tuid pteueuted TCR TRW anaiy& did riot 
ahon1 any n w  thymlc emlpsdnh \Put there was û wide T a l l  
rqmudre on 434' EUS and. to a laser exttmt, on CDSL 
rclh. T-cd prollferadon LO dik-mt m b g e n s  iionnaliwd 
3 month4 [ m t  PRMCT .4fter tetanus vscdi1ûriBn. mdgen 
proliferation ur tetailua tomid iiutntllntialty increased. 
hfwtxwer, iiK.c.t.U f u i ~ U ~ ~ n  miitned constant und rimd 
WOW and a k  rnnsplantathn. 

T b  nia-bmisn~nirr cari he p r n p ~ e d  to expldn T-celi 
rooonsdtuticm First, immature lymphold progenitors of the 
graff awsuhrrred to a rhjmtc mrurarlon. Thh h y p r h ~ b  
utle& a tltymk remnant that cuuid tx actlvatud &er 
Inter,~~~ion with InFuhtd T celh as pwviously s u g g ~ w d  
i h n ~ m  ur td. 1991;. c7<i.Llârd C i  43. 1 Y491 Ior  our pciknt. 
we cmld not xisualhe the rkjmius on the ~ n . s p l ~ i t a t l o n  
ultract~und tninography. nmtthelem, no w r p p  w a  
prslmiued r*r mnftrm the h n c e  nT thymus (Bwtian ++f al, 
1989). The ~ 7 ~ 3 4 '  procursor c&lk kvd in the grafr was very 
low CDQ*i7)45RA' cdk did nor Liwrease after P n b i ~ T  
Thme wLIa di4 riot e~vpand nar did thw & a p p r d ~  ttttiey 
sunflve wlthin an liidqx~ident 'iiidie' In the a h t i r e  d' 
thymus output. bur are contiauou%ly su~tlruted when 
tlime 1s a thymus mp~r-t [T~nchot & b h , i  1998: Ta nchoi 
çt  al .  2tW1) FiriaUy, tlien were no new tfrrtilt' migrants. 
as shown 11). TREC analjrsis. .Secend. unmatme I~-nipb>bd 
l>mgrntt<?i's i>f the grak are sulxmlmd t;) extm-thymk 
moturadon. Gxlra-t.hrink rnaturiltion 16 net cxtinlmr ibk 
uith the wiàe Vp rependre cm ceUs and (TH' eelks to 
. 1 i 2.. . .,.. .. -3 .r,ir-.. .a .I -......-. , 
et al .  2tHI0). Pirially. tlierr: wwr no new t f ~ ~ n i i c  emigrants. 
as shown b57 TREL rinalj~sh. L%a>nd. ù~unaturo Iympb>d 
l>rngrnit<?i's d the ~ n f t  are s u h l m d  tll atm-thynik 
mnturatlon. Gxm-t.h, ..k rnntisriltlon 16 nnt oninlmtibîe 
uith the wide Vp rryenoirc on m4' cek and ( ~ 8 '  eelb to 
a Imw extent (K~xiha cf ui, 1992.1. Mc>reover. WC deteckcl 
-: 35 x i0"n TCR y6 T celh. Lytnfingiora da not exhlblt 
ma thpmic  plwnt7:type such as C'IIIli)3 and the CmA T cc& 
b a r  hh CD83 and f3 chains. TRFC analpis WAS negaüve. 
as Ir mual In e m t h y m k  rnanuüdoii [Ihuek ei el 3(WK)j. 
Thlrd. perlpheral expansion of poa-tliyniic i n a r w  T eells Is 
respnsibk EBT Irnniune constlturion. 1C4litunr T cells. 
houplit in by the gmft. tire nnc thyit~us &pendent. thus 

ccplmnLrig the h n c e  of 'lnEC. iîiuallg. in perlpheral 
expansion, T cek. &play a mannry plienatype. u~h~1i  
mmlates ~ 4 t h  the hlgh level of CD4- ï m 5 R n -  T cells in 
our patlnit and the lm kfel nf (334' (114 3R4" naive T 
4 k i  ihciackull l*i d. 1997). Howeer. ttie Vf? Mrpertoire in 
~~l expanskm )s usually s h e ù .  The TïX dlrrerdty of 

wçh expcii1dt.d pnpuladruis sermc a> k httited bj the 
divenity of the siarclng inonih (Di aywn rt  id, 19891. 
Mnreover. aï u e  have i k v e ù  wlth the ~7)4' T celis Cmm 
our patient it hhat; moently berri suggestal diat the dnnoc'fi 
npertoim b niahtalned In the hast eni4mnmnt. In the 
absence ad' the thymus (Mpiata ri d. 2001 I Mvenheks. 
h r  Vp fiurrlUrb fnmi the donor were iiot detected Lit tlie 
(708 reclpient rqwt~re  whkh could k due tn the 
expnmbir of the \'p5-1 1:arlilly Aitematlvely. iuirlthrr 
prrslbllly could bL: an cllmliiatioit of stmiig aiiti-hast clona 
by odier digwional T c d s  (suçh as Vpi-TJ. Mawever. mp 

hcreme of Ci157-. a m a r h  o î & t . h l  cyrato~k CU#- T 
ixlls, within die deçmr T-cell popuhtitrn could iw cietected 

PKll1CT (data m.shawn~fAutran et ai. 19Y 1: Src d d. 
LOlll 1. bfirogen prolil'r~adon niaybe dile to (T$l-CD4SRO' 
T celk, ns prakusly .&nwn ln severe m h l n e d  Immun+ 
d$lcknq~ verg smn aller aUngtudc .stem ceU u ansplarita- 
tlm. M m e  LJ)4-LJM5R.A' anewncu: (Pab.4 r t  al. 20001. 
In commit nther ûuhn~ ï ,  co.rrelated mitogcn ~~pcdikrwtiori 
ta C»4-CD45RA' ceil enleiwna? ia shnUar condirions 
(Bnigtoni cf d. 19981. Paiplicrol exparniriri of mamm 
douor T celis saenu: B 1~ the only hppntheL ta expiain 
Iriuuunr>lo(lk.ul mnstltuhoii in our patient. iGer~Pstt)eles. n<e 
kaw ohsemd a m M  expansion oîdoncirT celtv at the same 
titne as the pmmce of mlplent T celk rcprcrsuitinp; neady 
half of the mamir Tiurll pml. üanptit ion bctwsen h o r  
and mipient T-cd1 poplntbns lnay he icqmnsibie for o 
parda l lnhlhidnn an dmw T e l l  expandan. as prwitiuslp 
damihed Preltas & Roclia. ZfNNl I Ilfltt>gm non-rnpnrisbc?, 
phenotvpicallp rîinturc 1' ~ ~ 1 1 %  liu'ice nlreiirly k n  ELn<~tal in 
an intant wldi dX;S when he was 5 inooths old i<'nllarrl 
tu dl ,  19991 The mthars sumtal Ùiat thrre wü.9 nt1 

aligwloiial expans'ron of a sinall n u m h  of T celis inrinird 
exlrathytnkally. ;is na futicmnal thymus renmant could br 
detected. in aur patient. the redpient T cçlk can p-nllferatc 
akcr mltagen or tetanus rovoM antipen stimulatioii. sup- 
g ~ t i r i g  thut a sgrncJik mernmy pupuladan cc>uiù be prr* 
ituted bebre or atter PRLfiT. t\s thh prdifmatktn cnuM 
anly be oblienred afwr PRb(LT. some CO-operadon (as an 
immune hyaander efkcti betwt?cti drxnclr and rwiplenr T 
wlh müy have nccurrad (Freltas i\: Rocha .  1WiOj. n7ew 
also impressed by the very pmmpt and marked rcrq>*mses a, 
rwchiathrnr, parriculnrly againar the tetanii.; m o i d  anti- 
gm. Mature antigen-qxdk T cells must have h t r  

mnaGrred h i 1  the rarently imrnuniwd dctnor (Bouerc . ., 0 , -  " L  - - A 2 "  . 1 - - . L .  L -- 
wlk mdy haie ~ r r r  u n d  rPreitri< i\: R b .  -!);L)). We ~ I V  
also impmsed b> the w- wnmpt and niarkal respcuises 8, 

xwc~iiath?nr, pattkulnrly againsr the tetanii.; romoid anti- 
gm Mature antlgen-sjxdk T celLs must have k i r  

m n . s f m d  h s i i  the r e i i t l y  hmurdsa?d dctnor ( B o ~ w 9  
(1 il!, 1998). rnterctstlngly, mesi It thb has a b d y  k e n  
denmmtrated for tetanus toxold and llib aniigenr. Ir h a  
nerrer &en &wved ffir pneurriwcxcal a n w t e s  fifolrlue 
d ut. 19961. R o i ~  a ut i 2 0 0 )  demnnsuateri that i h m  is a 
~IXUI crurrtiirl*7~n ben\reen the m e n t  of the ~intlt*dy 
respouse aud LIE titgh &rarniltl af the T e l l  repenoire. 
)ioweiSer. II ha.. pmkxasl? hot?n shown that the miptent's 
aotigenk r u l l h ~  inflirenas by &whig tlle reperrolm 



194i). Tlic ~ ~ t l b û d g  i ~ p o t ~ . ~  iri rpur pûttent k lunhiibly 
the e v h c e  raqulred ta show h t  h m r  T a l l s  are able tn 
co-ep~ute with mdplmt B w k  

Beceuse of a y M i ~ i 1 1  T ~ e l l  mpa~ii; l~i  crnd die aborna 
of rhqn~npnleh.ls, ~e cûnnnt mle out the ~msibility thar thk 
boy rnight darehp the Enllai\ilng ~ A l e n i r ,  hi the firture. 
P h t .  a prrrogr<sslve T+I exkausthi 04' the graft erbuid 
o a w .  as a raiilr caf a p a p b .  T mlls p ~ x n t  b n g  tdomens 
thmghaut  Uft: and =prczs telcxucrase, which protests the 
c h m m  agalnst pmgmssive &etha (Rabertpon t t  d. 
L(WW1). Wwrtheless, afier high4we chemntherûpjf for 
ü h l r  !>rat cancer or RMT fnini an unrclutcd dnricu forb 
cfrinbid k ~ u n u n W w c y  ln childmn, an L n c r d  
suscqtibil(ty oi' 434' cdls to apoptnars a k r  mltogeti 
stimulatim nhrved g1akIn1 d o t .  1997; Brugnonl 
ri d, 1999). This apaptisis m t s  to Iiave a r.egukiuuy. (11&ct 

1 ti rtsponsc m the Incrco.ced level cd' w tivatbn hi the CTM 
populadm. Kea.erth&s. tt nlay a h  contribute ta, the 
ge i~a l s  nf irnmunod$lcIei~q t l~a  t follnm BMT. The hios rd' 
pair d a rckr.ant T - 4 1  reperrah cnuM also he c&imfd 
(Bwgnoni a a!. 1999). This trbservacion ratses the p r c h h  
of the evolutlon orrhe TCR reprtolre ni' nur patient. CVUl it 
stiu remaln the sanie or will kwies wcur hy apaptusia? We 
could hope thsit. ûs rqmrtud k r j ~  Tanchot & kwhn (1 99#), 
aikr the elin1lnadon nt' antigcn. chcay of memnry T d s  
wouW lead ta Iiiitial rapîà cnntratniuï d hrge c h e s  and to 
t h  reltitlveiy gn,longed sumival d smaii cher.  detemiin- 
fng a memary T c 4  r e y m 1 i 3 k  comprlslng al1 the small 
T-ceil clones bn3ught by the vafi. .%onnd. exclusive 
peri p h a d  expansion nî tiie T cell~ wzdïout thymic sdcctian 
could bad to antainiinui~lry. Tha eniergenm of ettain 
uutrtimmune cittcs thjmmtorny. a s  WU as the agie- 
rekated hcrease lia &-mctlr.e. Iymphq'te~. suaest that 
continunus thqnilc output ensures that .aclCrrncrlve T Tls  
aw iriaimülr~d ut c w y  hw Yrequench In the per~phery 
i%ikal,luchi Lh .Si&ag~~clii, 1990, Tmchot 8 h h a .  1497 i. 
In <sur p t i e n ~  there w u  no thyniic ouput  prevmting the 
eniergence ni' &pient - r e d w  clones tram h a r  citigin in 
the pertphnal pw1. T b  rtx4picnt reac21w clnoij amW k 
reipcmstblp frii- diron1c GtWD. Itowever. no rign o f  chranlç 
4;\JFiD has k e n  found since the padent waa PRMC 
transplant4 Mitnover. tlie cbuiipke rwiJiTery .rsf kis 
uutnimnarne thynxdltls also ubsenred aller PRbItT. 

fn cirnc1udo.n. thme data inùicate chat PRhfC' rransplûii 
tntion fmm na UCA-gentrldentlml slbllng witlieui candi- 
timing L an eikient treatnicnt d immune defidiency in 
compkxe üif;mge s y n h m e .  It is tiatewctrthy that penph- 
anlIm~8?nd~t1&friva nir;%%<.dk~4"~~6&0&dibrs ~ 0 i c k  ï ! ~ "  

fn cirncludan. these &ta indhte chat Pnhfc rransplûii 
tation fmm na ULA-geiiold L iml slbllng witlieui cciridi- 
timing L an eikient wüt r :mt  of immune defidiency in 
cornpke üif;mge syndro~ne. It is natewctrthy that periph- 
en1 expandon of tmture T cell.; ls p n h h l y  the niechanton 
foi. Ircxll inininne curi,stitutlnri. f fairw?qer. a longer ~li3lh-up 
perld is w q u k d  tn exlude the gradua1 exRaustlan nf the 
T-lytnplutcpte graft or merguite  of autt?immune &.%W. 

We ' ~ % h  te rhdîonk Mru fi. kmriw*. .A. .%hoal and 1). Binai. 
Ç U I L ~ ~  rcu L ~ W  e ~ ~ l l u i t  tc~hnicai ~ s l s t ~ n a .  k i r  WOUM 

like ts, thtuikDactnr A.  k3jaafa-i for&cusslon andcxitfdm. 
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SUMMAR Y 

A young boy with a confirmed cDGS undenvent a penpheral blood mononuclear ce11 

transplantation (PBMCT) fiom his HLA-identical sister at 4.5 years of age, without a 

conditioning regimen. Eight years later, he is healthy with good immunological functions in 

presence of a stable mixed T-ce11 chimerism. We observe an inverted CD4+/CD8+ ratio, 

related to the CD8 subset expansion, with a skewing of TCR repertoire and absence of recent 

thyrnic emigrants in the CD4+ subset. The telomere loss observed in T-cells is certainly 

related to donor T-ce11 expansion but also patient T-ce11 telomere shortening. 

Key Words: cDGS, PBMCT, Immunological reconstitution, TCR repertoire, Telomere 
shortening. 

Key Words: cDGS, PBMCT, Immunological reconstitution, TCR repertoire, Telomere 
shortening. 



INTRODUCTION 

DiGeorge Syndrome (DGS) is a rare congenital disorder characterized by conotruncal heart 

defects, thyrnic hypoplasia, hypoparathyroidism and facial dysmorphism (Muller, et al. 1988). 

22q11.2 deletion is found in approximately 80% of the patients. Thymic hypoplasia occurs in 

about 80% and implies an immunodeficiency known to be extremely variable (Sullivan, et 

a1.1999). Recently, criteria for athymia (complete DGS) were based on very low levels of 

naive T-cells (<50 /mm3 CD3+CD45RA+CD62L+) and very low levels of T-ce11 receptor 

rearrangement excision circles (TRECs < 10011 00.000 T-cells). These profoundly 

immunodeficient infants are particularly predisposed to fatal opportunistic infections. Several 

therapies have been used to restore their irnrnunity: successful HLA genoidentical bone 

marrow transplantation (BMT) without a conditioning regimen or GvHD prophylaxis 

(Goldsobel, et a1.1987), successful HLA genoidentical BMT with a conditioning regimen and 

GVHD prophylaxis leading to complete donor chimerism (Matsumoto, et al. 1998), cord blood 

transplantation (Ohtsuka, et a1.2004), successful postnatal thymic tissue transplantation 

(Markert, et a1.2007) and successfül PBMCT (Bowers, et al. 1998). 

In our first report (Bensoussan, et a1.2002), we described the case of a young boy with cDGS 

at 2.5 years post-PBMCT. We showed very encouraging clinical and immunological 

improvements. This case suggested peripheral expansion of infused T-cells and raised the 

questions of progressive T-ce11 exhaustion, increased oligoclonality in T-ce11 repertoire and 

the emergence of chronic GVHD in the absence of thyrnic output. We now report the 8 year 

clinical and immunological follow-up. 

STUDY DESIGN 

Patient 

Patient 

The patient, diagnosed as a cDGS, undenvent HLA-genoidentical PBMCT without any 

conditioning regimen, but with an initial GVHD prophylaxis, when he was 4.5 years old. 

After 2.5 years, clinical improvement with spectacular weight and height gains without 

serious infections could be observed. A quantitative and qualitative immune reconstitution 

with a stable mixed chimerism on T-cells was reported but without new thyrnic emigrants 

(TRECs). The T-ce11 repertoire was quite perturbed on CD8+ T-cells with overexpression of 

the VP5-1 family and complete absence of 4 families (VP5-2, Vpl 1, VP18, and VP13-6). 

Chimerism study 



T-cells and polynuclear cells were isolated fiom whole blood with a fully automated ce11 

separator ROBOSEP~ (StemCell Technologies, Vancouver, Canada) using a CD3 and CD1 5 

positive selection. The CD3+ and CD15+ ce11 fractions had a purity of 93 and 97%, 

respectively. After DNA extraction, polymorphism analysis was performed by fluorescent 

polymerase chain reaction (PCR) for polymorphic locus THO1 and genetic analyser AB1 

PRISM@ 3 10 (Applied Biosystems). 

Flow Cytometry 

Flow cytometry was performed on a FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, USA) to 

define lymphocyte subsets including naive T-cells (CD45RA+/CD62L+) and recent thymic 

emigrant naive CD4+ T-cells (CD3 1 +CD45RA+/CD4+) (Kimmig, et al. 2002) and to 

characterize the T-Ce11 Receptor VP repertoire with a panel of 21 VP family-specific 

monoclonal antibodies. 

Proliferation assays 

Proliferation responses to various mitogens and to various antigens (tetanus toxoid, 

cytomegalovirus, aspergillus conidia) were performed as previously described (Bensoussan, et 

al. 2002). 

Measurements of the Terminal Restriction Fragments (TRF) Length 

DNA extractions were performed fi-om CD3+ cells using the Puregene DNA purification kit 

(Gentra Systems, Minneapolis, MV). 

ulun exrraçrions were perIormeu rrom ~ u 3 +  C ~ I I S  using Lne ruregene uiu~ punriçation ~ i t  

(Gentra Systems, Minneapolis, MV). 

TRF lengths were measured as previously described (Benetos, et a1.2005). 

Results and Discussion 

Eight years post-PBMCT, the clinical picture is marked by a very good general state 

(height +0.5 SD and weight -0.5 SD), the absence of infectious complications, no sign of 

GVHD and marked hypocalcemia related to a therapeutic non-compliance. 

We still observe the persistence of a stable mixed chimerism profile (41 % of recipient 

cells over the past 6 years) on the T-ce11 subset, exclusively. 



Proliferation responses to mitogens and antigens also remain stable within normal 

values (PHA: 175 000 cpm, PMA-ionomycine: 260 000 cpm, tetanus toxoid: 3 12 000 cpm). 

Post-vaccination specific antibody titers for poliovirus, pneumococcal 

polysaccharides, haemophilus influenzae, tetanus and diphtheria remain high. 

A slow rise in T-ce11 count is observed (644.10~11 vs 31 1 .106/1 2.5 years post- 

transplantation), due to a significant increase in the CD8+ T-cells which reach the Ioth 

percentile for age, but a stable, low number of CD4+ T-cells (225.106/1), responsible for an 

inverted CD4+/CD8+ ratio (0.58 vs 1.4 at 2.5 years), as previously described after BMT in 

athymic recipients (Pignata, et ~1.2001). In the CD4+ subset, only 1% expressed a 

CD62L+/CD45RA+ naive phenotype and always in the absence of recent thymic emigrants 

CD31+CD45RA+/CD4+ (1%). Lack of new thymic emigrants may explain the absence of 

CD4+ ce11 expansion. The TCR repertoire study performed on CD4+ cells by flow cytometry 

shows a similar profile between donor and recipient. Thus, TCR repertoire diversity in the 

CD4 + population is not affected by athymia and recipient environment. 

In the CD8+ subset, the CD45RA+ regeneration is predominant (RA: RO ratio = 2.4 

vs 0.5 2.5 years after PBMCT). Most CD8+ cells are CD28- (91%) but the CD8+CD57+ 

population (27%) is normally represented. The predominance of CD8+CD28- cells is the 

result of an extrathyrnic lyrnphopoiesis. These data support the hypothesis of a double 

regeneration pathway: thymus-independent for some of the CD8+ T-ce11 subset and limited 

expansion of mature peripheral cells of the CD4+ subset, in the absence of the thymus 

(Mackall, et al. 1997). Fig 1A-B shows TCR repertoire evolution of 21 VP families in the 

CD8+ donor and recipient T-cells. In the donor cells, there is a marked decrease of only the 

VP3 family, still within normal range and an increase of the VP 13-1 family. In the recipient 

CD8+ T-cells, there is a skewed distribution of the VP families characterized by a marked 

overexpression of VP8-1 and Vp16 families and a marked decrease of VP3 and VP5 families. 
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CD8+ T-cells, there is a skewed distribution of the VP familles characterized by a marked 

overexpression of Vp8-1 and Vp16 families and a marked decrease of VP3 and VP5 families. 

Other authors have reported important perturbations of the CD8+ T-ce11 repertoire in patients 

with pDGS (Cancrini, et a1.2005) and in human nude/SCID after BMT (Pignata, et a1.2001). 

This oligoclonal expansion of CD8+ T-cells has also been reported in Common Variable 

Immunodeficiency (CVID) patients where it was related to an increased CD8+CD28- 

subset, as with Our patient (Serrano, et a1.2000). The skew of TCR repertoire is probably 

not due to infectious antigenic stimulations, as Our patient has not suffered infections since 

he was transplanted. In the view of Cancrini et al, a skewed TCRBV repertoire of CD8+ 

cells reflects a developmental defect. 



Terminal restriction fragment length in purified CD3+ cells was 10 kb for patient 

and 10.3 kb for donor. In the light of studies of telomere dynamics in T-ce11 subsets after 

allogeneic-BMT, this difference (0.3 - 0.5 kb) could be related to telomere shortening in 

donor lymphocytes, reflecting peripheral expansion as observed immediately after BMT 

(Robertson, et ~1.2001). But taking into account the T-ce11 chimerism, we measured in our 

recipient the mean counts from both sources. Thus, telomere loss could also be due to 

accelerated T-ce11 telomere shortening as reported in pDGS (Piliero, et ~1.2004). We lack 

pre-transplantation and intermediary data to constmct a kinetic of telomere shortening. 

Our case report supports PBMCT as a therapeutic option in cDGS, with no 

infections after eight years, no chronic GVHD, persistence of specific cellular and humoral 

irnrnunity and no need for another donor PBMC infusion. However, the skew of TCR 

repertoire and telomere shortening suggest a "replicative stress" and raise the question of 

graft exhaustion, as reported in a NudeISCID patient 6 years after BMT (Pignata, et 

a1.2001). Therefore TCRBV repertoire and TRF length seem to be useful indicators to 

follow graft expansion. Nevertheless, the first patient to be transplanted with BM without a 

conditioning regimen for a cDGS by Goldsobel et al. over twenty years ago is relatively 

healthy although the TCR repertoire is skewed. These data support the long-lasting 

efficiency of such a therapy and are very encouraging for Our patient. 



Fig 1. TCR VP repertoire profile on donor (A) and recipient (B) CDS+ T-cells 2 and 7 years after PBMCT 
Results expressed as a percentage of VP expression. ND rneans that the VP expression was not studied. 
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1 rouihme parne: 
DISCUSSION 



L'efficacité de l'allogreffe de CSH dans le traitement des déficits immunitaires 

héréditaires n'est plus à démontrer. Cette thérapeutique a apporté une réponse curative à des 

maladies graves n'offrant qu'une perspective de survie parfois très courte. 

Nous avons pu montrer au cours de ce travail que le succès du traitement des DI par 

allogreffe de Cellules Hématopoïétiques est dépendant de deux paramètres principaux : 

- une bonne connaissance du déficit immunitaire à traiter et des complications qui le 

caractérisent afin d'optimiser les conditions de greffe. 

- une prévention efficace des effets secondaires des allogreffes notamment la GMID 

et les infections. 

Nous allons reprendre successivement ces deux notions à la lumière des articles que 

nous avons présentés. 

I- Une bonne connaissance du déficit immunitaire à traiter et des complications 

qui le caractérisent 

Nous avons pu voir, à travers l'exemple du Syndrome Hyper IgM lié à 1'X (ou déficit 

en CD40 Ligand) que l'indication de greffe doit être posée en fonction de I'évolution clinique 

du patient et du type de donneur disponible. 

Nous avons tout d'abord rapporté le cas de deux frères allogreffés avec des donneurs 

génoidentiques à l'âge de 6 et 8 ans, respectivement, et dont I'évolution clinique a été très 

satisfaisante. Toutefois, ces enfants présentaient tous les deux une infection à 

Cryptosporidium pawum avec cholangite sclérosante et une atteinte hépatique débutante. 

L'absence d'atteinte grave du foie ou d'autres organes a pennis de proposer un 

conditionnement myéloablatif à ces enfants. L'équipe de Kawaja a décrit le cas de deux 

patients atteints d'HIGM1, présentant une atteinte hépatique sévère et recevant une allogreffe 

de CSH avec conditionnement myéloablatif. (Kawaja et al, 2001). En revanche, d'autres 
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de CSH avec conditionnement myéloablatif. (Kawaja et al, 2001). En revanche, d'autres 

équipes proposent lors d'une maladie hépatique avancée de réaliser un conditionnement non 

myéloablatif (Amrolia et al, 2000). Deux patients ont pu bénéficier avec succès de ce 

traitement. 

Les auteurs de l'étude européenne à laquelle nous avons contribué, qui sont également 

les auteurs de Recommandations précédemment exposées, soulignent que le problème 

principal est de déterminer le moment propice pour réaliser l'allogreffe. Au regard de ce que 

nous avons exposé ci-dessus, il paraît raisonnable de proposer l'allogreffe de CSH avant toute 

atteinte hépatique. Il a été montré dans cette étude que l'allogreffe est un succès dans environ 

60% des cas et dans 72% des cas en l'absence d'atteinte hépatique. Or, beaucoup de patients 



atteints d'HIGM1 mènent une vie pratiquement normale. Il n'est de ce fait pas aisé de leur 

proposer un traitement présentant un risque vital de 28%. C'est pourquoi, il est recommandé 

de réaliser un traitement substitutif associé à une surveillance étroite et régulière des 

paramètres hépatiques. La recherche de Cryptosporidiurn parvurn fait partie de cette 

exploration hépatique. Une détection précoce par des techniques sensibles telles que la PCR 

doit permettre de proposer le traitement par allogreffe de CSH au moment où il s'avère 

nécessaire, sans prendre de risque supplémentaire lié à l'état clinique du patient. L'utilisation 

de Nitazoxamide peut permettre de diminuer la charge parasitaire avant l'allogreffe. 

Cependant, les traitements anti-parasitaires utilisés seuls ou en association contre le 

Cryptosporidiurn pawurn n'ont parfois qu'une efficacité relative. 

Parallèlement, nous avons pu montrer à travers l'exemple du syndrome de DiGeorge 

complet qu'une bonne connaissance de ce déficit avait permis de proposer une allogreffe de 

cellules hématopoïétiques très simplifiée, avec un greffon ne contenant que les cellules 

d'intérêt (pas de CSH) et l'absence de conditionnement de greffe, permettant ainsi de 

s'affranchir de ses effets secondaires. En effet, l'absence de thymus qui caractérise ce déficit 

et qui a été confirmée pour notre patient de façon directe par l'imagerie et de façon indirecte 

par l'absence de nouveaux émigrants thymiques (TRECs) ne permet pas d'espérer une 

maturation thymique des progéniteurs lymphoïdes présents dans le greffon. Nous avons de 

plus montré qu'il n'y avait pas non plus de maturation extra-thymique, incompatible avec le 

répertoire T étendu de l'enfant après greffe et en l'absence d'expression d'un phénotype 

extra-thymique de lymphocytes (absence d'expression de CD103). La seule explication de la 

reconstitution immunitaire spectaculaire observée chez cet enfant après greffe est une 

expansion périphérique des lymphocytes T matures post-thymiques présents dans le greffon. 

Dans ce contexte, il apparaît clairement qu'il n'est pas utile de proposer en première intention 
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Dans ce contexte, il apparaît clairement qu'il n'est pas utile de proposer en première intention 

un protocole d'allogreffe classique avec un greffon riche en cellules souches 

hématopoïétiques et un conditionnement myéloablatif. En présence d'un donneur 

génoidentique, une allogreffe de cellules mononucléées du sang périphérique sans 

conditionnement est suffisante pour corriger le déficit immunitaire présent dans le cDGS. Ce 

geste est simple pour le donneur comme pour le receveur et peut éventuellement être répété en 

cas d'épuisement du greffon ou de restriction du répertoire des lymphocytes T. Toutefois, 

dans le cas de notre patient nous avons maintenant un recul de 8 ans après allogreffe avec une 

évolution clinique tout à fait favorable. De plus, des expériences similaires ont été rapportées 



récemment, avec des évolutions cliniques et immunitaires favorables (Hoenig et al, 2004 ; 

Janda et al, 2007). 

Cependant, fin 2006, nous avons été amenés à traiter un jeune bébé atteint de cDGS 

atypique avec une présentation clinique de type Ommen. L'absence de nouveaux émigrants 

thymiques et la présence d'un répertoire T oligoclonal peu diversifié ont pu être observées. 

Un traitement par corticoïdes a permis d'obtenir la résolution d'une éruption cutanée et la 

disparition progressive des lymphocytes T circulants. Une allogreffe de cellules 

mononucléées périphériques de sa soeur génoidentique a été proposée et un conditionnement 

par SAL a été réalisé en 3 injections (5-7, J-5 et 5-2) afin de prévenir tout risque de rejet lié 

aux lymphocytes T du receveur. Malheureusement, aucune prise des lymphocytes du donneur 

n'a pu être mise en évidence chez le receveur, ce qui a conduit à lui proposer une allogreffe de 

MO avec sa sœur, suite à un conditionnement non myéloablatif composé de l'association 

Fludarabine et Melphalan. Cette deuxième allogreffe a été un succès avec un chimérisme 

initial 100% donneur sur toutes les populations cellulaires puis apparition progressive d'un 

chimérisme partiel sur la population myéloïde. Une récupération des fonctions immunitaires 

cellulaires a pu être observée avec présence d'un répertoire T polyclonal. L'absence 

d'efficacité de la première allogreffe de cellules mononucléées initialement attribuée aux 

lymphocytes T du receveur (malgré l'absence de lymphocytes T circulants au moment de la 

greffe) semble plutôt secondaire à l'administration de SAL qui est probablement responsable 

d'une déplétion T du greffon in vivo, comme cela a été démontré dans les allogreffes de CSH. 

En effet, l'expansion chez le receveur des lymphocytes T du greffon qui permet une 

récupération des fonctions immunitaires, dans le contexte particulier du cDGS, a 

probablement été bloquée par l'effet de déplétion T du SAL. 

II- Prévenir les effets secondaires des allogreffes de CSH : 

Nous avons pu montrer dans ce travail que les deux effets secondaires majeurs 

II- Prévenir les effets secondaires des allogreffes de CSH : 

Nous avons pu montrer dans ce travail que les deux effets secondaires majeurs 

entravant à ce jour le succès de l'allogreffe de CSH dans les DI sont la survenue de la GVHD 

et les infections post-greffe. 

Nous avons pu rapporter deux techniques de déplétion T totales permettant de prévenir 

la survenue de la GVHD. 

La première n'est plus utilisée à ce jour car elle requiert des composés d'origine 

animal : la déplétion des lymphocytes T dépendante du complément de Lapin. Cette technique 

a été beaucoup utilisée dans les années 1990 afin d'éliminer spécifiquement les lymphocytes 

T des greffons. Nous avons pu voir dans la population témoin de notre travail, que cette seule 



déplétion T avait pour conséquence la survenue d'infections graves parmi lesquelles les 

syndromes lymphoprolifératifs induits par le virus d'Epstein Barr (EBV). En effet, la 

contrepartie de ce traitement du greffon est la perte des lymphocytes T ayant un potentiel anti- 

infectieux qui a pour conséquence une incidence accrue des infections bactériennes, virales et 

fongiques après allogreffe. C'est pourquoi, nous avons proposé d'ajouter un traitement 

concomitant des cellules par des anticorps dirigés contre les lymphocytes B. Nous avons mis 

en évidence qu'une telle stratégie permettait de prévenir la survenue d'infections par le virus 

d'Epstein Barr (EBV) : O lymphomes induits par I'EBV dans le groupe d'étude avec déplétion 

B versus 37% dans le groupe témoin. Cependant, la survenue des autres infections virales ou 

fongiques n'est pas diminuée. 

La seconde technique de déplétion T est toujours utilisée à ce jour : la sélection 

positive CD34+ par méthode immunomagnétique. Cette méthode utilise des anticorps de 

grade clinique sans aucun apport de produit d'origine animal. De plus, elle permet de réaliser 

des déplétions T assez profondes. Les autres populations cellulaires sont également déplétées : 

les lymphocytes B et les cellules NK notamment. Cependant, il peut arriver que la déplétion T 

obtenue soit insuffisante. C'est le cas que nous avons rapporté lors de l'allogreffe d'un enfant 

atteint du syndrome de Wiskott Aldrich (WAS). Nous n'avons pas observé chez cet enfant la 

survenue d'infections après allogreffe du fait d'une reconstitution autologue rapide. 

Cependant, ce type de manipulation du greffon engendre une immunodépression profonde et 

longue, propice à la survenue d'infections. 

A travers ces exemples, il apparaît que toute la problématique réside dans la séparation des 

lymphocytes T responsables de la GVHD de ceux responsables de la défense anti-infectieuse. 

A titre de comparaison, le même enjeu existe avec les allogreffes de CSH dans le traitement 

des hémopathies malignes, avec la nécessité de dissocier l'effet GVHD de l'effet GVL. Nous 

avons rapporté dans ce travail une méthode de prévention de la GVHD préservant le capital 
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avons rapporté dans ce travail une méthode de prévention de la GVHD préservant le capital 

des lymphocytes T anti-infectieux : la déplétion alloréactive, soit par élimination physique des 

lymphocytes T alloréactifs du greffon soit par neutralisation de leur effet alloréactif par 

induction d'anergie. Deux essais cliniques fiançais successifs ont été réalisés par l'équipe de 

Necker chez des patients atteints de DI héréditaire pour la majorité d'entre eux afin de tester 

l'impact sur la reconstitution immunitaire de l'injection de doses de lymphocytes T 

allodéplétés. Le premier essai a inclus 15 patients qui ont reçu une allogreffe (deux allogreffes 

pour l'un d'entre eux) en situation haploidentique dans 13 cas et avec un donneur non 

apparenté dans 3 cas (André-Schmutz et al, 2002). Les patients ont tous reçu un greffon 

déplété en lymphocytes T par la méthode de sélection positive CD34+ contenant en médiane 



13.1 1 o6 CD34+ /kg (de 4.1 à 5 1.8) et une médiane de 1 1 o4 CD3+/kg (de 0.21 à 1.88 x 104), 

après un conditionnement associant Busulfan, Endoxan et SAL. Aucune prophylaxie de la 

GVHD n'a été administrée. Les cellules allodéplétées ont été préparées en mettant en contact 

en culture mixte lymphocytaire les cellules du donneur et les cellules du receveur irradiées. 

Après 3 jours de culture, l'anticorps anti-chaîne a du récepteur à l'IL2 couplé à une 

immunotoxine a été ajouté pendant toute une nuit. L'efficacité de la déplétion a été contrôlée 

par cytométrie en flux mais également par un ensemble de tests fonctionnels in vitro montrant 

la perte du potentiel alloréactif vis-à-vis du receveur mais pas vis-à-vis d'un tiers et la 

conservation du potentiel anti-infectieux. L'injection de cellules allodéplétées a été réalisée 

une fois la prise du greffon confirmée et lorsque le taux de SAL chez le patient était < 0.4 

pglml, c'est-à-dire en médiane à 24 jours post greffe (de 15 à 47 jours). Quatre doses de 

lymphocytes T allodéplétés ont été administrées : 1, 4, 6 et 8 105 CD3kg. L'efficacité 

clinique de la déplétion a été montrée par l'absence de GVHD de grade 2 II après l'injection 

de lymphocytes T jusqu'à une dose de 8 105/kg. Au total, deux patients ont développé une 

GVHD aiguë de grade II et deux autres de grade 1. Cependant, les auteurs signalent que ces 4 

patients avaient reçu des lymphocytes T allodéplétés présentant une alloréactivité résiduelle 

élevée, supérieure à celle observée pour les autres patients 1%). La reconstitution 

immunitaire des patients a été très rapide. Les données de cet essai suggèrent que les 

lymphocytes T allodéplétés permettent de prévenir la survenue d'infections. Chez deux 

patients qui présentaient une infection CMV active etlou une infection EBV au moment de 

l'injection des lymphocytes T, une résolution de ces deux infections a pu être observée. Un 

deuxième essai est actuellement mené par la même équipe en utilisant une méthode de 

déplétion T immunomagnétique. Les résultats de cette étude ne sont pas encore publiés. 

Une étude similaire a été menée par l'équipe de Malcom Brenner chez des patients 

atteints dans la majorité des cas d'hémopathies malignes et allogreffés en situation 
, * -  

' ~ r i e  etudê simiiaire 'a éteAfiêSee'par' ~ ~ é q u i p e  a&' ~a r '~o3 'b renner ' chez  des paBents 

atteints dans la majo té des cas d'hémopathies malignes et allogreffés en situation 

haploidentique (Amrolia et al, 2006). La technique d'allodéplétion était la même. Seize 

patients âgés en médiane de 9 ans (de 2 à 58 ans) ont reçu un greffon déplété en lymphocytes 

T contenant en médiane : 11.5 106 CD34Ikg (de 5.9 à 20 106 CD34kg) et 2.6 104 CD3kg (de 

0.73 à 18 lo4 CD31kg). Les patients ont reçu des injections de lymphocytes T allodéplétés à 

530, J60 et J90 à la dose de 104 celluleskg et par dose pour 8 d'entre eux et de 10' cellules/kg 

et par dose pour les 8 autres. Un patient a présenté une GVHD de grade IV évoluant vers une 

GVHD chronique hépatique létale et un autre patient a présenté une GVHD de grade II, 

évoluant également en GVHD chronique résolutive sous immunosuppression. De plus, la 

reconstitution immunitaire T et l'immunité anti-virale ont été considérablement améliorées (2 



décès sont liés à une cause infectieuse). Cependant, le taux de rechute est élevé (7116 

patients). 

L'équipe de John Barett a réalisé un essai clinique de déplétion alloréactive avec la 

même technique (anticorps anti-CD25 couplé à une immunotoxine) chez 16 patients d'âge 

médian 65 ans (5 1 à 73 ans) atteints d'hémopathie maligne à un stade avancé et recevant une 

allogreffe de CSP à partir d'un donneur génoidentique après un conditionnement non 

myéloablatif (Solomon et al, 2005). Ces patients ont reçu un greffon déplété en lymphocytes 

T renfermant en médiane 4.5 106 CD34/kg (de 3.4 à 7.3 106 CD34/kg), complété avec des 

lymphocytes T allodéplétés en médiane 1 10~/kg (de 0.2 à 1.5 10~lkg). Quinze patients ont eu 

une prise du greffon. Le taux de GVHD de grade II à IV observé a été de 46% +/- 13% et de 

GVHD de grade III à IV de 12% +/- 8 %. Les auteurs soulignent que dans cette population de 

patients, l'incidence de la GVHD de grade II à IV est classiquement de 58% et l'incidence de 

la GVHD de grade III à IV est classiquement 34%' avec une prophylaxie standard de la 

GVHD. Les auteurs concluent à un bénéfice de la déplétion alloréactive dans la prévention de 

la GVHD pour cette population de patients et montrent que la prise de greffe, l'effet GVL et 

la reconstitution immunitaire des patients n'ont pas été affectés, contrairement à l'étude 

précédente. 

D'autres stratégies de thérapie cellulaire sont actuellement développées pour essayer 

de prévenir ou limiter la GVHD tout en conservant le potentiel anti-infectieux. Nous allons en 

évoquer deux qui semblent très prometteuses : les Cellules Souches Mésenchyrnateuses 

(MSC) et les lymphocytes T régulateurs (Tregs). 

1- Les Cellules Souches Mésenchymateuses 

Les MSC sont des progéniteurs non hématopoïétiques multipotents qui peuvent se 

différencier en cellules stromales médullaires (contrôlant le « homing » et la prolifération des 

CSH), en ostéoblastes et adipocytes ainsi qu'en chondrocytes, ténocytes, myocytes et 

cardiomyocytes (Deans et al, 2000). Toutes ces cellules ont la même origine embryonnaire 

mésodermique. La multipotentialité des CSM s'étend à d'autres cellules n'ayant pas une 

origine mésodermique : cellules neuronales et cellules hépatocytaires. Les MSC s'obtiennent 

simplement en culture par adhérence d'un prélèvement de cellules médullaires sur plastique. 

Après un temps de culture de 2 à 3 semaines elles constituent une couche adhérente de 



cellules fusiformes d'aspect fibroblastiques. Les MSC obtenues après culture expriment les 

antigènes de classe 1 du CMH, mais n'expriment pas les antigènes de classe II, ni les 

molécules de CO-stimulation CD80, CD86, CD40 et CD40 ligand. Les MSC n'activent pas les 

lymphocytes T alloréactifs en culture mixte lyrnphocytaire (CML) et inhibent une CML 

lorsqu'elles sont ajoutées en troisième partenaire. Cette inhibition semble liée à la production 

de facteurs solubles inhibiteurs en particulier le Transforming Growth Factor beta (TGFP) et 

la prostaglandine E2 (PGE2). Il a été montré récemment que les MSC ont une influence sur le 

profil cytokinique des cellules dendntiques (DC), des T naïfs, des T helper TH1 et TH2 et des 

cellules NK en faveur d'un effet anti-inflammatoire (augmentation de la production d'IL4 et 

IL10 et diminution de la production d'IFNy (Aggarwal et al, 2005). 

Cet effet immunomodulateur des MSC peut se révéler extrêmement intéressant dans le 

contexte de la prévention de la GVHD. Cependant, il existe à ce jour peu de données dans la 

littérature donnant des résultats de greffe de CSM allogéniques associées à une greffe de CSH 

en vue de la prévention de la GVHD. L'équipe de Lazarus a rapporté une étude portant sur 46 

patients ayant reçu une allogreffe de CSH et des MSC obtenues en culture à partir de 

donneurs génoidentiques (Lazarus et al, 2005). Ce premier essai a montré la faisabilité d'une 

telle stratégie et l'absence de toxicité des MSC. Une GVHD aiguë modérée à sévère a été 

observée chez 28% des patients et une GVHD chronique chez 61% des patients. La survie 

sans progression de la maladie deux ans après greffe est de 53%. 

Dans le traitement de la GVHD aiguë grave résistante aux immunosuppresseurs majeurs 

Katarina Le Blanc a rapporté une expérience très intéressante (LeBlanc et al, 2004). Un 

enfant atteint d'une leucémie aiguë lyrnphoblastique a reçu une allogreffe non apparentée et a 

développé une GVHD de grade IV (foie et tube digestif). Les MSC allogéniques 

haploidentiques ont été isolées à partir de la mère de l'enfant. Deux doses successives de 

2x 1 06/kg puis de 1 x l  06/kg administrées par voie intra veineuse ont permis de faire disparaître 

la GVHD comme le montrait la normalisation de la bilirubine et la régression des diarrhées. 
haploidentiques ont été isolées à partir de la mère de I'enIant. Deux doses successives de 

2x 1 06/kg puis de 1 x l  06/kg administrées par voie intra veineuse ont permis de faire disparaître 

la GVHD comme le montrait la normalisation de la bilirubine et la régression des diarrhées. 

Cependant, 18 mois après l'injection de MSC, la GVHD a récidivé et le patient est décédé. La 

même équipe a publié une étude pilote avec 8 patients présentant des GVHD aiguës de grade 

II-IV résistantes aux corticoïdes traités avec une dose médiane de MSC de 1 106 MSC/kg 

(Ringden et al, 2006). Plusieurs conclusions peuvent être tirées de cette étude : l'absence 

d'effets secondaires après injection des MSC, l'absence de formation de tissus ectopiques, 

l'impact spectaculaire des MSC sur l'immunomodulation et la réparation du tissu intestinal 

chez 6 patients et du tissu hépatique chez 1 patient. Les auteurs concluent que les MSC ont 

une place dans le traitement de la GVHD aiguë cortico-résistante (Le Blanc et al, 2006). 



Un protocole national français sous l'égide de la SFGM-TC débute courant 2007 dans 

le traitement préventif de la GVHD aiguë. Il s'agit d'une étude prospective randomisée en 

double aveugle comparant l'administration de MSC allogéniques en prophylaxie de la GVHD 

au décours d'une allogreffe de CSH pour une hémopathie maligne en situation génoidentique 

ou phénoidentique (dans ce cas le donneur de MSC est un membre de la famille du receveur) 

versus placebo. L'objectif de cette étude est de comparer le taux de GVHD aiguë de grade 

supérieur ou égal à II après allogreffe de CSH avec MSC ou sans MSC (bras de référence). Il 

est attendu une réduction du taux de GVH aiguë de grade supérieur ou égal à II de 25% entre 

le bras avec MSC et le bras sans MSC. 

II- Les Lymphocytes T régulateurs 

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont une sous population spécialisée de 

lymphocytes T qui a pour rôle de supprimer l'activation des autres cellules du système 

immunitaire et de maintenir ainsi l'homéostasie du système immunitaire. Ils ont été décrits 

pour al première fois en 1983 (Nakamura et al, 1983). Parmi les Tregs, on distingue plusieurs 

sous populations : les Tregs naturels et les Tregs inductibles. 

Les Tregs naturels apparaissent lors du développement thymique et sont CD4+ CD25+. Il 

semble que l'activation des Tregs naturels soit dépendante des spécificités antigéniques. Les 

résultats obtenus in vitro suggèrent que l'effet des Tregs naturels sur les lymphocytes T 

effecteurs s'exerce par le biais d'un contact cellule - cellule (interaction CTLA4-CD80lCD86 

par exemple) mais également par le biais de sécrétion de cytokines comme le TGF p 1 (Pausi 

et al, 2004 et Nakamura et al, 2001). Le facteur de transcription, qui joue un rôle fondamental 

dans le développement et la fonction de Tregs naturels, est FoxP3. 

Les Tregs inductibles sont produits en périphérie probablement pour arrêter la réponse 

immunitaire lorsque l'élément pathogène a été éliminé et pour éviter la survenue d'une auto- 

immunité. Leur génération est dépendante de facteurs périphériques comme la nature et le 
Les lregs inauctipies sont proauits en penpnene proDapiement pour arreter ia reponse 

immunitaire lorsque l'élément pathogène a été éliminé et pour éviter la survenue d'une auto- 

immunité. Leur génération est dépendante de facteurs périphériques comme la nature et le 

degré de maturation de I'APC, la présence de cytokines comme le TGF P et la présence de 

faibles doses d'antigène. Il existe au moins deux populations de Tregs inductibles : les Th3 

qui exercent leur effet suppresseur par sécrétion de TGFP et les Trl qui sécrètent de l'IL1 O en 

grande quantité. Les Tregs inductibles fonctionnent de façon indépendante des interactions 

cellulaires et exercent leur action suppressive par le biais de la sécrétion de cytokines (IL10 et 

TGFP). 



L'effet immunosuppresseur des Tregs en fait un outil extrêmement intéressant pour la 

régulation de la GVHD. En effet, il a pu être montré sur des modèles animaux que 

l'administration de Tregs permettait de contrôler la GVHD sans inhiber l'effet GVL. Une 

étude a été réalisée chez des patients atteints de GVHD aiguë montrant une corrélation inverse 

entre l'expression de FoxP3 et la gravité de la GVHD : l'expression du mRNA de Fox P3 

était non détectable chez les patients atteints de GVHD de grade III-IV, significativement 

réduite (2 fois moins) chez les patients atteints de GVHD de grade 1-11 que chez les patients 

ne présentant pas de GVHD (Hess et al, 2006). L'analyse séquentielle des lymphocytes du 

sang périphérique de patients atteints de GVHD aiguë évoluant vers une GVHD chronique 

révélait une diminution nette de l'expression de FoxP3 lorsque la GVHD était active et un 

retour à une expression normale après résolution de la GVHD. De plus, la normalisation de 

l'expression de FoxP3 coïncidait avec le développement de cellules T de novo, comme le 

montre l'analyse des TRECs. En conclusion, ces Tregs seraient des nouveaux émigrants 

thymiques et joueraient un rôle crucial dans la prévention de la GVHD aiguë. En revanche, 

des résultats très contradictoires ont été publiés sur le rôle des Tregs dans la GVHD 

chronique. 

Des techniques d'expansion in vitro des Tregs se développent et plusieurs groupes initient des 

essais cliniques (Bluestone, 2005). Par exemple, l'équipe de Blazar propose un essai clinique 

utilisant des Tregs naturels après expansion ex vivo avec des anticorps monoclonaux anti-CD3 

et anti-CD28 en présence d'IL2. Ces Tregs sont CO-injectés au moment de l'allogreffe de 

CSH. Le succès de cette approche résiderait dans la fréquence élevée de précurseurs de Tregs 

naturels spécifiques d'alloantigènes dans la population polyclonale de Tregs, qui représente 

10% de la population totale. Cet essai est actuellement en cours. Une autre approche consiste 

à utiliser les Tregs inductibles Trl.  En effet, il a pu être montré chez des patients allogreffés 

en situation partiellement compatible pour SCID et ne présentant pas de GVHD en l'absence 
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en situation partiellement compatible pour SCID et ne présentant pas de GVHD en l'absence 

de tout traitement immunosuppresseur, que des taux élevés d'IL10 étaient retrouvés dans le 

sang périphérique. De plus, une proportion importante des lymphocytes T dérivés du donneur 

qui étaient spécifiques des antigènes HLA du receveur produisait des taux élevés d'IL10 

(Bachetta et al, 1994 ; Baker et al, 1999). L'équipe de Roncarolo s'intéresse plus 

particulièrement à induire in vitro la production de Trl capables de produire de l'IL1 O et du 

TGFP, de faibles taux d'IFNy, pas d'IL2 ni d'IL4 et exerçant une action suppressive sur les 

réponses T par l'intermédiaire de l'IL10 et du TGFP. La production de ces cellules Trl peut 

être obtenue par l'utilisation de stimulations répétées de cellules T CD4+ naïves isolées du 

sang périphérique par des cellules dendritiques immatures. Ces cellules dendritiques, dites 



tolérogènes ont un phénotype immature particulier, caractérisé par une haute expression de 

CD45RB, induit par l'IL10 et sécrètent elles-mêmes des taux élevés d'IL10. Elles sont 

capables d'induire la génération de cellules Trl spécifiques d'antigène, à la fois in vivo et in 

vitro (Wakkach et al, 2003). 

Il semble que les Tregs aient un rôle important à jouer dans la prévention et/ou le 

traitement de la GVHD aiguë, comme le montrent les résultats obtenus dans les études pré- 

cliniques. Cependant, il reste encore plusieurs points à éclaircir ou à confirmer, notamment, la 

population la plus appropriée de lymphocytes Tregs à utiliser, l'impact de l'utilisation des 

Tregs sur la reconstitution immunitaire et sur l'effet GVL et le nombre de cellules à utiliser 

afin d'obtenir un effet clinique durable. 



CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 



Ce travail a permis de montrer dans le contexte de 3 déficits de l'immunité cellulaire, 

ce que les développements récents de la thérapie cellulaire ont permis d'apporter en terme de 

bénéfice dans le traitement de ces pathologies. Ces progrès thérapeutiques sont également liés 

à une meilleure maîtrise des caractéristiques des déficits immunitaires et de leurs 

complications. 

Nous avons illustré dans ce travail que les complications majeures des greffes de 

cellules allogéniques étaient la GVHD et les infections post-greffes liées à 

l'immunodépression des patients et que les efforts se concentraient actuellement sur le 

développement de stratégies de prévention de la GVHD préservant le capital anti-infectieux 

du greffon. Cependant, un grand nombre de patients ne développent pas de GVHD ni 

d'infection après allogreffe de CSH. De plus, parmi les patients qui présentent une 

augmentation d'une charge virale, tous ne nécessitent pas un traitement curatif; en effet, 

certains seront suffisamment immunocompétents pour maîtriser l'infection. Il est de ce fait 

indispensable de connaître parfaitement l'état immunitaire des patients après allogreffes de 

CSH afin de ne leur administrer le traitement médicamenteux ou de Thérapie cellulaire 

(lymphocytes T cytotoxiques anti-infectieux par exemple) que si nécessaire. 

Ainsi, un monitoring régulier des principales charges virales et fongiques avec des 

techniques performantes de Biologie moléculaire, lorsqu'elles existent, doit être réalisé chez 

tous les patients après allogreffe de CSH. Parallèlement, un suivi de la reconstitution 

immunitaire cellulaire quantitatif et fonctionnel doit être réalisé. Des études complémentaires 

de la réponse immunitaire fonctionnelle spécifique d'agents pathogènes viraux (EBV, CMV, 

ou ADV par exemple) ou fongiques (aspergillus) par technique ELISPOT par exemple, 

peuvent être proposées lorsqu'une augmentation de la charge virale est constatée sur deux 

prélèvement successifs. 

Il apparaît ici clairement qu'une structure forte d'Immunologie cellulaire se donnant 
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Il apparaît ici clairement qu'une structure forte d'Immunologie cellulaire se donnant 

les moyens de développer des tests spécifiques pour le diagnostic des déficits immunitaires et 

disposant d'outils permettant de contribuer en temps réel à l'étude de la reconstitution 

immunitaire spécifique est une des clés de voûte d'une structure impliquée dans la prise en 

charge et le traitement des déficits immunitaires héréditaires. Cette structure émerge au CHU 

de Nancy, notamment dans le cadre de 1'UTCT. 

De plus, l'intégration de cette structure dans un réseau national de laboratoires 

impliqués dans les mêmes thématiques permet d'optimiser le travail de chacun. Ce réseau 

national voit actuellement le jour dans le cadre du CEREDIH (Centre de Référence des 



Déficits Immunitaires Héréditaires) sous la responsabilité du Pr Alain Fischer et permettra de 

parvenir plus rapidement au diagnostic de déficit immunitaire. 

La création d'un réseau similaire de laboratoires travaillant à l'étude de la 

reconstitution immunitaire après allogreffe de CSH serait également bénéfique. Ce dernier 

pourrait d'ailleurs être intégré au CEREDIH puisque dans la majorité des cas, ce sont les 

mêmes laboratoires qui sont impliqués dans ces deux thématiques. 
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ANNEXES 



ARTICLE 7: 

Frequency of thrombocytopenia and large platelets correlate neither with conotruncal cardiac 
anomalies nor imrnunologic features in chromosome 22q11.2 deletion syndrome 

Latger Cannard V. Bensoussan D, Gregoire MJ., Marcon F., Cloez JL., Leheup B., Jonveaux 
P., Lecompte T., Bordigoni P. 

European Journal of Pediatrics, 2004, 163:327-328. 

Dans le cadre d'une étude prospective réalisée à l'initiative du Dr Latger Cannard du Service 

d'Hématologie Biologique du CHU de Nancy et à laquelle nous avons collaboré, nous avons 

analysé sur une période de 4 ans les paramètres plaquettaires, les anomalies cardiaques et les 

réponses immunitaires de 34 patients avec une délétion 22q11.2. L'exploration de l'immunité 

cellulaire a été réalisée au sein de I'UTCT. 

Nous avons pu observer la présence d'une thrombopénie chez 35 % des patients et la 

présence de macroplaquettes chez 82% des patients comme cela avait précédemment été 

rapporté. Cependant, aucune corrélation n'a pu être montrée entre la thrombopénie ou les 

macroplaquettes et les anomalies cardiaques ou les anomalies immunitaires. 

Nous concluons que l'exploration d'une macrothrombopénie devrait inclure une étude 

moléculaire à la recherche d'une délétion 22q11.2. 



FREQUENCY OF THROMBOCYTOPENIA AND LARGE PLATELETS CORRELATE 

NEITHER WITH CONOTRUNCAL CARDUC ANOMALIES NOR ZMMUNOLOGIC 
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We report thrombocytopenia and large platelets in 34 patients with 22q11.2 deletion 

syndrome. Our report demonstrates the absence of wrrelation between platelet abnormalities 

and other phenotypic features such as conotruncal cardiac anomalies or immunodeficiency. 

The 22q11.2 deletion syndrome includes a wide spectrum of clinical anomalies, 

among which are dysmorphic facies, velopharyngeal insufficiency with or without an overt 

cleft, speach delay, hypoparathyroidism, conotruncal cardiac anomalies and 

immunodeficiency. 

In this prospective study, we analyzed, over a period of 4 years, platelet parameters, 

cardiac anomalies and immunologic features in 34 patients with a 22q11.2 deletion (median 

age : 5 years, age range : one month-24 years, 25Fl9M). 

Platelet wunts (H2 ~ e c h n i c o n ~ ,  Bayer) indicated thrombocytopenia (platelet count < 

150 x 1 0 ~ 1 ~ )  in 35% (13134) of the patients and large platelets (mean platelet volume, MPV > 

10 fL and median MPV to 10.6 fi,) were found in 82% (28134). A strong negative correlation 

between the MPV and the platelet count was noted (correlation coefficient -0.78). These 

platelet findings were not associated with bleeding tendencies, even during heart surgery. 

Macrothrombocytopenia in patients with 22q11 deletion constitutes now a well defined 

feature of the wide spectrum of this syndrome. This link has been first suggested in 1995 by 

Budarf et al. with a case of Bernard-Soulier syndrome due to a mutation on one chromosome 

feature of the wide spectrum of this syndrome. This link has been first suggested in 1995 by 

Budarf et al. with a case of Bernard-Soulier syndrome due to a mutation on one chromosome 

and the typical chromosome 22q11.2 deletion on the other chromosome (4), and was then 

reported in 1997 by Ryan et al. (5). The gene had been mappen in the critical deletion region 

of del 22qll by Carlson et al in 1997(1). Our results are according to Van Geet study (7) 

which found in 38 patients with velocardiofacial syndrome, an increased platelet size (median 

MPV to 10.5 fL) with a strong negative correlation (-0.58) between the MPV and platelet 



count. Then, Lawrence et al. suggested that the haploinsufficiency of GPibP, related to 

hemizigous deletion, may lead to macrothrombocytopenia (4). Finally, Kato et al. recently 

confirmed hemizygosity for GPIbP by FISH analysis (3). The authors demonstrated that 

phenotype of patients with 22q11 deletion syndrome, such as large platelets, 

thrombocytopenia and slightly impaired platelet agglutination to ristocetin, is associated with 

the decreased membrane expression of GPlbP protein due to hemizygosity. 

Associations between the frequency of platelet abnormalities and conotruncal cardiac 

anomalies or immunodefïciency findings were sought in this patient population. 

Ninety one % (3 1/34) of the population had an identifiable cardiac anomaly. Table Ia 

shows the absence of correlation between thrombocytopenia or large platelets and any 

specific cardiac anomaly. Platelet abnormalities were also found in case of normal heart. 

These results suggest that conotruncal heart anomalies do not contribute to thrombocytopenia 

according to Kato et a1 (3). 

Immunological evaluation was realized according to the scoring systern described by 

Sullivan et al. (6). Among the patients, 91% (31134) demonstrated immunocompromise of 

some type (impaired cellular or humoral immunity or both). As illustrated in table Ib, the 

frequency or severity of each category of immunocompromise were according to Sullivan 

results (6) and were not correlate with platelet abnormalities. 

Thir ctiiciv l ~ a r l c  tn r n n c i d ~ r  r h r n m n c n m ~  7 7 n  1 1 .  d ~ l ~ t i n n  c v n d r n m ~  ac a  n e w  ~ t i n l n o v  
results (6) and were not correlate with platelet abnormalities. 

This study leads to consider chromosome 22ql. 1 deletion syndrome as a new etiology 

of hereditary giant platelet disorder. In Our opinion, exploration of unexplained hereditary 

macrothrombocytopenia should include a molecular study. This study also demonstrates the 

lack of correlation between platelet abnormalities and conotruncal cardiac anomalies or 

immune dysfunction. Consequently, each patient with a deletion of chromosome 22q11.2 

should be completely evaluated for both platelet and immunodeficiency. 
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LEGENDES 

Table 1 : Correlation between platelet abnormalities (thrombocytopenia, large platelets) and 

cardiac anomalies (a) or immunologie findings (b). 



Patients with 
22ql1 deletion 

(n = 34) 

Thrombocytopenia 

I I 

* Includes pulmonary atresia, aortic bicuspidia. 

Truncus 
Arteriosus 
(n = 2; 6%) 

Large platelets 
(n=28) 

Table Ia 

1 (50%) 

1 (50%) 

Tetralogy 
of Fallot 

(n = 5; 15%) 

2 (40%) 

Patients with 22q11 
deletion 
(n = 34) 

Large platelets 25 (89%) 
(n=28) 

Atrial septal 
Defect 

(n = 3; 9%) 

1 (33%) 

4 (80%) 

Thrombocytopenia 
(n= 1 3) 

Table Ib 

Ventricular 
septal defect 

(n = 12; 35%) 

3 (1 00%) 

Impaired T ce11 
production 

(n = 28; 82%) 

11 (39%) 

Other* 

(n = 10; 29%) 

Interrupted 
aortic arch 

(n = 9; 26%) 

Normal heart 

(n = 4; 12%) 

Impaired T ce11 
function 

(n = 10; 29%) 

Impaired humoral 
function 

(n = 6; 18%) 

Severity score 2 2 

(n = 11; 32%) 

Normal 

(n = 3; 9%) 



DEUX ARTICLES COLLABORATIFS SUR UN AUTRE DEFICIT 
IMMUNITAIRE: LE WHIM Syndrome 

ARTICLE 8: 

The WHIM syndrome shows a peculiar dysgranulopoiesis myelokathexis 

V. Latger Cannard, D. Bensoussan, P. Bordigoni 

British Journal of Haematology, 2006, 132 ( 9 , 6 6 9  

ARTICLE 9: 

WHIM syndromes with different genetic anomalies are accounted for by impaired CXCR4 
desensitization to CXCL12 

K. Balabanian, B. Lagane, JL. Pablos, L. Laurent, T. Planchenault, O. Verola, C. Lebbe, D. 
Kerob, A. Dupuy, O. Hermine, JF. Nicolas, V. Latger-Cannard, D. Bensoussan, P. Bordigoni, 
F. Baleux, F. Le Deist, JL. Virelizier, F. Aranzana-Seisdedos and F. Bachelerie . 

Le WHIM syndrome est un déficit immunitaire rare caractérisé par la présence de 

verrues (Karts), d'une hypogammaglobulinémie (H), d'infections (1) et d'une myélokathexie 

(M). Nous avons diagnostiqué tardivement ce syndrome chez un patient de 17 ans présentant 

depuis l'enfance des infections du tractus respiratoire, des infections herpétiques, des verrues 

depuis l'age de 6 ans, d'abord sur les mains puis s'étendant sur les bras, les jambes et les 

pieds. Le patient a présenté très précocément une pancytopénie. L'observation du 

myélogramme a permis de mettre en évidence la myélokathexie caractérisée par une grande 

quantité de polynucléaires neutrophiles de morphologie particulière. L'exploration 

immunologique a montré un déficit immunitaire T et B avec d'une part une réponse cellulaire 

faible vis-à-vis des antigènes vaccinaux et d'autre part une hypogammaglobulinémie. Un 

immunologique a montré un déficit immunitaire T et B avec d'une part une réponse cellulaire 

faible vis-à-vis des antigènes vaccinaux et d'autre part une hypogammaglobulinémie. Un 

traitement par gammaglobulines et Neupogen a permis de diminuer le taux d'infections et 

d'augmenter le taux de polynucléaires neutrophiles. 

Chez ce patient, le diagnostic a pu être posé par l'observation attentive du 

myélogramme. La myélokathexie et surtout la morphologie caractéristique des polynucléaires 

ont conduit les cytologistes à proposer ce diagnostic. L'article 8 rapporte le cas clinique ainsi 

que les perturbations biologiques associées et se focalise sur les caractéristiques de 

l'observation du myélogramme. 



Du matériel biologique de ce patient a été envoyé à l'équipe de F. Bachelerie à 

l'Institut Pasteur, à la demande de F.Arenzana, afin que soit recherchée la cause moléculaire 

de ce WHIM syndrome. Peu de temps auparavant, il avait été montré que le WHIM syndrome 

était associé à une mutation autosomique dominante sur le gène de CXCR4 (récepteur de la 

chémokine CXCL12 ou SDFI). Cependant, aucune mutation sur le gène de CXCR4 n'a été 

retrouvée chez ce patient. De plus, aucun autre membre de la famille (fratrie ou parents) n'est 

atteint d'un WHIM syndrome. L'ensemble des études fonctionnelles rapportées dans l'article 

9 ont conduit les auteurs à montrer que le récepteur CXCR4 ne s'intemalise que très peu en 

réponse à CXCL12. L'altération de l'intemalisation suggère l'existence d'une protéine mutée 

ou « down régulée n restreinte à l'axe CXCL12lCXCR4. L'activation soutenue de CXCR4 

observée dans les polynucléaires de patients WHIM bloque la sortie des neutrophiles matures 

de la MO. Ce mécanisme peut certainement expliquer la myélokathexie. Les auteurs 

suggèrent qu'un traitement par un antagoniste de CXCR4 (médicament prochainement 

commercialisé pour la mobilisation des CSH) devrait permettre de remonter le taux de 

polynucléaires neutrophiles circulants et de diminuer ainsi les infections bactériennes. 



The W HlM syndrome shows a peculiar dysgranulopoiesis: 
myelokathexis 

A 17-ycm-»Ld brrr hul kcn bmn ai iem aher an uruvrniful 
prclpmrq io mmcunwyimm porcnu. Hb siblinp a d  
par- m e  wlL He bi aperimrd numeruus uppf 
irspiraiory trm infcctù~nï since binh, whrh had aurd 
p u l r n ~ ~ ~ w  a&-tasia r w r i q  surgicd remmai of iht 
aClrc.ir<i Inbc. H t  h d  suflrrrci rmirreni hrrpetic pr&ucal 
inktlun. WULF h d  appmred on his han& a~ 6 )ru. Irl agc 
uid urirntkil ~ ' Y l d y  ID ihc eikms. umk @ kaar  a d  
k L .  

Pawpuprw ~ . a r  hrd rlnïumeiilcrl ai the a& OJ 1 munlfi. 
h'hiic bkuri c d  munis v ~ n l  from 1 9 io 3 9  x IO'/I *ih 
miimphil cwnu ut 0 4 - 2  8 x 10'11. l'hem wuf nu cyclic 
p a i i m  of ncuirupcni*. IIh hrmugkibin w n c a i i r a i ~ n  rangcd 
b a m n  I O  md 12 a d  ihr pkirkl r t w i  mu 17- 

127 x lo9fl. B h J  m r s  A d  abrw?nnal mikuphül wih 
cwiilrracd mdci conndnl by bq, nringy h n m .  The 
bunc m m o w  wes h ~ e U u I o r  wiih an iricrr~crl pnrponion 
of rnaiwc myirlMi1 cclb (Icfi). Many rirutniphils hpd biw 
menid nurki with &nlr pyknu<Ù iok, cunwctnl by brig 
&ilrm+nis M r i g  tu b i w c  lumis, such as 'q+e~çs' ur 
'chva Inif ( righi). Orc~riondly, t h  filunoils w r c  Iwàinl 
of rnniwe myeloiil cclb (Cfi). Mrny rirutniphils hpd biw 
menid nurki wiih &ns p y k m k  iok, cunnrtnl by brig 
& m i s  hür ig  iu b i w c  lumis, such as 'q+eanS ur 

'chwa Inif ( righi). Orclsiondly, these filunoils m Iwàinl 
uuund tuh o i k r .  Sumc cusinophib s h u d  cpqAmsrnic 
vawiltion Nu signihiii murphuhgiirrl abnurmdik w r r  
u k r d  m ihc o i k  ceU l i q a  Wu acid and viomiii Biz 
k L  mrc nunnd. 

Immunulagtpl mwdigaiiun shumrl avor rumbincd 
immun&*. h r h  B- and T-ceil subpopiiuiuns w r r  
rn3ucnl puiinJPriy UN* T ccb. T-rd mptinau io vxcinr 
iuitigns m e  r n d m e l y  a I M d  Chbal hypugamrmglubu- 

lirisrrnia was d i s e 4  ( 1 6  < 6 NI ;  numd kvcb d I&2 rnû 
16~31. No amibodies iu k u c w y a  or plptcks w m  drvad  
unl lurptyp maiph ms mrnnl. 

Mariihly i r a i m i  wiih gamrnagkibulinc uwl tilpasiim was 
iiuln*rl w h  the child was 7 p r s  uf qc, pducing a 
subacquni d- ui l e  raie rit inlrctions and an i m c d  
neutruphil wuni (> l  ri 10'/1?. The p t h i  pr-ai the hill 
spçftrum ul fmciinlp k r i b n i  in Lhc WtUM syndnwm, a m e  
i r n m u n i & ~ ~  &tdnirr  dunr(&d by wrb ,  hyp- 
p r n i g l a b u i i m i a .  inZrriiom ancl m ~ k t h a i b  MyvU- 
athcns œchundrrid by a pruht~cd rckniiun olnruiwphüs 
in Ihc bonc marmw cornpiranrni W n g  tu nelumpmip. 
rkpik hypcrpiuia d tune m u w  myclud ccllr, a d  
iLrgrnrtnke charuge in mairrrc neliiruphib The &rrvaiY>n 
al h s e  murphuk@c fcatura w~ sinrnlFfy sqps~ ive  ol  
y r ~ x ù  arrl is hrlpful in ihr d&w& oI WHIM 
qndmm. ntir qniromc is d by B e  mïdunni cd a 
chrmokin Mpiur p c ,  Lrvlig io pra<luc~ion of the muiani 
CXCM pruicin ihar cnuss &normal apuposis and migratory 
funaiun. thughi  io k irhied io ik cause ul chrunir - 
chrmokin Mpiur m e ,  W n g  io praJuciiun ul the muiani 
CXCM pruicin ihar causes &normal apupwis ud migriior~. 
funaiun, thughi  io k &id IO ik cauc ul chrunir 

iciwopcnk. 
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WrHI.h,l syndroines with ditYei-ent getietic momdics are aacr;.o~~iited for hy iti-ipaird 
CXCR4 dcxnsitimtion to CXCLI 2 
Kari Badsrbanlan Bernard Lagans, JosB Luis Pablce, Lyslann Lwrarn. TMarr)i Planinchenau#, Ollvlar Verola. Coleste Lobbe, Oalphtne Korob. 
Alrun Dupiy,  Olivier Hernilns* Jean-François Nicoias. Wonme LaQer-Cannard Danlele Bensousson Pierre BonJigoni. Française Beileux, 
Çrançolse Le Dei&, Jenn-Louls Virellzlai. Fwancb Arenzana-Selskdos, and F r a n p b  BElchelene 

The WHlM syndrome is ai rare Imnuiode- 
tlciency dirorder chamcterbod by w a r k  
hypogammaglobulinemla, inhetions. and 
myekk.th9nls. Domlnmt hoterraygous 
mutations d the gonoencuiing CXCRA a 
G-protrln-coupled receptor ~ 4 t h  a u ~ q u e  
ligand, CXCL12. have bcen auodnted 
wltfi lhls p a t h o w .  We 6tudlrd patients 
b e l q i n g  to 3 dflerent pedgm.  Tino 
dbling. hherltod a CXCR4 mutalion cm- 
coding O novd C-tennlnally truncstod re- 
wptor. TWO mrehwd patbnîswero foind 
to h r  a wtid-typo CXCC14 opam readng 
hm Circulablng lymphoeyi4s m d  neu- 

lmphïs fran dl paiients displplsyod dmi- 
lar luiciionil sltemüons oi CXCR4meül- 
d d  mqwnsas toahired by 0 marùod 
onhancament of Ggrotein4ep&cint re- 
gp~1ses. 'fhb phemmwion miles on the 
tetractofiness ot CXCR4 to be b a h  dasen- 
tdttzed m d  lntanalirad In respmo to 
CXCLI 2. ThwMoro, the aberrant dysfuic- 

of the CXCR.knodknedsignathg con. 
gl'rtutes a cornnon bklogic tmk af WHM 
syndromes wlth dff& causattve ge- 
notic anomalles. Responms ho &or chc 
md<lnoa,twmelyCCL4, CCL5, ARd CCL21. 
wero prosaived. suggesbtinglhat. in dlni- 

al tamis aMcaiated with a wild-type 
CXCR4 open rordng trame, the g~neiic 
m i y  mighl h g o t  an ciftodor dth  
romo d<igree oi wiocüvitytor Vie CXCL12J 
CXCM axb. We propose that me sus- 
talnod CXCR4 ectlvity In patient colls ac- 
counts for the Immune-hematdogic 
c i i n h i  manifostattons and the pmïwïon 
of W&S ~ h s r ~ ~ : l ) r ( O t l ~  of the W I M  sW- 
drorne. (%M. 1005;105:2449-2467) 

Introduction 

The CSC chetnuklne Wamnl dl-&rrved factor 1 (SDF-Ir 
CXCL 121' is the soie aatural Ugand for cXCR~." a broadiy 
e x p s e d  O-proteh-ampled cecepm [GPCR) The unique. nnn- 
~omiscuous intemct4on ktwm CXCJ-1 ? andCXCR1 is criacally 
Involvad i n  the orlyuiopenesis ad e numher of phylogeneücdly 
cü.mt animal xpeaesdii in addition 3-wli Igmphnpolalr and 

iiwrow (Bhi) inyalopoleds are mpulated by the CXCL I Y 
CXCRJ sxts dufiin& embryogenwi.: 'z-'' In pcislnzitai Iifc. rlie 
CXCL 1 X X C R 4  couplz mntrolh the EN homtng of CD34' mils 
and lyrnplioc)te tr.2ftickinp 15-1"&sides the wguiatlon o f  homm 
utncic pro~~ses .  CXCR4 has bwii Implicatd m iha dectelopment or 
i n fec t i ou~~ '~  and tnlktmmotwy d i s ~ w s  45 %el1 as Inrncu nletazta- 
sts'03 RecsnUy. knhoribd heteroqpm autoromsi dommmi 
mutdtinos af the ï-XcCR4 gene. which result in the truncation of the 
~whoxvl-termmiis (C-tail) of the mcqxur. %ere toulld to br 
iissouated u ith the WHlM syndrome L4 Thls rare rmmunodzfi- 
dmy d1sexe L'> chilra~teîil~d by d i m n a t r d  hum= papillnma- 
virus (WV&induct.d wahs. h y p ~ ~ o b i i l i ~ ~ e m Ü i ~  reciirrent 
bacterial iofm~fnas. ami myeJokatliexis. a funn oï rreutiqenia 

wuc ia ted  wilh abrtclp-mal rermt~cm of rnetnre neutrophil* in the 
BM 23-27 PaEients ~ T i h  WHIM ASCI exhlbit a marked T-cen 1)m- 
phopnia The diwrder i ~ f  clinically and g n e t i d l y  iw&rn.ge 
meuss ance hypqimrillgiobul~nemia and uerrucods wera ab 
Gent ln wiiw crne.r.19 and i ~ v l d u a l s  with iscrlared mplfjhU~exi% 
were fuuod tu Lw: wild type ikr the CXCRQ piie 3 Hawwer, the! 

alteseci n i m ~ i n  acmuiiting for the piathogenals of the WHlM 
yndrome no1 a s d a r e d  ru CXCR4 inutauans remdns unknown 
Heîe we provide orlpid evidmce that rndi%idunls u i t h  L I I C U ~ I -  

pktkte in tuIl clltrical formu cd the WHIM sy~ictro~ne. and c q m p  
~+%ther a niutnted a ri wild-type CXCRloperk reading fnmc ( O W .  

biolo@c manumaliesrapthp CXCRI-depen3ent signaùng 

Patients, materials, and methods 

htienrr P l  and Pz ( p d i g m  1. 41 and 38 yrruv dd. m ~ c r i ~ d y r .  P.? 
ipcdqrcc IL 43 yan old). aad patient PJ fpcdigrrc In. 13 r+*us oldi 

From the Unit4 d'lmmunolcgie Virale. Institiii Pasteur. Peim. Franoe: the lJnitA 
de Chinii Oiganque hrtM P-, Pa&. F p  cha &rvicio de RamWokgle. 
U n i d  de IrivanlgaciOn. Hmpb l  12 de Oc tub ,  bkdrid. W i n :  the Servce 
dAnatornie Pathologique. HBpital Saint.Lou<s. Paris, France; th# S e ~ i c e  de 
Dermaioloyie. Hdpi i l  Saintbuis, Paris. France; the Centte NaBonai de ia 
R w b h e  âcientlque Unita M i  da Recheiche 8147. Hephl N r z k  Paris. 
Fiares th. Inpthit N d h n m l  da l m  h m ? &  srt da la Rarharrhm Mddi~al* 
Frum the Unit4 d'lmmunolcgie ' f i le. I n a i i i  Pasteur. Perm. Frenoe:the UnitA 
de Chinii Oiganque h&M P-. Peiie. F p  the &Nici0 de RatnMdcgle. 
U n i d  de kivanlgaciOn. Hœpbl 12 de Oc tub ,  bkdrid. W i n :  the Servw 
dAnetornie Pathologique. HBpital Saint-Lou=. Paris, France; th# SewCe de 
DermatolmJie. Hdpi i l  Saintbuis, Pwis. France; the Centte NaBonai de ia 
Rwtmche âcientlque Unita M i  & Recheiche 8147, H6phl Nrzkx. Paris. 
France: the Inethi Naîbnal de la S a n s  et da la Recherch~ MBdicaie 
(INSERM) U5M. U n k m b  Claude Bernard et H œ p ~ w  CMts de Lyon. Lyon, 
France; th2 Seillke d'H61mtBbgie Binbgique, Centre Ho~pibahR-Uni\<atzitaire 
6 Nancy. bndosuvre-Les.Nanq, France; lhe %rv& da Thérapie Celubila 
a T i i ,  Oem HgspibakiUnikdaim & PJamy. %d~eulnel&wy 
Francs; the Unité de Trensplantaticm WuIlaim. C a b  Hœptalo- 
Universitaire de Nancy, bndoeuvre-Les*lancy. France; and the Laboretoire 
dlmmunulngie PBdietriqua. M p k l  Necker-Entanm htaladeo, Pitia. France. 
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!Fignrr IA) displayal clinicol L&ums tk WHIhl sydromc. Ljirïuni- 
naicd. culancous waascauscd bycommm scmtyprsoC~\'nrrcchservrd 
in 4 ppnhenis. uïth mal ~d gcniial condylomata in poticoh PL. P?,. and 
P7. S p m d c .  y ~ i d  infcciioos by hcipcl v i i x s  wcrc observml inpticnis 
PI nmi P3. Baccrial infectionî of the rcsk-ufiuot). trac1 wre frcqiicni in al1 
puticnts a d  cnusd  pulrnannry e t c l s u &  in patient Pd. rcquinng rucgiod 
rcuiovd of thc airnird lobe. Patient5 Pl sM] P2 the typiçal pnttcm 
of i<olated myclokuthcxis in Bhf hiqsics. A nmilnr putnm was fnund in 
p k n t s  P? and P?. Indced. hi%tolayic ana l - i r  of BM p w d  in hoih 
patiena tbc p~cscnœ ohdysgnnulnpoirsis wiih inorrscd m m  of manui: 
mutrophil~ erhibiiiug h~ypcrccgmcnral nockus dwrriclcrinic d rny 
clolvthcxis Like in pniicnts Pl a.nd Pz. no dyrlynphc~prlicuis or dphcrnn- 
aspoirsis wew observecl in paticnt.~ P3 nnù P4. All ~ h r  piticnr-. shcwxi n 
niaikcd lcukopcnia (< 2 r IrPn) dTccring bnih B- and T a l l  suhpwula- 
iidiis. rn paniculw the C M +  T-CCII suhsa. In patient m. lyrnphwyic 
innntingmaidàncdbclow 0.4 X IOoL rvhilcinpaticcit PJ il w% -lady 
hclow n.2 X IQYL. in  patient P3. (-1D14+ monwyieïi w m  not daccod. 

Pif 

Prafouixl acuimpxia (.i: 0.4 x IWL! was obscsrrd in p i n &  PI and PZ 
and was lesspronouncd inpaiicnis P3 and P1: 1 x l ( P n o ~  zlightly k l o w  
for patient W. while in p ~ c a  P? ii willstcd Iiiciwcn 1.1 x I V  and 
l b  :K lfR%. G l A d  hypogammafl~bulincniid \ v a  o b s c ~ e r l  in p ~ i t n i r  P l  
!< 3 g/I..). P 2 f i  h @L, n m u l  lcvcls ofimmunogl&ulin C I  llgGl]:i. nnd 
P4 (< 6 g . k  nornial levcls i$ igG1 und ifG31. Fnrpiient M. y-globuiin 
vdws nrrc  in ihc low limiis of rhc oonnd mgc. Pairnt Pl displaycd n 
madiai vlicnna ~ ~ ~ ~ b i n : ~ :  X O k . 1  ami dmnùxq~qmis (c: 50 x IWI.1. 
Mild nomimqnc. nonnochromic. nunregcncrniive arcmia. nn3 t b r o r n k -  
topema W ~ K  O ~ J V V ~  in pticnrs P2. P'3. d P1. T-wll rcspnses to 
VW&C srnigens vcm p r c m c d  in psrtcnis PI .  P1. and P3 wd moderwly 
aflh-tcd i n  putjeni P4. k n l ~ h q  h i o d  dmor volu.nicen wcrc rnriichd fnr 
agc and scn 2nd u s d  ns contml subjccts. Pcripherai hlocd mononuclcar 
ccJ l~  ~PBMCÏI and pulyniorphonuclcir neurrophds CPMNs! m r c  iwilacd 
hnn hcpuin-trcaterl blnüd i<lanplc6 usin* Ficoll-Paquc P l u n  (Amcnharn 
Biosci<:rrcs. llppsde Swcden) dcnsiiy gradient centrifugation an pmvi- 
ously dcscrikd."'The local clhicu cvrnmi~er appmved this rtudy. and dl 
sutjccts p v c  infmndçuiircni fmiliir invcstipation. 

Toul mcîscngcr RNA% o x t r x t d  (RNcsy kic QIAiXN Scicnccn, Coun- 
akuf .  Frnncc) fmm frcshly paticni-isalacd PBMCs arrc r ~ ~ c r v  t m -  
rcnhd Biy*mipt:  BD BiosWlïiœs C I o ~ ~ c c h .  P& A h a  CA) by cxicn- 
riun ni dipldl7 prirning using a "iernplrv-swiich" (TS) primer 
5'-AAGC.4GTGGTAn'AACmAGAÇ;rK[T]2ïiVN-3' " S~ihnequcni 
amplification of oli.pdT primcd c m . ) \  was pcrformd by polynumrr 
çliriio rcaaioii tPCR: r4dvantagc il pl: BD Bioxicnccs Clonimhr (40 
c y l e s  nt Q 5 T  Sw 30 scci~nds und 68°C Far 3 minuas) mine w i k -  
a C R 4  I~msnj Y - A G T f f i C C A C C G C ~ f f i . M C - 3 '  d ad= 
Y-KMAMTK.iL9c'-AAWMTA.4AAATTG-?' prinicm. Addition- 
ally. a ?*-sirpt-tit mpLJ .mplificaiion of' CXCRB cDNA ends" was 
p c d o m d  risinr; spccific CYCUB f o w d  primer anil TS-PCR revem 
pririurr. Dcmbloamiid r e q u c w i ~  uf' ampli bcriiiriri pnzJucrs was p i -  
fu imd tu. ai Icabt. a CSold rcdu~id~ncy ty plinut ri ulkiiig. 

CXCR4 construck? and oxpmdon 

Thc nnnr-cnse muwinw TG,,& a d  TGIOISA (Figure 1 CI ~ i r r c  inimduccd 
i n  tlic CXR4 c ~ d i n g  rcpjon by W R  and cnnlirincd by seguerre iuialy+15. 

The CXCK4*'. CXCRIIm. a d  TXCK4"'J cDNr%s w r c  clnned into ihc 
p i ï ü P  ~ e c t o r  ïnl wn: txprcsscd follcwing a I c n u v i n l - k d  mnvgy): in 
PBMCs fmn>m h l t h y  iaCviJuds x t i ï a c d  (::- WYO$ CD25' hlartd Tcclls! 
with phpnhrmagglutinia rPHAi 1 pghi) d 20 @IL intcrlcuhn-? 
!IL2 P.pwTcch. R d y  Hill. ND or in ihc CYCR4ncgativr A0.01 T-~vll 
Ifmm Dr HTiL. Centre d'lmn~undogic de Lumin?. (.mille. Fraocc) and 
Chincsc h s i c r  rnwy iCH(3) csll lincr IATCC. R-sL~~l lc .  MD). For smm 
cxp~r in ienr  die 'f7-GFP-CXCRJ*I cDNA Ikiiidly pn)vid~A by Dr G 
G n i b c k ~  IPBSKNRS, Touluusc. F~mcel. cLuiid ~ n i o  thç pcDNA3 plus- 
&. wsr uzd.  WC c ~ r r a l l c d  thai & funaionlng cd tbe rcsulling CXCRJM 
chimpa sas wild-typ-lia. Thcse CXCRJm shi~irras wax wcprcswd 
Collnwing Ilic cdauni  phosphrilc-IJNAcizpxxipitaCton nxihcxl in CXCR4w1- 
CU CXCRl"'h.prcasing CHO cclls w simoltancously with CXCRF' cv 
CXCR4'"'3 uring thc .miaxa Nuckai'rctor tc&nhnciir>gy (Cologne. fixrnmyi 
in PBMCs h m  liculthy iixr\.iduds. Expcriiirnu w c n  pcdormd 36 Iiourr 
da. wsr, dza :  WC cCUl&uca LadE m ruhcuon~nf C( me rcsuiung C.ZCK+-- 

chimcpa sas wild-rypc-lia. Thcse CXCRIm shi~irras wax e-.prcswd 
following Ilic calciuni ph-phrilc-DNAroprmipitaCton mc~hod Li (. XCR4w1- 
cc CXCR4"~~cxprcrsing CHO cclls or simultancnusly with CXCR4M nr 
CXCR4lÜi3 urirg thc .u~iaui Nucbai'rctor tcchncilr>gy (Ci~lognc. ûc~rnmyi  
tu PBMCs fivm liculthy iixr\.iduds. Expcr i i i rn~~ w c n  pcdormd 36 Iiourr 
a h  unnsfcct ion imd 1 5 houn aficr nuclao~wiion. 

Rgure 1. -sis of the CXCW ORF in psi- vrifh WHHI. (8 P a i i m P l  erd 
Pz fpdim 1) i n w d  the diieascaunhaled hapl-hiln hair lacher. W i t  FmcuOd Of chemd<'nb -rs 

. - 
[ ~ m  pahern ji.im hwnpessing a c~~~~ -G suwtuhn, ambndicr tuiAh1 i.fn>ni Beclcni Dickiiwwii iinless s ~ i t i c d ! :  Cm3 tclr~nc 
iixitsoon wae datecbd iri m e n t  B. kit ~ a l  show8 tnr mm. PS h s  aqkdent SKSJ. CDS iclone 09. I 1 md donc 53-6:7: Ininiun~tcch. Bcckmm-Coultcr. 
CXCRi &NA niM-t~e aeqianœ (CS In h a  amino ffiid mqumce of h* CXCRd b S 4 e .  Fni ia i .  CD3 ~clnnc M-A251). CM (clmc IZPn-TA). CSC'R? 
Gtail, br mum6m i ~ m r e d  in patients Pl anl P2 i ~ c w  a nuneen= codon 12G5). CCRj (clunc 7D7!. and ~ h c  rai anli-hunun a'-7 Lshm 
~ u n d u l i n a d ) i n ~ d S e r - s s a m s ~ - o ; i 6 1 r ~ n R j W H I ~ ~ ' m  3D12j. o f  mou= antj-T?-TaU mAb (NovaSn; 
is shcmn.a (CI) C d  e w k e  axpressiai of CYCR4 in CDS--gated P B W  ttom ne4 
p e l i s n É a d e i n d e ~ t h w ~ - i l e c e i m m d t y O m , ~ y  Bioricnccx. Darmstndi. Grrmnny) WB ia.walcd nriog the %conda? 
die p ~ . ~ ~ , ~ g n h s d  r2G5 fampy or imwe hiemnrmsp phyc.mi?<ihnn (PE)-con~ugntcd goai airti-nioubc F(ah'jl Ah (Dnko. 
mrn~donelrntikdy(mah)~ Glnntnip. Dcnmnrk). 
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aiii$. hlinncnpolis. MN3. nr f»t 75 minuter w h  lui nbl phidal 
12-~nynsiac I?-accintc (PMA. Sigma Chc~nical St L>ui>. h10, 4ficr 1 
w ~ s h  ri1 r idic Jyc~nc b u E r  (pH = 2 71. Icvriî d rcccptor -11 surforr Results 
cxprcrsion wcrr dcannmcd using thr caircspondng PLcunjuptcd mAk 
donc inA0.01 T-ocIl ad CHOcell lines. or in combination wùh flaoirrceni Pati** wm syndromP prœrma gonaicbm-@Y 

mAbr rpaci6c Cor Tscll sniigns ICJI1. CDS. and CD4 in PBhiCs. fnIheCXcR410ai8 

Backgmnd iluaresccnce v8aa craluaiad using the c e m s ~ n d ~ y  PE- 
coojugaid. imnunoglahJin-isotypc conud niiib, No meplor micrndi.m- 
uun w u  Eound wh-nccUs wre incubaida 4°C in h c p r c n c n c c d h g ~ .  
Reccpiurerprcssian in sirniulatcd cclk wnscdculoid us follows. (imcpwr 
gcumaric mem Buorcsccnce inicnsity [MFI] of trralcrl ueUscroi'i.ynor 
gcomctric hm niunstimuhtcd ciIlsi x ICU.1UOLP ~orrebyniid to meptor 
cxprcisinn a the airlacc of cclls incubed in maiiiim alonc. 

Chtnin.txiz i i ; i s  pr i ' v~md using s'Transwcll o.isoyP1 upon induction 
with chemokincs. Bricfly, 3 X IO' ~ c l b  in 150 fil. RFTvII m d i i m  supplc 
mnted u,uh 20 mM HEPES ~ N - 2 - h ~ ~ r i h ~ p p c r u i n e e W - 2 i t h ~ ~ % u I -  
Fnnic ocid1 u>îl 1% humn AR s m m  wcrc &d ta h upp« cbamhrol n 

6 . C m  &-ter. 5-pm popoic poiycdmnntc Traasurll cul ai^^ inirn. ‘nit 
~ m c  media pL.) wiL oruithaui cùcmokinc wre placcd io the l m u  
rharnkr. GhcnirilJxis promdcd for ? hmrs at 3FC in bumidi6cd air uiih 
5% C h ,  C Z L I  2 .  macrophgc iufimistni-y p i e i n  1 B (MW- ll3KYSL4 
ifmin Dr F BxkuxI and rcgulared m actiwriun normal T cxpwssed und 
*ccrcied (RANTES1;CCIS (Sigrnui .aîn u s d  a~ 30 oh4 ruid CCL? I ut 10 
rJf. AMD?100 (AomMED. Lunpky. Cmdd was uxd ai 1 d4 io inbitii 
CXCR4-dc~iendau signalinp. The fractinn of cclls migraring ncmsr hc 
pol~arbunatc mcmhnn: was caluilalcrl as FolInus: ([hurnkr nî' mllo 
migrering io ~hr Lc>u*er chambcr in e..pnnl;c ta chcmukioci - inumkr oi' 
cells migaiing ! ~ ~ n t w c a i ~ l y ! ] !  numkr ~ l f  çdls ndkd in fhc uppcr 
chamhir ar Lbe &tail ol rh: r s i a y  ] >- 100 

Aain polymcnm3un asaa>, wcrc pcrfnrmed as descr~bcd~ u u q  
CXCLI? u 30 nhi and CCL2 l ai Sn d g  lorrnceUular F-xictrn cmieai uaa 
m m c d  in iixçd œlls usi~lp the Bumsœin irrnbiocyanatc tFfK!-labclcd 
phalloidio nd wis apnwd os Ic.lluws: tMI.7 &r addifiun d c h m ~ k i n c  I 
M.Fl k f m i c  addilion ol' chcmokinc) r: 100. MF1 valucs ascszed bchrr. 
addition of ligand uScrc arhiirarilq sçi u i  10(Y;b. 

W-2O-Tcclls (.AïCC) \+tir tniiriently tnin.&c~cd usin:: &pl ioylhak 
calcium mthod wuh CIiYCR4-kriwd cDNAs. C ~ d c  mcmhancn h m  

moonj *as dmmincd aith ihc &phPd Pnsm ~+iwarc (GnphP;wl 
Sefi wnre. Sm Dicgo, CA) usiog nonlincar irgrcxsjoo appiid IO n Npmcudnl 
dore-rcwnsc madd. 

Hi.topn(hologic studiw 

Wan a d  cunûylama Oiopies Inmi pahcnis PI and P2 (4 iadcpcndcni 
.amplni and 4 paricnn withnui QI'HIM werc c+taincd. Biopiicx fmm 

Hi.tops(hologic studiw 

Wan ud codjlamr h u p ~ c h  Irtm pnticnt.; PI and M (-4 indcpcndcni 
ilrnplnj and 4 p.mcnn withnui WIlIM acre c+tnincd Biopic* tmm 
hdihi.  skia, a ncin-HPV-rclatcd prnlifcnui~~ lcsion inchorrhwc kcnions). 
2 epidcrmoid carcinom, and tnflommatoq %lin Icucms ituiencnur liipus 
and d ~ o r n p s i m ~  wrr rrudied in pualkl Zmmunahtsbnchcnnst~ WLG 

j~rfomxd in w i i n - e m l d x k d  scaioas LS pirviwsly dc~crihcd.'~ u i ag  
tbc anù-CXCL12 (c4onc Kl5C. w 2 1  isaypc ig) iUï1 nnti-CXCRJ Iclon: 
6HS.IgGl ioatyp IgimAbx. Bindingofmiibwas delecicd b:iimmtioaper- 
uxidnsc s t a i~ng  using da~ninnhnzidoc (DA9 3 su bumtc. ~ r x l  srciioiu 
wcrc subiqwcnilg counicrstiincd in Gill hcmarcuylin. Cnntru! SCCU~JCB 

atcrc similttrly pm-cd with irucyymatchcd riiouu LG .wid of 
jnininq mAh. lmnpcs crbtuiird ni1 a Zeiss Axioplun 2 nucrur.;pc 
tCarl Zciss. fcna Gcrmrny) cquippcJ wih s i d a r d  opic oticctivcs r i  hc  
injiciud mugnific.pitms (I?Ptiu X,  qxrturrs 0.3-1.4) aad w r c  diirïrly 
dgjialiicd u4n.g a SpiRT CC0 cnmcrn md Swii 4.0.4 ïnfiw8atr (Diagnoç 
hc Inçuumcnts. S t m l i ~  Hcjghe. MI). 

t%k identitied that the sibltnpe PI and P7 who mhmted ihc 
nutosornal durninmt haplntype &oin theIr tafier ( F i g u ~ s  I A), c q  
a iuuiatron in the CXCR4 ORF. A ç d I o g  to fenent rqmk.~" tiuv 
p m t n a l  k . ierozypus mutntlm (Rpm 1B. n e  panet) lends io a 
pmtiarl delebon of the CXCRl C'-hl I W H T A ~ ~ ~ ' ~ :  Figure ICI 
PabeN nt lnkr$ted the milmomnl dominml tiaplotypz frum kr 
talher whdepcltient P 1  i\ the lourlh cWld cd healthy. n o n m s n n p i n -  
eau> psrentsand might constituti! a rporadic W.% of Uir: syudronie 
{Fipure IAi In both ptientb P3 and P4. 1 singb CXC'RI cDNA 
piwiuct was arup1,lifieâ usin$ the 3'-.jbep-oil mpid amplificabcm 
teduiology, aMi Lis sayuence wsû fnunù In be wtld type as 
illunraied for p h w t  P3 in Fiwe 1B flet3 panel) These 2 
pedigrees %%se calltd "'Cr'HIMUn' in r e fe~nw M the rrbxnce of 
mutdusin in the CXCRJ ORF We found that the 1eve.i~ of CXC-4 
c e U  suitace exprc.*iion cm WHIhIP lymphu~ytes were wnilar ta 
{hast? &twtad eithex un W I L o L 3  or c o n m l  o i m  (Figuie ID\. 
This m i t  1s suggesuve of a nnrmnl production and stabillt! d 
CXCR3 mRNA rn &'HIhI* Il ymphocyrb, Funairmal siudles uere 
w x t  set up ta învebti@e CXCLl2-imiuad signaling in WHllLIM 
and ~ f i L h 4 ~ O ~ ~  lyrnpkcyta 

lmpalrad CXCLI%induced Intstncilimtion of CXCR4 ln 
lymphocytes (rom patients 4th WHlM 

On rtw W s  of the r equhmen t  of the t-tnil  mtegrrly fur C X C R 4  
i n i m u l ~ ~ a t i a n  U37m WC ~cuhILTi1 lhat U'HIM-nssocinted C-lail 
t runakd  reeepton ( C X C R 4 a )  n~lght be impaired in tAar abtlit) tr> 
Ix incerndimd in rzyx>nse Io CXCLII  Tlie~efore. interndlirsu~m 
d CXCR4 in rexponse to C X C l I 2  was mvesttgated m ctr:ir<niiatrrq 
T iynipbwytes fmm kalthy mbjects and patientb Pl and P- To 
s s s  CSCR4 cell surface expewion follow~ng CXCLIS st~rnula- 
bon. cells uere aa6hw.i III acidic truffer This permithl u.r io 
remove C X C t l l  bounel Io CXCR? h t t  uould ~uirnpte ffor the 
hnding of tlie mAb IZGS Io the second mtrawlliilaf I m p  ot 
CXCR$7'm9 and, themore. w i i ld  r n d  cBetlbion of C X C R l  
(Fipurz ;2Al R'e fiKlDd that. in sharp mmi to te l ls  from hûilthy 
subjeas (Figure '?A. left panel). the tnternalization of CXCR? 
inmiceci c i t h a  by CXCLII  nr PMAii1 T Iyiqhocytez. frorii pauerils 
P l  ;Figure 2A. right pand)  m d  pl was markdly h p a i r e d  (Figure 

$&Id %fOSt%M&bt?iL 4 w H i % r f h 4 n & & 7  
subjear (Figure 2A. left panel). the tnteraali2aclm of CXCR? 
i nmicd  w t h a  bp CXCLI 2 m PMA i n  T lymphocytes fmrii pauents 
P l  !Flgure2A. ri@ panel) and K? wns marlcedly Jmpaired (Figure 
2Bi Tim~c0ufS.e o n a l y ~ l s  of L " X C L l l , p r n ~ ~ d  CX(3R4 dnan- 
mod~ilatim indic.'~ted tiiûi the rmd%inl intemnllzalim in C M - -  
g a t d  T Iymphocyles f m  p u e M s  was rieiayed mlolive ta contral 
*Ils (Frpuw 32') SImik rewR6 \*ere obiamed m CDS'-i~atd T 
cet13 trlaca oot bhowni 

To nuthemicate the uiiis!Ave iuile pldved by the CXCK4 
rniitauuns rn the irnpniftd e ~ d q t o r i i s  of the r empo i s  n e  
e ~ p w d  eiVler CXCR4wl or rhe CXCR4n1 r e p t o i x  (CXCUJTW' 
or C X C R I ~ ~ +  h the MAI T-=II I~ IWS h t  do mt a p r e ~  CXCR~ 
er in I y a i w y t e s  frvm W t h y  donms $igure  ZDJ In A@ 51 T 
cells. w r m u l t s  mûirate: ümt a e  CXCR1m receptors were Piwhled 
lo undrrga e n d q t a u s  in respons? 10 CXCLl2 or PkIA wli~le 
@XCRSn' ww. a.. expc ted  extemivciy tnternoltzed (Flgiire I D  
kft pidi  EXprwsion of C-SCRJm in Iy rnphoq te~  fm henlchy 
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(onrol, Mi p a n d ) ~  WHIM1("' P l  (iuhtpeino. CXCRdleveb ruereasscd uwng he 1 2 G 5 k q w  hagram@ or~so(ypeconbd(CTRL. gny hakg-) m*b. (8) 
CXCIL ceil sulace ex~reawun m Cm- aaPed T cel, Ira PBMCsof WWM'O'S mbmw P i  (Hl enj Pi ili or hbelhv srkscts (7) ' P i  06 nrd"P - 006mmosred m(h 

suhcecrp<asrion inA0 O1 T w l b  (IriIpnnal,oiPBh(Co h m  healw i n ~ u r t a l o { n ~ i l ~ n n d l  nonlrwioducd \Ni) o<<nrudvedrnh(he indceLd CACR4,nafn rrcocpan 
- - 1rd-m -CXcL12 B, -PMA In untrrrited AD 01 T d l a  the aeomebic M n  of CXCRF. CXLRdnW ard CXCR<'m'ibceptors nela 3& 36, and* r s s ~ b v a l y  Uaiysts 
in PBMCewaeassmasd in Cm'-gnPed T d l s ,  'P.; .05md "P.: .005~ompamd ed GEXGR4"'~xpreezinpAOCARl Tcelis or mth NTTlymp4xcytes, Rsailts, espressdes 
p r w n k g e  d unûeutffl aille, are lm 8 ndependsm expmiments (meen z SEM) [&Bt a hom i repreamfativs ri<penrnern of 2 IC;). (Q CeII miface abprwaim ot 
T 7 C F P G K W  in CXGRdsl or CXCR4'"' CHO celb eitk vibeaied (dei @ut, W) 81 t W  wim W(CC1P [hm). 0 indcaw CKCXCRdq 1 OtCRar'J. In uncread 
CHO celis, üm *ornesic MFi d CXCRd" GFP-Igete @, Q(CRJ'~" GFP- Igete B), C m n  GFP- &te 4, and CXRdaa OFF- (geu Cl) uare r7, w, as. ard 61, 
mspocüveb. Expesim of T7-GFPMW9 6 mugliy cgereble  ntien m?x+presssd wiîh CYJ.Xdm:(geom.(iic MF1 - lm, gate E) or eXCR4m3($eonrcbie MF1 - 
gaie F). AndySs ot CXGLl2-pnroW rempmr endacyRDeir waa psifoimed in h e  c d  g a b  ddned eaili m h s  l e m .  Rpsurs (mamn SEM) am mprseenmtive of 2 
datemindmsardare nxprmardas pèrosnlags ofunmsmedcalis. (F) Cdl su&cexpxsicm ofRGFPGXCR4min W=5'-gtdTcelEe b m  PBMCs d a  heelthy irrJMdual 
DaMead with GXCR4"or CXCiW"~reruuit e i l h e r u n t M  (dut pM, ~ipper penel)ortraatad wh C m 1 2  or PMA(bar penel). O indcatns C m * ;  i, CXCRdi"! In 
untmcueij CDd--@lad T cdb, me g m  MF1 of CXCRd in gaIesk. 8, C. and D ware 1% 210, em, and m, ren8prdiuekyhi. Eiqmmim oi TT-DFPCXCW is roiigHy 
ompmble  when coaxpwBed nith CXCR~"'(geomeDic Mfl - - 2 ,  gate E! or CXCRI'~'~ (grometnc MF1 - W ,  geie 0. Anai~Ms of CXCL.12- u PMA-pronwnrd raoepar 
mdxpsw *-as pdwmed incrll giab deiinedabow. R~uiltssre frum 1 repraeenkh aqenrneniaf 2 ardarcr expmsled a&pacen<age of uniraaW cela. 

suhjeczs 45 dwxii  m Flyure 25. riL$( p m l  CXCLi1- and 
PMA-indumi enùwytod% of reorpmn wew found to br inipairecl 
in nelis t r m i r d u d  wlth CXCa-11013 (Figu~! ÎD right ppaaell ancl 
C X C R ~ ' ~ O '  fdàlû no1 shown). %bile Uir.y reinainad &xewved 111 
mtransduced or CXCR4"- l rmsduwd IymphoqTes Their  hnd- 
ing$ s h o w  that exprebskm of CXCR4m 111 T celh it.picldum tlw 
=CR? dyshinctions obusved in WHIMm leukocyies, l'hts sug- 
p s t s  t l i e  funciional p t e ~ ~ l c n c e  of the mutant CXCR4 receptor @ver 
iLc wild-type c<iunterpwtr( h Icukoc~qes 

\Sk thm invegfigated whether Uus phencimeann m e t  be 
anributed Io the prrtdominanl exprzssion of the nwtant CXCR.1 
recepioi at the cen surface uf WHIhfrn kukucytel We st&I) 
e x p s w d  u~ CHO c e b .  which lack endopnaus =CR4 cxyres 
&tau eithm Ç X C R I w l  o c . e X C ~ - i ~ " ' ~  reolpturs failoumg a Ia1W iral- 
h w d  suawgy Thes ceOs uere @n t i luuht iy v;urjïaned with a 
placmid çncodinp T7-CFF-CXrXIw TT and p n  flucirtMY<wt 

~$~&8E?rn %E6Zix~Y~gn"~~f&ap:i~? 
sici& ettha C X C R C '  oc C ' X C R ~ ] ~ ' ~  remplors roilowmg a 1a1i.n irai 
L w e d  ruab-gy Thur  NUI were Lkn tia-liy vapsiaçted wiih ;i 
placmid çncodinp T7-GFP-CXfRIw TT and p n  RucirtMY<wt 
p~ulteui WFP) tags f u ~ d  ar the rempar N-w-mlmis of th15 chmefa 
rZmptur permlttd us la dtsiinguish ~ e l ~ i v e l y  CXCRIW rxpres 
sinil when il cce\icts wlth C X C R ~ ~ ~ ' ~  (Fi~ure 3) 

Suuilinp uf the Ta-Tog rewuled that iht? c e I l  mr fm rxpewduii 
of the CXCR4w1 çhimma was not altered when c m x p r a ~ d  with 
the mutntecI C X C R - ~ ~ ~ ' ~ ~  reçpptm (GFPt gated ce116 in Figure LE. 
p t m  E and F) Consrneiy. we conLni1lP.d thai unta@ CXCXJw' 
and CXCR-Zioi' disphyed simtlar 041-surface expression m the 
p r e m c e  01 the chirn~a (OFPC-ga.ated cells in Fipurs 35. gateï C 
and D) Howe\.t-r we f ~ u i i d  thül the CXCR-i" c h i m m  rwfpz~f 
Izecamc; wfracmq tu CXCLlZiriducçcl mtrmrilm'tlcm w b e s  corx- 
pi~tied wilh OCCRIiO" C@re 2 E ,  l o w r  FI). SlrnUw e x p n -  
nwnts prtarmed ilring P B M B  f r m  healthy eirbjiens, cceap~-eh% 
ing &tex n u c l e c p u n o  the CrXCRI" chimera wlth either 

C X C R ~ ~ O ' ~  CXCR4Xt jio a 1:l raüo). are shown in Figure 2F. 
Expfession leveis of thc CSCRIM chimera in Cm'-gatedTcells 
w a e  m p h l y  conipmahle whw m-rprïrs.wd with C"XCRIT" (uppc~  
panel. gale E i nr CXCRJLoi3 ( u p p r  pand. gaW F I  Again. we foiund 
thal CXCR41n13 expression i~npaireù L 2 C R r l W 1  chiniara e n d o c p  

sis in resI.wise tu both CXCL12 and PMA(F@re-F. tower pliüll). 
Chvmalll. thes fifiridings Iùghly suggea Illa the tuactional preva- 
bmce of CXCRJ'"~ we speculated in WHIhPm leukoqlos c m o t  
be amibu id  te ils xc-tunulnLL~m at the wl l  s u m e .  Rather. aur 
rewlts makç it likely thai CXCR410i3 alter6 the fiincticning crf the 
wild-type rzceptur by rneans uf a trûnsdmnham-negalivs rffcct. 

nie mst investigated whether the abarant prtttrrn af CXCR4 
esdoqtosis: relates .~peci&ally ro rhe pmence of a inincaid 
CXCR4  or or sxteads tu l eukwyta  h m  a\YHIMwl pakat. 
F i g u ~  3A-B illustrates tk efecrivr: CÈ;CLl2-prmmd CXCRJ 
intcmalizarfw in CM"-gatcd T cells f r m  patients P3 acid P1. In 
r n  rrae d u.9~ r~ar l ihr  'nrpmsl'7s-d a f 1 ~  Ph4 trwatnwnt m 
eoaocytosis reyates speçimaIy to &e przsewe oS a tn incxd  
CXCR4 r e w p a r  or axteadv to leukwyles fm m aWHiIvfw' palerit. 
F i p ~  3A-B illusmtes i1w iirifecrivr: CXCLl2-prmmd CXCR-2 
intcmalizarfw in CM*-gated T cells f r m  patients P3 acid P1. In 
canaan. CXÇR4 was readily h-ktanalized &ter Pl@. trertnwnt. 3s 

ohserved in 1-iphccyles from healthy imiividuals. including the 
prmts of patient P4 (Figure 38) .  We also noti~xd that C C E I  
CFiSu'P: 3B) and CCW ( d m  nclt d~mrij ofTicieiiily ~vanicried 
intemnlizalion d the chtirnckii r w e p t m  CCR7 and C m .  
respeaively. m hoth pal im F4 nn<f conml celk. Additionaily. in 
skin fihmbl~sLs fram patlent P.7 wilh UWMw, we found that 
CXCR1 w s  refmciory to CXCL i 2-prarnnted intaaalimtfon but 
rernaincd fully sensitive Io PMA stimubtinn (data not sh~tvn l ,  
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R p m  3 Dete&e C X R 4  irprerndhBtion end <LaesnoitizaUan In W H W  
lyniphocytrs. (Ml CXCLt2- and CXCRd inbomaliisliîn in a'- 
ge&d T cela fnni ~ M * ~  PB iAj and Pd (8) and traalhy tu%& ( ? ?  and 
@an1 Pd's mntirr 5 and latK.r W. (8) CCLZi prommd GCFV andcqmw in 
CW-gated T cdla h m  fhe patiarfl PA a d  heal~hy nubject~ ir s h m  Wuas. 
svpegsd ah percïniag, d um~nulaled &la. are hnm 3independam v i m e n i s  
(mm t SEM). 'P .c 0 5  W r e d  w i h  h e m  aubjmtd. (CD-) Q(CLlr?-~tggatod 
ecdn pdymanzation in CD4.gawd T I_ynphwy~ h m  bWlM ps4ienta P3 (C. la( 
peneo and P4 i U ) d  heelthyind'kidwls ~rmlpnüent  PXs d r  &and hIherC'j. 
Panel C [iighq shoiwr Idnab of &n pdymenasPOn fdlu*ing GGL2i siirrdation. 
CBlinoindicais hsmdthe8hmhIka The norlb displayed ere hum 1 mprwenta- 
iiva expanmeni de. 

thai precludes a protrscted mpl ing  of the stimulated ~ e ç e p m  to 
Mcraüiniciric Oap-y pmuins. To ahires this issue. uh: masumi 
pnlymzrizatian cd aa ln  monnmm; d o  Fauin fihmenia. a re- 
sponse indlcarive uf receptor-cigendciiL Epmtein mivnUmi?'~u 
III cantrol C m '  -palad T lymphncytes. n rapid and tmi5ienl dse of 
F-actin wss ohwrved f i e r  tk first sTlmulrtlm with CXCLII but 
no respenx &r the second stimulation. indicaiin8 lbnt dedu- 
.mion M wcurred ( F i g w  3C-D, qw synibohl. By conmt. in 
CJlli-gatedT lymphocytes frm Wï-iMmpat i~ ls  F3 ((Fipure?C, 
Btt pcuirl, mj and P4 (Fisure 30. ml, acrin polyinaiution \%\..ris 

pmtrwted after Ihe fird ~tirnulntîon 141th CXCL12. ad a rtse tiaa.\ 

nlsa ohseneci afkr the second stirnulaOon H o u ~ \ e r .  the m=,pt*e 
Io CCL21 was similar in c~lntrnl and piirimt ~ 1 1 s  (Figure ?Cl 
Slrnilar rzouLts tsaere a m n e d  tn CDS'-@d T cdls (&ta aot 
shownt Ilegardiap the WHIht'OLS pedrgree. we alw &manstrsteP1 
thai CXCRJ dewnutizalilion wüs impureci in holli a'- and 
CDgC-gxed T 1) inphocytm frorii yaUenb P i  a n d  P? iFi.yre 14 
.), Additlonnlly this functioml anamly aas alsu w~denced $11 

CXCR1-neptibe T-wll l h e s  ur cuntrul T lymphocy%s expressmg 
the mutant CXCRJD recepturs fFlpure 4B. ldr and nphi panel% 
rzsgectively). 

The iamased magnitude cd CXCLIZpraiimted F-nctm p a k  
~*aved 111 al1 patient lymplincytes (PLguie~ 3C-D and 4A)  \+AS 
reprndumi harh iii A0 01 T-WH lmes uid in nornial T lymphocvtes 
expresitng CXCRP (Fipure 4%'1 niis finding migM reflert an 
maeanrd abilrty of W'HIh1-srsodamd CXCRJ lu activate Ti- 
proteins We thus dekeloped HEU-793T mil t i n s  expmsino; 
siniilai ariimii& of CXCR4" oi CXCRJm (Fi-gui% 41 to inlzsugate 
CXCLILinducrri activalloii of G - p u t e l i ~  b u g  a CiT-S bndilw 
a4s3yLa As showii iii  Fipu* 4C (beft p n e l i ,  Ihe half-müxinial 
effechve concentrations tor CXCLl2aere abaut half fnrCXCR4- 
thao for CXCRS~expressing mmhnnes. indicatmg tha the 
ligand I <  a more potent a - d s t  toward the uunaled than the 
wUd-iype rezeptar Addkucxaily ri m m  &lent activation of 
Ci-proreins by CXCR@ &as obxrvedeilher in the abenceor in the 
presLriice of CXCLl2 (Fipure 4C. ri@ aud l a t  paoeh, wqxx- 
fivelyj Tbus. the enhanced responsivejiess of WHIM-assomtRiI 
CXCR4 fo CXCI.12 is Itkc-1' ta be the wasquence ofnn impmbed 
ücrivalii(on nf reqm-assoaated G-promns 

ûrlranced CXCL12.promoCed chemotaxls d WHlM 
pationt l o r k o ~  

Suriaineci nywist-uduced û-praei&depndtm sipsltng and r-rn- 
yaired CXCR4 r l c r a w i t ~ t i m  predidal m&g~riitled e s p i v e n e b s  
of WHbf leukaiytes ta CXCL12 This paezibility was inves~ig~~tmi 
u s i q  a chen~@i&xlr wwq Leukocytcr fmm PiHIM" iFgiire 5X) 
and W H L ~ ~ ' ~ ' ~  @ r p u ~  5B) patients displayed a çIronger chernatac- 
tlc reqoose toward CXCLl2 mialive m conuol celis. This 
enhanced cell rnipr~hon ln respcme to CX'CX.12 warj nirslly 
inliihi1t.d bv (lie hpeçific CXCR4 m ~ ~ o n i b t  AMDî 100 (Figure 

*. t * 
Figure 1 lmpmred dmmçlbzrbon oi W ~ 0 a I t - d  . : ..* .( 170: 
CXCRSm rurplors. (qCXCLi2-amared@np)ynier- 1 .  130- r *  
imwnin Goa--gbted(lshpids) a d  CDd-geaed [rght , 
mnrM T &le from ~ ~ ~ " ' " o a h e n t s  PI hm m* OI 8. - -- 1 

E ' 7  1 - .  . 
10. I 

Figure 4. &rpnred deaendtizibon oi bunca id  
CXCRSm recrpa>rs (IUCXCL12-II wsred whn p)yni~)r- 
izewnin CQ(I--gbbsltlahpide) ard CDd--geaed (r@t , 
paneisj T œil6 (rom WlM'"'3 pahnts PI (bq m. O )  i?, 
e n d P Z ( b M C n i m y ~ ) c r h w n h ~ d m o r e ~ )  (0) 

&.Dl Tccb (lçdipenel)~ in CDd--pa(edTlymphqûs 
(righ wial) nontninsltumd (Mi) CT) UawmEed wl(h Iha 
indimIed CXCFid vananis fb. CXCAd*, Et CXCR4tq  

CXCRdiMy, E, NT) (A-0) ~ m a f e r e p ~ t a a v c o i . 3  
indemdenl % w n n m  (C) GTPr6 bindirra am@ P 

IavelsCXCW (ldtpmd, O; penaf, 3, CXCRI'o'Q 
~ r h p s n s l , B ; ~ t p e n d . ~ . o c ~ C R 4 1 m ~ ~  
iic MF1 (crthaebr@mena'med racapbra w r e  11.2.12.5, 
and 106, i.wpscOvelv). Mumbranw wem treexed hith 
fie indimd c6rcsnmi(ioraot CXCLl2ilahpanal)crleit 
utitnstd l1*1 mndl. Da(8 are mean 5 SEM d ~ D F  ~ - > -  , ~ 

. - .... 
-te d e m i ~ î b m .  &duoad ECsvvrilues d the g*pari. ' 
m t  d 5 inbendan iletaimireticne wrrp 13 nM hx (mm] .??O 4 s -T 4 s mn tom r m  
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5B. Irft panel) CCRS- m d  CCR7-depndeint mlpratiuns were 
ohsewsd to De in the sanie range for WHIM and cmtrol 
Icukocytes. 'Are ceproduced the exxerbaled CXCLI2-induced 
chanotaxis 01 WHlM leukocyus ui th AO 01 T eells expresJLncq 
CXCRlm (Figure 5C) As cornparrd with s ~ w m l s ,  CXCR4'- 
expressing A0.O 1 T celh displaged s t r n p r  mtgr;iiory re$ponse\ 
a1 low concentrahoos of ligand. indlcticingn higher effiçieury of 
CXCL 12 tnwafd these cells. 

As myel&athex~% ccolutinites a pmminent chnical rnûntteuta- 
iinn nf the syndrome. w t  aiso e ~ m i o e d  the wnsttrvity cil PMNs 
from W W w t  and \~HIhr f '~~ '  paüeats Io CXCLl2 SlmUa11y ISJ 

p t ~ n t  lynipt~~cyteb. PMNs drsplayed inipued CXCR4 &wn$iti- 
zaiion iFip~ hA.CI. nid a nidrkediy ioar.wd clieniomiu in 
reywiiie ta CXCLII (Wgure 6B.D) 

Expression md distribution of CXCL12 in warls 
ml condyîomaa h m  patbnta vriüi WHIM 

Tu gain Lnouldge on the relaticinship k tucen  th llack d 
CXCR4-siyi~aling attmiuntim and Llie prcrt~~~ion and perststence ot 
HPV lepions obslned LU pauenta wth WHIM. w t  investipaiçd the 
erpwssiou of CTXCLI2 tn wart and ( -~~dyIofna  ~ I L ~ C S  fiani thme 
piients CXCLI?, WC. nai deteaed in the epidermi~ of healtlir 
L~ci. .bt?nip~~ pmdifwative lesiom i s e b a i î  kzra\o&j. inflamma 
tory sktn leum. uc cpidermoid a m m a s  (FIguix 7A-DI In 
addition. nu CYCL12 staining %as ohsenwl In Ekm lesions 
induced Zr) herpes \'irus [ K a p i )  or p o s v h ~  &foPlurriun c o n t ~ g ? ~ ~ -  
mm: data m shuwn) Ia suüung wawst, 3 uf 4 snmples fmm 
patients Pl and pl. found to be p i t i s e  fru HPV limmwuxtaining 
&the wpside LI H W  proiein dam no1 shoun'i daphyed s t i a p  
C'XCL I Z imn~~~nmldnlng ia kerau~~ocyteb tTlgu~ e 7E-F) Siml- 

(ian pnsi,.)and PA (nghipanel,D) srdhaatthy~donsis (Q end ptiem ~ 4 %  mthsr 
and Bher m. Tmrvnigrarsdcdls immered inthe lowerct~mberirerec6uiMeJ 

ty flwv ~ytaneby widi gairig ai fornid and side seller lo e u e  delm8 erd 
mùcyh*a (BI Q(CL12-pomnedîhamm~isd PBMGshm WHIM*m~psliem Pl 
jlah pond, k3) ard P2 pend, Bi or healhy indwidwb (a. InhiiWn rA cd1 
mgniiia, byAMAMD3100addsdin bot! chembsbnrsandcham~$ij in rhspDrsr @ C W  
are s b n .  (C) b$aîlopanJent CXGL12.indiohl çhemotexb ot A0.01 T d l 6  

banîdiced wiai me mdcafed CXCW vsirruila (3. CXCR4"'; 8. CXCRJiV"; & 
CXCRdIM?. Paraml m o i  T d l  lin* waa cunsi~cmty unreapcriah'e W CXCLlP. 
( k C )  Reouks [mean = SEM) EU@ fmm S indepsndenl gpenments and ere 
wasaed as pefcanwe dinpuicolle hai migretcd tu l h ~  lowin.ct&. ' P  c .a6 
and "Ps .m5 mnpand uiik kulGOF@a irwn healthy subjeeta lu wih  WCWm- 
acpassirgA0m Tcclc. 

F i p e  6. Impairrd CXCR4 a p d i h g  in W M  Pmi. (qcj GXCLiMriggerad 
min pc(yrne<iselim in m.iga-cullured PMHs from WHIMm plient P4 'fi, .I or 
WHIMfOl'J patient Pe (C, O) compard wnh hom fran heelhy daMm (O end patient 
Pd-J m o h r  @]and Mer u). Reeults are fm i rapr-truc wpcriment of 8.  
(0,D) iSXCLie - idcd  chemows cd PMNs fiom piDlmte Pd (B. 4 end l% (D, .j 
,men compa~od ,ah horo d œil8 fmm heallhy domm (5, ard p.tien( P4's mlher 
mand fuherm. inhiiimof C X C L l Q - i n d  dimowkbysddi(ion ofAMD81m 
in Mbuirribssi68lrnm in p d  0, Reeub[meen r SEM) arefranl) indeparrknt 
eqsanmenb and are wpnrised a9 pe~zenggr, of input PMNs hni rnigmlad M the 
l o w  chember " P  .r .MEc~npared with PhiNe fmm haellhy aibjects. 

larly Io WHlhi HPV lesloris. kmtinwcyle% trum wrts of paatnts 
uilhout WHïh1 (4 .rrimpIen fmm 4 paiient~), fkee of cxricomifant 
mfections by ahm ptht%em. d s o  displayd mainly m the 
granula liiyer ~bundmi  CXCLI? expreuion (Figure 70-fi? The 
rrpiession pattwn of CXCL l ?  in the dermi& W.LS slinilar tu Lh.41 
preitoudy ob.~rved in hedth) and inflnmmaicq shili nnrl ulcludod 
blond vesse1 rndci(helic swal glai&. sràuaed fibrohlarits. ancl 
large m m u c k a r  Jenkocyie~ls~ . '~  In hoth RMïhf and 
WHIM HPV lenoos. I ibrobl~ts  zuid a fnrtion a mononuckw 
lirukoqtes wïth d~i l ld l i t~  ~~ll-ILkt! rnarp4wlogv rxpf~sbed atniii- 

dani CXCtlZ IFj'lpure 71-K) As preuiously repoad ta hraliliv 
a a d  iiiflan~matory skiu." CXCR4 wru. umf~ni ly  detead ui 
cpdenna) keratinocps. wbtheliurn. and infiltratlng ceil% m ail 
WHIM mi non-\IWM wart.. md condylomata rnpurr 7L). 
Abwncc cd Iaüng using 1@2a and I N 1  nonrdtvmt ismyps 
ctrnlruls suppotts L k  spaf rd ty  of stunmg fuc C'?(CL12 aiid 
CXCRI. respmvely (Figue 7I.ivlh.I) 

A b m w  of I&?üng using 1@2a and I@I nonrelrv&t ismype 
c@~lUols supj .ts lhe spmfidty d 8taining fur CXCL12 aiid 
CXCR4. RSp LI.I%'EI~ (Fivrti 7IM) 

Discussion 

Ou.c sludy shows t b i  piimry lyiq4wxytes md neuti-oplills fnjm 
individuals witb cliclical &ahires of the WHIM syxkonv! &are 
hiii@timl altemiions of C)r'CR-+-mediated respcmss. 'Xe provide 
miginil e . v i d m  that such ammalies da not nw6wrily d-nd cm 
the oaurnnce of 3 C-b-miilaily t n ~ ~ r a t e d  Yorm d CXCRJ. as Ihey 
.ut ais0 oliseiwd in WHIM l eukcqla  wrpre,&i1g a i l y  wild-type 
m C R 4  receptpt?trs. Raîadoflaesi of CXCRl Io be deseasitized and 
in-tmlkzed t o g ~  wilh Incre2lse?d CS-protehdepsient signal- 
ing in respom to CXCLIL are dwacfedstic Mologic mnnifesiâ- 
Ucms we found i n  al1 patiaw Ieukirytw. We propose! that the 



h -th4 (J) ud EMIM (10 d ~ n d  nononuc*r n#aar.t Csr adh #JW (6- r* 6.ndrik o d  mehdcgy t m t i a m j  w ~ h w n  ~ J - K ,  
CXCRJ inirni6rr;sltiiriino rd Va'HI1.f a611 .Jrrmi.; nt~d +vidiiini3 Ci The sain- sv+:irnwi nnr sirnilailu c.i.:.;cs%d *iUi b i C 1  1~.3lso~-ni~t.:h-6 . ? V ~ W  Lti '1.1, vn.3iraI 

risuliiiip. rihnorinally u\L-ii1edCXCR.J x i i v i t -  in N'HIM ly& 
cyiei: aiid muLmphiln nuplil ~~ for Ille peculiar :isso&tioo of 
1' mphopsiiia ned mycl&riihzx is a i ih iIiQ geneik dha-ckf. 

Apcirii.;t-induced GPCR inierii<iliz:ilim miles on phas- 
p l i ~ q l a i o n  a ik C-tail !bel h tuni pPmoles bindirrg af &ar- 
r c ~ r i n s t o p h q h q k e d  n n ~ ~ ~ . ~ A i x o ~ I @ J y .  CXCR4 &ami- 
in th &pnds ai C-(ail SerIlW nsidiiea ihra am phogphylared 
iri ~sponse  Lo PMn and CXCLlZ via min Laue C (PKC) or 
G-prareic-cwpkd rerrpior ldnases IGMs~.~ ThlFS removal al 
~ e r % ? & ' ~  md %+'TT@' couples and in C-ta% 
i runnoid CXCi<4d Is ükely Io be rwpaaslbk for ihe impaid 
eadocyrmk ot lbcst mpm in PlrHIM lyminphocyis. Yet. ihr 
residuai niar@ m d q h t s  olCXCR4- upan Ilpand s~lniutrlion 
L ould k ercainted for by the p r e m d  and Serm ~ddues .a  

E c i q c  expmslon d c X C R ~ ~ ~ ' ~  T ~ 1 1 s  q m i u œ r  qualiui- 
tiït.1- :uld quPaliutiuely the CXCR4 dyrfunctionc. o b J t m d  in 
WHIh.lio1' leukoqtes This flnduip pirksdirrcie\~i&m for ilie 
eudagic role of LBP C-iail-iruncnrrd C S C R l  il114 .shngiy su- 
a pcvPlmce of Lbe m p m  CXCR4 f u i i - r i~~ i ing  mer &a! d ihe 
wiid-iype mepior. CXCRl is knowo to ~ p ~ i i i : n ~ ~  ~nbmaIiw 
rt hi@ maes. Mth a marpinal pan beiq reqckd ai ik ceil 

7ïm. as a Arrr assrimption. sr speculsied thai iht 
defn i l i  of CXCWiU1"0 be inieradizd ~ w s e  ils pdaninnnce a l  
ihe pplama membrane. Huwever. OUI m u k s  uith rhc T7-GFP- 
CX&-~" dm rmptor (Figure 35-F) chellmge thin p ~ b i ü i @  
aserpresirm d CXCR4lmjdow noi affect nrU rurioce expruilfoa 
~ ~ C X C R J ~  ZSKI vice versa ~ i q m m m e  i40 c h ~ y  ~ G ~ ~ t r a l e  
thnr CXCR4'OLP a l t m  ~k funciionhg CS ru nSlM-type m~ 
in a t insdominant-nepive mariner Tbffe Rndinps p I d e  clues 
--ii rlir niol~.c iil.ir int'chmsms !hi mount fm rkc funcilanal &leci 
n e  icpt r i  in 'AT31hl1"'l l enlrocy~~ tfgt cnrry hctemqgaus mura- 
b m  ol CXCRd II k knoi i  il ihil C X f R 4  famr conYilutive 
d\gomerra" Slnnlarlt ii i< lihel\ th41 c X C B J " " K X C K ~ ~  

we ipptzri in 'AT31hliqi3 Iciik :.te> i l i l  cnrry k t e m q g a u s  mura- 
b m  ol CXCRd. II k knoi i i i  ikil C X f R 4  famr conYizutive 
d\gomere.a" Slniilarly. ii is likely th41 c X C B J " " K X C K ~ ~  
k r e r P d i g m d s 1  iii \5'HIM '"" I t ' u k q t a s  iheseb pmiiurie 
CXCSJliii lo hiwk CNCR-IWi luiüi iwdng by a trrrisdominm 
iwchamsni. R e s o n b B c e a i ~ : ~  i ~ - x i ~ f e i  experunenü u-iih disiii i i i ly 
1w.d m u m  snd wild-iype CSCR4 mepm i i i i l  lielp w 
elucidae Ihe Latirnie m e d - i a i i i ~ n ~ ~  of  il113 plienonwnori 

\Vï Frnopme ilini ihc iui~~:iii. iul rinonialie\ i i f  CI SC-R-I 1r.e 
i ~ i t 3 c - d  in WHIM-' ktkoc)%?s Iikely iuly m m aberrniii 
clwnsumputrrr wiih.sane dtgreeof sei~i ir .? iniwaFiim wiUi 

intpmillnes poody in mpanse io C X C L l L  bu1 m ~ n s  iul ly 
ascepib le to PMA am@v wppesls UiaI tbe aidacvl ir  p:it li-.vaï 
dbwmearm rhe p - d n  mcruibmnl k p s e r \ e j  Thus. [lie 
imprir~d i~CzIIdl2Mh bC am4" bl iespwLv to Ç N C L l i  
p n h  to the exMerice of a mulaM or dovmnpulskd min 
~.Aric-îed lu the CXCLIXXCR4 uls. which ndpM afïen the 
iigonist-depea$aii whrylailm andlm ihe cwpl iog of ihe 
C-tdl a, tbe mdocyüc plhway. Pœenlktl Wtn cPniidaks 
indude G R U .  a% II lppem fmm receni mat disiirri GRICl 
& nw ~ntewi wlA CXCR? with pl cific k m ~ y . ~ ~ '  In i dd l t h  
IO GR- rvldmce ~ m m u i n t u t h t  p e i n s  cui asochie wiih ibe 
C-ter h d n  ~~PGPCRS?' h d y  regdniinp r b l r  aciiviry. Acccd- 
in@y. an unhoun sraffoldlnp pmmn ml&l scleiiively r .u l tc i [~ te 
In the iiteoüation of CXCR4 slpnaling. 

The refmmlnrss of CXCR4 IO ckemibzai ioi i  is a pr~ i i i ineni  
ch:iracterMc in lmlh WHIMw and WHiMm 1eui;ûcyi-s. fmrii 
which ml& the enhans~d eflïckncy M CXCB4 rmprors ic. 
uiii iulaie G-proreiiis. Berause chcmaliiris w l ~ s  on ihc aiii\,aii~'li 
ot G-pmeh &y ~~il i i i i i i rs." Lx\ih [lie r'inh:uiced and .iii<iained 
N C R l - a  G-prciieic-d+FrnJ+riI b y m l i i i g  III WHlh l  Ir i i -  
kQFY\s COUU a ~ m u n t  for ihçir i i iuir  p iu i i~u i i i cd  iniipatiiin 18.3iv;uil 
QICLi? gradients Our dala a i r  in keeping witb ibe prr i imsly  
rrpaned lnrrtased ct'll nicblii? trigped bv c tk r  cMnokloz 
rrmpfm ( ie .  CCR2b. <:CR<. CXCR1k iliat M? fefractm'y Io 

des~nsitiratlm."~ A R L ~ M  siud) a h  r t .pmt~ an irnwrtrcd 
CXCL12 chcrm<bctic r m p u  DT 1- i rom \\'Hllr,l patieiiis 
c m y @  cXCRJ rnuwbm.s  ~ u w e ~ e r .  II 15 unciear wty w 
nepm wn ml d e f m r r t  in ~cwsILII~FS~Q~O ml tatemallzntkm. 
air t k y  Iick th? Sn. r e s l d u r ~ t r l r l ~ x i  f c t  qailisr-induccd cad- 
rb.@ 'lhesc d i v e r p i  ~Amsi ib i i~  tum inare pazziine since 
Lhe etctoplc e x p d o n  pS tTCR-19 d~tw in Lbe CKlt4-œ@iae 
AO.01 Tel!  lier or h iiariid I y q b c y t a .  remr t r ï .  In ourhand~ 
Uie swm se! of CXCR4-irlpied inmrlimi u'e oL*ewid in piinrtry 
cek fmin paiçn i i  ;~iili YV7IIM h v w .  rittiilc ni u x d  ireslily 
&pe,Qv'Hi&t; ,lg~,&c,;,$+.,. $I{i!l(ggt a!?;Lyp$sr~!irp6q~faqf;y$ 
Lhe ectopie cspit .itcn n i  CXCR-In'. i i i h ~ r  iii i Iw c -;CRI-na.i;..iti~e 
A0.01 1-ct.11 lint, ttr iii iiairnitll Iyrnpli~~..yies. ic r<~: i ic \  III oui- Iunds 
Uie sww ki of CSCR4-1~:lnad aiic~in:~lies ,we oL*ewid in piinrtry 
W k  fmin pa içni i  ;K iili WH l h l  H.r.,,i'c;,er. '.ittiilc l . l ~  u x  d i re~ l i l y  
Moralcd WHih,lm Ieukcicyks. Guliilo s i  prr i~sri i i rd esptl-imeiiih 
Wlh km&-term 1L-2-expahckd leuimcyce~ TBrBrv ~li f frrent m&W- 
d o @  a-chPs m y  irmmü lm the discrepuIcies Lurü.t.t.11 tk 1 
,oniip itpmdinp CXCR4 endayrcnUsarid rksensiiization. 

The ccrrdaion bet~eea dimeci CXCR4 sigiialing aiid ille 
pmfwh of HPV Imias i n  pavenfs unith \\'HIM. hawever. 
remioJInirleylnpIn UgbtxX~pWspd o b w m ~ t h  and au c m n i  

CXCR4 This zwrnpbm is- reinforml by ciur observations i i iai Rndlnp.;. wtrPI b y G b  cm k consldertd. Ai. piwlasig 
fi= CXCR4". %teri eclcylically enprrssrci iii p r i m r y  Rbmbla'is piq~oçed.~ r k  profusiwi d HPV-indund Mao.: COW be ac- 
frwi %711M'i paüenu. becam d e f d v e  in CNCLIZ-pwn13ieil counid @ a setemve MCCI cd aatl-HPv e k m m - T  fyrnphcqws 
endacytosis (dm nai shown). Se~and. CCRi aiid CCR5 iateriiril- rhic to pwmpr ofa C-tail-trumdted CXCRl .  Alihaugh m m a i  
izatim sind dtbcmti?atlcm wrr unaffectecl i n  n'HI h'l" l yiiiplics T4yqiimyte functioru pip observed In ibt palknis ~lexribtd kre. 
z)ter. Finrill:;. ihe kicr il iai CXCRJ in \ V H l t ~ l ' ~  Iyiiiphoc:cir\ and 111 ~ t h e r  i - e t ~ f l s . ~ ~ ' . ~ : '  ilie pn i i~ i i y  o l  ii i ih-HFV ond 



Lhe mnrked T l y r n p h v i a  cauld cuntnbute. to the attaouatirw of 
the qedfic antiviral adlvtty. hfnraover. the a h m t  CXCR4 
ripnaling in WHIM palienr cells cnild e n h a i e  some immune 
exape mcchanlsms proposed for H W  infection."' An d k r n a w  
h)pcxhcsis to thz imrrmnbspecific drfickncy is the psihi t i ty that 
infiltrnting Iwkuqtes. at the sites of HPV infection. wuld  ha 
in%îru.nientd for the devçlupmenr of exleusive vwrucmls. Inded. 
in mowse modds keratinocyte hyperprollferatieéi. Lc;irisfmtim. 

and iuet%taSiselidred by HW-16 mcogeiies IargeJy d*.ndon the 
p m c e  of Lnfiltrating leukocytes wiih the aipadtg tu secaîste 
matrh meinllopomre-9." The pmduc.don of tNs enzyme is 
inducd by CXCL12."'b"Thus. in patients wlth WHIhII C?CCL13 
secrcited in the deîmis could fasm the &velq?meot of HW- 
i n d u d  lesions thfou@ the sunained activation of a C R 4  In 
Ie~~kocyies. Thi~  mechanism a u l d  h mpllAed by the iniripuing 
and pfeviously unrqurtai pmductlon of CXCLI 2 from lreratincz 
cytes in HW-induhed Il'sions. Furtber wurk is requehd ln &ter- 
mine the r e l e v m  of imruune specific ÿnd inflam~mtui-,v iiwchii- 
cùsms in the epinesis OS Ihe p o f 1 1 ~  WV çlinical infaTious in the 
WHïM s}nekçinw. 

CXCLlXXCR4 is noi only critical far homingand retenùan 
of kmatopoietic pmgenitnrC'@34+ cells IHPCs) in the BM.iaa.@ 
but it 1s rci%B rspntial for the repulation of ncutrophll rnobltizstfon 
frrm the BM.~'"' Manifold ~ w v e r g n t  obmrvatlons wppxt a s  
d o n .  Fr@. LKUUO~MS acti\*d by in vivo M s u a t i o n  d 
c ~ u l ç i c . y e  colony-azlmla~@ factor (O-CSF) wlmse e~asaase ,~a  
pme3se that selnrtively degrades bod, CXCLIZ and CXCR? 
mimmminu.% and peveoh C.XCLI?JCXCRl &ignaling.:n hep- 
tion of 0-CSF inchces epress of granulocyte.% fwm BM. where .~  
blocking of CXCLlê p e n t u  BM nlomlizcition of s a x e n i ,  
circulating neutrophils." Fimlly. the adrnlni.strstion to buin-an 
Iielalthy volunteers of iiniipepiiclic CXCR4 antagunists tiiubill&s 
CD%' HFCs aiid leuknqies. miau wshlch hbarv3-form netitrophlls 
witrwrs recwt egress fruni the BM." \Ve anticipa* that the 

sustatmd CXCRl x l i v a t m  uhserved in %WiM PMNr mtght 
+Uw&ly impair egress of mature neutrophilr frmu the Bhl and 
f a  felosdization uf dnxlmnpaged oeutruphik b the BM This 
mechnim rniglkt a ~ o u n t  tnr myelokathe\rs in parient3 uith 
WHibl W l l e  hilehi ly~nphûpàie~ls i s  prrsemed ln the 'ArHiM 
\vridrome. the patie~ilu bhou a nwhrd 1)mphopenia The *u,riunerl 
CX~X4dqxndcrn  bipling m ~ l d  also affect the cgmss of mnture 
hmphocytes fmm the BM In th19 regard. the ndminlstralccm cd 

CXCR.1 nnIagmrsts mobilizes lymphocyte% cocluding B wlh 
fm tbr BM '' 

Our Andin@ provide a rathuile for Iho incorpmatim of 
CXCRl anqpnist  to the thenpeutls meml used in the tmatment 
of patients strffclrtng uith \VHIM syndrome. By cirnipetlng d 
limithg CXCR4 wuvation. anbgordsts \ ~ u l d  ritmuate the a h -  
rani s i p d m g  mxt~atzd by thlî recepor. rdse tbe le%alb d 
c t rc i i la tng  iieutmpiiils, and rhui reduce the number md iwerity of 
recurrmi. bacterinl i n f a i o n ,  in patieoa w k h  RfIh.1 
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