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Résumé 
 

L’hypoxo-ischémie cérébrale néonatale représente une des principales causes de 

mortalité et de morbidité chez les nouveau-nés. Sa physiopathologie est complexe et 

implique différents processus délétères menant vers la perte neuronale par apoptose et 

responsables de déficits sensori-moteurs et cognitifs.    

De récents travaux expérimentaux ont permis de rapporter que la greffe de cellules 

humaines issues de sang de cordon (HUCBCs) conduit à une amélioration des scores 

neuro-comportementaux dans le modèle expérimental de cette pathologie chez le 

rongeur. Il existe également une autre population de cellules souches, monocellulaire et 

endothéliale, les progéniteurs endothéliaux circulants (ECFCs) semblent représenter une 

alternative thérapeutique prometteuse comme cela a été rapporté au sein du laboratoire 

VRCM sur des modèles d’ischémie cérébrale adulte. 

Dans ce contexte, le but de cette étude a été de caractériser et de comparer  l’effet des 

ECFCs et HUCBCs sur l’amélioration des scores neuro-comportementaux mais aussi à 

l’échelle moléculaire et fonctionnelle dans le modèle d’hypoxo-ischémie néonatale selon 

Rice-Vannucci et ce à court (7 jours après l’épisode ischémique) et à long terme (12 

semaines après l’épisode ischémique). 

L’injection intrapéritonéale d'ECFCs ou de HUCBCs, 2 jours après l’accident hypoxo-

ischémique, a été corrélée à une amélioration des capacités de motricité et de 

mémorisation précoce, mais également  tardive des animaux à l’âge adulte, ainsi qu’une 

diminution des comportements anxieux. L’analyse histologique a permis d’observer que 

l’injection d’ECFC ou d’HUCBC a été corrélée à une augmentation de la densité capillaire 

en temps précoce et tardif. L’imagerie de perfusion cérébrale SPECT/CT a permis 

d’objectiver une restauration complète de la perfusion cérébrale de l’hémisphère lésé à 

l’âge adulte par les deux types cellulaires, signant les effets définitifs protecteurs en terme 

de viabilité et de fonctionnalité du parenchyme.  Ces observations tardives sont associées 

à un effet protecteur précoce de ces cellules sur l’augmentation de la survie neuronale et 

la diminution de l’astrogliose réactionnelle ou encore un effet sur la composante 

inflammatoire par la diminution de l’activation de la microglie pro-inflammatoire au 

niveau striatal.  
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Les résultats de cette étude ouvrent ainsi de nouvelles perspectives pour l’usage des 

ECFCs dans le traitement de l’HI néonatale. Parallèlement à ces travaux expérimentaux, 

des essais cliniques en cours évaluent la faisabilité et la tolérance d’injections d’HUCBCs 

en contexte d’encéphalopathie hypoxo-ischémique du fait de la facilité d’obtention et du 

caractère autologue de ces cellules.   



3 
 

Abstract 
 

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (NHIE) is a dramatic perinatal complication, 

associated with poor neurological prognosis despite neuroprotection by therapeutic 

hypothermia, in the absence of an available curative therapy. We evaluated and compared 

ready-to-use human umbilical cord blood cells (HUCBCs) and bankable but allogeneic 

endothelial progenitors (ECFCs) as cell therapy candidate for NHIE. We compared 

benefits of HUCBC and ECFC transplantation 48 hours after injury in male rat NHIE model, 

based on the Rice-Vannucci approach. Based on behavioral tests, immune-histological 

assessment and metabolic imaging of brain perfusion using SPECT, HUCBC or ECFC 

administration provided equally early and sustained functional benefits, up to 8 weeks 

after injury. These results were associated with total normalization of injured hemisphere 

cerebral blood flow assessed by SPECT/CT imaging. In conclusion, even if ECFCs 

represent an efficient candidate, HUCBCs’ autologous criteria and easier availability make 

them the ideal candidate for hypoxic-ischemic cell therapy.  
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L’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale, dont l’incidence est d’environ 2 pour 

mille naissances vivantes, reflète les conséquences cérébrales d’une privation aiguë 

d’oxygène associée à une ischémie, à proximité de la naissance, secondaire à un défaut 

d’apport ou d’utilisation d’oxygène, d’intensité et de durée variables. Elle entre dans le 

cadre général de l’asphyxie périnatale, définie sur le plan clinique par une atteinte 

neurologique, un score d’Apgar bas à 5 minutes, une acidose métabolique, , et une atteinte 

multi-systémique dans les formes graves. 

Les complications les plus sévères sont le décès et les handicaps neuro-sensoriels à long 

terme. L’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale se caractérise en effet  par des 

lésions et pertes de cellules en particulier neuronales. 

L’hypothermie thérapeutique contrôlée limite la sévérité des lésions cérébrale mais son 

efficacité, modérée, ne prévient que partiellement la dégénérescence cellulaire. D’autres 

stratégies thérapeutiques sont nécessaires. Le recours aux cellules souches issues du sang 

de cordon représente une stratégie prometteuse en médecine régénérative en raison des 

potentialités de ces cellules, mais également de leur facilité d’obtention. 
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1. L’encéphalopathie hypoxo-ischémique 

néonatale 

 
1.1 Définition 

 

L’encéphalopathie hypoxo-ischémique (EHI) est la conséquence cérébrale d’une privation 

d’oxygène, secondaire à un défaut d’apport ou d’utilisation d’oxygène. Dans le domaine de 

la périnatalité, elle entre dans le cadre de l’anoxo-ischémie périnatale définie par une 

insuffisance des échanges gazeux à proximité de l’accouchement, responsable d’une 

acidose métabolique, d’un score d’Apgar anormalement bas à 5 minutes de vie, d’une 

atteinte neurologique et multi-systémique1. Plus souvent, dans la littérature, l’anoxo-

ischémie est définie par un pH sanguin fœtal inférieur à 7, un score d’Apgar inférieur à 3 

à 5 minutes de vie ou l’association d’un pH inférieur à 7 et un score d’Apgar inférieur ou 

égale à 3 à 5 minutes de vie et des anomalies du rythme cardiaque fœtal au monitorage. 

Ces dernières définitions ne prennent pas en compte le degré de l’asphyxie puisque seule 

une faible proportion de ces enfants présentera une asphyxie sévère avec une atteinte 

cérébrale irréversible et une encéphalopathie hypoxo-ischémique post-natale2. 

Lors d’un accouchement à terme, une asphyxie intrapartum survient dans 0,5% des cas. 

Celle-ci comporte parmi ses complications 5-15% de décès, 60% de défaillances 

organiques et 40% d’encéphalopathies qui évolueront dans 15-25% des cas vers des 

séquelles neurologiques graves, à type de de paralysie cérébrale, retard mental, troubles 

cognitifs et épilepsie3, 4. La fréquence de l’encéphalopathie néonatale est de 2 pour mille 

naissances environ, dont 50% sont attribuables à l’asphyxie intrapartum5, 6. 

 

1.2 Physiopathologie 
 

L’accident hypoxo-ischémique cérébral est secondaire à une interruption plus ou moins 

brutale de la perfusion cérébrale, conduisant à un défaut d’apport en oxygène et en 

glucose au tissu cérébral7. Cette défaillance énergétique va initier une cascade de 

réactions biochimiques entrainant dysfonctionnement cellulaire, stress oxydatif, et 

réaction inflammatoire inappropriée8. 
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Les études menées sur différents modèles précliniques d’EHI ont permis de schématiser 

la physiopathologie qui apparaît divisée en plusieurs phases successives9: 

- La première résulte de la défaillance énergétique primaire qui a lieu dans les minutes 

qui suivent l’épisode ischémique initial. Durant cette phase, le tissu cérébral subit une 

déplétion brusque et rapide de glucose, d’ATP et de dioxygène déclenchant ainsi 

plusieurs dérèglements au niveau cellulaire10-12 dont l’acidose (métabolisme 

anaérobie), la dépolarisation des membranes neuronales responsable d’une 

accumulation d’eau, de sodium et de calcium intracellulaire, puis d’un œdème 

cytotoxique, la libération et l’inhibition de la recapture de neurotransmetteurs 

excitateurs (excitotoxicité) et l’inhibition de synthèse protéique entraînant le tissu 

ischémié vers une nécrose cellulaire13, 14.  

- La restauration du débit sanguin cérébral définit une phase intermédiaire de 

reperfusion du tissu : on assiste à la récupération partielle du métabolisme oxydatif, 

responsable d’une production excessive de radicaux libres, d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et à une dysfonction mitochondriale15. 

-  Selon la sévérité de la phase primaire, une phase secondaire de défaillance 

énergétique se met en place plusieurs heures après l’accident ischémique. Cette phase 

est le siège de processus similaires à la première (défaillance du métabolisme oxydatif 

mitochondrial, production excessive de radicaux libres, inhibition de synthèse 

protéique, œdème cellulaire cytotoxique, accumulation d’acides aminés excitateurs)16 

et entraîne ainsi l’extension de la lésion primaire par un mécanisme cette fois 

principalement apoptotique sans acidose tissulaire17-20, entretenant ainsi un 

environnement inflammatoire dans cette zone et majorant la perte neuronale initiale.  

Cette neuro-inflammation est de plus en plus considérée comme une composante 

majeure de la physiopathologie, et implique la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires par les cellules ischémiées, l'activation de la microglie et des 

astrocytes ainsi que l’infiltration leucocytaire. C’est l’action synergique de ces 

différents éléments cellulaires qui est en cause dans l’aggravation des lésions 

cérébrales21. 

Parallèlement à ces processus neurodégénératifs, une réponse physiologique 

régénérative est initiée, notamment neurogénique au niveau des zones germinatives 

du cerveau que sont la zone sous-ventriculaire et la zone sous-granulaire du gyrus 
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denté. Néanmoins, cette compensation ne permet pas de pallier à la perte cellulaire 

engendrée et n’aboutit pas à un réseau neuronal fonctionnel22.  

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Mécanismes physiopathologiques impliqués dans l’hypoxo-ischémie néonatale. 

D’après Liao Y, Cotten M et al. 2013.  
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1.3 Diagnostic d’EHI néonatale 
 

Le diagnostic d’EHI néonatale repose sur un faisceau d’arguments anamnestiques, 

cliniques et biologiques: 

- Anamnèse obstétricale : existence d’un évènement sentinelle (rupture utérine, 

procidence du cordon, hématome rétroplacentaire, accouchement dystocique, 

etc…) responsable de signes d’hypoxie fœtale (anomalies du rythme cardiaque 

fœtal, diminution de la saturation en oxygène de l’hémoglobine, pH sanguin 

diminué, émission anténatale de méconium) 

- Signes cliniques : associant une mauvaise adaptation à la naissance évaluée par 

un score d’Apgar bas (annexe 1), des signes cliniques d’encéphalopathie classés 

par ordre de gravité selon la classification de Sarnat 23 (annexe 2) : 

o Stade I « mineur » : caractérisé par une irritabilité, une hypertonie 

périphérique, avec préservation des réflexes archaïques. 

o  Stade II « modéré » : léthargie, réflexes archaïques émoussés 

o Stade III « sévère » : marqué par un état comateux, une hypotonie axiale 

majeure, une abolition des réflexes archaïques, des mouvements anormaux 

(des clonies, mouvements de pédalage ou d’extension des membres) et 

abolition de la respiration. 

Des convulsions focales intermittentes, voire un état de mal convulsif peuvent 

être notés dans les stades II et III. Ces crises surviennent de façon décalée par 

rapport à la naissance, le plus souvent dans les 24 premières heures. 

- Données biologiques évocatrices d’asphyxie périnatale : acidose métabolique au 

sang du cordon ou dans la 1ère heure de vie, hyperlactacidémie 24, 25. De nombreux 

marqueurs de stress oxydatif et d’inflammation représentent des marqueurs 

potentiels du devenir neurologique à long terme et sont à l’étude : proteine S100, 

interleukine-Ib, interleukine 6, serum creatine phosphokinase-brain specific (CK-

BB), Lactate deshydrogenase (LDH) 26-29. 

- L’évaluation électro-encéphalographique, basée sur les travaux d’Allest et al.30 

aide au diagnostic de gravité de l’encéphalopathie hypoxo-ischémique : 

o Dans le stade I : EEG normal ou subnormal 
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o Dans le stade II : tracé intermédiaire, continu de bas voltage (5-25 µV), 

continu lent ou discontinu de type A (graphoéléments physiologiques) ou B 

(graphoéléments pathologiques), avec plus ou moins des crises électriques 

ou électro-cliniques 

o Dans le stade III : tracé très pathologique, de bas voltage avec rythme thêta, 

paroxystique ou périodique, voire inactif, d’amplitude < 5µV, avec plus ou 

moins des crises électriques ou électro-cliniques. 

- L’imagerie cérébrale permet d’établir un bilan lésionnel. L’IRM cérébrale reste 

l’examen de référence dans la détection des lésions cérébrales post anoxiques 31, 

32. 

 

Figure 2. IRM cérébrale à J 5 de vie: lésions d’encéphalopathie hypoxo-ischémique sévère chez un 

nouveau-né à terme. A, B, C : séquence T1. D, E, F : séquence de diffusion. 



16 
 

Robertson et Perlman ont établi une cartographie des lésions cérébrales en 

fonction du mode de constitution de l’asphyxie périnatale, résumées dans le 

tableau ci-dessous3 : 

Tableau 1. Cartographie des lésions cérébrales selon le type d’asphyxie périnatale.  

D’après Robertson et al. Follow-up of the term infant after hypoxic-ischemic encephalopathy. 

Paediatr Child Health 2006;11:278-282. 

 

De nombreuses études ont montré que l’IRM cérébrale, réalisée entre 5 jours et 14 jours 

post accident hypoxo-ischémique était utile mais non suffisante pour établir un pronostic 

neurologique33.  

  

Caractéristiques 
temporelles de 
l’asphyxie 

Degré de 
l’asphyxie 

Topographie des 
lésions en IRM 

Nature des séquelles 

Aiguë,  quasi 
complète 

Modérée Ganglions de la 
base et thalami 

Paralysie cérébrale athétoïde ou 
dystonique, fonctions cognitives 
intactes ou légèrement touchées 

 Sévère ou 
prolongée 

Ganglions de la 
base et thalami + 
atteinte du cortex 

Quadriparésie spastique sévère 
Cécité corticale 
Microcéphalie 
Déficit cognitif 

Prolongée et 
partielle 

Modérée  
(exemple de 
l’insuffisance 
placentaire avec 
ralentissements 
tardifs) 

Substance blanche 
sous corticale 

Quadriplégie spastique 
Déficit cognitif variable 

 Sévère Atteinte corticale 
diffuse 

Quadriplégie spastique 
Déficit cognitif sévère 
Microcéphalie 
Cécité corticale  
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1.4 Prise en charge actuelle de l’EHI 
 

1.4.1 Prise en charge globale 
 

La prise en charge des nouveau-nés atteints d’asphyxie périnatale débute dès la naissance 

et doit être réalisée par une équipe médicale expérimentée. Une des phases importantes 

de la prise en charge comporte des soins non spécifiques comportant notamment une 

ventilation mécanique, le maintien de la fonction hémodynamique, le maintien en 

euglycémie, le traitement symptomatique des défaillances d’organes, une nutrition 

artificielle et la limitation des stress douloureux24, 34. 

Un élément-clé de la réanimation d’un nouveau-né présentant une asphyxie périnatale est 

d’établir le plus précocement possible une ventilation efficace permettant la mise en place 

d’une capacité respiratoire fonctionnelle résiduelle et par la même une circulation 

sanguine efficace. Chez un nouveau-né déjà hypoxique, un délai au rétablissement de cette 

capacité fonctionnelle résiduelle pourrait aggraver les lésions ischémiques. La mise en 

place d’une ventilation assistée très précoce, avant même le clampage du cordon 

ombilical, a été étudiée chez l’agneau et a montré une amélioration de la perfusion 

cérébrale et du débit cardiaque35. De plus amples recherches sont nécessaires pour 

déterminer d’éventuels bénéfices de la réanimation du nouveau-né présentant une 

asphyxie périnatale avec un cordon ombilical non clampé36, 37. 

 

1.4.2 Hypothermie thérapeutique 

 

1.4.2.1 Généralités 

 

Différents modèles animaux d’EHI chez le raton, le porcelet ou le fœtus d’agneau ont mis 

en évidence un effet neuroprotecteur de l’hypothermie38-40 en réduisant la température 

cérébrale de 2-3°C après un épisode asphyxique. 

L’hypothermie thérapeutique débutée dans les premières heures de vie, durant la phase 

intermédiaire de reperfusion (fenêtre thérapeutique) est la principale innovation de ces 

dernières années dans le traitement de l’EHI11, 41. Elle est recommandée par la Société 

Française de Néonatologie depuis 201024. Des études cliniques randomisées ont montré 

que l’hypothermie thérapeutique réduit significativement le nombre combiné de décès et 

de handicaps majeurs et augmente la survie sans handicap à moyen terme42-46. Des études 
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récentes portant sur le devenir à long terme (7-8 ans) confirment les résultats bénéfiques 

mis en évidence à 18-24 mois47-50. 

 

1.4.2.2 Recommandations actuelles 

 

Des critères anamnestiques, cliniques et biologiques ont été définis et validés par la 

Société française de Néonatologie24 (annexe 3). 

Les recommandations actuelles concernant la mise en hypothermie contrôlée sont : 

- Début de refroidissement le plus tôt possible,  avant 6 heures de vie 

- Refroidissement global par un matelas 

- Température centrale cible : 33.5-34°C 

- Durée de 72 heures 

- Réchauffement très progressif (0.2-0.4°C/h) jusqu’à 36-36.5°C 

 

1.4.2.3 Mécanismes d’action 

 

Un des modes d’action principal de l’hypothermie contrôlée est la réduction du 

métabolisme énergétique cérébral de 5 à 8% par degré centigrade51. D’autres effets 

neuroprotecteurs ont été mis en évidence dans les modèles animaux :  

- diminution de la réaction inflammatoire, par diminution de la réaction microgliale 

et de la production de cytokines pro-inflammatoires  

- réduction de la mort cellulaire par apoptose, par inhibition de l’activité de la 

caspase-3 activée 

- diminution de l’excitotoxicité, par diminution de la production d’acides aminés 

excitateurs et des radicaux libres. 
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1.4.3 Nouvelles thérapeutiques 

 

L’hypothermie contrôlée est actuellement le seul traitement ayant prouvé son efficacité. 

Un enfant sur 8 serait amélioré par cette thérapeutique, notamment en cas d’EHI 

modérée46. Néanmoins, environ 25-30% des enfants ne répond pas favorablement à cette 

thérapeutique52, 53. D’où la nécessité de développer d’autres stratégies neuroprotectrices 

à utiliser en synergie avec l’hypothermie. 

Les principales thérapeutiques prometteuses aujourd’hui à l’étude sont présentées dans 

la figure 3; elles ciblent les différentes voies responsables de la neurotoxicité liée à 

l’hypoxo-ischémie cérébrale que sont la voie inflammatoire, le stress oxydatif, 

l’excitotoxicité par libération des acides aminés excitateurs. Le temps optimal 

d’administration de ces thérapeutiques, lié à leurs mécanismes d’actions est un paramètre 

important.  

 

 
Figure 3. Stratégies thérapeutiques innovantes dans l’encéphalopathie hypoxo-ischémique 
néonatale 
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Un résumé des études cliniques et précliniques des principaux agents neuroprotecteurs 

est présenté dans le tableau 2. 

 

Thérapie 
adjuvante 

Mécanisme 
d’action 

Etudes précliniques Etudes cliniques 
randomisées 

Mélatonine Agent antioxydant 
et anti-apoptotique 

Modèle d’AVC chez le rat adulte : 
réduction de 43% de la taille de 
l’infarcissement avec Mélatonine54  
Etude chez le porcelet : 
amélioration de la neuroprotection 
avec l’association Mélatonine forte 
dose + hypothermie versus 
hypothermie seule55 

Oral Mélatonine                           
(10 mg/kg/j, 5 doses). 
n=15 groupe mélatonine + 
hypothermie / n=15 
groupe hypothermie seule. 
Amélioration du devenir 
combiné « survie sans 
séquelle 
neurodéveloppementale à 
6 mois » (p<0.001)56 

Erythropoïétine Effet 
neurotrophique, 
antioxydant, anti-
inflammatoire, anti-
apoptotique 
Effet chronique : 
érythropoïèse, 
angiogenèse, 
neurogenèse 

Modèle d’asphyxie (occlusion du 
cordon ombilical) chez le primate 
non humain : hypothermie + EPO 
améliore le devenir neurologique57  

Etude NEAT 58, 59 
Phase II : association 
hypothermie + EPO a 
montré un meilleur 
devenir à court terme et 
moins de lésions à l’IRM. 

Allopurinol Diminue production 
de radicaux libres ;  
à haute dose : 
chélateur du fer et 
capteur de radicaux 
libres 

Porcelet avec EHI : allopurinol 
améliore les images obtenues en 
IRM et en spectroscopie au 
Phosphore, pas d’amélioration de 
l’inflammation60 

Cochrane : besoin d’études 
supplémentaires. 
 

Sulfate de 
Magnésium 

Inhibiteur de 
l’excitotoxicité, en 
bloquant les 
neurotransmetteurs 
excitateurs 
(glutamate)  

Modèle d’EHI chez le porcelet61 : 
pas d’effet utilisé seul 
effet bénéfique en association avec 
hypothermie62 

Méta-analyse62 : besoin 
d’études supplémentaires. 

Xenon Antagoniste du 
NMDA, anti-
apoptotique  

Modèle d’EHI chez le porcelet : effet 
bénéfique de l’association Xenon+ 
hypothermie versus hypothermie 
seule63 

TOBY-XE64 : pas d’effet 
bénéfique en association 
avec hypothermie 

 

Tableau 2. Résumé d’études Expérimentales Et Cliniques De Thérapeutiques 

Neuroprotectrices Novatrices. 

 

Parmi ces différentes pistes thérapeutiques, la thérapie cellulaire utilisant le sang de 

cordon représente une stratégie prometteuse en médecine régénérative, en raison des 

potentialités de ces cellules et de leur facilité d’obtention. 
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2. Cellules de sang de cordon et ischémie cérébrale 

 

2.1 Contexte général 
  
L’administration de cellules mononuclées issues du sang de cordon ombilical représente 

une des alternatives thérapeutiques prometteuses pour le traitement de 

l’encéphalopathie hypoxo-ischémique du nouveau-né. En plus d’être facilement 

disponible, ces cellules présentent un potentiel immunogène moins important que celui 

d’autres sources de cellules souches utilisées en thérapie cellulaire, telles que la moelle 

osseuse. Les cellules mononuclées issues du sang de cordon (Human Umbilical Cord Blood 

Cells, HUCBCs) sont d’ores et déjà utilisées dans le traitement de pathologies 

hématopoïétiques et immunologiques.  

On distingue au sein des HUCBCs quatre populations de cellules souches utilisées dans les 

études expérimentales : les cellules souches hématopoïétiques, les cellules souches 

mésenchymateuses, les progéniteurs endothéliaux ainsi que d’autres cellules souches 

multipotentes ayant un potentiel de différenciation neuronale. 

- Progéniteurs hématopoïétiques :  

Exprimant les marqueurs, CD34, CD133, CD45, les progéniteurs hématopoïétiques 

représentent la population de progéniteurs majoritaire dans le sang de cordon, à l’origine 

des applications en thérapie cellulaire des pathologies onco-hématologiques ou 

immunitaires. La capacité de transdifférenciation de ces progéniteurs CD133+ en 

conditions de culture spécifique a été suggérée par la mise en évidence d’une upregulation 

de facteurs de transcription associés à la neurogenèse précoce mais est actuellement 

débattue65, 66.  

- Cellules souches mésenchymateuses : 

A cote des progéniteurs hématopoïétiques, le sang de cordon contient une population de 

cellules souches multipotentes, représentée principalement par les cellules souches 

mésenchymateuses. Bien que présentes en quantité plus restreinte que dans la moelle 

osseuse, ces cellules souches mésenchymateuses possèdent une capacité de 

différenciation vers la lignée neurale documentée in vitro comme in vivo67. Après 
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isolement à partir de la fraction cellulaire négative pour les marqueurs hématopoïétiques 

CD34 et CD45, ou la fraction Lin négative, et expansion in vitro, ces cellules se développent 

en cellules adhérentes caractérisées par l’expression de divers marqueurs tels que CD73, 

STRO1, CD13, CD29, CD44 et CD90, CD105. Ces cellules sont capables de se comporter 

comme des précurseurs de cellules de divers phénotypes : ostéoblastes, chondroblastes, 

adipocytes et cellules neurales. L’engagement de ces cellules vers une différenciation 

neurale dépend d’une culture en présence de divers morphogènes tels que l’acide 

rétinoïque et des facteurs de croissance tels que le NGF. Il est objectivé par l’acquisition 

de marqueurs de cellules gliales (GFAP), de marqueurs neuronaux (B3 tubulin) et 

l’acquisition de propriétés électrophysiologiques spécifiques68, 69.  De plus in vivo, ces 

cellules ont la capacité d’être recrutées par les tissus cérébraux après injection 

systémique et de s’engager dans la lignée astrocytaire et neuronale. Enfin, ces cellules sont 

caractérisées par la production de diverses cytokines et facteurs de croissance à l’origine 

d’un effet trophique puissant pouvant participer à un effet neuroprotecteur et 

neurorégénératif70. 

- Progéniteurs endothéliaux : ils font l’objet du prochain chapitre. 

 

2.2 Particularité des progéniteurs endothéliaux 

 

2.2.1 Définition des progéniteurs endothéliaux 
  

Les progéniteurs endothéliaux circulants (EPCs) identifiés initialement par le groupe 

d’Asahara, sont définis comme une population hétérogène mais ayant en commun un haut 

potentiel prolifératif, l’expression de marqueurs endothéliaux mais aussi la capacité de se 

différencier in situ en cellules endothéliales et contribuer ainsi à la néovascularisation 

tant in vitro qu’in vivo71-74. L’ontogénie de ces cellules n’est cependant que partiellement 

connue et leur identification, difficile, soumise à controverse.  

Biologiquement, elles peuvent être définies par la présence de marqueurs d’immaturité, 

tels le CD133, et de marqueurs endothéliaux (CD34 et le récepteur 2 du VEGF (vascular 

growth factor)). Plusieurs autres marqueurs de la lignée endothéliale peuvent être 

retrouvés sur la cellule progénitrice endothéliale circulante comme le CD 131 (PECAM-1) 

et CD146, le facteur von Willebrand et l’eNOS (NO synthase endothéliale). Enfin, elles 
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expriment aussi le proto-oncogène c-kit, un récepteur de type kinase et CXCR4, un 

récepteur leucocytaire (LESTR), impliquées dans le recrutement, la migration et la 

prolifération des EPCS (tableau 3) 

 

Marqueur Cellules endothéliales 
circulantes (CECs) 

Progéniteurs 
endothéliaux (EPCs) 

Cellules souches 
hématopoïétiques (CSHs) 

CD133 - + + 

CD34 + + + 

VEGFR-2 + + + 

c-kit (CD117) + + + 

PECAM-1 (CD31)  + + - 

CD144 (VE cadherine) + + - 

CD62-E (sélectine E) + + - 

CD45 - - + 

Tableau 3. Marqueurs phénotypiques exprimés par les cellules endothéliales circulantes 

(CECs), les progéniteurs endothéliaux circulants (EPCs) et les cellules souches 

hématopoïétiques (CSHs). D’après Sabatier et al75.  

 
Les EPCs ont été identifiés et isolés à partir de la moelle osseuse76-78, du sang 

périphérique71, 79, du sang de cordon ombilical humain80-84, du foie fœtal85, et des 

adipocytes86. 

Les EPCs représentent moins de 1% de l’ensemble des cellules de la moelle osseuse, et 

0.002 à 0.02% des cellules mononuclées du sang périphérique87. De façon intéressante, 

cette population  est présente dans le sang de cordon ombilical en quantité environ 10 à 

30 fois supérieure à celle du sang périphérique adulte et présente un potentiel 

clonogénique très supérieur en rapport avec l’immaturité des cellules souches du sang du 

cordon73. 

De fait, différentes méthodes de culture permettant une production in vitro d’analogues 

des EPCs endogènes ont été décrites88 aboutissant à deux grands types d’EPCs différents :  

- Les EPCs dits « précoces » ou « myéloïdes », obtenus après 3 à 5 jours de culture à 

partir de cellules mononuclées du sang périphérique (PB-MNS) ou du sang de 

cordon ombilical, présentent un potentiel de prolifération limité et un phénotype 

associant des marqueurs endothéliaux et la persistance de marqueurs 

monocytes/macrophages89.  
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- Les ECFCs (endothelial clonoy-forming cells), initialemet appelés EPCs « tardifs » 

ou « late EPCs » : ce sont des cellules capables de former, après 2 à 3 semaines de 

culture à partir de sang total ou de sang de cordon ombilical89, des colonies  de 

cellules adhérentes à fort potentiel de prolifération, possédant une différenciation 

endothéliale complète et homogène et ayant la capacité de pouvoir s’intégrer dans 

des vaisseaux en cours de croissance et ainsi générer des structures vasculaires 90. 

Depuis 2008, les ECFCs sont considérés comme les « vrais » analogues in vitro des 

EPCs retrouvés dans le compartiment vasculaire 91, 92. 

2.2.2 Rôle des EPCs

En condition de stress mécanique (cisaillement ou « shear stress ») ou d’hypoxie, les 

cellules endothéliales sécrètent de nombreux facteurs augmentant la perméabilité 

vasculaire et induisant la mobilisation d’EPCs, comme le VEGF-A, FGF-2, GM-CSF/G-CSF 

ou les angiopoiétines, SDF-1 et l’érythropoïétine89, 93, 94.  

VEGF-A agit via différents récepteurs membranaires (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3) : 

- VEGFR1 (Flt1) est responsable de la mobilisation des cellules hématopoïétiques et 

influence la migration cellulaire et la chimiotaxie.  

- VEGFR2 (KDR) est responsable de la croissance et de la survie cellulaire, mais aussi 

de la perméabilité vasculaire. 

La sécrétion de ces différents facteurs de croissance (notamment VEGF, angiopoiétine-1) 

va activer une protéine kinase Akt qui détient un rôle central dans l’angiogenèse. 

L’activation de la voie Akt induit la survie (effet anti-apoptotique), la prolifération et la 

migration des cellules endothéliales, mais aussi une augmentation de la production de 

monoxyde d’azote (NO) via une activation de la NO synthase endothéliale95. 

De façon synergique, la molécule SDF-1, via son récepteur CXCR4 participe au 

recrutement et à la mobilisation des EPCs vers la niche angiogénique96, 97. Cet 

environnement angiogénique, maintenu par la sécrétion autocrine de facteurs 

angiogéniques (VEGF-A) 89 par la cellule progénitrice elle-même, va aboutir à la  

prolifération puis à la différenciation in situ des EPCs et, par des mécanismes d’interaction 

intercellulaire, à leur incorporation dans les néo-vaisseaux (vasculogenèse) mais surtout, 

par une régulation paracrine, au recrutement de cellules endothéliales locales et 

l’induction de l’angiogenèse96-99. 



25 

2.3 HUCBCs dans l’ischémie cérébrale 

Les cellules mononuclées du sang de cordon ont fait l’objet de différentes études 

précliniques visant à évaluer leur effet bénéfique dans les modèles de lésions 

cérébrales100, 101. 

La situation la plus documentée est celle de l’ischémie cérébrale102, 103, incluant des études 

chez le lapin, les macaques et les rongeurs. Le modèle le plus fréquemment utilisé est le 

modèle d’ischémie focale transitoire chez le rat adulte104-114. 

L’injection systémique d’HUCBCs à des rats après occlusion transitoire de l’artère 

cérébrale moyenne s’accompagne d’un bénéfice significatif sur la fonction neurologique 

objectivé par une amélioration de différents scores moteurs et somatosensoriels104, 107, 

108. Dans certaines études, les  analyses histologiques révèlent la présence de cellules 

injectées dans les tissus cérébraux ischémiés attestant de leur capacité de recrutement ou 

« homing » et l’expression de marqueurs de différenciation neuronale et astrogliale105, 106, 

109. Cette thérapie cellulaire s’accompagne dans certaines études d’une réduction du 

volume de la zone infarcie et son bénéfice est relié de manière dose dépendante avec le 

nombre de cellules transplantées. Une réduction des manifestations inflammatoires et de 

la dégénérescence neuronale par apoptose a été également mise en évidence après 

injection de cellules du sang de cordon réalisée 48h après induction de l’ischémie 

témoignant de l’effet neuroprotecteur de ces cellules106, 108. 

Dans le cadre de l’hypoxo-ischémie cérébrale néonatale, la majorité des études animales 

sont basées sur le modèle de Rice et Vannucci chez le rongeur 115, 116, qui consiste en une 

occlusion unilatérale de l’artère carotide commune, suivie d’une phase d’hypoxie sévère 

à 8% d’oxygène. La majorité des études montrent une réduction de la zone infarcie, une 

amélioration significative des fonctions neuro-cognitives à court et moyen terme après 

administration d’HUCBCs117-122. Les variations de résultats chez certains auteurs123, 124 

semblent être liées à des variations méthodologiques incluant les variations de doses, de 

voies d’administration ou encore du délai d’administration des HUCBCs par rapport à 

l’hypoxo-ischémie22, 121, 123, 124. Cf. Paragraphe 3, Article 1, Review. 
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2.4 Mécanismes d’action 

Le concept des niches neurovasculaires (figure 4): 

De nombreuses études se sont focalisées sur la seule protection des neurones (concept de 

la neuroprotection directe) étant donné que cette population cellulaire a longtemps été 

considérée comme l’unité élémentaire de la neurotransmission. Cependant, ces dernières 

années ont vu naître de nouveaux concepts et acteurs, dont l’unité neurovasculaire. Il met 

en exergue des interactions dynamiques entre les cellules endothéliales du cerveau, les 

cellules gliales, les neurones ainsi que la matrice extracellulaire, permettant de mieux 

comprendre la physiopathologie des atteintes du système nerveux central et ainsi de 

révéler de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. De ce fait, pour préserver un tissu 

cérébral fonctionnel, il ne suffit pas de protéger les cellules neuronales mais il est 

nécessaire d’agir sur l’ensemble des signaux régissant ce réseau neurovasculaire125-127. Le 

concept de niches neurovasculaires joue quant à lui un rôle crucial dans la régulation de 

la prolifération, la différenciation et la survie des progéniteurs neuronaux. Les astrocytes,  

représentant plus de la moitié des cellules du gyrus denté, et se trouvant en contact direct 

avec les cellules en prolifération et les vaisseaux sanguins, fournissent un support 

structurel ainsi que certains facteurs nécessaires à la neurogenèse.  

Figure 4. Schéma de la niche neurovasculaire, soulignant les aspects fonctionnels de 

l’interaction cellule-cellule et cellules-matrice D’après Lok et al125.. 
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Les cellules endothéliales produisent également des facteurs promoteurs de la 

neurogenèse et impliqués dans la différenciation,  favorisant ainsi l’engagement des 

cellules en prolifération vers la lignée neuronale128-130. Les mécanismes sous-tendant 

l’impact bénéfique des cellules mononuclées du sang de cordon sur la récupération 

neurologique sont encore mal élucidés. En particulier, la contribution respective et 

spécifique des différentes populations de progéniteurs ou cellules souches est difficile à 

établir laissant penser qu’elles agissent de manière synergique sur l’amélioration des 

déficits neurologiques. 

 Ces mécanismes impliquent peut être le remplacement ou la régénération de cellules 

cérébrales, incluant neurones, astrocytes, et oligodendrocytes, qui dépend du potentiel de 

différenciation neurale des cellules transplantées. Les cellules telles que les cellules 

souches mésenchymateuses, et les cellules pluripotentes/multipotentes, capables de se 

comporter comme des progéniteurs neuronaux contribuent donc à l’effet thérapeutique 

observé : en effet, une étude menée par le groupe de Habich et al en 2006 démontre que 

l’injection intra carotidienne de cellules de sang de cordon dépletées en progéniteurs 

hématopoïétiques et différenciés in vitro vers un phénotype neural améliore les déficits 

neurologiques dans des modèles de lésions cérébrales chez le rat131. Néanmoins les 

observations expérimentales s’accordent sur le faible nombre de cellules transplantées 

effectivement et durablement présentes dans les tissus lésés suggérant que d’autres 

mécanismes complémentaires entrent en jeu. Parmi ceux-ci, il est démontré que les 

cellules du sang de cordon exercent une action paracrine liée à la production de 

substances  régulatrices de la survie neuronale et gliale en particulier de facteurs 

neurotrophiques tels que le BDNF, GDNF, NGF, Neurotropin 3, Neurotropin 4-5. En effet 

le niveau d’expression de ces molécules dans les tissus cérébraux augmente après 

infusion systémique de cellules de sang de cordon dans les modèles expérimentaux 

d’ischémie cérébrale132. De plus, l’effet angiogénique et la régénération endothéliale, 

partie intégrante de l’unité neurovasculaire, dépendant des progéniteurs endothéliaux du 

sang de cordon semblent contribuer significativement à l’effet thérapeutique.  

Il a été montré que cette  réponse angiogénique induite par les progéniteurs endothéliaux 

fournit une niche vasculaire favorable non seulement à la survie des neurones mais 

également aux processus de neurogenèse endogène133. 

Les modèles de transplantation développés par notre laboratoire et d’autres équipes, et 

utilisant des préparations purifiées ou enrichies en progéniteurs endothéliaux du sang de 
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cordon au cours de l’ischémie cérébrale, ont mis en évidence une participation des cellules 

transplantées à la réparation des cellules endothéliales cérébrales et à la stimulation des 

processus de néovascularisation 112-114, 134, 135. 

 

L’ensemble de ces travaux ont été réalisés sur des modèles expérimentaux chez l’animal 

adulte, et ainsi les effets et les potentialités thérapeutiques des ECFCs n’avaient, avant ce 

travail, pas encore été étudiés dans le modèle d’encéphalopathie hypoxo-ischémique 

néonatale.  
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3. Article : 

 
“Umbilical cord blood cells and neonatal hypoxo-ischemic 

encephalopathy: potential role of endothelial colony-forming cells?” 

 

L’objectif de ce travail était de pouvoir apporter un état de l’art sur l’évaluation des effets 

neuroprotecteurs des HUCBCs dans le modèle néonatal d’encéphalopathie hypoxo-

ischémique chez le rat, ainsi qu’une description des potentiels mécanismes ces cellules. 

Nous avons ensuite réalisé une revue de la littérature concernant les effets protecteurs et 

angiogéniques des ECFCs dans les modèles d’ischémie chez le rat adulte, et notamment 

dans l’ischémie cérébrale adulte par occlusion transitoire de l’artère cérébrale moyenne. 

Nous avons ainsi discuté du rôle potentiel de la réparation vasculaire par les ECFCs dans 

le modèle néonatal d’hypoxo-ischémie cérébrale. Enfin, nous avons discuté du lien 

possible entre les études expérimentales et les études cliniques en cours et à venir sur 

l’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale. 
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1- INTRODUCTION 

Neonatal hypoxic ischemic encephalopathy (NHIE) is a major cause of death worldwide 

and of long term neurological disorders including learning disabilities, cerebral palsy or 

epilepsy1-3. NHIE occurs in 1 to 3 per 1000 live full-term births. Perinatal events associated 

with NHIE include in many cases umbilical cord occlusion or prolapse, placental abruption 

and obstructed labor, but many cases remain unexplained. The pathophysiological 

mechanism leading to brain injury is complex. Therapeutic hypothermia associated with 

symptomatic treatment are commonly proposed in such a situation4-9. However a recent 

meta-analysis have shown a limited effect of hypothermia on death and neurological 

disorders at 18 -24 months10.Novel and additional therapies including cell therapy are 

currently developed to better limit brain damage and to improve long term neurologic 

functions. Among them, cell therapy using umbilical cord blood cells transplantation may 

represent a promising therapy for both. We focused our review on the human umbilical 

cord blood mononuclear cells (HUCBCs) and their endothelial progenitor’s fraction as 

valuable candidate for cell therapy in NHIE.  

 

2- HUMAN UMBILICAL CORD BLOOD CELLS  

Human umbilical cord blood (HUCB) contains a number of stem, progenitor and 

immunosuppressive cells which have potential repair activity11. The HUCB mononuclear 



cells fraction contains four stem cells populations: hematopoietic stem cells, mesenchymal 

stem cells, endothelial progenitors and pluripotent cells. 

 Hematopoietic stem cells (HSCs) are the source of most blood cell lineages. The 

hematopoietic cell markers are CD34, CD45 and CD133. Therapeutic effects of HSCs 

transplantation are used in hematopoietic and immune diseases12. Recent studies indicate 

that human cord blood-derived CD133 hematopoietic stem cells can trans-differentiate into 

neural cell types of neuron-like cells, astrocytes, and oligodendrocytes after retinoic acid 

or nerve growth factor treatment13-15. 

Mesenchymal stem cells (MSCs) derived from cord blood have been shown to generate 

neural stem cells in vitro16 leading to functional improvement in rodent models of perinatal 

brain injury17, 18. However, isolation of MSCs from umbilical cord blood is difficult19 

because of a small number of MSCs circulating in the UCB18, 20. 

Endothelial progenitor cells (EPCs) represent a small fraction of the blood mononuclear 

cell population enriched for the stem marker CD3421. First described in blood by Asahara 

et al22, EPCs are immature cells which derive from bone marrow. They have the capacity 

to proliferate, migrate, and home to sites of neovascularization. They also differentiate into 

mature endothelial cells in situ23. EPCs play a critical role in vascular repair and new blood 

vessels formation. 

Pluripotent stem cells: several studies showed that umbilical cord blood contains 

embryonic-like stem cells (ESCs) which have a potential of neural differentiation24, 25. 

Umbilical cord blood contains also immunosuppressive cells and monocytes which can 

contribute to neuroprotective effect of HUCBCs11. Regulatory T-cells regulate immune 



response. A single injection of HUCB-T cells has been show to promote proliferation of 

neural progenitor cells and neuronal survival in rodents26.  

 

3- HUCBCs AND NEONATAL HYPOXIC ISCHEMIC ENCEPHALOPATHY 

Animal neonatal models of HIE have been developed in rabbits27, newborn macacas28, 29 

and rodents30-32. The most used model is a variation of the Rice-Vannucci rat model of 

neonatal HIE, involving unilateral ligation of the common carotid artery followed by a 

systemic hypoxia induced by inhalation of 8% oxygen/balance nitrogen30-32. This 

procedure is conducted in the 7-day-old pups (P7), which correspond to cortical maturity 

of near-term and term gestation in humans30-34. In this model, the damage is usually 

restricted to the cerebral ipsilateral hemisphere and concerns cerebral cortex, the 

subcortical and periventricular white matter, the striatum/thalamus and the hippocampus32. 

Meier et al. were first to report intraperitoneal HUCBCs administration (1.107 HUCBCs) 

24 hours after cerebral hypoxia-ischemia (HI) in 7 day-old rat pups35. They showed a 

reduction of spastic paresis as assessed by footprint and walking analysis. Migration of 

these cells to the damaged brain region was observed as early as 3 days and up to two 

weeks after administration. Even if effective, these cells did not show any markers of neural 

transdifferentiation35. Number following experimental studies confirmed such beneficial 

effects with various amplitude (table 1). Using in vivo electrophysiological methodology, 

the same authors found that 1.107 HUCBCs administration 24 hours after injury 

significantly preserved somatosensory function36. Yasuhara et al. reported that delayed 

intravenously injection of a low dose (1.5 x 104) of HUCBCs, performed 7 days after 

cerebral HI, significantly improved motor asymmetry and motor coordination 7 and 14 



days after HI. Only a few cells were found in the damaged brain, suggesting a paracrine 

role of the transplanted cells by increased levels of neural growth factor (NGF), glial cell 

line derived neurotrophic factor (GDNF) and brain derived neurotrophic factor (BDNF)37. 

Additionally, these authors showed that co-treatment with Mannitol in neonatal HIE 

enhanced the therapeutic benefits of HUCB grafts by permeating the Blood Brain Barrier, 

thereby improving cell brain homing and increasing the CNS levels of GDNF, NGF and 

BDNF37.  

We recently performed a mutliparametric (neurological scoring, histology, cerebral blood 

perfusion imaging) and long term study up to 2 month after HI, and demonstrated that 

intraperitoneal injection of 1.107 HUCBCs 48h after injury limited cellular apoptosis, 

microglial and astrocytic reaction, restored cerebral capillary density and improved 

neuronal cell survival38. We used metabolic imaging of brain perfusion using SPECT/CT 

and observed a total restoration of long term cerebral blood flow perfusion after HUCBC 

administration. 

One can question the validity of this model and the translation of these findings to human 

since this model is a postnatal acute cerebral HI (7 days after birth) and it uses exogenic 

HUCBCs. Interestingly, in a model of perinatal asphyxia after cord blood clamping in 

lambs, Aridas et al. have demonstrated similar neuroprotective effect of autologous 

UCBCs39. These late findings validate results from rodents ‘experiments. 

 

4- ENDOTHELIAL PROGENITOR CELLS AND NEONATAL HIE 

Endothelial progenitor cells (EPCs), represent a small fraction of the HUCB mononuclear 

cells (0.1-0.2%) 21. They are produced in bone marrow and hematopoietic organs during 



fetal period and participate to vasculogenesis/angiogenesis and vascular endothelial 

function and integrity40, 41. A hierarchical definition of EPCs has been established 

according to their phenotype and functional properties42, 43. The first population, called 

colony-forming unit endothelial cells forms colonies that appear early in culture, display 

endothelial markers, but do not form vessels in vivo43, 44. The second, called endothelial 

colony-forming cells (ECFCs) with high proliferative potential, also considered as “late 

EPC” give rise to colonies 7 to 21 days after plating. ECFCs display an endothelial 

phenotype, from clonogenic cell clusters, and have the capacity to incorporate into new 

blood vessels in immunodeficient mice21, 45-47. Cord blood ECFC levels and clonogenic 

activities are higher than adult peripheral blood ECFCs21, 45-47.  

These cells play a critical role in vascular repair and tissue recovery by promoting 

neovascularization. Their production and blood availability are stimulated after ischemic 

events. Both the number and the functional activity of EPCs are inversely correlated with 

cardiovascular and metabolic severity diseases; they can be used as a prognostic marker of 

cardiovascular diseases as well48-52. 

In vivo, ECFCs have been shown to promote angiogenesis, and muscular regeneration in 

mouse after hind limb ischemia53, 54. In a recent study using an adult rat model of transient 

middle cerebral artery occlusion (MCAO), we demonstrated that ECFCs injected 24 h after 

MCAO significantly settled in the injured area and improved functional recovery, reduced 

ischemia-induced apoptosis and potentiated ischemia-induced angiogenesis and 

neurogenesis, restored blood brain barrier (BBB) integrity and cerebral blood flow55-57. 

These beneficial effects are markedly enhanced after in vitro pretreatment with 

erythropoietin53, 55. 



The effects of endothelial progenitor cells administration after neonatal cerebral HI have 

little been investigated. We recently investigate for the first time the role of ECFCs in the 

neonatal model of cerebral hypoxic-ischemic injury and observed similar neuro-protective 

effects than HUCBCS38.  Based on behavioral tests, immune-histological assessment and 

metabolic imaging of brain perfusion using SPECT, we observed that ECFCs 

administration 48h after HI injury significantly prevented cellular apoptosis, microglial and 

astrocytic overreaction, restored cerebral capillary density, improved neuronal cell survival 

and long-term neurologic functions at 12 weeks of age. ECFCs also cerebral blood flow as 

assessed by SPECT-CT imaging38. These results support the role of angiogenesis in the 

tissue repair after hypoxic-ischemic injury. Our findings confirmed results from Kidani et 

al. who found neuroprotective effects of HUCB-derived CD133+ cells on neonatal mouse 

hypoxic-ischemic encephalopathy model58. 

   

5. POTENTIAL MECHANISMS OF HUCBCs IN NEONATAL HI INJURY  

The mechanisms of neuroprotective effects of HUCBCs administration after neonatal 

cerebral HI injury are unclear. It is now recognized that these neuroprotective effects result 

from paracrine/neurotrophic pathway rather than from engraft process59-61. HUCBCs 

administration is associated with reduced apoptosis, oxidative stress, inflammation, and 

enhanced neovascularization and functional regeneration (figure 1). Pimentel-Coelho et 

al. demonstrated that intraperitoneal injection of 2.106 HUCBCs 3 hours after HI in P7 rats 

improved sensorimotor reflexes initially impaired by hypoxic-ischemic injury, with only 

few cells found in the damaged brain 2 days after engraftment, suggesting acute anti-

apoptotic and anti-inflammatory effects of cells grafts due to transient cytokines or growth 



factor release from HUCBCs. Indeed, HUCB transplantation protected from activated 

caspase-3-dependent cell death and reduced microglial activation in different regions of 

the cerebral cortex59. Rosenkranz et al. demonstrated that the homing of HUCBCs in the 

damaged brain depends on the expression of the chemokine stromal-derived factor-1 (SDF-

1). Indeed, 2 and 14 days after hypoxic-ischemic injury, expression of SDF-1 was found 

significantly increased in lesioned brain hemispheres and was mainly associated with 

astrocytes and transplanted HUCB cells expressing the SDF-1 receptor CXCR4 migrated 

to the lesion site60. As a proof of concept, inhibition of SDF-1 by application of neutralizing 

antibodies in vivo resulted in a significantly reduced number of HUCB cells settled at the 

lesioned area. More recently, the same team reported that intraperitoneal injection of 1.107 

HUCBCs 24 hours after HI was associated with the decline in harmful processes of the 

secondary phase after the insult, with a reduction in lesion-induced apoptosis, determined 

by expression of cleaved capase-3, and with an increased number of vital neurons. 

Furthermore, even if transient, HUCBC transplantation-induced increases in neurotrophic 

(BDNF) and pro-angiogenic (VEGF, Tie-2 protein and Occludin) factors within the lesion, 

initiate and promote long term regenerative processes such as angiogenesis61. Furthermore, 

HUCBCs can product positive effects on glial cells (protection of mature oligodendrocytes 

and astrocytes from hypoxia) 62, 63. 

Neuroprotective effect of ECFCs are summarized in figure 2. In hypoxic conditions, 

ECFCs have the potency of secreting several growth factors (VEGF, SDF-1, PDGF, HGF) 

which allow proliferation, migration of ECFCs, recruitment and activation of resident 

endothelial cells, promoting angiogenesis64-66. ECFCs have also the ability to improve 



neurogenesis by releasing neurotrophic factors (VEGF, BDNF, HGF)67. All these 

capabilities lead to the protection of the neurovascular unit68, 69.  

 

5- VARIABLES TO BE CLARIFIED IN EXPERIMENTAL CELL 

TRANSPLANTATION 

 

Thus, according previous reports, the beneficial effects of HUCBC transplantation on 

preclinical models of HI seems to be demonstrated. However, it remains necessary to 

determine the optimal treatment conditions in order to evaluate them in patients and several 

aspects of cell therapy need to be clarified, including timing of transplantation after injury, 

mode of administration, cellular type, and dosage. 

Which administration route? 

Peripherally administered HUCBCs could be trapped or migrate in other organs such as 

the spleen or the lungs70. In adult models of cerebral hypoxia-ischemia, intra-arterial 

delivery bypasses the peripheral filtering organs, leading to higher cell engraftment to the 

brain71, and greater efficacy72, 73compared to intravenous infusion. Intra-arterial delivery is 

poorly documented in HI neonatal models.  

 In fact, in those models, intraperitoneal, intravenous or intracerebral injections17 has been 

mainly evaluated. Greggio et al. in 2016 used for the first time intra-arterial transplantation 

of 1.106 or 1.107 HUCBC 24h after HI injury in a model of neonatal hypoxic-ischemic 

insult. These authors reported significantly dose-dependently improved learning and long-

term spatial memory impairments at 9 weeks after injury. Cellular migration to the injured 

brain hemisphere was studied, and human cells were found as early as 3 and 6 hours post-



transplantation and at 7 and 30 days later74. However protective effects and the number of 

engrafted cells was not compared with other systemic injections (intravenous or 

intraperitoneal). 

How many cells to administer? 

De Paula et al. demonstrated that intravenously HUCBCs transplantation improved in a 

dose dependent manner spatial memory and brain morphological changes. High dose (108 

cells) of HUCBCs in comparison of low dose (1.106) significantly attenuated HI-induced 

spatial memory impairment 8 weeks after the treatment. Furthermore, medium dose (107 

cells) and transplantation of high-doses of cells provided significant brain damage repair 

after hypoxic-ischemic injury75. 

When performing cells administration? 

Unlike rat model with myocardial infarction76, no study described the optimal time for cell 

injection in the rat model of neonatal HI. Effects of HUCBC transplantation have been 

observed in all these studies with various timing of administration from 3 h up to 2 days 

after injury. Pimentel-coelho et al. described a region-specific effect of HUCBC 

administration 3 hours after injury59. It would be easily extrapolated that earliest 

transplantation might be the most effective, but this hypothesis has to be balanced since, 

recently, Hattori et al. observed that an early injection of HUCBC (6h after HI injury) even 

if was associated with a transient reduction in numbers of apoptosis and oxidative stress 

marker-positive cells, did not induce long-term morphological or functional protection77. 

In contrast, we reported that HUCBC administration 2 days after HI induced long term 

recovery38. It can be thought that a delay after the onset of HI is more suitable when the 

brain microenvironment has entered the stage regeneration. 



6. CLINICAL STUDIES 

In clinical practice, cord blood has been used for 20 years to treat more than 80 serious and 

various diseases. The first study using autologous umbilical cord cells in newborn, at Duke 

University, has been recently published. Cotten et al. tested the feasibility and safety of 

autologous umbilical cord blood cells on acute neonatal hypoxic ischemic 

encephalopathy78. Twenty three newborns born after 35 weeks of gestation and meeting 

criteria of cooling, received non-cryopreserved autologous UCB cells, along with 

concurrent whole body cooling. They received between 1. 107 to 5. 107 cells per kilogram 

per dose at 24, 48 and 72 postnatal hours after anti-inflammatory pretreatment. The authors 

concluded that collection, preparation and intravenous infusion of fresh autologous volume 

and red-reduced cord blood cells was feasible and safe. To date, others studies using 

autologous umbilical cord blood cells in neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy are in 

progress in Singapore (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01649648), in Japan 

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT025256618), and in China (NCT 02551003). A French 

multicenter clinical trial is ongoing (NEOSTEM, NCT02881970) 

Autologous HUCBCs administration seems feasible and safe. Other studies are needed to 

determine the efficacy of such a strategy on improving death and neurological disorders 

related to NHIE. Further studies are still required to investigate the impact of perinatal 

asphyxia on HUCBCs functions and to investigate ways to improve cells functions.  

 

 

 



7. CONCLUSION 

Neonatal hypoxic ischemic encephalopathy is a rare but dramatic perinatal complication 

due to brain asphyxia. Neurological and neurosensory sequelae are frequent in survivors, 

due to neuronal damage and loss. For the moment, only total or partial body hypothermia 

can partially prevent death/long term neurological disabilities. However, no treatment 

exists to restore neuronal functions. 

Cord blood stem cells are a promising treatment for the near future. Experimental studies 

revealed sufficient data on safety and efficacy and the particular role of endothelial 

progenitor cells. The time has come for clinical trials which are essential to evaluate the 

safety, feasibility and efficacy of autologous cell therapy in neonatal asphyxia. A 

considerable amount of research is still needed to confirm preliminary results, and optimize 

the administration route, the timing, dosing and the methods of cells preservation for 

secondary administration.  
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Table 1. HUCBCs administration after neonatal cerebral hypoxia-ischemia: experimental 

studies. 

 

 

 

Animal 

model, 

Age 

Duration 

of 

hypoxia 

Dose,  

Route,  

timing of 

administration 

Functional 

outcomes 

(behavioral tests) 

Cellular and 

molecular assays 

Engraftment References 

Wistar rats, 

P7 

80 

min 

1 x 107 HUCBCs; 

intraperitoneal 

24 h after HI 

Reduced spastic 

paresis (Foot print 

analysis, 14 days 

after injection) 

- Many cells in the 

lesioned 

hemisphere, 

confined to the 

area of activated 

microglia (at 3 

days and 21 days 

after injection) 

Meier et al, 

Ped Research 

2006 

Wistar rats, 

P7 

120 

min 

1 x 107 HUCBCs; 

Intravenous 

(jugular vein) 

24 h after HI 

No effect on spatial 

memory deficit 

(Morris water 

maze, Open field 

activity, Cylinder 

rearing test, Grid 

walking test 

Tapered/ ledged 

beam walking test), 

21 days after HI 

No effect in volume 

of injured 

hemisphere, 21 days 

after HI 

Few cells located 

in both ipsilateral 

and controlateral 

hemisphere, 24 

hours, 7 days and 

3 weeks after HI 

De Paula et al, 

Ped Research 

2009 

Lister-

Hooded rats, 

P7 

90 

min 

2 x 106 HUCBCs; 

intraperitoneal 

3 h after HI 

Improved 

performance of 

neonatal reflexes 

(cliff aversion and 

negative geotaxis) 4 

days but not at 7 

days after HI 

Decreased neuronal 

cell death in the 

ipsilateral striatum. 

Decreased microglial 

activation in the 

cortex. 

No effect in the 

infarct size. 

Few cells in the 

ischemic cortex 

and striatum (2 

days after 

injection) 

Pimentel-

Coelho et al, 

Stem Cell Dev 

2010 

Sprague-

Dawley rats, 

P7 

150 

min 

1.5 x 104 HUCBCs 

+/- Mannitol 

Intravenous 

(jugular vein) 

7 days after HI 

20-25% 

improvement of 

motor outcome 

(Rotarod test, 

Elevate body swing 

test) 7 and 14 days 

post injection of 

HUCBC with or 

without Mannitol 

Increased growth 

factors in brain 

tissues (GDNF, BDNF, 

and NGF) 3 days after 

injection, with 

upregulation with 

Mannitol 

Few cells in 

ipsilateral 

hippocampus, 14 

days after 

injection. No 

difference in the 

number of cells 

with or without 

Mannitol 

Yasuhara et al, 

J Cell Mol Med 

2010 



  

Animal 

model, 

Age 

Durati

on of 

hypoxi

a 

Dose, site, 

timing of 

administratio

n 

Functional outcomes 

(behavioral tests) 

Cellular and molecular assays Engraftment References 

Wistar 

rats, P7 

80 min 1 x 107 

HUCBCs 

Intraperitone

al 

24 h after HI 

Recovery of the cortical 

maps size and receptive 

fields (footprint 

analysis, cylinder test) 

40 days post injection 

No change in size of brain 

atrophy 

Many cells in peri-

infarct area, 41 days 

after injection 

Geissler et al, 

PlosOne 2011 

Sprague-

Dawley, 

P7 

90 min 1 x 107 

HUCBCs 

+Ciclosporine 

A 

Intravenous 

(jugular vein) 

24 h after HI 

Improved behavioral 

performances (Cylinder 

test, Basic motor test, 

Passive avoidance test, 

Forced swim test, 

Light/dark exploration) 

Increased microglial activation 

in the striatum, 7 days after 

HI, Increased protection of 

mature neurons in the 

neocortex ten weeks after HI 

Many cells in the 

ipsilateral 

periventricular 

striatum, 7 days but 

not 3 weeks after HI 

Bae et al,  

Cell Transplant 

2012 

Wistar 

rats, P7 

80 min 1 x 107 

HUCBCs 

Intraperitone

al 

24 h after HI 

- Improvement of angiogenesis 

(increased expression Tie-2, 

occluding) 

Reduction in apoptosis 

(reduced expression of 

cleaved caspase-3) Increase in 

neuronal survival (NeuN) 

Increase in neurotrophic and 

pro-angiogenic growth factors 

(BDNF, VEGF) in the lesioned 

hemisphere 

- Rosenkranz et 

al, 

Cell Tissue Res 

2012 

Wistar 

rats, P7 

80 min 1 x 107 

HUCBCs 

Intraperitone

al 

24 h after HI 

Improved motor 

function (forelimb use 

bias, muscle strength 

and distal spasticity) 

both short- and long-

term 

Decreased activation of 

microglia/macrophages and 

reactive astrogliosis, and 

reduced peri-lesional 

astrocytic wall 

Down regulation of Connexion 

43 

HUCBCs localized in 

astrocyte-rich zone 

Wasielewski et 

al, 

Brain Res 2012 

Sprague-

Dawley, 

P7 

90 min 1 x 107 

HUCBCs 

or 5 x 105 

ECFCs 

Intraperitone

al 

48 h after HI 

Early and sustained 

Improvement 

behavioral 

performances (morris 

water maze, elevated 

plus maze, novel object 

recognition test) up to 8 

weeks post HI  

Same results with 

HUCBCs and ECFCs 

Normalization of injured 

hemisphere cerebral blood 

flow (SPECT/CT) 

Decreased in apoptosis and 

microglia activation (TUNEL, 

iNOS) 7 days post HI. 

Improved neuronal survival 

(NeuN) 7 days and 12 weeks 

post HI 

decrease of delayed 

astrogliosis (GFAP) 12 weeks 

post HI 

Improved cerebral capillary 

density (eNOS) at 7 days and 

12 weeks post HI 

- Grandvuillemin 

et al, 

Stem Cells 

Transl Med 

2017 



 

 

Figure 1. Neuroprotective effects of HUCBCs administration. 
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Figure 2. The effects of EPCs on neurogenesis, angiogenesis and neurovascular unit 
protection.  
EPCs: endothelial progenitor cells. ECs: endothelial cells. VEGF: vascular endothelial 

growth factor.  SDF-1: stromal cell-derived factor-1. HGF: hepatocyte growth factor. 

BDNF: brain-derived neurotrophic factor. PDGF: platelet-derived growth factor 
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“Long-term recovery after endothelial-colony forming cells or human 

umbilical cord blood cells” 
 

L’hypoxo-ischémie cérébrale néonatale représente une des principales causes de 

mortalité et de morbidité chez les nouveau-nés. Sa physiopathologie est complexe 

et implique différents processus délétères menant vers la perte neuronale par 

apoptose et responsables de déficits sensori-moteurs et cognitifs.    

Des travaux antérieurs ont rapporté une amélioration des scores neuro-

comportementaux dans le modèle expérimental de cette pathologie par 

administration systémique de cellules humaines mononuclées issues de sang de 

cordon ombilical (HUCBCs). Cependant, une autre population de cellules souches, 

les progéniteurs endothéliaux circulants (ECFCs) semblent également représenter 

une alternative thérapeutique prometteuse dans le traitement de l’ischémie 

cérébrale et n’ont pas encore été évalués. 

Le but de cette étude a été d’évaluer et de comparer les effets bénéfiques potentiels 

des ECFCs et HUCBCs par une évaluation longitudinale neuro-comportementale 

complète associée à une évaluation des mécanismes moléculaires et cellulaires 

impliqués dans le modèle d’hypoxo-ischémie néonatale selon Rice-Vanucci et ce à 

court (7 jours après l’épisode ischémique) et à long terme (12 semaines après 

l’épisode ischémique). 

La première étape de ce travail a été de mettre en place et valider le modèle 

d’hypoxo-ischémie chez le raton, selon le modèle de Rice et Vannucci, au sein de 

notre laboratoire (VRCM, UMR_S 1076 AMU). 

La deuxième étape a été de réaliser un ensemble d’évaluations neuro-

comportementales, validées dans la littérature et permettant une analyse 

complète des déficits et de la récupération neurologique clinique des animaux, 

dans les apprentissages de mémorisation, dans l’évaluation de l’anxiété et ce juste 

après l’accident hypoxo-ischémique, mais également chez le rat adulte, afin 

d’évaluer les effets de l’hypoxo-ischémie et de la thérapie cellulaire à long terme. 

La troisième étape a consisté à réaliser des analyses immunohistochimiques 

évaluant les effets de ces deux types cellulaires à l’échelle tissulaire, notamment 

sur l’apoptose,  l’inflammation, la survie neuronale et la néovascularisation. 
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Parallèlement à ces études fonctionnelles et histologiques, nous avons réalisé une 

analyse par imagerie fonctionnelle isotopique microSPECT (tomographie par 

émission monophotonique), permettant d’évaluer la perfusion cérébrale in vivo 

reflétant ainsi la viabilité tissulaire et l’activité cérébrale. Cette technique est basée 

sur la détection par une gamma-caméra de la captation d’un radiotraceur au 

niveau cérébral, captation proportionnelle à la perfusion tissulaire. Cette 

technique est associée à un micro-CT (Scanner) apportant à l’image anatomique, 

qui après reconstruction des données, peut être fusionnée à l’image 

scintigraphique tomographique. 

Nous avons montré, après injection intrapéritonéale à la fois d'ECFCs ou d’HUCBCs, 

2 jours après l’accident hypoxo-ischémique: 

- une récupération des capacités de mémorisation précoce et tardive des animaux 

- une diminution des comportements anxieux.  

A l’échelle tissulaire : 

- une augmentation de la survie neuronale 

- une réduction de l’astrogliose réactionnelle. 

- nous avons également mis en évidence une diminution de l’activité de la microglie 

pro-inflammatoire, 7 jours après l’accident hypoxo-ischémique après 

administration d’ECFCs ou d’HUCBCs.  

- enfin, cette étude a montré que l’administration d’ECFCs ou d’HUCBCs permettait 

une restauration de la perfusion cérébrale des animaux à l’âge adulte par imagerie 

SPECT/CT.  

Les ECFCs et les HUCBCs exercent ainsi un effet bénéfique sur l’unité neuro-

vasculaire et la composante inflammatoire. Il s’agit de la première étude évaluant 

les effets des ECFCs dans ce modèle d’hypoxo-ischémie néonatale. 

Les résultats de cette étude ouvrent ainsi de nouvelles perspectives pour l’usage 

des ECFCs dans le traitement de l’HI néonatale. Cependant, la facilité d’obtention 

et le caractère autologue des HUCBCs et leur caractère autologue font de ce type 

cellulaire le candidat idéal comme thérapie cellulaire dans l’encéphalopathie 

hypoxo-ischémique néonatale. 
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ABSTRACT

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (NHIE) is a dramatic perinatal complication, associated
with poor neurological prognosis despite neuroprotection by therapeutic hypothermia, in the
absence of an available curative therapy. We evaluated and compared ready-to-use human umbili-
cal cord blood cells (HUCBC) and bankable but allogeneic endothelial progenitors (ECFC) as cell
therapy candidate for NHIE. We compared benefits of HUCBC and ECFC transplantation 48 hours
after injury in male rat NHIE model, based on the Rice-Vannucci approach. Based on behavioral
tests, immune-histological assessment and metabolic imaging of brain perfusion using single pho-
ton emission computed tomography (SPECT), HUCBC, or ECFC administration provided equally
early and sustained functional benefits, up to 8 weeks after injury. These results were associated
with total normalization of injured hemisphere cerebral blood flow assessed by SPECT/CT imaging.
In conclusion, even if ECFC represent an efficient candidate, HUCBC autologous criteria and easier avail-
ability make them the ideal candidate for hypoxic-ischemic cell therapy. STEM CELLS TRANSLATIONAL

MEDICINE 2017;00:000–000

SIGNIFICANCE STATEMENT

Neonatal hypoxic ischemic encephalopathy is a dramatic perinatal complication. Neurological
and neurosensory sequelae are frequent in survivors, including motor or learning disabilities,
cerebral palsy, or epilepsy. Facing the absence of effective curative therapy, many hopes have
been credited in cell therapy strategies. Based on behavioral tests, immune-histological assess-
ment and metabolic imaging of brain perfusion using single photon emission computed tomog-
raphy, we report in this work that cell transplantation of both human umbilical cord blood cells
and endothelial progenitors provided equally early and sustained functional benefits, up to
adulthood.

INTRODUCTION

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (NHIE)
is a dramatic consequence of perinatal asphyxia,
causing neonatal mortality and severe morbidity
including cerebral palsy, sensory sequelae, epi-
lepsy, cognitive impairment, and learning disabil-
ities. Cerebral hypoxia-ischemia (HI) induces a
cascade of events including inflammation, excito-
toxic amino acids release, and oxidative stress,
leading to cell and neuronal apoptosis and tissue
necrosis. Therapeutic hypothermia proposed in
severe NHIE has shown beneficial, but limited
neuroprotective effects [1–3]. Additional thera-
peutic strategies are under investigation.

Experimental studies using autologous or het-
erologous human umbilical cord blood cells
(HUCBC) or mesenchymal stem cells demon-
strated neuroprotective effects in NHIE models
[4–7]. The mechanisms of their effects have been
shown to involve paracrine and growth factors
release, rather than engraftment and direct repair
mechanisms [4–6]. Long-term consequences of
such treatment on brain metabolism and func-
tional neurologic abilities have been little investi-
gated [8].

The neuroprotective effects of HUCBC may be
linked to endothelial progenitor cells. These cells
are a small fraction of the blood mononuclear cell
population [9, 10] and play a critical role in
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vascular repair and tissue recovery by promoting the formation of
new blood vessels in conditions of tissue ischemia. Endothelial
colony-forming cells (ECFC) are a homogeneous, well-
characterized population of endothelial progenitor cells with high
proliferating capacity. They are considered to be relevant endothe-
lial progenitors due to their specific vasculogenic activity [11–13].
We and others have previously reported protective and regenera-
tive effects of ECFC administration in an adult model of cerebral
ischemia [14, 15]. To date, the effects of ECFC administration have
not been investigated in models of NHIE. Data from preclinical
studies are still needed and are essential to design and support
future clinical trials aiming to investigate the neuroprotective
effects of autologous administration of cord blood cells in infants
with severe NHIE. Indeed, the high concentration of active cells
(progenitor, immune, and stem cells), the ease of access and well-
known cell processing techniques make cord blood a potential
neuroprotective therapy for infants suffering NHIE [4, 5, 7, 16].

The aim of this study was to evaluate and compare the effects
of HUCBC and ECFC administration after neonatal cerebral HI in
the rat. Histologic, single photon emission computed tomography
(SPECT) imaging used for brain metabolism and perfusion activity,
and neurologic functions were assessed during the neonatal
period and in adulthood.

MATERIALS AND METHODS

The experimental protocol is presented in Figure 1.

Animal Care and Surgical Procedure of Cerebral HI

This study was approved by the local institutional Animal Care
and Use Committee (CE14, Aix-Marseille Universit�e, agreement 3-
17012013) and was conducted according to the official edict pre-
sented by the French Ministry of Agriculture (Paris, France) and
the recommendations of the Helsinki Declaration. The experi-
ments were conducted in an authorized laboratory (C13-055-20).
Pregnant Sprague-Dawley rats (Charles Rivers, l’Arbresle, France,
http://www.criver.com n 5 23) were housed in a room with a 12-
hour light/dark cycle at a controlled temperature of 228C. They
had access to food and water ad libitum. After each delivery, litter
sizes were adjusted to 10 pups per litter. Neonatal rats were car-
ried by their mothers until they were weaned (day 21). They were
then housed four per cage on standard rat chow (Safe-UAR).

Only male rats (n 5 122) were used in our study to avoid bias
due to gender differences [17]. Each neurological, histological, and
isotopic imaging assessment was performed by a single investiga-
tor blinded to the experimental groups.

A variation of the Rice-Vannucci model of NHIE was used
[18–20]. On postnatal day 7 (P7), rat pups (n 5 99) were anesthe-
tized with inhaled 3% sevoflurane. The right common carotid artery
was permanently double-ligated using a 5.0 surgical silk and severed.
Pups were allowed to recover with their dams for 2 hours, and then
placed into a hypoxia chamber in a water bath maintained at 378C,
under a constant flow of 1.5 l/minute humidified 8% oxygen/balance
nitrogen for 90 minutes. SHAM rat pups (n 5 23) underwent anes-
thesia, incision, and exposure of the right common carotid artery
without ligature or hypoxia. At the end of the procedure, pups were
returned to their cage and allowed to recover for 48 hours.

Cell Preparation and Transplantation

HUCBC samples (30–50 ml) from healthy human donors were col-
lected, in compliance with the French law and after obtaining

written informed consent forms from the parents. The cord blood
cells were obtained from anonymous donations and 52% of the
donors were male newborns. Preparation of the mononuclear cell
fraction was performed by the Ficoll gradient technique (Amer-
sham, Freiburg, Germany, http://www.amershambioscience.com).
Blood samples were processed within 24 hours after collection.
Before cell transplantation, HUCBC were washed three times with
phosphate-buffered saline (PBS) then suspended in PBS (1 3 107

cells per 0.5 milliliter).
ECFC were isolated as previously described from HUCBC [21].

Before cell transplantation, ECFC were starved overnight in endo-
thelial basal medium-2/with 2% fetal calf serum, washed three
times with PBS then suspended in PBS (5 3 105 cells per 0.5
milliliter).

Experimental Groups

Forty-eight hours after the surgical procedure, HI pups were ran-
domly allocated to three groups. Control pups (n 5 35) were intra-
peritoneally injected with saline solution (500 ml) and the other
interventional animal groups either with HUCBC (1 3 107/500 ml,
n 5 21) or ECFC (5 3 105/500 ml, n 5 43). SHAM pups (n 5 23)
were intraperitoneally injected with saline solution (500 ml).
Before cell or saline injections, pups were briefly anesthetized
with 3% sevoflurane inhalation.

Neurological Assessment

Neurological assessment was performed at 14 days and 8 weeks
after HI.

Elevated Plus Maze Test. The elevated plus maze (EPM) test
was performed on P21 (n 5 10/group) to evaluate animal anxi-
ety as previously described [22]. The EPM apparatus consists
of two open arms (50 3 10 3 1 cm) and two closed arms (50
3 10 3 40 cm) crossing on a common central platform (10 3

10 cm) forming a plus shape, elevated to 50 cm above the
floor. The anxiety-related behaviors of each animal were video-
recorded for a period of 5 minutes and analyzed with the Etho-
Vision XT7 (Noldus Information Technology, Leesburg, Virginia,

Figure 1. Experimental protocol. Abbreviations: ECFC, endothelial
colony-forming cells; HUCBC, human umbilical cord blood cells; P7,
postnatal day 7; SPECT, single photon emission computed
tomography.
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http://www.noldus.com). Briefly, the rat was placed on the
central platform with its head facing an open arm. The arm
entry was defined as all four paws into an open or a closed
arm. The total time each animal spent in any different section
of the maze (open arms, central platform, and closed arms)
was recorded. Results were expressed as mean6 SD percent
of “open arms entries” (OAE ratio, number of OAE divided by
the sum of entries in both open and closed arms), percent of
“closed arms entries” (CAE ratio, number of CAE divided by the
sum of entries in both open and closed arms), percent of
“open arms time” (OAT%, time spent in open arms divided by
the sum of time spent in both closed and open arms) and per-
cent of “closed arms time” (CAT%, time spent in closed arms
divided by the sum of time spent in both closed and open
arms). The animal’s natural tendency is to stay in closed spaces
because of its unconditioned fear for open spaces and height.

Open Field Test. At 8 weeks, each rat (n 5 10 in each group)
was placed in an empty open field (OF; 100 3 100 cm) and
allowed to freely explore the arena for 5 minutes. General loco-
motor behavior (total distance moved and velocity of movement)
was analyzed with EthoVision XT 7.

Novel Object Recognition Test. At 8 weeks, the animal’s explor-
atory behavior and its nonspatial learning and memory capacities
were assessed with novel object recognition test [23, 24]. Briefly,
the rat (n 5 10/group) was placed in an open apparatus (100 3

100 cm). Each animal’s journey was video-recorded and analyzed
with the EthoVision XT7 software. The day before the test, animals
received a habituation session of 30 minutes in the OF. On the
testing day, each rat completed four 3-minute sessions (intertrial
interval of 30 minutes). During the first three sessions, the rat was
allowed to explore the arena, which contained two identical
objects. Total exploration time of the two objects was noted. For
the fourth session, one of the original objects was replaced by a
novel, different-shaped object, then each rat was returned to the
arena and was allowed to explore both objects (novel1 familiar)
for 3 minutes. The “object exploration” was considered when the
rat sniffed at the novel object within a 1 cm-distance or touched
the novel object with its nose. The time spent on each object
exploration was video-recorded and a discrimination ratio was cal-
culated (time spent to explore the novel object compared with
the total exploration time). The latency period to the first explora-
tion of the novel object was also measured.

Morris Water Maze Test. Spatial learning and memory per-
formance were evaluated 8 weeks after HI lesion with the Morris

water maze (MWM) test (n 5 10/group) as previously described
by Li et al. [25]. The MWM consists of a black circular pool virtually
divided in four equal quadrants located in a well-lit white room
with several spatial cues. Two centimeters beneath the water sur-
face and hidden from the rat’s view was a black circular platform.

(a) Spatial Acquisition Test. Training on spatial version of the
MWM was carried out over five consecutive days. On each day,
rats received four training trials in which the hidden platform was
left at the same place. The mean latency time to find the platform
was measured for individual animals on each day as a learning
score. A different starting location was used in each trial, which
consisted of a swim followed by a 30-seconds platform rest. Rats
that did not find the platform within 60 seconds were guided to it
by the experimenter.

(b) Reference Memory Test (Probe Trial). To assess long-term
memory, 24 hours after the final trial, the platform was removed
from its fixed location and the time spent in the target quadrant
over 60 seconds was measured.

Histologic and Immunohistochemistry Assessment

Animals were deeply anesthetized 7 days and 12 weeks after HI
with a lethal dose of pentobarbital (Clin Midy, Gentilly, France)
and rat brains were fixed by trans-cardiac perfusion with 4%
phosphate-buffered paraformaldehyde (PFA) (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France, http://www.sigmaaldrich.com).
After decapitation, the brain was removed from the skull and
post-fixed for 24 hours in 4% PFA at 48C and was successively cryo-
preserved, snap-frozen, and stocked at 2808C. Frozen sections
were cut with a sliding microtome (CM1900, Leica, France SA,
http://www.leicabiosystems.com) and stored at 2808C. All sec-
tions were examined using a light and fluorescent microscope
(Eclipse TE 2000-U, Nikon France SA, https://www.nikoninstru-
ments.com) equipped with a digital camera (DXM1200, Nikon
France SA) and an image analyzer (Lucia 5.0 software, Nikon
France SA). Histologic analysis was performed in 5–10 fields at the
cortical level of ipsilateral hemisphere and in the corresponding
location within contralateral hemisphere.

TUNEL Staining. Apoptotic cells were detected on 8 lm-thick
sections 7 days after injury by terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated 20-deoxyuridine 50-triphosphate nick-end
labeling (TUNEL) as previously described [26]. Only cells containing
apoptotic bodies are referred to as apoptotic cells. TUNEL positive
cells were counted under high-power microscope and expressed
as number of positive cells per square mm section.

Immunofluorescent Staining. After nonspecific protein binding
blocking, slices were incubated (1/100, 2 hours, 48C) with the pri-
mary antibody (eNOS: 610297, BD Pharmingen, http://www.
bdbiosciences.com; NeuN: MAB377, Millipore, http://www.
merckmillipore.com; glial fibrillary acidic protein, GFAP: M0761,
Dako, http://www.agilent.com) and were incubated secondary
antibodies. Cerebral vessel density (eNOS), neuronal survival
(NeuN), and astrogliosis (GFAP) are expressed as ipsilateral-to-
contralateral (i/c) ratio.

Immunohistochemistry. After endogen peroxydase activity
blocking and nonspecific protein binding blocking, sections were
incubated with mouse monoclonal anti-iNOS (1/100, 4 hours, BD
Pharmingen, 610297) and then incubated with the biotinylated
secondary antibody and visualized with 3,30-diaminobenzidine
(Thermofischer, http://www.thermofisher.com). Neuroinflamma-
tion is expressed as i/c ratio.

Single Photon Emission Computed Tomography

Radiotracers. Hexamethylpropyleneamine oxime kit (HMPAO,
Cerestab, General Electrics, Velizy-Villacoublay, France, http://
www.gehealthcare.com) was radiolabeled with fresh [99mTc]TcO–

4

pertechnetate solution (500 MBq/1 ml) following the manufac-
turer’s instructions.

SPECT Data Acquisition. Seven days (P14) and 12 weeks after
HI insult, 20 MBq of [99mTc]Tc-HMPAO were injected through the
tail vein to assess cerebral blood flow (CBF). Thirty minutes after
[99mTc]Tc-HMPAO injection, the animals were anesthetized with
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1.5% sevoflurane and a cerebral SPECT/CT imaging was acquired
for 20 minutes (NanoSPECT/CT1 camera, Bioscan Europe Ltd,
Paris, France).

SPECT Image Analysis. Images analysis was performed using
the 3D-ROI module part of InVivoScope software v2.0p4 (InviCRO,
Boston, https://www.invicro.com). Two volumes of interest (VOI)
were drawn over right (ipsilateral) and left (contralateral) cerebral
hemisphere for each animal in the axial section. Radioactivity
inside each VOI was quantified and corrected by the tissue volume
(MBq/mm3).We then calculated the i/c ratios (i/c, %). Image color
scales were normalized in order to illustrate CBF.

Statistical Analysis

Values were reported as mean6 SD unless otherwise indicated.
Physiological parameters were analyzed by unpaired t test. TUNEL
and immunoassaying data were tested for normality and were
compared with unpaired t test with Bonferroni correction for post
hoc intergroup comparisons. Behavioral and morphological out-
comes were compared between the groups using one-way analy-
sis of variance (ANOVA) followed by post hoc Bonferroni test.
Statistical analyses were performed with Prism software v5.03
(GraphPad Software, La Jolla, CA). A p value <.05 was considered
statistically significant.

RESULTS

Survival rate: Survival rate after hypoxic-ischemic injury was 96%.
Locomotor behavior: To analyze locomotor behavior, OF activity
was performed at W8 in all experiment groups. Physical abilities
were similar in all groups (data not shown).

Neurological Assessment

HUCBC or ECFC Administration Equally Rescues Hypoxic-

Ischemic-Induced Short-Term Anxiety-Like Behavior Abnormal-

ities. The EPM test was performed on day P21 (n 5 10/group).
The animal’s natural tendency is to stay in enclosed spaces, as was
the case with the SHAM group (91% of time spent in closed
arms). After HI injury, we observed a higher OAE ratio in the Con-
trol group compared with the SHAM group (OAE ratio, Control:
0.5686 0.08, SHAM: 0.2906 0.06; p< .05, n 5 10, Fig. 2A) and a
higher percent of time in the open arms (OAT%, Control:
0.3576 0.1, SHAM: 0.0916 0.02, p< .05, n 5 10, Fig. 2B). After
cellular therapy, we observed a significant decrease in OAT ratio in
the HUCBC (0.0916 0.04, p< .05, n 5 10) and ECFC groups
(0.0946 0.02, p< .05, n 5 10) compared with the Control group
(Fig. 2B). There was no significant difference between HUCBC,
ECFC, and SHAM animals.

HUCBC or ECFC Administration Equally Rescues Hypoxic-

Ischemic-Induced Long-Term Cognitive Deficits. Morris Water

Maze Test. Control rats showed significant spatial and learning
memory deficits 8 weeks after HI as compared with SHAM rats.
(a) Spatial acquisition test (Fig. 3A): During the five training days,
the mean escape latencies to find the platform in the HUCBC and
ECFC groups were significantly shorter than in Control rats
(HUCBC: 29.16 6.6 seconds; ECFC: 25.86 7.2 seconds; Control:
44.66 3.1 seconds, n 5 10 in each group, HUCBC vs. Control p <

.01; ECFC vs. Control p< .05). There were no significant differen-
ces between the HUCBC, ECFC, and SHAM groups. (b) Reference

memory test (probe trial, Fig. 3B): Twenty-four hours after the last
training session, the time spent in the target quadrant (without
the platform) was measured. The SHAM, HUCBC, and ECFC groups
showed longer time spent in the target quadrant than Control
rats (SHAM vs. Control, p < .01; ECFC and HUCBC vs. Control,
p< .05) There was no difference between the ECFC, HUCBC, and
SHAM groups.

Novel Object Recognition Test. HI resulted in cognitive deficit
involving nonspatial working memory and exploratory capacities
during the novel object recognition test, with a discrimination
ratio significantly reduced in the Control group compared with
the SHAM group, (respectively, 0.556 0.1 and 0.926 0.03;
p< .05; n 5 10/group, Fig. 4A). HUCBC and ECFC administration
significantly increased exploratory and memory performance
compared with the Control group, with a higher discrimination
ratio (HUCBC: 0.886 0.02, p< .05; n 5 10; ECFC: 0.896 0.03,
p< .05; n 5 10, Fig. 4A). The mean escape latency to first explora-
tion of the novel object was significantly increased in the Control
group compared with the SHAM group (respectively24.06 3.2
seconds and 8.316 2.2 seconds, p< .01, n 5 10 in each group,
Fig. 4B) and was reduced in the HUCBC (11.286 1.8 seconds,
p< .01, n 5 10, Fig. 4B) and ECFC (10.156 2.6 seconds, p< .05,
n 5 10, Fig. 4B) groups. There was no difference between the
ECFC, HUCBC, and SHAM groups.

Figure 2. Evaluation of HUCBC or ECFC administration on anxiety-like
behavior measured by the elevated plus maze test at post-natal day 21.
(A): Percent of entries in open arms and in closed arms. (B): Percent of
time spent in open arms and in closed arms. (mean6SD; *, p< .05 com-
pared with Control; n 5 10 in each group). Abbreviations: ECFC, endothe-
lial colony-forming cells; HUCBC, human umbilical cord blood cells.
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Histological and Immunochemical Assessment

HUCBC or ECFC Administration Decreased Apoptosis and Neu-

roinflammation Activation 7 Days After Neonatal HI. Seven
days post-HI, the HUCBC group revealed a significantly lower corti-
cal neuroinflammation than the Control group (HUCBC vs. Con-
trol: 0.96 0.15 vs. 1.66 0.34; p 5 .038; n 5 5 per group, Fig. 5A).
The ECFC group revealed a trend to a lower neuroinflammation in
the ipsilateral cortex than the Control group but this difference
was not statistically significant (ECFC vs. Control; 1.16 0.11 vs.
1.66 0.34; p 5 .08, n 5 5 per group, Fig. 5A).

Similarly, 7 days after HI, apoptotic cell number (Fig. 5B) was
significantly lower in the HUCBC (5.56 1.2 cells/mm2; p 5 .005,
n 5 6) and ECFC groups (3.26 1.3 cells/mm2, p 5 .006, n 5 6)
than in the Control group (57.56 2.1 cells/mm2, n 5 6)

HUCBC and ECFC Administration Equally Improved Early and

Late Neuronal Survival and Prevented the Formation of Astro-

cytic Scar. Neuronal survival: HI induced a significant and
extended decrease of NeuN-immunopositive cells in the ipsilateral
hemisphere 7 days (0.996 0.08 vs. 0.806 0.07 in the SHAM and
Control groups respectively, p 5 .026, n 5 4 in each group, Fig.
6Aa, 6Ac) and 12 weeks after HI insult (0.996 0.15 vs. 0.746 0.1
in the SHAM and Control groups respectively, p 5 .025, n 5 4/
group, Fig. 6Ab, 6Ad).

Seven days after HI (Fig. 6Aa, 6Ac), NeuN-positive cells i/c
ratios were significantly increased in the HUCBC (0.956 0.03,
p 5 .0094, n 5 4) and ECFC (0.906 0.05, p 5 .043, n 5 4) groups
in comparison with the Control group.

Twelve weeks after HI (Fig. 6Ab, 6Ad), NeuN-positive cells i/c
ratios were still significantly increased in the HUCBC group
(0.986 0.13, p 5 .022, n 5 4) and in the ECFC group (1.096 0.11,
p< .001; n 5 4) in comparison with the Control group.

Figure 4. Evaluation of HUCBC and ECFC administration on Novel
Object Recognition test at post-natal 8 weeks. (A): Discrimination
ratio. (B): The mean escape latency to first exploration of the novel
object. (mean6 SD; *, p < .05 compared with Control, **, p < .01
compared with Control; n 5 10 in each group; one-way analysis of
variance followed by post hoc Bonferroni test). Abbreviations: ECFC,
endothelial colony-forming cells; HUCBC, human umbilical cord
blood cells.

Figure 3. Evaluation of cognitive function with the Morris water
maze test at post-natal 8 weeks. (A): Spatial acquisition test (Train-
ing sessions). (B): Reference memory test (day 6). (mean6 SD; *, p
< .05 compared with Control; **, p < .01 compared with Control;
n 5 10 in each group; one-way analysis of variance followed by post
hoc Bonferroni test). Abbreviations: ECFC, endothelial colony-
forming cells; HUCBC, human umbilical cord blood cells.
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No Difference was Observed Between the SHAM, ECFC, and

HUCBC Groups 7 Days and 12 Weeks After HI. Astrogliosis: HI
induced a significant and extended increase in astrogliosis,
expressed as i/c GFAP ratio, 7 days (0.826 20 vs. 1.596 0.12 in
the SHAM and Control groups respectively, p< .001, n 5 5/group,
Fig. 6Ba, 6Bc) and 12 weeks after HI (0.986 0.24 vs. 3.536 0.9 in
the SHAM and Control groups respectively, p 5 .004, n 5 5/group,
Fig. 6Bb, 6Bd).

Seven days after insult (Fig. 6Ba, 6Bc), no significant decrease
in astrogliosis was observed in the ECFC and HUCBC groups com-
pared with the Control group; whereas at W12 (Fig. 6Bb, 6Bd) we
observed a huge delayed decrease in astrogliosis in the ECFC
(0.966 0.23, p< .001, n 5 5) and HUCBC (1.246 0.63, p< .05,
n 5 5) groups compared with the Control group. No difference
was observed between the SHAM, ECFC, and HUCBC at W12.

HUCBC and ECFC Administration Both Resulted in an Early and

Sustained Increase in Cerebral Capillary Density, from Day 7 to

12 Weeks After Neonatal HI. In comparison with SHAM ani-
mals, HI was associated with a significant reduction in cerebral
capillary density (i/c ratios) 7 days (0.976 0.03 vs. 0.736 0.04 in
SHAM and Control animals respectively, p< .001, n 5 4/group,
Fig. 6Ca, 6Cc) and 12 weeks after HI insult (0.986 0.05 vs.
0.766 0.08 in SHAM and Control animals respectively, p 5 .0014,
n 5 4/group, Fig. 6Cb, 6Cd).

Seven Days After HI. cerebral capillary density was signifi-
cantly higher in the HUCBC (1.006 0.06; p< .001; n 5 5) group
and in the ECFC (1.096 0.08; p< .001; n 5 6) group in compari-
son with the Control group. No difference was observed between
the SHAM, ECFC, and HUCBC groups. (Fig. 6Ca, 6Cc).

Twelve Weeks After HI. cerebral capillary density was signifi-
cantly higher in the HUCBC (0.936 0.11; p 5 .034, n 5 6) group
and in the ECFC (1.026 0.08; p< .001, n 5 6) group in compari-
son with the Control group. No difference was observed between
the SHAM, ECFC, and HUCBC groups (Fig. 6Cb, 6Cd).

Single Photon Emission Computed Tomography

Cerebral Blood Flow. Although no significant difference was
found between conditions at P14, at W12 we observed in the
Control group a significant decrease in CBF i/c ratios (77%6 2%,
n 5 5) compared with the SHAM (99%6 3%, n 5 5, p 5 .019)
group and a significant improvement in the HUCBC (95%6 2%,
p 5 .017, n 5 5) and ECFC (96%6 2%, p 5 .014, n 5 7) groups
compared with the Control group (Fig. 7).

DISCUSSION

Using a rat neonatal model of brain HI, we demonstrated that
HUCBC or ECFC administration similarly (a) limited cellular apopto-
sis, neuroinflammation, and astrocytic reaction, (b) restored cere-
bral capillary density, and (c) improved neuronal cell survival.
Long-term CBF and neurologic functions were definitively
improved as well.

Administration of HUCBC after neonatal cerebral HI in rats lim-
its the severity of brain injury and improves long-term neurologic
functions. Meier et al. were the first to describe improved neuro-
logic functions in rats with neonatal cerebral HI after intraperito-
neal infusion of HUCBC (1 3 107 HUCB cells), 24 hours after
cerebral injury [7], and a preservation of somatosensory functions
in the ipsilateral hemisphere at P48 [27]. These effects have been
demonstrated in studies using different doses, administration
route, or administration timing of HUCBC after neonatal cerebral
insult [4–6, 28, 29]. Yasuhara et al. have shown improved motor
coordination as early as the 7th day after intravenous administra-
tion of low doses of HUCBC (1.5 3 104) [4]. Pimentel-Coelho dem-
onstrated that intraperitoneal injection of 2 3 106 HUCBC 3 hours
after the ischemic episode improved sensorimotor reflexes up to
10 days after injection. Most of these effects were associated with
decreased neuroinflammation and less apoptosis reaction [6, 30].
The mechanism by which HUCBC do limit brain injury is unclear.

Figure 5. Effects of HUCBC and ECFC administration on neuroinflammation (A) and apoptosis (B) 7 days after neonatal HI. (A): Representa-
tive photographs of iNOS immunohistochemistry in ipsilateral cortical brain section of Control (Aa), HUCBC (Ab), and ECFC (Ac) groups. (Ad):
Quantification of iNOS immunopositive cells (ipsilateral/contralateral ratio), Scale bar: 40 mm. (B): Representative photographs of TUNEL
immunohistochemistry in ipsilateral cortical brain section of Control (Ba), HUCBC (Bb), and ECFC (Bc) groups. (Bd): quantification of apoptotic
cells in the ipsilateral hemisphere. (mean6 SD; *, p< .05 compared with Control, **, p < .005 compared with Control; n 5 5–6 in each
group; unpaired t test followed by post-hoc Bonferroni test). Abbreviations: ECFC, endothelial colony-forming cells; HUCBC, human umbilical
cord blood cells.
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Figure 6. Effects of HUCBC and ECFC administration on neuronal survival (A), astrogliosis (B), and capillary density (C) 7 days (a, c) and 12
weeks (b, d) after neonatal HI. Representative NeuN immunofluorescence (red) at P14 (Aa) and W12 (Ac), Representative glial fibrillary acidic
protein (GFAP) immunofluorescence (green) at P14 (Ba) and W12 (Bc) and Representative eNOS immunofluorescence (red) at P14 (Ca) and
W12 (Cc). Ipsilateral/contralateral ratio of NeuN-immunopositive cells at P14 (Ab) and W12 (Ad), ipsilateral/contralateral ratio of GFAP-
immunopositive cells at P14 (Bb) and W12 (Bd) and ipsilateral/contralateral ratio of eNOS-immunopositive cells at P14 (Cb) and W12 (Cd),
(mean6 SD; *, p < .05 compared with Control; **, p < .01 compared with Control, n 55 in each group; unpaired t test followed by post hoc
Bonferroni test; scale bars5 20 mm). Abbreviations: ECFC, endothelial colony-forming cells; HUCBC, human umbilical cord blood cells.
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Cord blood contains different cell types with various functions
including mesenchymal cells, stem cells, progenitor cells, immune
cells (T-regulatory lymphocytes), and endothelial progenitor cells
which contribute to the neuroprotective effects. It has been pro-
posed that such effects result from in situ trophic/growth factors
release rather than from engraftment process [4, 6, 31], and stud-
ies found a limited number, or an absence of HUCBC in the injured
brain [4, 5, 7, 28]. Our findings provide further evidence on the
neuroprotective effects of HUCBC which sustain in adulthood.

The relevant findings of this study concern the significant neu-
roprotective effects of ECFC administration after neonatal cerebral
HI, which have never been evaluated as cell therapy for neonatal
cerebral HI. ECFC are considered to be the relevant endothelial
progenitors due to their specific vasculogenic activity [11, 12]. We
previously showed that intravenous administration of ECFC con-
tributed to vascular recovery, limited tissue injury after hind limb
ischemia, and transient cerebral ischemia in adult rodents [14, 15,
32–35]. In all these models, ECFC administration was associated
with a decrease in apoptosis, a growth factor release enhance-
ment and a neovascularization stimulation.

Beneficial effects of the administration of ECFC or HUCBC 3
days after cerebral HI in pups sustained in adulthood. Com-
pared with the Control group, ECFC and HUCBC administration
limited neuronal death, neuroinflammation and preserved
capillary density. We observed that cell therapy did not pre-
vent early glial cell proliferation, supposed to be protective,
but prevent delayed glial scar, reinforcing the hypothesis of a
temporary astroglial border that could limit ischemia to sur-
rounding tissues [36]. The effects of astrogliosis and microglia

on inflammation and oxidative stress reactions are debated
[37, 38], but a sustained microglial activation has been shown
to affect tissue integrity after ischemic injury through secreting
cytotoxic cytokines and free radicals [39–43].

We originally used mSPECT/CT imaging to follow-up brain
metabolism after cerebral HI from neonatal period to adulthood.
Brain perfusion is a critical parameter of cerebral tissue physiol-
ogy; maintenance of brain metabolism is finely tuned and needs a
constant provision of oxygen and glucose. Cerebral SPECT/CT
imaging showed a huge decrease in brain perfusion in Control rats
compared with the SHAM group at the adult stage (W12). These
alterations were associated with significant impaired neurologic
functions and brain damages. Although no difference was
observed on day 7 after cerebral HI, adult HUCBC- or ECFC-treated
animals recovered brain metabolism and perfusion with less
extended brain damages and better neurological functions. Patho-
physiological processes including cell activity and cell proliferation,
tissue inflammation or regenerative processes may maintain tis-
sue metabolism and explain unchanged brain perfusion soon after
cerebral HI as observed in adult cerebral HI models [44]. All of
these findings make CBF as evaluated by SPECT/CT imaging a reli-
able tool to assess long-term consequences of neonatal HI and
the effects of experimental therapies.

The current study provides further evidence on the neuropro-
tective effects of HUCBC and ECFC after neonatal cerebral HI in
the rat. The experimental design included heterologous cell ther-
apy which questions the reliability of the model. However, some
evidence argues for the effectiveness of these cells. Neuroprotec-
tive effects of cord blood cells have been demonstrated in

Figure 7. Effects of HUCBC and ECFC administration on cerebral blood flow (CBF) SPECT/CT 2 weeks and 12 weeks after hypoxia-ischemia.
(A): Brain representative tomographic images of 99mTc-HMPAO SPECT/CT assessing CBF 2 weeks (top row) and 12 weeks (bottom row) after
hypoxia-ischemia. (B): Quantification of 99mTc-HMPAO activity in ischemic hemisphere (% of contralateral activity) 2 weeks (black bars) and
12 weeks (gray bars) after hypoxia-ischemia (mean6 SD; *, p < .05 compared with Control; n 5 4–5 in each group; one-way analysis of var-
iance followed by post-hoc Bonferroni test). Abbreviations: ECFC, endothelial colony-forming cells; HMPAO, hexamethylpropyleneamine
oxime; HUCBC, human umbilical cord blood cells.
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immunodeficient rodents [4, 45] and in a model of NHIE in lamb
after autologous administration of cord blood cells [46]. We did
not investigate the effects of hypothermia as used in clinical prac-
tice because our aim was to compare the effects of both HUCBC
and ECFC. The strength of our study was to investigate long-term
consequences of HUCBC and ECFC administration in a model of
neonatal cerebral HI using histologic, neurologic and SPECT imag-
ing tools. We found similar long-term neuroprotective effects
between both cell therapies which underlines the robustness of
cell therapies as therapeutic candidate for neonatal HI.

Clinical Implications

Caution is required when extrapolating our findings to infants
since current findings were observed in a specific experimental
model; but evidence argues for their potential relevance for NHIE.
The Rice-Vannucci model is considered a reference for studying
neonatal HI brain, since cortical maturity at 7 days post-delivery
in rats is similar to that of human newborns [19, 47]. We
observed, as previously reported [4, 5, 7, 16, 28, 29], that neona-
tal cerebral HI induced long-term neurofunctional and cognitive
deficits with significant impaired spatial and nonspatial memory
skills and behavior disorders in stress conditions, as can be seen
in children born with NHIE. The rat model is a valuable model for
studying pathophysiological mechanisms of NHIE and for evaluat-
ing the efficacy and tolerance of cellular therapies. Our findings
and previous studies provide sufficient data on the effectiveness
and the safety of using these cells in NHIE conditions [48–50].

NHIE is the second cause of neonatal death worldwide [51]
and is associated with high risk of long-term neurocognitive dis-
abilities in surviving infants. Therapeutic hypothermia, which is
the only protective therapy proposed in such a situation, has lim-
ited neuroprotective effects [1–3, 52, 53]. Combined therapies are
currently evaluated, out of which cell therapy using HUCBC has
promising potential neuroprotective effects. HUCBC are easily and
immediately available at the patient’s bedside just after birth.
Recently, in only one study, HUCBC administrations have been
shown to be feasible and well tolerated in newborns with severe
NHIE [54]. Using ECFC from cord blood is more debated. Their use
in clinical practice remains tricky since ECFC are allogeneic and
take several days to be produced. We have characterized cord
blood stem cells of neonates with neonatal asphyxia and com-
pared them with those from healthy newborn infants (NEOCORD,

NCT01284673). We observed that neonatal asphyxia seemed to
enrich cord blood stem cell content, with a higher quantity of
endothelial progenitor cells found in cord blood of asphyxiated
neonates (unpublished data). All these arguments confirm our
choice to establish and set up a clinical study (NEOSTEM,
NCT02881970). Three other studies are ongoing (NCT01506258,
NCT02256618, NCT02605018) and the neonatal physician com-
munity has placed much hope in these strategies.

CONCLUSION

In the current study, we reported that a single HUCBC or ECFC
administration after neonatal cerebral HI in rat equally limited glial
cell proliferation, prevented apoptosis and neuronal loss and
improved capillary growth, CBF using mSPECT/CT imaging, and
neurologic functions up to young adulthood. Our findings provide
further evidence on the effectiveness and tolerability of HUCBC as
the potential candidate for clinical HI cell therapy.
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1. Points forts 
1.1. Place de la thérapie cellulaire dans le traitement de 

l’EHI 
 

Comme présenté précédemment, la prise en charge de l’encéphalopathie hypoxo-

ischémique représente un enjeu majeur du fait de sa gravité et du haut risque de décès et 

de séquelles à long terme. En dehors de l’hypothermie thérapeutique, aucun traitement 

curatif n’est validé. Le développement de stratégies complémentaires à l’hypothermie 

thérapeutique est nécessaire. Au cours de ces dernières années, nous assistons à une 

recherche intensive concernant de nombreuses molécules à visée neuroprotectrices, 

c'est-à-dire capables de retarder ou prévenir la mort neuronale. Il faudra attendre des 

données cliniques pour évaluer leur bénéfice et la faisabilité de leur utilisation en pratique 

courante. 

Une autre stratégie thérapeutique repose sur une médecine régénérative basée sur la 

neurorestauration, pouvant stimuler la réparation endogène et la régénération du tissu 

cérébral endommagé par l’hypoxo-ischémie cérébrale.  La thérapie cellulaire est 

l’approche thérapeutique principale permettant d’accompagner et de renforcer la 

neurorestauration physiologique initiée au niveau cérébral après un accident hypoxo-

ischémique. Ce travail confirme la place potentielle de la thérapie cellulaire dans le 

traitement de l’encéphalopathie hypoxo-ischémique, en association avec l’hypothermie 

thérapeutique. 

 

1.2. Points forts techniques de l’étude: tests 

comportementaux, évaluation dans le temps, 

imagerie fonctionnelle  
 

Dans notre étude, nous avons confirmé les bénéfices de la thérapie cellulaire par les 

cellules mononuclées du sang de cordon (HUCBs) et évalué pour la première fois les effets 

des ECFCs par l’intermédiaire d’une évaluation fonctionnelle complète, reposant sur une 

batterie de tests comportementaux complémentaires, reconnus et validés dans la 

littérature136-139. 
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Les études publiées ayant été menées seulement à des temps précoces (3 semaines après 

l’accident hypoxo-ischémique)22, 117, 119, il nous a apparu intéressant d’étudier l’effet de la  

thérapie cellulaire à long terme dans notre modèle. Nous avons ainsi mis en évidence la 

persistance des effets bénéfiques de ces deux types cellulaires issus du sang de cordon à 

l’âge adulte tant sur le plan neurocomportemental (8 semaines après l’accident hypoxo-

ischémique) que sur le plan histologique (12 semaines après l’accident hypoxo-

ischémique). 

Nous rapportons également pour la première fois, l’évaluation de la perfusion cérébrale 

par imagerie fonctionnelle isotopique SPECT/CT à différents temps post hypoxo-ischémie 

(7 jours et 8 semaines).  

L’imagerie fonctionnelle représente un outil puissant pour l’étude du développement 

cérébral. La base des explorations fonctionnelles du système nerveux central est fondée 

sur l’hypothèse d’un couplage spatiotemporel entre la fonction neuronale et la perfusion 

locale (unité neuro-vasculaire). Il a été démontré un lien étroit entre la variation du débit 

sanguin cérébral local et le métabolisme énergétique cérébral lié à l’activité neuronale125, 

140. La tomographie d’émission monophotonique (SPECT) couplée à un scanner est une 

méthode de reconstruction d’images de distribution de traceurs radioactifs. Elle permet 

une mesure directe et non invasive de la perfusion cérébrale régionale141, 142. Ainsi, 12 

semaines après l’hypoxo-ischémie cérébrale néonatale, la baisse de perfusion cérébrale 

de la zone ischémiée quantifiée par imagerie SPECT reflète un hypométabolisme localisé 

témoignant d’atteinte fonctionnelle cérébrale cicatricielle et définitive142.  

Dans notre étude, l’utilisation de la SPECT/CT a permis de suivre l’évolution de la 

perfusion cérébrale de façon longitudinale, à deux temps donnés, individu par individu, 

permettant ainsi de corréler la récupération neuro-comportementale à long terme avec 

la restauration de la perfusion cérébrale chez les animaux lésés ayant bénéficié de 

l’injection d’ECFCs ou HUCBCs.  

En accord avec ce que nous avons préalablement rapporté chez le rat adulte (Garrigue 

2016) à des temps précoces (7 jours après l’ischémie), l’imagerie SPECT/CT de perfusion 

cérébrale n’a pas permis de mettre en évidence de modification significative en raison de 

la concomitance de nombreux processus ayant des répercussions antagonistes sur le flux 
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cérébral, tels que l’atteinte neuronale, l’inflammation réactionnelle ou encore la 

régénération. 

Nous avons également évalué (résultats non présentés), par imagerie SPECT/CT au 

99mTc-DTPA, les effets de l’administration des HUCBCs ou ECFCs sur la rupture de la 

barrière hématoencéphalique (BHE) induite par l’atteinte ischémique. Au cours de 

travaux antérieurs, sur le modèle MCAO adulte (Garrigue JNM 2017), nous avions 

rapporté un effet très important de l’administration des ECFCs sur l’atténuation de la 

rupture de la BHE. Malheureusement, nous n’avons pas pu mettre en évidence une telle 

protection sur notre modèle chez le rat nouveau-né, certainement en raison d’une 

perméabilité résiduelle de la BHE au cours du développement143, 144 

 

1.3. Choix cellulaire 

Les cellules souches sont définies par deux critères : l’autorenouvellement qui assure leur 

maintien à long terme, et la capacité à générer une descendance différenciée et 

fonctionnelle. Deux principaux types de cellules souches sont étudiées dans le domaine 

de l’ischémie cérébrale : les cellules souches embryonnaires et les cellules souches 

adultes145. 

Les cellules souches embryonnaires font l’objet d’intenses recherches en raison de leur 

potentiel d’expansion quasiment illimité et leur répertoire de différenciation. Ces cellules 

totipotentes ont en effet la capacité de générer tous les tissus de l’organisme y compris 

ceux du système nerveux. Néanmoins leur applicabilité en clinique est à court et moyen 

terme largement compromise en raison non seulement de considérations éthiques mais 

également d’un manque de maitrise des conditions de prolifération et différenciation qui 

expose à un risque majeur de tératomes146, 147. 

Les cellules souches neurales dérivées de tissus fœtaux ou adultes ont l’avantage d’une 

différenciation organe spécifique mieux définie et d’un risque moindre de division 

incontrôlées, mais leur usage est rendu difficile en raison leur manque d’accessibilité pour 

l’usage clinique. 

Dans ce contexte, les cellules souches mononuclées issues du sang de cordon représentent 

une alternative de choix, de par les avantages suivants : une facilité d’obtention, sans 
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risque pour le donneur, une thérapie autologue mieux tolérée, risque moindre de 

transmission de maladies infectieuses, une capacité d’être stockées, et une préparation 

rapide en vue de l’injection dans un faible délai. En effet, la préparation standardisée de 

concentrés de cellules mononuclées à partir d’unités de sang placentaire est, depuis 1998 

une technique très largement utilisée dans le traitement d’hémopathies malignes ou 

affections du système immunitaire. De plus, les différentes populations de cellules 

souches présentes dans le sang de cordon ont des propriétés compatibles avec une 

efficacité dans la régénération de tissus cérébraux lésés148-150. 

 

1.4. Evaluation et rôle des cellules progénitrices 

endothéliales 

Comme nous l’avons dit précédemment, nous rapportons pour la première fois l’effet 

neuroprotecteur des progéniteurs endothéliaux tardifs issus du sang de cordon ombilical 

(ECFCs) dans le modèle d’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale. La 

comparaison des ECFCs et HUCBCs sur le plan comportemental, histologique et en neuro 

imagerie, a mis en évidence une efficacité équivalente de ces cellules. L’intérêt d’évaluer 

les progéniteurs endothéliaux comme base de thérapie cellulaire repose sur plusieurs 

observations majeures :  

- leurs propriétés angiogéniques démontrées par des études in vitro151, et in vivo152 

- la corrélation existante entre la diminution du nombre de progéniteurs 

endothéliaux endogènes chez l’homme et les facteurs de risque d’accident 

vasculaire ischémique cérébral153, 154 

- de même, chez l’homme, l’augmentation du taux sanguin d’EPCs après AVC 

ischémique est considérée comme un facteur de meilleur pronostic155, 156 

- une diminution du nombre d’EPCs associée à une altération de leur capacité 

angiogénique et clonogénique chez des nouveau-nés présentant une restriction de 

croissance intra-utérine par dysfonction endothéliale157-159 

- la mobilisation des EPCs endogènes dans des modèles animaux d’ischémie 

cérébrale adulte160, corrélée à une augmentation de la néovascularisation et du 

flux sanguin au sein des territoires ischémiés favorisant la récupération 

fonctionnelle161 
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- la mise en évidence des propriétés migratoires in vivo vers la zone lésée après 

injection intraveineuse d’EPCs exogènes après MCAO chez le lapin152 

Dans notre étude, la mise en évidence d’une efficacité équivalente des ECFCs par rapport 

aux HUCBCs appuie l’hypothèse d’un rôle prépondérant de cette fraction cellulaire au sein 

des cellules du sang du cordon, et du rôle important de l’angiogenèse dans la réparation 

neuronale. 

  

2. Limites et Perspectives 

 

2.1. Hypothermie thérapeutique 

Nous n’avons pas, dans cette étude expérimentale, réalisé d’hypothermie thérapeutique, 

seul traitement actuellement reconnu en pratique clinique. Les bénéfices de 

l’hypothermie en matière de neuroprotection ont déjà été démontrés dans le modèle 

animal utilisé dans notre étude40, 162, 163. L’objectif de cette étude s’est porté sur 

l’évaluation de l’effet seul des ECFCs ou HUCBCs dans l’hypoxo-ischémie cérébrale. Une 

des perspectives est de poursuivre cette étude en évaluant les effets combinés de 

l’hypothermie thérapeutique et des cellules souches. En effet, on ne peut exclure un effet 

de l’hypothermie sur l’activité des cellules de sang de cordon. Quelques études animales 

ont observé que la combinaison de l’hypothermie à la thérapie cellulaire présentait un 

effet synergique164-166.  

 

2.2. Modèle animal 

L’une de principale limite de la recherche sur l’hypoxo-ischémie néonatale réside dans le 

fait que peu d’études animales reproduisent le vrai accident hypoxo-ischémique intra-

utérin. Quelques modèles expérimentaux, notamment chez le fœtus de brebis, miment 

l’accident hypoxique par occlusion du cordon ombilical167. Le modèle animal d’hypoxo-

ischémie cérébrale selon Rice-Vanucci ne mime pas forcément l’accident hypoxo-

ischémique subi en période périnatale par les nouveau-nés. Toutefois, il est validé 

scientifiquement et est considéré comme un modèle de référence pour l’étude de 

l’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale116. En effet, les comparaisons multiples 
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concernant la croissance anatomique cérébrale, les étapes de neurogenèse, 

synaptogenèse, gliogenèse, maturation, myélinisation, mais aussi les variations 

biochimiques et moléculaires liées à l’âge, ont démontré que le cerveau du rat entre 7 et 

10 jours de vie correspondait chez le nouveau-né humain à un âge gestationnel proche du 

terme (36-40 semaines de gestation), donc approprié pour l’étude des lésions cérébrales 

du nouveau-né à terme115, 168-170. Une des limites de ce modèle réside dans la variabilité 

lésionnelle entre les animaux171. De plus, il se rapproche d’autres modèles animaux 

d’accident hypoxo-ischémique, notamment chez la brebis.   

Une autre remarque s’impose : les cellules souches de sang de cordon utilisées dans les 

modèles expérimentaux sont toutes issues de nouveau-né humain sain (sans asphyxie). 

L’impact de l’asphyxie néonatale sur les cellules souches du sang de cordon autologue, 

dont dépend le bénéfice de telles thérapies, n’est pas clairement établi. Or, il est important 

de documenter si l’hypoxie tissulaire ainsi que l’hypoxémie et l’acidose métabolique 

sanguine qui accompagnent cette situation physiopathologique ne compromettent pas le 

nombre et la fonctionnalité de ces cellules et donc leur potentialité thérapeutique. 

Plusieurs études se sont penchées sur les conséquences in vitro d’un préconditionnement 

hypoxique des ECFCs. En effet, Decaris et al. ont comparé les propriétés angiogéniques 

des ECFCs in vitro en milieu physiologique ou milieu hypoxique et ont mis en évidence 

une amélioration des capacités de prolifération, de migration et de tubulogenèse des 

ECFCs en condition d’hypoxie en comparaison aux conditions physiologiques172. Dans un 

modèle animal d’ischémie de la patte, un préconditionnement ex vivo par hypoxie des 

ECFCs (hypo-ECFC), a permis une amélioration de la densité capillaire, du flux sanguin et 

des capacités de prolifération et de survie de ces cellules173. Cependant, l’équipe de He et 

al. a très récemment observé in vitro que l’hypoxie inhibait la prolifération, la migration 

des ECFCs ainsi que l’angiogenèse ; les effets de l’hypoxie sur les ECFCs seraient liés à une 

surexpression de l’HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α), responsable d’un arrêt du cycle 

cellulaire174. Ces observations contradictoires sembleraient être liées aux différents 

modes d’hypoxie (hypoxie aiguë ou chronique), ou encore aux différents types cellulaires 

utilisés (EPCs précoces ou ECFCs)174. 

Actuellement, aucune étude expérimentale n’a évalué les effets de cellules souches issues 

de sang de cordon en contexte d’asphyxie périnatale. 
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En pratique clinique aussi, les caractéristiques des cellules de sang de cordon ayant subi 

une hypoxie doivent être déterminées sur un produit cellulaire frais, ou ayant subi une 

étape de congélation (puisque la cryoconservation peut être imposée par un protocole 

thérapeutique nécessitant une administration de cellules au-delà de 48 heures suivant la 

naissance). Ainsi, une étude préclinique observationnelle a été réalisée au sein de 

l’Assistance Publique Hôpitaux de Marseille (service de thérapie cellulaire, service de 

Médecine néonatale, Maternité de l’hôpital de la Conception) afin de comparer les 

caractéristiques cellulaires du sang de cordon de nouveau-nés sains (n=18) et de 

nouveau-nés présentant une asphyxie périnatale (n=4). Nous avons mis en évidence une 

viabilité préservée des cellules mononuclées du sang de cordon (HUCBCs). Nous avons 

également observé une augmentation significative du nombre d’ECFCs dans le sang de 

cordon des nouveau-nés avec asphyxie en comparaison aux nouveau-nés sains, avec une 

viabilité cellulaire également conservée (étude NEOCORD, NCT01284673). Il est 

nécessaire de poursuivre ces investigations afin de déterminer les caractéristiques 

fonctionnelles de ces cellules notamment leurs propriétés angiogéniques par 

l’intermédiaire d’études in vitro mais également par le biais des études cliniques. 

 

2.3. Etudes cliniques 

Le challenge de ces futures années est de déterminer quelles stratégies thérapeutiques, 

combinées à l’hypothermie contrôlée sont sûres et amélioreront la neuroprotection. 

Plusieurs études cliniques utilisant la thérapie cellulaire sont en cours et sont résumées 

dans le tableau 4.  

Un large essai clinique de sécurité et de faisabilité d’un traitement des enfants atteints 

d’encéphalopathie hypoxo-ischémique périnatale par les cellules autologues du sang de 

cordon a été réalisé à l’université de Duke (ClinicalTrials.gov registration number 

NCT00593242). 23 nouveau-nés présentant une encéphalopathie hypoxo-ischémique 

secondaire à une asphyxie périnatale ont reçus une à 4 injections intraveineuses de 5 x 

107 HUCBCs frais et autologues. La collection, la préparation et l’administration se sont 

avérés faisables et sûrs175.  Une étude clinique en phase II est en cours. 
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Forts des données expérimentales recueillies au cours de ce travail qui confirment le rôle 

bénéfique des cellules souches issues du sang de cordon, le premier essai clinique français 

multicentrique devrait être mis en place dans les prochains mois. Cette étude évaluera la 

faisabilité, la sécurité et les effets cliniques de l’administration de cellules mononuclées 

autologues du sang du cordon dans la prise en charge précoce des encéphalopathies 

hypoxo-ischémiques néonatales sévères (ClinicalTrials.gov registration number 

NCT02881970). Cet essai, s’il partage les objectifs d’évaluation de la sécurité et de la 

faisabilité d’une telle approche avec les essais en cours, s’en différenciera par la séquence 

thérapeutique envisagée, une administration retardée du produit de thérapie cellulaire 

étant prévue pour une partie des patients inclus dans le but de déterminer le timing 

optimal d’intervention, ainsi que par une caractérisation biologique du produit cellulaire 

injecté. 
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Tableau 4. Principales études cliniques utilisant les cellules mononuclées du sang 

de cordon autologues dans l’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale. 

Clinical Trials.gov, 02/10/2017 

 

Actuellement, après la naissance de nouveau-nés à terme, se pratique de plus en plus le 

clampage retardé du cordon afin d’optimiser leur statut en fer176. Cette pratique, sans 

danger, conduit de fait à enrichir la circulation du nouveau-né en cellules 

hématopoïétiques et en cellules souches présentes dans le sang de cordon. De façon 

intéressante, elle a été rapportée comme bénéfique au développement psychomoteur de 

l’enfant dans des études menées dans les pays en voie de développement. Or le clampage 

de cordon retardé n’est actuellement pas réalisé en cas de nécessité de réanimation, afin 

de ne pas retarder la prise en charge de l’enfant.  

Ainsi l’administration de cellules nucléées de sang de cordon permettrait d’enrichir la 

circulation sanguine du nouveau-né en cellules potentiellement bénéfiques. De plus, 

Clinical Trial 
registration 
number 

Traitement Dose(s) Objectifs Statut actuel 
(nombre de 
patients) 

lieu titre 

NCT02256618 HUCBCs 
autologues + 
hypothermie 

3 doses : 
12-24 h 
36-48 h 
60-72 h 

-Faisabilité 
-effets 
secondaires 

Recrutement 
(6) 

Nagoya, 
Japon 

Autologous cord blood cell 
therapy for neonatal 
encephalopathy 

NCT02551003 HUCBCs 
autologues + 
hypothermie 

1 à 3 doses : 
< 24 h 
36-48 h 
60-72 h 

-Sureté 
-survie à 18 
mois  
-séquelles à 18 
mois (clinique 
et IRM) 

Recrutement 
(60) 

Shangaï, 
Chine 

Neuroprotective effects of 
autologous cord blood 
combined with 
hypothermia following 
neonatal encephalopathy 

NCT02612155 HUCBCs 
autologues + 
hypothermie 
versus 
placebo + 
hypothermie 

1 à 2 doses : 
< 24 h 
48 h 

-Survie à 1 an 
-% d’enfants 
avec score de 
Bayley ≥ 85 à 2 
ans 

Recrutement 
(160) 

Duke, 
Durham, 
USA 

A multi-site study of 
autologous cord blood Cells 
for hypoxic Ischemic 
encephalopathy 

NCT02881970 HUCBCs 
autologues + 
hypothermie 

1 à 2 doses : 
48-72 h 
3 semaines 

-Faisabilité 
-Sureté 
-survie et 
neuro-
développemen
t à 2 ans 
(clinique et 
IRM) 

En attente 
(20) 

Marseille, 
APHM, 
France 

Neonatal hypoxic ischemic 
encephalopathy : safety 
and feasibility study of a 
curative treatment with 
autologous cord blood 
stem cells 

NCT01649648 HUCBCs 
autologues 

Non précisé -sureté 
-neuro-
développemen
t à 2 ans 

Terminée  
(2) 

Singapore Autologous cord blood cells 
for brain injury in term 
newborns 
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l’intérêt de prélever le sang de cordon pour une réinjection différée serait de pouvoir 

injecter les cellules souches, à un moment choisi, probablement durant la phase de 

vasodilatation secondaire à la vasoconstriction initiale cérébrale. Enfin, la préparation des 

cellules inclut une phase de concentration de ces dernières permettant ainsi un effet 

rhéologique moindre chez ces enfants placés en hypothermie. De plus cette phase de 

préparation pourrait permettre la réalisation d’un prétraitement des cellules afin de 

potentialiser leur capacité de migration vers le foyer ischémique,  leur résistance face au 

stress tissulaire ou bien leur potentiel régénératif comme nous l’avons récemment 

rapporté sur le modèle MCAO adulte112.  
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D. CONCLUSION 
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L’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale liée à une asphyxie périnatale est une 

des principales causes de mortalité et de morbidité du nouveau-né à terme. 

L’hypothermie thérapeutique contrôlée développée ces dernières années a montré des 

effets neuroprotecteurs mais limités. Des thérapies adjuvantes sont à l’étude. Le recours 

aux cellules mononuclées du sang de cordon ombilical (HUCBCs) représente une stratégie 

prometteuse en médecine régénérative en raison des potentialités de ces cellules, de leur 

faible immunogénicité et de leur facilité d’obtention. Au sein des cellules mononuclées du 

sang de cordon ombilical se trouve une faible fraction de cellules progénitrices 

endothéliales (ECFCs) reconnues pour leurs capacités angiogéniques. Dans un modèle 

expérimental d’encéphalopathie hypoxo-ischémique du raton selon Rice et Vannucci, 

nous  avons démontré que l’administration d’HUCBCs ou d’ECFCs présentait de façon 

équivalente des effets neuroprotecteurs par l’amélioration des fonctions neurologiques, 

la réduction de la prolifération des cellules gliales, de l’apoptose et de la perte neuronale, 

l’amélioration de la néovascularisation et de la perfusion cérébrale à long terme. Il est 

maintenant nécessaire d’évaluer par des études cliniques, la faisabilité, la sureté et 

l’efficacité de l’administration de cellules autologues mononuclées du sang de cordon 

dans l’encéphalopathie hypoxo-ischémique néonatale modérée à sévère. 
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Annexes 

 

 

Annexe 1 :  

Le Score d’adaptation à la vie extra-utérine selon Apgar.  
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Annexe 2 :  

Classification des stades d’encéphalopathie hypoxo-

ischémique selon Sarnat23(1976) 

 

Items Stade I Stade II Stade III 

Niveau de 

conscience 

Alerte 

Hyperexcitabilité 

Léthargie Coma 

Posture Flexion distale Flexion distale forte Enroulement des 

membres supérieurs 

Tonus  

Musculaire 

Normal Hypotonie 

Mains et pieds crispés 

Flasque 

Réflexes ostéo-

tendineux 

Augmentés Augmentés Diminués ou absents 

Activité motrice Harmonieuse, 

variée 

Pauvre ou agitation 

Mouvements 

stéréotypés 

Absentes ou 

trémulations 

Réflexes archaïques 

Succion Active Faible ou 

mâchonnements 

Absente 

Moro Exagéré Incomplet Absent 

Grasping Normal à exagéré Exagéré Absent 

Système nerveux autonome 

Pupilles Dilatées Myosis Variables ou fixes 

Respiration Régulière Variable Irrégulières, apnées 

Fréquence 

cardiaque 

Normale ou 

tachycardie 

Bradycardie Bradycardie 

Convulsions Absentes Fréquentes Récurrentes 
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Annexe 3 :  

Critères d’inclusion des nouveau-nés dans le protocole de soins 

d'hypothermie contrôlée en cas d’encéphalopathie hypoxo-

ischémique. 

Recommandations de la Société Française de Néonatologie. Saliba E, Debillon T.242010 

 

 

CRITÈRES D’INCLUSION : 

Evaluation par les 3 critères successifs A, B et C listés ci-dessous : A+B+C = Hypothermie durée 

réglée pour 72 heures. 

A-  Nouveau-né ≥ 36.0 SA et un poids de naissance ≥ 1800 g  né dans un contexte d’asphyxie 

périnatale : évènement aigu périnatal (exemple : décollement placentaire, prolapsus du 

cordon et /ou anomalies sévères du rythme cardiaque fœtal : décélérations tardives ou 

variables répétées, baisse de la variabilité, absence d’accélérations) avec au moins UN des 

critères suivants 

1- Apgar ≤ 5  à 10 minutes après la naissance 
2- Réanimation (intubation endotrachéale ou ventilation au masque), à 10 minutes 
3- Acidose définie par pH<7 et BD ≥ 16 mmol/l ou taux de lactates ≥ 11 mmol/l au cordon 

ou tout autre gaz artériel, veineux ou capillaire réalisé dans les 60 minutes après la 
naissance. 

 

En l’absence de gaz du sang OU en cas de pH compris entre 7.01 et 7.15 OU BD compris entre 

10 à 15.9 mmol/l, l’enfant doit avoir un contexte d’asphyxie périnatale ET le critère 1 ou  2 

 

Si l’enfant remplit les conditions A faire l’évaluation neurologique en utilisant les critères B 

  

B – Encéphalopathie modérée à sévère (score de Sarnat H. Arch Neurol. 1976 ; 33 : 696-705). 

Atteinte des fonctions corticales : léthargie (réponses aux stimulations : réduites) ou coma 

(réponses aux stimulations : absentes) ET au moins UN ou plus des signes suivants : 

1- Hypotonie globale ou limitée à la partie supérieure du corps 
2- Réflexes anormaux : Moro (faible ou absent) ou anomalies oculomotrices ou 

pupillaires (pupilles serrées ou dilatées non réactives) 
3- Succion absente ou faible 
4- Convulsions cliniques 
 

Si l’enfant remplit les critères A et B, faire une évaluation électro -physiologique avec un EEG 

et/ou un aEEG 
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C- Trente minutes d’enregistrement d’EEG (8 électrodes)  et/ou un aEEG réalisés après    

1 heure de naissance et à 30 minutes d’une injection de phénobarbital si celle-ci a été 

nécessaire, sont  indispensables pour poursuivre l’hypothermie réglée.  

EEG ou aEEG qui montrent des anomalies du tracé de fond avec UN des critères péjoratifs 

suivants à l’EEG standard ou à l’amplitude EEG (aEEG) : 

Critères d’anomalies  à l’EEG standard 8 électrodes : 

 Tracé paroxystique sans figures physiologiques (burst suppression)

 Tracé très pauvre enrichi de quelques ondes thêta

 Tracé inactif (amplitude < 5µV)

 Activité critique continue

Critères d’anomalies aEEG 

 Tracé discontinu – modérément anormal- limite inférieure < 5µV et limite
supérieure > 10µV

 Tracé discontinu- sévèrement anormal- limite inférieure < 5µV et limite
supérieure < 10µV

 Tracé paroxystique- burst suppression

 Activité critique continue

Si les critères A+B+C sont présents l’enfant est traité par hypothermie contrôlée (température 

rectale ou œsophagienne maintenue à 33.5°C ± 0.5°C) prolongée pour une durée de 72 heures 

au moins après son début. L’hypothermie peut être arrêtée si dans les 6 premières heures de 

vie  l’EEG ou l’aEEG sont normaux. Dans ce cas un réchauffement lent sur 6 heures est 

recommandé. 

CRITÈRES D’EXCLUSION : 

- Un RCIU sévère PN < 1800 g 

- Des anomalies chromosomiques ou congénitales sévères 

- Traumatismes neurologiques (hémorragies intracérébrales, lésions médullaires) 

- Un nouveau-né avec une encéphalopathie hypoxo-ischémique sévère et pour lequel 

une prise en charge palliative est envisagée 

- La chirurgie n’est pas une contre-indication si les constantes vitales et biologiques 

sont stabilisées. 





Résumé 

L’hypoxo-ischémie cérébrale néonatale représente une des principales 
causes de mortalité et de morbidité chez les nouveau-nés. Sa 
physiopathologie est complexe et implique différents processus 
délétères menant vers la perte neuronale par apoptose et responsables 
de déficits sensori-moteurs et cognitifs.    
De récents travaux expérimentaux ont permis de rapporter que la greffe 
de cellules humaines issues de sang de cordon (HUCBCs) conduit à une 
amélioration des scores neuro-comportementaux dans le modèle 
expérimental de cette pathologie chez le rongeur. Il existe également une 
autre population de cellules souches, monocellulaire et endothéliale, les 
progéniteurs endothéliaux circulants (ECFCs) semblent représenter une 
alternative thérapeutique prometteuse comme cela a été rapporté au 
sein du laboratoire VRCM sur des modèles d’ischémie cérébrale adulte. 
Dans ce contexte, le but de cette étude a été de caractériser et de 
comparer  l’effet des ECFCs et HUCBCs sur l’amélioration des scores 
neuro-comportementaux mais aussi à l’échelle moléculaire et 
fonctionnelle dans le modèle d’hypoxo-ischémie néonatale selon Rice-
Vanucci et ce à court (7 jours après l’épisode ischémique) et à long terme 
(12 semaines après l’épisode ischémique). 
L’injection intrapéritonéale d'ECFCs ou de HUCBCs, 2 jours après 
l’accident hypoxo-ischémique, a été corrélée à une amélioration des 
capacités de motricité et de mémorisation précoce, mais également 
tardive des animaux à l’âge adulte, ainsi qu’une diminution des 
comportements anxieux. L’analyse histologique a permis d’observer que 
l’injection d’ECFC ou d’HUCBC a été corrélée à une augmentation de la 
densité capillaire en temps précoce et tardif. L’imagerie de perfusion 
cérébrale SPECT/CT a permis d’objectiver une restauration complète de 
la perfusion cérébrale de l’hémisphère lésé à l’âge adulte par les deux 
types cellulaires, signant les effets définitifs protecteurs en terme de 
viabilité et de fonctionnalité du parenchyme. Ces observations tardives 
sont associées à un effet protecteur précoce de ces cellules sur 
l’augmentation de la survie neuronale et la diminution de l’astrogliose 
réactionnelle ou encore un effet sur la composante inflammatoire par la 
diminution de l’activation de la microglie pro-inflammatoire au niveau 
striatal.  
Les résultats de cette étude ouvrent ainsi de nouvelles perspectives pour 
l’usage des ECFCs dans le traitement de l’HI néonatale. Parallèlement à 
ces travaux expérimentaux, des essais cliniques en cours évaluent la 
faisabilité et la tolérance d’injections d’HUCBCs en contexte 
d’encéphalopathie hypoxo-ischémique du fait de la facilité d’obtention et 
du caractère autologue de ces cellules.  
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