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Introduction

L’allogreffe de CSH (cellules souches hématopoiétiques) est une immunothérapie
utilisée dans le traitement des hémopathies malignes, des déficits immunitaires et des

hémoglobinopathies.

Environ 60% des patients en attente d’allogreffe ont un donneur identifié dans leur
fratrie ou dans les fichiers des donneurs volontaires. Pour permettre aux autres patients de
bénéficier d’'une allogreffe de CSH, l'utilisation du sang de cordon placentaire (SC) a été

développée.

L’allogreffe a partir de SC représente actuellement 15 a 20% des allogreffes de CSH.
Chez l'adulte, il est nécessaire d'utiliser 2 unités de sang placentaire (USP) afin d’avoir une
guantité suffisante de cellules progénitrices au prorata du poids du patient (allogreffe de

double unité de sang placentaire : dUSP).

Un des inconvénients de l'allogreffe de SC est lincidence plus élevée d’échec de

prise de greffe.

Dans le cas des allogreffes de dUSP, seule une des 2 USP va s’installer
définitivement et devenir majoritaire. Les facteurs déterminant la prédominance d’'une USP

vis-a-vis de l'autre restent flous.

Nous avons mené une étude rétrospective, monocentrique, a partir de 'ensemble des
patients allogreffés avec 2 USP au CHU de Nantes, afin de déterminer les facteurs

déterminant la prise de greffe et la prédominance d’'une USP vis-a-vis de l'autre.
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Partie 1 . Géneralités sur I’allogreffe

| : Introduction

L’allogreffe de CSH est une immunothérapie utilisée dans le traitement des
hémopathies malignes, des déficits immunitaires et des hémoglobinopathies. Dans le cadre
des hémopathies malignes, cette technique repose sur le principe de l'effet « greffe contre
leucémie » (GvL), aussi appelé effet « greffe contre tumeur » (GvT). Depuis maintenant plus
de 50 ans, les techniques d’allogreffe se sont diversifiées et perfectionnées, permettant a un

plus grand nombre de patients de bénéficier de cette thérapeutique.

|l : Historique de I’allogreffe

L’allogreffe, comme nous la connaissons aujourd’hui, a subi plusieurs étapes de
développement préclinique et clinique. C’est dans les années 1950 que les premiéres
expérimentations animales ont eu lieu. En effet, aprés I'explosion des bombes atomiques
d’Hiroshima et de Nagasaki, les scientifigues ont commencé a étudier les effets
myélosuppresseurs des radiations ionisantes sur l'organisme. Jacobson et al ont ainsi
montré, sur des souris, que les effets de lirradiation, qui entrainent la destruction de la
moelle osseuse, étaient diminués lorsque la rate ou un fémur de l'animal n’étaient pas
irradiés (Jacobson et al, 1949). Lorenz et al ont ensuite montré que l'injection de moelle
osseuse aprées une irradiation permettait la restauration d’'une hématopoiese (Lorenz et al,
1951). A cette époque, il est supposé que la reconstitution de la moelle osseuse est due a
des « facteurs humoraux » encore inconnus. Ce n’est que dans le milieu des années 50, qu’il
a été montré que la reconstitution de la moelle osseuse était due aux cellules issues du
donneur, infusées lors de linjection de la moelle osseuse chez le receveur (Owen et al,
1945 ; Main et al, 1955 ; Nowell et al, 1956).
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Ces découvertes ont particulierement intéressé le monde scientifique. Elles
permettaient d’entrevoir un traitement pour les patients ayant une insuffisance médullaire ou
une hémopathie maligne et d’accroitre l'intensité des chimiothérapies myélotoxiques. Bien
qgue les premiers essais de greffe de moelle osseuse sur des modeles murins aient été
satisfaisants (Barnes et al, 1956), les premieres études cliniques menées chez 'lhomme se
sont révélées décevantes (Thomas et al, 1957 ; Bortin et al, 1970). En effet, chez la majorité
des patients, il n'y avait pas de prise de greffe. Pour les autres, les rechutes étaient
fréquentes et la toxicité liée a la réaction du greffon contre I'héte (GvH) était majeure. Ainsi,
dans les années soixante, l'allogreffe réalisée chez 'homme est restée une technique

expérimentale et de nombreux scientifiques ont abandonné cette procédure.

Les chercheurs se sont alors concentrés sur des modeles animaux, permettant une
meilleure compréhension de cette immunothérapie. lls ont ainsi constaté que la non prise de
greffe ou la GvH étaient influencées par la compatibilité tissulaire entre le donneur et le
receveur. Apres avoir défini le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) chez le chien
(Epstein et al, 1968), il a été montré que I'histocompatibilité était un élément central a
prendre en compte dans l'allogreffe, puisqu’on observait une diminution de la mortalité des
chiens greffés avec des donneurs compatibles par rapport a des donneurs non compatibles
(Storb et al, 1971). Le CMH chez 'lhomme, aussi appelé systtme HLA (human leukocyte
antigen), a été découvert en 1958 par J. Dausset. Cette découverte fut aussi un tournant
pour lallogreffe. En paralléle, les recherches sur les modéles animaux ont permis
d’améliorer la prise en charge de la GvH et de mettre en évidence I'effet GvL (Barnes et al,
1956).

Fort de ces découvertes, le nombre d’allogreffes réalisées chez 'homme a partir de
donneurs compatibles issus de la fratrie (greffe génoidentique) a augmenté a partir des
années 70. Cependant, en considérant la fratrie, seul 25% des patients avaient des
donneurs familiaux. En 1973, a eu lieu la premiere allogreffe a partir d’'un donneur HLA
compatible non familiale (greffe non apparentée) (Speck et al, 1973) et en 1988, la premiére

allogreffe a partir de SC (Gluckman et al, 1989).

En 1988, I'organisation Bone Marrow Donor Worldwide (BMDW) a été créée. Basée
aux Pays-bas, la BMDW est un organisme gérant les registres de donneurs de CSH et les
banques de SC sur la base du volontariat. Le but de la BMDW est de centraliser les
informations sur les donneurs (notamment le phénotype HLA) et de permettre une meilleure
coordination du choix des donneurs. Actuellement la BMDW recense plus de 21 millions de

donneurs adultes (69 registres) issus de 50 pays différents et 580000 greffons de SC (39
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registres) issus de 32 pays. Le nombre de donneurs recensés est en constante

augmentation (Figure 1).

Figure 1 : Nombre de donneurs volontaires et d’'unités de sang placentaire recensés

par la BMDW en fonction des années.
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Depuis les années 1980, l'allogreffe n’a cessé de se développer. Plusieurs avancées
majeures ont permis de sécuriser cette procédure (amélioration des traitements de la GvH,
traitements antifongiques) et d’accroitre le nombre de patients pouvant en bénéficier (les

conditionnements d’intensité réduite, 'utilisation de donneurs alternatifs) (Little et al, 2002).

lIl . Les indications de |’allogreffe

L’allogreffe était initialement réservée aux patients atteints de leucémies aigues ou
d’aplasie médullaire. Ces indications se sont progressivement élargies a d’autres
hémopathies malignes telles que les syndromes myélodysplasiques, les syndromes
myéloprolifératifs, les hémopathies lymphoides (lymphome, myélome, leucémie lymphoide
chronique...), ainsi qu’a des pathologies non malignes telles que les hémoglobinopathies
(thalassémie B majeure, drépanocytose), les déficits immunitaires et certaines maladies
métaboliques (la leucodystrophie, 'ostéopétrose). La réalisation d’allogreffes de CSH pour la
prise en charge des tumeurs solides est tres rare. La Figure 2 représente la répartition des

patients allogreffés en Europe en fonction des différentes pathologies (Passweg et al, 2012).
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Les principales indications d’allogreffe sont les leucémies aigues myéloblastique
(LAM) de pronostic intermédiaire et défavorable en premiére rémission compléte (RC1), les
leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) de haut risque en RC1, les LAM ou LAL en RC2 et
RC3, la myélofibrose primitive ou secondaire, les aplasies médullaires selon I'age et la
réponse au traitement, les syndromes myélodysplasiques ou les hémopathies lymphoides de
risque élevé. Ces indications dépendent de I'dge, des comorbidités du patient et de la

disponibilité d’'un greffon.

Les indications évoluent régulierement en fonction des évaluations de l'efficacité et
de la toxicité de l'allogreffe, de I'arrivée de nouvelles thérapeutiques ciblées et du progres de

la biologie (en particulier la cytogénétique, la biologie moléculaire et la cytométrie en flux).

Figure 2: Nombre d'allogreffes réalisées en Europe pour les différentes pathologies
entre 1990 et 2010 (Passweqg JR, 2012).
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AML: leucémie aigue myéloblastique, ALL: leucémie aigue lymphoblastique, CML:
leucémie myéloide chronique, MDS/MPS: syndrome myélodysplasique/myéloprolifératif,

PCD: myélome et leucémie a plasmocyte, solid tumors: tumeur solide, non malignant:

pathologie bénigne (hémoglobinopathie, déficit immunitaire).
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IV : Les principes de I’allogreffe

IV-a : L’effet « greffe versus leucémie » (GvL) ou « greffe

versus tumeur » (GvT)

L’hypothése d’'un effet immunologique anti-leucémique du greffon a pour la premiere
fois été suggéré en 1956 (Barnes et al, 1956). En effet, les chercheurs ont observé que chez
les souris leucémiques recevant un greffon syngénique (issu d’un jumeau), il y avait de
nombreuses rechutes, alors que celles bénéficiant d’'un greffon allogénique (non jumeau)
développaient une GvH tout en rechutant moins. L'effet GvL a également été suggéré par
I'équipe de Weiden. Ces derniers ont montré que les souris leucémiques allogreffées ayant
développé une GvH aigue (Weiden et al, 1979) ou chronique (Weiden et al, 1981)
rechutaient moins que celles nayant pas présenté de GvH. Plus tard, ce sont les
expériences de greffes allogéniques a partir de greffons déplétés en lymphocytes T qui ont
permis d’établir le principe de I'effet GvL médié par les lymphocytes T. En effet, I'incidence
de rechute était plus importante chez les patients greffés avec ce type de greffon (Martin et
al, 1985). L’effet GvL a définitivement été prouvé par I'obtention de rémission compléte chez
des patients en rechute post allogreffe aprés injection de cellules lymphocytaires issue du
donneur (Kolb et al, 1990). A ce jour, la majorité des allogreffes est réalisée avec un
conditionnement d’intensité réduite, dont le principe d’efficacité repose sur I'effet GvL pour

permettre la guérison des patients.

Le mécanisme de l'effet GvL n’est pas parfaitement élucidé. Les effecteurs identifiés
actuellement sont les lymphocytes T CD4 contenus dans le greffon (Riddell et al, 2003). Les
lymphocytes T responsables de l'effet GvL sont différents de ceux induisant la GvH
(lymphocytes T CD8) (Ferrara et al, 2009), ce qui peut permettre d’un point de vue théorique
de différencier I'effet GvL et I'effet GvH. En situation de greffe ou I'histocompatibilité est
partielle entre donneur et receveur (allogreffe haploidentique), les lymphocytes natural killer
(NK) jouent un réle dans l'effet anti-tumoral (Ruggeri et al, 1999). Les antigénes cibles,
impliqués dans I'effet GvL, sont principalement les antigénes mineurs d’histocompatibilité, et
les peptides polymorphiques présentés par les molécules HLA des cellules du receveur
(Riddell et al, 2003).
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IV-b : Les différents types de donneurs

Le choix d’'un donneur repose en premier lieu sur la compatibilité tissulaire entre le
donneur et le receveur. Cette compatibilité tissulaire correspond a I'expression similaire d’'un
certain nombre d’antigénes du soi, appelés encore antigénes HLA ou antigénes majeurs
d’histocompatibilité, a la surface des cellules. Le systéeme HLA regroupe plus de 200 genes
présents sur le bras court du chromosome 6. On distingue trois régions, groupes ou classes
d’antigénes HLA : classes |, Il et lll. Chaque classe est sub-divisée en plusieurs régions
appelées locus. Seuls les loci A, B et Cw de la classe | et les loci DRB1, DQB1 de la classe
Il sont pris en compte pour la compatibilité entre patient et donneur (Klein et al, 2000a et
2000b). Ainsi la compatibilité maximale (greffe matchée) est celle ou les 10 alléles A, B, Cw,
DRB1, DQB1 du receveur correspondent aux mémes 10 alleles chez le donneur
(compatibilité dite 10/10°™). On estime alors que le risque de complications (rejet ou GvH)
est minimal aprés la greffe. L'importance du matching DQB1 est discutée (greffe 8/8°™)
(Kamani et al, 2008). Dans le cas ou la compatibilité n’est pas maximale on parle de greffe
« mismatch ». On tolére ainsi des greffes 9/10°™, en particulier avec un mismatch au locus
Cw. Dans le cas ou aucun donneur n’a été retrouvé, on peut faire le choix d’'un donneur
seulement semi-compatible (5/10°™) familiale (greffe haploidentique). On sait également
qu’il existe un certain nombre d’antigénes mineurs d’histocompatibilité (MiHA) (HY, HA-1,
HA-2, HA-3) (il s’agit essentiellement de génes présents au niveau du chromosome Y chez
’homme) et un certain degré de polymorphisme non-HLA qui peuvent aussi influencer le
devenir des patients apres greffe, mais ceux-ci ne sont pas pris en compte actuellement pour
le choix du donneur (Miklos et al, 2005 ; Bettens et al, 2012). Du fait de I'immaturité des
cellules placentaires, seuls les loci A, B et DRB1 sont pris en compte pour la compatibilité
maximale (6/6°™) entre donneur et receveur et des greffes mismatchs sont permises
(jusqu’a 4/6°™) (Spellman et al, 2012).

Il existe trois types de donneurs potentiels : les donneurs familiaux ou apparentés
(greffes syngéniques, compatibles (dites génoidentiques), mismatchs dont haploidentiques),
les donneurs non familiaux ou non apparentés (greffes compatibles (dites phénoidentiques)

ou mismatchs) et le sang placentaire.

A : les donneurs familiaux :

1- Les greffes syngéniques, (& partir d'un jumeau), ont été les premiéres
allogreffes réalisées. Compte tenu de I'absence d’effet GvL, ce type d’allogreffe n’est pas

recommandé chez les patients atteints d’hémopathies malignes (Barnes et al, 1956).
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2- Les greffes génoidentiques (a partir de la fratrie compatible), permettent de
réaliser des allogreffes pour lesquelles la mortalité non liée a la rechute est la plus faible. Les

greffes génoidentiques sont a privilégier chez tout patient en attente d’allogreffe.

3- Les greffes haploidentiques sont réalisées a partir de donneurs HLA semi-
compatibles issus de la famille (parents, fratrie, enfants). L’avantage de ce type de greffe est
la rapidité de mise a disposition du greffon. On considere que 95% des patients ont un
donneur familial semi-identique potentiel (Gladstone et al, 2011). Les patients greffés a partir
de greffons haploidentiques ont un risque important de non prise de greffe ou de développer
une GvH. L’injection de cyclophosphamide dans les jours suivant l'allogreffe a permis de
limiter d’incidence de GvH et de rejet (Tuve et al, 2011). Ces patients ont néanmoins un
risque de rechute important. La place des greffes haploidentiques vis-a-vis des greffes de
SC reste a définir.

B : Les greffes non apparentées :

Elles sont réalisées avec des donneurs volontaires inscrits sur les fichiers
internationaux de donneurs. Ces donneurs peuvent avoir soit une compatibilité HLA totale
sur les 10 locus (greffes phénoidentiques), soit un mismatch. Dans le cas des greffes non
apparentées et particulierement en cas de mismatch, le risque de GvH est supérieur aux

greffes génoidentiques (Sierra et al, 2003).

C : Les greffes de sang placentaire :

La greffe de SC est responsable d’'une mortalité non liée a la rechute élevée en lien
avec une reconstitution hématologique et immunologique retardée (Laughlin et al, 2004). Le
risque de GvH est plus faible que dans les greffes phénoidentiques et génoidentiques (Chen
et al, 2012 ; Le Bourgeois et al, 2013b). La réalisation d’allogreffe a partir de 2 USP a permis
de diminuer la mortalité non liée a la rechute. La place de ce type de greffon vis-a-vis des
greffes non familiales, matchées ou non, reste a définir. En effet, les SC sont souvent plus
rapidement disponibles que les greffons issus de donneurs volontaires. Ceci est un avantage
pour les hémopathies a croissance tumorale rapide telles que les leucémies aigues pour
lesquelles le délai de réalisation de la greffe est un élément central pour la survie sans
rechute. Il n’y a pas d’étude prospective ayant comparé les greffes a partir de SC et a partir
de donneurs volontaires. Cependant les études comparatives rétrospectives montrent qu'il

n’existe pas de différence en terme de survie pour les greffes réalisées avec ces deux types
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de donneurs, que ce soit aprés un conditionnement myéloablatif ou d’intensité réduite
(Ponce et al, 2011 ; Brunstein et al, 2012 ; Le Bourgeois et al, 2013b). Il n’est pas noté de
différence de survie non plus lorsqu’'on compare les allogreffes de SC et les greffes non
familiale mismatch 9/10°™ (Malard et al, 2013a). A 'heure actuelle, I'utilisation de SC est
indiquée chez I'adulte en I'absence de donneur familiale ou de fichier HLA 10/10°™ ou
9/10°™. Mais il est recommandé de rechercher rapidement des SC de compatibilité HLA >
4/6°™, en I'absence de donneur génoidentique, afin de ne pas retarder la réalisation de

d’allogreffe.

IV-c : Les différentes sources de greffon

Il existe trois types de greffon. Historiguement les allogreffes ont été réalisées a partir
de greffons d’origine médullaire, prélevés au moyen de ponctions avec un trocart au niveau
de l'os iliaque du donneur. Depuis les années 90, les greffons a partir de cellules souches
périphériques (CSP) sont réalisés grace au prélevement de CSH circulantes par cytaphérese
apres stimulation par du Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). Ce type de recueil a
majoritairement remplacé les prélévements médullaires (Passweg et al, 2012) et évite aux
donneurs les risques liés a I'anesthésie. De plus, les greffons de CSP sont plus riches en
cellules souches que les greffons de moelle osseuse permettant une reconstitution
hématologique et immunologique plus rapide (Demiriz et al, 2012). Un des inconvénients des
greffons de CSP est 'augmentation du risque de GvH chronique (Demiriz et al, 2012). Le
troisiéme type de greffon est le greffon de sang placentaire dont les caractéristiques seront

détaillées par la suite (cf partie I, chapitre 1V).

V : Les étapes de lallogreffe

L’allogreffe se déroule en plusieurs étapes. Le conditionnement est la premiére. |l
correspond a une chimiothérapie associée ou non a une radiothérapie. Puis vient le jour de
la greffe, désigné par définition le jour zéro (JO). Aprés la greffe, le patient se retrouve en
général en aplasie (taux de polynucléaires neutrophiles (PNN) inférieur & 500/mm?). Pendant
cette période, des complications infectieuses ainsi que des complications liées au
conditionnement (mucite, maladie veino-occlusive) peuvent subvenir. La prise de greffe a

lieu en générale la deuxieme semaine suivant l'injection du greffon. Le patient est alors
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exposé a des complications telles que la GvH aigue puis chronique, les infections, la perte
secondaire du greffon. Les différentes étapes de I'allogreffe sont résumées dans la Figure 3.

Le patient peut aussi rechuter de sa maladie dans un délai plus ou moins court.

Figure 3: Les différentes étapes de l'allogreffe (Mohty M, 2010).
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V-a : Le conditionnement

Les conditionnements des allogreffes de CSH répondent a trois principes :

- Création d’une immunosuppression chez le patient, afin que le greffon puisse

s’installer et ainsi permettre I'effet GvL : réle immunosuppresseur.

- Création d’espace en détruisant la moelle osseuse : réle myéloablatif ou

myélotoxique.

- Destruction du clone malin : réle antitumoral. Ce dernier est plus important
avec un conditionnement myéloablatif qu’avec un conditionnement d’intensité réduite ou

qu’avec un conditionnement non myéloablatif qui reposent sur I'effet immunosupresseur.

Il existe en effet trois types de conditionnements: les conditionnements myéloablatifs,
les conditionnements d’intensité réduite et les conditionnements non myéloablatifs. La durée
d’aplasie est variable en fonction des types de conditionnement (Bacigalupo et al, 2009)
(Figure 4). Les conditionnements myéloablatifs sont des conditionnements responsables de
cytopénies profondes et irréversibles ; un support de CSH est indispensable pour permettre
la reconstitution hématopoiétique. A l'opposé les conditionnements non myéloablatifs

entrainent peu de cytopénies, ainsi la greffe n’est, en théorie, pas indispensable. Les
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conditionnements d’intensité réduite sont des conditionnements d’intensité intermédiaire,
responsables de cytopénies de durées variables, rendant nécessaire un support de CSH
pour permettre une reconstitution hématologique dans un délai raisonnable ; cependant ces

cytopénies associées aux conditionnements d’intensité réduite ne sont pas irréversibles.

Figure 4: Définition des types de conditionnements d’allogreffe selon la durée

d’aplasie et la nécessité d’injecter ou non un greffon afin de restaurer une hématopoiése

apres greffe (Bacigalupo et al, 2009).
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Le choix du conditionnement repose sur un certain nombre de critéres qui doivent
permettre d’établir un équilibre entre lintensité de celui-ci (prédisant plus ou moins le
contréle de la maladie et la prise de greffe) et les toxicités attendues responsables de la
mortalité non liée a la rechute. Ainsi le conditionnement de greffe de CSH doit étre adapté au
patient en fonction de son age physiologique, de ses comorbidités, des précédents de
traitements de sa pathologie et de son statut a la greffe. Le conditionnement sera en général
de forte intensité chez les patients jeunes ou ayant une maladie non controlée, et de faible

intensité chez des patients 4gés ou avec des comorbidités.
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V-a-1: Les conditionnements myéloablatifs

Les premiers conditionnements de greffe de CSH ont été des conditionnements
myéloablatifs. Les conditionnements myéloablatifs ont une toxicité telle que '’hématopoiése
du patient est détruite de facon définitive; ainsi aucune reconstitution autologue n’est
théoriguement possible. On considére qu’un conditionnement est myéloablatif si la dose
d’irradiation corporelle totale (ICT) est au moins équivalente a 5 Gy (gray) (en une dose) ou
8 Gy (en doses cumulatives fractionnées) ou si la dose de busulfan est strictement
supérieure a 8mg/kg per os (=par voie orale) ou 6,4 mg/kg intra-veineux (IV) (Bacigalupo et
al, 2009). Les conditionnements myéloablatifs sont surtout utilisés chez les enfants car leur

tolérance est meilleure.

Les premieres allogreffes chez 'homme ont été conditionnées par une ICT a 8,5
grays en une dose (Thomas et al, 1957). Cependant I'lCT seule ne permettait pas un
contrble durable de la maladie. Rapidement le cyclophosphamide, agent
immunosuppresseur et antitumoral, a été associé a I'lCT, entrainant une diminution des
rechutes. Les scientifiqgues ont ensuite fractionné la dose dICT afin d’en limiter les
complications (pneumopathies interstitielles, maladies veino-occlusives) tout en montrant la
persistance d’'une efficacité correcte du conditionnement (Girinsky et al, 2000). De nombreux
protocoles de radiothérapies ont été testés avec le cyclophosphamide (Christ et al, 1990 ;
Clift et al, 1990 ; Girinsky et al, 2000).Le protocole publié par Deeg et al, en 1986, associant
le cyclophosphamide a la dose de 120 mg/kg réparti en 2 jours et 'ICT a 12 Gy (6 doses de
2 Gy sur 3 jours), est le conditionnement myéloablatif avec ICT le plus utilisé aujourd’hui
(Deeg et al, 1986).

Dans les années quatre-vingt, les chercheurs ont essayé de mettre au point des
conditionnements sans ICT afin de diminuer les complications a long terme liées a
lirradiation. Ainsi plusieurs drogues, telles que l'aracytine forte dose (Herzig et al, 1985), le
busulfan (Santos et al, 1983), I'étoposide, le melphalan (Cahn et al, 1991), le BCNU, ont été
testées en association avec le cyclophosphamide. L’association du busulfan per os (16
mg/kg réparti sur 4 jours) avec du cyclophosphamide (120 mg/kg sur 2 jours) reste le
conditionnement myéloablatif sans ICT de référence aujourd’hui (Santos et al, 1983), a la
nuance pres que le busulfan per os ait été remplacé en 2003 par le busulfan administré par
voie IV (Busilvex®). Le passage de cette molécule de la voie orale a la voie parentérale a
permis de contourner les problémes de sous dosage, secondaire a des difficultés de prise
chez des patients ayant des nausées et une mucite, ou de surdosage, responsables d'un

risque accrue de maladies veino-occlusives (Kashyap et al, 2002).
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Les différentes études prospectives et rétrospectives ayant comparées les
conditionnements ICT + cyclophosphamide et busulfan + cyclophosphamide (busulfan per os
ou V), n‘ont pas permis de montrer la supériorité d’'un conditionnement vis-a-vis d’un autre.
Cependant, selon des études rétrospectives, les patients ayant une LAL semblent bénéficier
de l'irradiation (Clift et al, 1994 ; Clift et al, 1999 ; Socié et al, 2001).

Actuellement les études se portent vers une réduction de la toxicité des
conditionnements myéloablatifs, notamment en remplacant le cyclophosphamide par de la
fludarabine (Shimoni et al, 2006 ; Andersson et al, 2008), ou de la clofarabine (Kebriaei et al,
2012) mais ces conditionnements myéloablatifs dits a toxicité réduite seraient moins
efficaces (Lee et al, 2013).

V-a-2 : Les conditionnements non myéloablatifs

Le principal inconvénient des conditionnements myéloablatifs est leur toxicité
importante, rendant difficile leur réalisation aprés 'dge de 50 ans. Les conditionnements non
myéloablatifs ont été développés a partir des années 1990, afin de rendre I'allogreffe
accessible aux patients agés ou ayant des comorbidités. Les conditionnements non
myéloablatifs sont des conditionnements d’intensité faible pour lesquels la myélotoxicité est
pratiguement nulle. Le but est linstallation du greffon sans toxicité. Ce type de
conditionnement s’accompagne d’une reconstitution autologue en l'absence de greffon. I
existe différents types de conditionnements non myéloablatifs: ICT de 1 ou 2 Gy *
fludarabine, irradiation totale des organes lymphoides + sérum anti-lymphocytaire (SAL),
fludarabine ou cyclophosphamide + SAL, cladribine + aracytine, fludarabine + aracytine +
idarubicine (Bacigalupo et al, 2009). Il s'accompagne d’une mortalité non liée a la rechute
faible (Sorror et al, 2004), cependant 'incidence de rechute est élevée. Actuellement, ce type
de conditionnement est délaissé au profit des conditionnements d’intensité réduite, pour
lesquels I'incidence de rechute est plus faible sans accroissement de la toxicité (Martino et
al, 2013).

V-a-3 : Les conditionnements d’intensité réduite

Les conditionnements d’intensité réduite sont des conditionnements d’intensité
intermédiaire. Comme pour les conditionnements non myéloablatifs, le principe de ces
conditionnements repose sur 'immunomodulation afin de permettre la prise de greffe et

I'éradication de la maladie et non sur la myélosuppression comme pour les conditionnements
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myéloablatifs. Cependant, contrairement aux conditionnements non myéloablatifs, les
conditionnements d’intensité réduite entrainent des cytopénies longues rendant nécessaire
le support d’un greffon pour permettre une sortie d’aplasie dans un délai raisonnable. Ces
conditionnements, grace a leur faible toxicité, rendent possibles des allogreffes chez des
patients agés ou ayant des comorbidités (Chevallier et al, 2012). Actuellement les
conditionnements d’intensité réduite représentent la majorité des conditionnements

d’allogreffe réalisée (Passweg JR, 2012).

Le conditionnement d’intensité réduite est un bon compromis entre efficacité, évaluée
par la survie sans maladie et tolérance, évaluée par la mortalité non liée a la rechute
(Aoudjhane et al, 2005 ; Lioure et al, 2012 ; Martino et al, 2013). Les conditionnements
d’intensité réduite sont définis par les caractéristiques suivantes : ICT < 8 Gy en doses
fractionnées ou < 5 Gy en dose unique, busulfan < 8mg/kg per os, melphalan < 140mg/m2,
thiotepa < 10mg/kg (Bacigalupo et al, 2009 ; Giralt S, 2009). Les conditionnements
d’intensité réduite sont frequemment basés sur I'association de fludarabine et de busulfan tel
gue le conditionnement de référence aujourd’hui dit FB2A2 (fludaradine 30mg/m? pendant 5
jours, bulsulfan 3,6mg/Kg pendant 2 jours et SAL 2,5mg/kg pendant 2 jours) (Michallet et al,
2008 ; Blaise et al, 2010 ; Le Bourgeois et al, 2013a).

V-b : Le jour zéro et la phase d’aplasie

Le jour de la greffe, désigné par définition le jour zéro (JO), a lieu généralement 24
heures aprés la fin du conditionnement. Le greffon est infusé au receveur par IV. Aprés la
greffe, le patient se retrouve généralement en aplasie. Pendant cette période, le patient est
exposé a des complications infectieuses ainsi qu'a des complications liées au

conditionnement (mucite, maladie veino-occlusive).

V-c : La prise de greffe et le chimérisme

La sortie d’aplasie est définie en par le premier des 3 jours consécutifs pour lequel le
taux de PNN est = 500/mm?®. La prise de greffe correspond & une sortie d’aplasie chez le
patient associée a une reconstitution hématologique d’origine allogénique évaluée par
I'étude du chimérisme. La non prise de greffe (rejet primaire) est définie comme I'absence de
sortie d’aplasie aprés le 28°™ jour pour les greffes & partir de donneurs vivants ou le 60°™
jour pour les allogreffes de SC, ou par une reconstitution hématologique autologue évaluée

par I'étude du chimérisme. Le chimérisme est 'examen biologique permettant de déterminer
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le ratio de cellules hématopoiétiques du donneur et du receveur. On considere que la greffe
a pris si les cellules donneurs sont détectées a un taux > 5% avec l'objectif d’atteindre a
terme un taux de 100%. Le rejet primaire est rare en allogreffe (Olsson et al, 2013). Les
facteurs de risque de rejet primaire sont les allogreffes de SC, les mismatchs HLA entre
donneur et receveur, la présence d’anticorps anti-HLA dirigé contre le donneur chez le
patient, 'incompatibilité sexuelle entre donneur et receveur (donneur de sexe féminin et
receveur de sexe masculin) (Mattson et al, 2008 ; Olsson et al, 2013). La perte secondaire

du greffon (rejet secondaire) est souvent associée a une rechute de 'hémopathie.

V-d : Lareconstitution immunitaire

Aprés la greffe, il persiste un déficit immunitaire pendant plusieurs mois, exposant le
patient a des complications telles que des infections séveres, des tumeurs secondaires (par
exemple : lymphoprolifération induite par I'Epstein-Barr virus ou tumeur solide) ou a la
rechute de la maladie initiale. La reconstitution immunitaire a lieu progressivement au cours
des mois suivant I'allogreffe avec initialement (dans les 100 premiers jours) la restauration
de 'immunité innée (PNN, monocytes, macrophages, cellules NK), puis plus tardivement, la
restauration de I'immunité adaptive (lymphocytes B et T) (Storek et al, 2001 ; Le Bourgeois
et al, 2013a). De nombreux facteurs, tels que le type de greffon (SC), le type de greffe (non
apparentée mismatch, haploidentique), la présence d’'une GvH ralentissent la reconstitution

immunitaire (Storek et al, 2001).

V-e: Les complications de [lallogreffe non liées a la

rechute

Les principales complications post allogreffe sont la GvH et les infections qui peuvent
aboutir au déces du patient. La mortalité non liée a la rechute correspond au déces chez un
patient en situation de rémission compléte. On considére que tous les déces non liés a la
rechute sont liées a la procédure de greffe. La mortalité non liée a la rechute permet ainsi

d’évaluer la toxicité des différentes procédures d’allogreffe.
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V-e-1: La réaction du greffon contre I’héte (GvH)

La GvH est une des complications majeures de l'allogreffe de CSH. Elle correspond a
une « attaque » du greffon dirigée contre I'héte receveur. Elle est la cause d’une morbidité et
d’'une mortalité importante aprés allogreffe. Elle survient chez environ 70% des malades et
entraine le décés dans a peu prés 30% des cas (jusqu’a 80-90% des cas dans les formes
séveres) (Cahn et al, 2005). Elle est divisée en 2 entités, la GvH aigue survenant avant le
100°™ jour aprés la greffe et la GvH chronique plus tardive. Il existe cependant des formes
cliniques de GvH aigues aprés le 100°™ jour, notamment aprés les conditionnements

d’intensité réduite ou apres injection de lymphocytes du donneur.

La GvH fut décrite initialement sous le nom de « maladie secondaire ». Elle
regroupait des symptbmes a type de perte de poids, de diarrhées, de lésions cutanées et
d’atteintes hépatiques. Rapidement, les chercheurs ont compris que ces manifestations
cliniques étaient liées a des réactions immunologiques secondaires a I'incompatibilité entre
le donneur et le receveur puisque de telles complications n’étaient pas présentes apres des
greffes syngéniques. Bullingham et al ont décrit, en 1966, les 3 critéres nécessaires au
développement de la GvH (Billingham et al, 1966). Premierement, le greffon doit contenir
des cellules immunocompétentes. Puis, il doit exister une incompatibilité antigénique entre
'hote et le greffon. Et enfin, I'h6te ne doit pas pouvoir mettre en place une réaction
immunologique de rejet contre le greffon.

La GvH aigue est la premiére cause de mortalité précoce apres allogreffe (Cahn et al,
2005). Sa physiopathologie est complexe (Ferrara et al, 2009) et fait encore I'objet de
nombreuses recherches. Lors de I'allogreffe, le conditionnement est responsable de Iésions
tissulaires entrainant la libération de nombreux facteurs pro-inflammatoires tels que le TNF a
(tumor necrosis factor), l'interleukine 1 (IL), I'lL6. Ces cytokines augmentent 'immunogénicité
des cellules de I'hdéte en activant la présentation antigénique au niveau des tissus
endommagés. lls favorisent aussi la nécrose tissulaire. L’ensemble est responsable de
l'activation et la prolifération des lymphocytes T du donneur. Les lymphocytes T, ainsi
activés, liberent des cytokines telles que I'lL-2, le TNF-a et linterferon-y qui activent
secondairement les cellules effectrices responsables des lésions de la GvH (lymphocytes T
cytotoxiques, cellules NK, macrophages...). Certaines cellules telles que les lymphocytes T

régulateurs entrainent au contraire une inhibition de la réponse immunologique.

L’incidence de la GvH aigue varie de 25 a 70% en fonction des séries. La GvH aigue
se présente sous la forme d’une atteinte digestive et/ou cutanée et/ou hépatique. Au niveau
digestif, la symptomatologie est variable : douleurs abdominales a type de crampes,

anorexie, vomissements, diarrhées. Au niveau cutané, on observe en cas de GvH aigue un
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érytheme plus ou moins généralisé pouvant évoluer dans les formes séveres vers une
desquamation. La GvH hépatique est responsable d’une hépatite cholestatique. En fonction
de la gravité des atteintes d’organes, la GvH aigue est gradée de | & IV (Glucksberg et al,
1974). Les symptbmes de la GvH aigue ne sont pas spécifiques. Les diagnostiques
différentiels de la GvH aigue sont essentiellement les infections virales, la toxicité liée au
conditionnement et une maladie veino-occlusive. Ainsi le diagnostic de GvH aigue repose
sur un faisceau d’arguments a la fois cliniques et paracliniques avec si possible une analyse

histologique des lésions.

La GvH chronique correspond & un déséquilibre immunitaire post allogreffe, avec des
caractéristiques a la fois d’auto-immunité et d'immunodéficience. Elle ressemble a certaines
pathologies auto-immunes telles que la sclérodermie, la maladie de Gougerot-Sjogren et la
cirrhose biliaire primitive. Elle survient dans 40 & 70% des allogreffes avec une intensité
variable. La physiopathologie de la GvH chronique est encore peu connue mais comme pour
la GvH aigue, les lymphocytes T du donneur ont un réle essentiel.

Les manifestations cliniques de la GvH chronique sont extrémement variées (EX :
sécheresse oculaire ou génitale, ulcération buccale, atteinte cutanée sclérodermiforme,
cholestase hépatique, érythéeme du visage, syndrome obstructif pulmonaire). La GvH
chronique peut étre soit localisée, soit extensive (Filipovich et al, 2005). En fonction de la
localisation et du degré d’atteinte, le patient peut avoir une altération importante de sa qualité
de vie (Syrjala et al, 2004).

Les risques de développer une GvH aigue ou chronique varient en fonction des
caractéristiques de l'allogreffe, du donneur et du receveur. Le type de greffe influence
lincidence de GvH. En effet, les allogreffes génoidentiques sont les allogreffes pour
lesquelles I'incidence de GvH est la plus faible. Les risques augmentent pour les allogreffes
non familiale 10/10°™ et deviennent majeurs dans les allogreffes avec mismatch ou
haploidentiques. La source du greffon influe aussi sur lincidence de GvH. Aprés les
allogreffes de CSP, on observe plus de GvH chronique par rapport a celles réalisées avec de
la moelle osseuse. Le taux de GvH, notamment chroniques, est faible dans les allogreffes
réalisées a partir de SC. Le type de conditionnement est aussi un facteur influencant
lincidence de GvH. La présence d'une incompatibilité sexuelle (donneur femme pour
receveur homme), la séropositivité du cytomégalovirus (CMV) du receveur, 'age élevé du
patient sont aussi des facteurs de risque de GvH. Vis-a-vis de la GvH chronique, d’autres
facteurs ont été mis en évidence, tels que I'antériorité d’'une GvH aigue et une splénectomie
(Atkinson et al, 1990 ; Mohty et al, 2002 ; Remberger et al, 2002 ; Randolph et al, 2004).
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Actuellement la prophylaxie de la GvH est essentiellement basée sur 'association de
la ciclosporine A (inhibiteur de la calcineurine) avec une autre molécule telle que le
méthotrexate (MTX) ou le mycophenotale mofetil (MMF). Le sérum anti-lymphocytaire (SAL)
est un élément essentiel des conditionnements d’intensité réduite ou myéloablatifs avec un
donneur non familial (Socié et al, 2011). Son action lymphodéplétrice permet, en plus de
prévenir efficacement la GvH, de favoriser la prise de greffe.

Le traitement de la GvH aigue repose sur une forte dose de corticothérapie
(2mg/kg/jour). Cette premiere ligne de traitement est efficace dans 40 & 50% des cas. En cas
d’échec de la corticothérapie, d’autres traitements sont associés tels que le MTX, le MMF, le
SAL, I'anti-IL2 (leukotac®), la photophérése extra-corporelle. A 'heure actuelle il n’existe pas
de données littéraires suffisantes pour privilégier un traitement par rapport & un autre en

deuxieme ligne (Bacigalupo et al, 2007).

Le traitement de la GvH chronique dépend de la localisation (oculaire, cutanée,
génitale, pulmonaire...) et de son caractere extensif ou non. En cas de GvH chronique
localisée, le traitement repose sur une corticothérapie locale. Pour les formes extensives, le
traitement est basé sur la majoration des immunodépresseurs et l'introduction de nouveaux
agents (Filipovich et al, 2005). Dans le cas des GvH chroniques cutanées résistantes aux
corticoides, I'lmatinib (inhibiteur de tyrosine kinase, Glivec®) a un intérét (Magro et al, 2009).

Malgré des progrés sur la prophylaxie et le traitement des GvH aigues et chroniques,
la mortalité et la morbidité restent importantes. En effet, environ 1/3 des patients atteints de
GvH aigue vont mourir des conséquences directes ou indirectes de la GvH. Chez les
patients présentant une GvH aigue grade 3-4, ce taux augmente a 90%. En cas de controle
de la GvH par des moyens thérapeutiques, les patients gardent un traitement
immunosuppresseur de facon prolongé avec une majoration des risques infectieux
notamment fongiques et viraux. De plus, les patients présentent fréquemment des
complications liées a une corticothérapie prolongée (ostéonécrose de hanche, ostéoporose,
diabéte, hypertension artérielle, dyslipidémie, cataracte). En plus de ces risques, viennent
s’ajouter des complications d’ordre psychologique en lien avec les modifications de I'image

corporelle et I'incapacité physique et sexuelle.

V-e-2 : Les infections

Les infections représentent également une des principales complications aprées

I'allogreffe (Gratwohl et al, 2005). En effet, les patients sont profondément immunodéprimés
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pendant les mois suivant lallogreffe. Ceci est lié a I'hémopathie elle-méme, aux
chimiothérapies antérieures, au conditionnement lui-méme (ICT, SAL), aux traitements
immunodépresseurs administrés en prophylaxie de la GvH. Certains facteurs comme
l'allogreffe de SC, la GvH, la séroposivité CMV du receveur, I'antécédent d’aspergillose
invasive, les conditionnements myéloablatifs, les comorbidités du patient, la T déplétion sont
des facteurs augmentant le risque d’infection (Gratwohl et al, 2005).

Les patients allogreffés sont sujets aux infections bactériennes essentiellement
pendant la période initiale d’aplasie. Les infections virales, notamment liées au CMV et a
'Epstein Barr virus (EBV) sont fréquentes dans les 3 mois suivant I'allogreffe, principalement
chez les patients en cours de traitement d’'une GvH. Enfin le risque de développer une
infection fongique dans les mois suivant l'allogreffe est augmenté. Le principal facteur de

risque est alors la corticothérapie initi€e pour le traitement d’'une GvH.

Les soins de support tels que les flux laminaires, les nouveaux traitements
antifongiques, les conditionnements d’intensité réduite ainsi que la détection des réplications
virales chez les patients ont permis de réduire la mortalité liée aux infections chez les

patients allogreffés ces dernieres années.

V-e-3 : Les autres complications

Les patients peuvent étre sujets a d’autres complications durant les premiéeres
semaines suivant [lallogreffe: par exemple la maladie veino-occlusive et les

microangiopathies thrombotiques.

L’allogreffe est aussi responsable de complications a long terme avec une infertilité et
des troubles des fonctions sexuelles. On observe aussi une augmentation des risques
cardio-vasculaires, des endocrinopathies, des complications ostéo-articulaires ainsi qu’une
augmentation de l'incidence des cancers secondaires (Tichelli et al, 2009). Les enfants ont
frequemment un retard de croissance. De plus les patients allogreffés ont aussi plus de
complications d’ordre psychiatrique avec une augmentation de lincidence des suicides
(Tichelli et al, 2013). L’allogreffe a également une incidence a long terme sur I'activité socio-

professionnelle et la qualité de vie des patients (Khera et al, 2012).
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V-f: Larechute

La rechute reste malheureusement une des premiéres causes de mortalité aprées
allogreffe. L'incidence de rechute est variable et dépend du type de pathologie, du statut du
patient a la greffe et du nombre de lignes de traitements antérieurs. D’autres facteurs tels
que les conditionnements d’intensité réduite, 'administration de traitements T dépléteurs,

'age élevé du patient, les comorbidités, augmentent le risque de rechute.

En cas de rechute, le pronostic du patient est sombre. En fonction du type de
pathologie, de I'état clinigue du patient et du délai entre la greffe et la rechute, une
chimiothérapie plus ou moins intensive pourra étre proposee. En parallele de la
chimiothérapie pourra étre réalisé une immunothérapie basée sur l'injection de lymphocytes

du donneur afin d’induire un effet GvL (Porter et al, 2006).

VI : Etat des lieux de I'allogreffe en France et a
Nantes en 2013.

Lors de ces vingt dernieres années, en France, comme a Nantes, le nombre de
patients allogreffés a augmenté de fagon exponentielle (Figure 5). Ce phénoméne est tout
d’abord lié a la diminution de la mortalité non liée a la rechute avec l'apparition des
conditionnements d’intensité réduite. Les conditionnements d’intensité réduite, du fait d’'une
moindre toxicité, représentent actuellement, en France, 56% des conditionnements chez
tous patients confondus (rapport d’activité¢ de la SFGM-TC 2011) (Société Francaise de
Greffe de Moelle et de Thérapie Cellulaire). Les patients de plus de 50 ans représentent 42%
des patients allogreffés (rapport d’activité¢ de la SFGM-TC 2011). Les CSP sont les
premiéres sources de greffon en France (rapport d’activité de la SFGM-TC 2011) (Figure 6).
De plus la diversification des donneurs, avec en particulier la disponibilité en sang
placentaire, a permis d’envisager une allogreffe chez un plus grand nombre de patients. En
2011, 13.5% des allogreffes, en France, ont été réalisées a partir de SC (rapport d’activité de
la SFGM-TC 2011). A Nantes, l'allogreffe de SC représente environ a 8 a 15% des

allogreffes selon années (Figure 7)
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Figure 5: Evolution du nombre d'allogreffes réalisées a Nantes depuis 1983.
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Figure 6: Nombre d'allogreffes réalisées en France en fonction du type de greffons
(rapport d'activité de la SFGM-TC 2011).

1000 - 942

2006 2007 2008 2009 2010 2011

B Moelle Osseuse M Cellules Souches Périphériques ™ Sang Placentaire

31



Figure 7: Proportion d'allogreffes de sang placentaire réalisées chez I'adulte au CHU
de Nantes entre 2006 et 2012.
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De plus, la répartition des allogreffes en fonction des différentes pathologies a
évoluée. Actuellement, on note une augmentation du nombre d’allogreffes réalisées pour des
pathologies lymphoides. La proportion d’allogreffes pour des myélodysplasies est aussi en

augmentation (Figure 8).

Figure 8: Répartition des allogreffes en fonction des pathologies en France (rapport
de la SEGM-TC de 2011).

2006 2007 2008 2009 2010 2011
M Leucémies Aigues 604 643 660 681 640 805
B Hémopathies Lymphoides 248 278 301 308 346 349
B MDS / SMP/ LA2ndaires 179 203 241 279 329 255
W Leucémies Chroniques 97 87 84 105 112 96
M Hémopathies Non Malignes 122 140 154 123 126 182
B Tumeurs Solides 9 7 15 15 7 11
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Partie 2 : L’allogreffe de sang

placentaire

| : Introduction

Environ 70% des patients en attente d’allogreffe ont un donneur compatible 10/10°™®
disponible dans leur fratrie ou dans les fichiers des donneurs volontaires. Pour les 30%
restant, la recherche de donneurs alternatifs tels que le SC ou un donneur familial
haploidentique permet de réaliser une allogreffe dans la majorité des cas. Pour 40 a 60% de
ces patients, une allogreffe a partir de SC est possible. L’allogreffe a partir de SC est en
pleine expansion et représente actuellement 13,5% des allogreffes réalisées en France
(rapport d’activité de la SFGM-TC 2011).

L’allogreffe a partir de SC offre de hombreux avantages. Tout d’abord les USP sont
des greffons rapidement disponibles car ils sont déja typés et congelés. De plus il est
possible de réaliser des greffes avec une moindre compatibilité HLA entre donneur et
receveur sans majoration du risque de GvH (Majhail et al, 2008 ; Spellman et al, 2012). Ceci
permet de greffer des patients appartenant a des minorités ethniques qui ne trouvent pas de

donneurs dans les fichiers de donneurs volontaires.

Une des limites des allogreffes de SC est la faible richesse des greffons en cellules
nucléées (CN), retardant la reconstitution hématologique et immunologique (Hamza et al,
2004). Afin d’'augmenter la quantité de cellules infusées, plusieurs techniques, telles que
l'allogreffe de dUSP, ont été développées. Apres les allogreffes de SC, les complications
infectieuses sont plus nombreuses (Hamza et al, 2004) et 'injection de lymphocytes issus du

donneur est impossible en cas de rechute.

Malgré tout, lallogreffe de SC est une procédure pour laquelle les études
rétrospectives montrent des résultats en termes de survie globale et de survie sans
progression comparables aux autres procédures d’allogreffe (Ponce et al, 2011 ; Brunstein
et al, 2012 ; Le Bourgeois et al, 2013b).
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Il : Historique de I’allogreffe de sang placentaire

L’hématopoiése chez le feetus commence au niveau du sac vitellin dés la fin de la
premiere semaine. Ensuite elle se développe dans la rate, le foie et les ganglions
lymphatiques. On retrouve alors des CSH dans le sang périphérique du feetus (Linch et al,
1982). La moelle osseuse se développe secondairement, devenant le site principal de

'hématopoiése aprés la naissance.

Le potentiel thérapeutique des cellules souches feetales a été étudié a partir de 1970.
Les études des CSH foetales ont montré qu’elles pouvaient permettre une reconstitution
hématologique et qu’elles étaient faiblement immunogénes (Harrison et al, 1989). Les
recherches sur les donneurs alternatifs se sont intensifiées aprés la catastrophe de
Tchernobyl en 1986. Broxmeyer et al ont mis en évidence la présence de CSH dans le SC et
la possibilité de conservation de greffons issus du SC par congélation (Broxmeyer et al,
1989).

La premiere allogreffe de SC a été réalisée avec succes en 1988 par Gluckman et al
a partir d'une USP d’origine familiale (fréere du receveur), pour le traitement d’une patiente

atteinte d’'une anémie de Fanconi (Gluckman et al, 1989).

En 1996, les premiéres allogreffes a partir de SC non apparentées ont été réalisées
(Kurtzberg et al, 1996). A cause de la faible richesse en CSH, la greffe de SC était
initialement réservée aux enfants ou aux jeunes adultes. En 1996, la premiere allogreffe de
SC non apparentée chez un adulte a été réalisée (Laporte et al, 1996). Cependant chez
I'adulte, I'allogreffe a partir d’'une USP était responsable d’'une mortalité non liée a la rechute
élevée et d’une incidence de prise de greffe faible, liée a la pauvreté des greffons en CSH au
prorata du poids du receveur. A partir de la fin des années 90, différentes techniques afin
d’augmenter la richesse cellulaire des greffons ont été développées, telles que I'allogreffe a
partir de 2 USP (=dUSP) (Weineb et al, 1998), l'injection directement en intra-médullaire du
greffon (Frassoni et al, 2008), I'expansion ex-vivo du greffon, ou la co-infusion d’'un boost de

cellules CD34+ a partir d’'un donneur haploidentique (Fernandez et al, 2003).

En 1995, a été créé EUROCORD, association regroupant la majorité des partenaires
impliqués dans l'allogreffe de SC. Son but est d’assurer la gestion et le suivi qualité des SC a
I'échelle mondiale, ainsi que d’étudier les résultats de la greffe de SC (Gluckman et al,

1997). En 1998, le groupe Netcord, organisme privé a but non lucratif, a été créé afin de
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réguler la conservation des USP et de standardiser les critéres de sélection des greffons

(Hakenberg et al, 1998). Ces deux organismes travaillent en collaboration.

Il :  Techniques de prélevement et de

conservation des greffons de sang placentaire

En France, la collecte et la conservation du sang placentaire par les banques
publiques sont régis par 'agence de biomédecine. En 2011, on recensait 16000 USP
congelées en France. Le don de SC est anonyme, gratuit et volontaire. Le SC ne peut étre
conservé en France que dans le but d'une allogreffe ; son usage a titre privé (pour une
utilisation autologue ou intra-familiale) est interdit sauf exception (loi de bioéthique de
07/2011). Le don peut étre proposé a toutes les femmes accouchant dans les maternités
agréées (plus de 70 maternités en France, 1 en dans la région Pays de la Loire : polyclinique
de I'atlantique). A la naissance, une fois que le clampage du placenta a été réalisé, environ
80cc de sang de la veine ombilicale est prélevé. Cet échantillon sanguin est acheminé dans
les 24 heures dans un centre agréé. L’échantillon sanguin est ensuite analysé pour évaluer
sa qualité. On extrait la partie leucocytaire (buffi-coat) qui est la seule a étre conservée.
L’extrait est ensuite mélangé a du DMSO (Dimethylsulfoxide) puis cryoconservé a une
température de -150°C. Les USP sont ensuite placées dans un congélateur d’azote liquide.
Une USP peut étre conservée jusqu’a 25 ans apres congélation (Broxmeyer et al, 2013). Au
final seul 30% des sangs placentaires prélevés remplissent I'ensemble des critéres de

gualité en termes de richesse cellulaire et de sécurité d’emploi pour étre conservés.

IV . Caractéristiques des greffons de sang

placentaire

La principale particularité des greffons d’origine placentaire est leur faible richesse en
CN et plus particulierement en cellules souches CD34+. Le nombre de cellules CD34+/kg est
environ 10 fois plus faible dans les greffons placentaires que dans les greffons de CSP ou de

moelle osseuse (Theilgaard-Mdnch et al, 2011 ; Chevallier P, 2013). La faible richesse en
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cellules souches est responsable d’'une incidence plus faible de prise de greffe. Augmenter
la richesse des greffons est un enjeu majeur dans ce type de greffe notamment pour les
patients adultes.

De plus la composition des greffons de SC différe par rapport aux autres greffons
(Theilgaard-Monch et al, 2011). Par exemple, le nombre de lymphocytes T et B naifs est plus
important proportionnellement aux lymphocytes matures dans les USP (Chevallier et al,
2013). Ceci est un facteur pouvant expliquer la plus faible incidence de GvH et

'augmentation des infections opportunistes dans les allogreffes de SC.

V: Conditionnements actuels dans les

allogreffes de sang placentaire

Les premiéres allogreffes de SC ont été réalisées en pédiatrie. Les conditionnements
initialement utilisés étaient myéloablatifs, tel que [Il'association du cyclophosphamide
(120mg/kg) avec une ICT (12 Gy). Chez les adultes, ce type de conditionnement est
responsable d’'une mortalité non liée a la rechute importante (Ruggeri et al, 2013) et est
réservé aux adultes jeunes sans comorbidité (Cutler et al, 2009). Des conditionnements
myéloablatifs a toxicité réduite ont été développés tel que celui associant du Thiotepa, du
busulfan, de la fludarabine et du SAL (Sanz et al, 2012), qui fait actuellement I'objet d’une
évaluation prospective (protocole THIOCORD).

Les conditionnements d'intensité réduite ont rapidement été développés et
représentent maintenant la majorité des conditionnements dans les allogreffes de SC.
Actuellement, le débat se situe entre I'utilisation des conditionnements basés sur I'lCT a
faible dose, tel que le conditionnement de I'équipe de Minneapolis, dit « TCF » (fludarabine
200 mg/m2 sur 5 jours (jour -6 a -2), cyclophosphamide 50 mg/Kg pendant 1 jour (jour-6) et
une ICT de 2 Gy (jour-1) (Brunstein et al, 2007) et les conditionnements basés sur
l'utilisation du SAL. Le SAL, grace a son action de lymphodépletion T, a un role essentiel
dans la prophylaxie de la GvH (MacMillan et al, 2009) et dans la prise de greffe (Mohty et al,
2010). Cependant, son utilisation est responsable d’'une augmentation des infections
opportunistes, et des lymphoproliphérations EBV induites (Brunstein et al, 2006). Aucune

étude ne permet a I'heure actuelle de privilégier I'utilisation du SAL par rapport a I'ICT.
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Cependant, le protocole de Minneapolis (TCF) est actuellement considéré comme le

conditionnement de référence.

VI : Avantages et inconvénients des allogreffes

de sang placentaire.

VlI-a: Une moindre compatibilité HLA nécessaire entre

receveur et donneur

Une des particularités des allogreffes de SC est la possibilité de réaliser des greffes
avec une moindre compatibilité HLA entre donneur et receveur. En effet, contrairement aux
greffes réalisées a partir de donneurs adultes ol une compatibilité d’au moins 9/10°™ est
recommandée afin de limiter l'incidence de GvH ; les allogreffes de SC reposent sur une
compatibilité ne prenant en compte actuellement que 6 locus HLA (2 loci A, 2 loci B, 2 loci
DR). Une compatibilité > & 4/6°™, entre donneur et USP, permet d’obtenir une prise de greffe
et une mortalité non liée a la rechute convenable. La meilleure tolérance aux mismatchs
dans ce type de greffe peut étre expliquée par une plus faible quantité de lymphocytes T
matures dans les greffons et par leurs réponses préférentiellement de type T helper (Thl)
(Spellman et al, 2012 ; Stavropoulos-Giokas et al, 2012). Grace a la possibilit¢é d'une
moindre compatibilité HLA, les patients issus de minorités ethniques ont une plus grande

chance d’étre compatibles avec une USP qu’avec un donneur non familiale.

Il est établi qu’'un nombre de mismatch = 3 entre donneur et USP est responsable
d’'une majoration de la mortalité. Ainsi une USP ne doit pas étre recrutée en cas de
compatibilité HLA avec le receveur < & 3/6°™ (Rocha et al, 2008). Pour une compatibilité
comprise entre 4/6°™ et 6/6°™, il est recommandé de choisir 'USP la plus compatible a
condition d’avoir une richesse convenable (Barker et al, 2010 ; Stavropoulos-Giokas et al,
2012). Dans les allogreffes de dUSP, une compatibilité d’au moins 4/6°™ entre les deux USP

est recommandée (Spellman et al, 2012).

Cependant I'impact de la compatibilité HLA semble gommé par la richesse cellulaire.

En effet, les patients greffés avec un greffon 4/6°™ ayant une richesse en CN > 5.10" CN/kg
ont une mortalité non liée & la rechute comparable & ceux greffés a partir d’'un greffon 5/6°™

de richesse comprise entre 2 et 5.10" CN/kg (Barker et al, 2010).
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Dans les allogreffes de SC, la majorité des patients ont au moins un mismatch avec
'USP. Les études se concentrent actuellement sur l'identification de mismatchs HLA dit
« permissifs », c’est-a-dire de mismatchs entre donneur et receveur n'augmentant pas les
complications post-allogreffe. Ce type de mismatch s’oppose aux mismatchs « non
permissifs ». Différentes pistes sont actuellement étudiées (Steven et al, 2011 ; de Lima et
al, 2011 ; Cunha et al, 2013).

Tout d’abord, plusieurs travaux se sont concentrés sur I'impact du sens du mismatch
sur les complications post greffe. Un mismatch bi-directionnel est défini par la présence
d’'une hétérozygotie pour un locus HLA donné, a la fois chez le donneur et le receveur,
contrairement au mismatch unirectionnel ou I'hétérozygotie n'est présente que chez le
donneur ou chez le receveur. |l existe deux types de mismatchs unidirectionnels. Lorsque le
donneur est homozygote pour un locus HLA et que le receveur est hétérozygote pour ce
méme locus, le mismatch favorise la GvH. Inversement lorsque le receveur est homozygote
pour un locus HLA et que le donneur est hétérozygote pour ce méme locus, le mismatch
favorise le rejet. Les résultats sur I'impact du sens du mismatch sont discordants. Pour
certains auteurs, le mismatch dans le sens GvH est « permissif » avec une augmentation de
l'incidence de prise de greffe, une diminution de la mortalité non liée a la rechute et une
diminution de l'incidence de rechute (Stevens et al, 2011 ; de Lima et al, 2011). Récemment
une étude rétrospective EUROCORD-EBMT (European Bone Marrow Transplantation) n’a
pas retrouvé d'impact du sens des mismatchs sur les complications post allogreffe de SC
(Cunha et al, 2013).

La présence d’alloanticorps anti-HLA chez le receveur dirigé contre le donneur est un
facteur augmentant I'incidence de non prise de greffe et de retard a la prise de greffe dans
les allogreffes de SC (Takanashi et al, 2010). De plus il est décrit une augmentation de
l'incidence de rechute et une augmentation de la mortalité en cas d’alloanticorps anti-HLA
(Cutler et al, 2011a). Ainsi il est recommandé de rechercher la présence d’anticorps anti-HLA
chez le receveur et de ne pas choisir d’'USP pour laquelle le patient aurait un anticorps anti-

HLA dirigé contre elle (Spellman et al, 2012).

Actuellement le choix des greffons de SC en fonction de leur compatibilité HLA avec
le patient ne prend pas en compte I'antigene HLA-C. Plusieurs études ont montré que
I'existence d’un mismatch au locus C augmente la mortalité non liée a la rechute, diminue la
survie, de facon indépendant a la présence d’autres mismatchs (Flomenberg et al, 2004 ;
Eapen et al, 2011 ; Malard et al, 2013b).

Les NIMA (non-inherited maternal antigens) correspondent aux alléles du systéme

HLA maternel non transmis au feetus. Il est décrit qu’en cas de mismatch entre le receveur et
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'USP, si I'antigéne maternel non transmis est compatible avec le receveur, il y a moins de
rechute, et une meilleure survie (Rocha et al, 2012a). Il s’agit d’'une piste intéressante qui

pourrait modifier a I'avenir la stratégie de choix des USP (Spellman et al, 2012).

Méme en cas de compatibilité HLA, il existe un risque de GvH et de rejet. En effet,
d’autres facteurs immunologiques sont impliqués dans l'alloréactivité. Les KIR (killer cell
immunoglobin-like receptor) sont des récepteurs, majoritairement inhibiteurs, situés a la
surface des lymphocytes NK. lls reconnaissent les antigénes HLA de classe | présents a la
surface des cellules permettant aux lymphocytes NK de différencier les cellules du soi et du
non soi et ainsi d’activer ou non leur activité cytotoxique. Les génes KIR, comme les génes
HLA, sont caractérisés par un fort polymorphisme. La plupart des travaux menés sur I'impact
des KIR dans l'allogreffe ont été réalisés dans le cadre des greffes haploidentiques (Ruggeri
et al, 2002). Il apparait qu’'un mismatch KIR dans le sens GvH (présence d’un KIR inhibiteur
chez le donneur ne reconnaissant pas le ligand HLA de classe | des cellules du receveur)
diminue l'incidence de GvH (hypothése d’une destruction des cellules présentatrices de
'antigéne du receveur ayant un réle dans la phase initiale de la GvH), augmente l'effet GvL
(destruction des cellules tumorales résiduelles) et augmente la prise de greffe (destruction
des lymphocytes T résiduels du receveur) (Ruggeri et al, 2002). Cependant I'impact des KIR
reste débattu et les études sont parfois contradictoires. Vis-a-vis des greffes de SC, deux
études rétrospectives ont été réalisées ; leurs résultats sont discordants. L'étude réalisée par
EUROCORD retrouve un effet bénéfique sur l'incidence de rechute et la survie en cas
d’'incompatibilité KIR (Willemze et al, 2009), alors que I'étude de Minneapolis ne retrouve pas

d’'impact sur la rechute mais une augmentation de l'incidence de GvH (Brunstein et al, 2009).

VI-b : Moins de réaction du greffon contre I’h6te

Bien qu’une compatibilité HLA plus faible soit permise dans les allogreffes de SC par
rapport aux allogreffes réalisées a partir de CSP ou de moelle osseuse, l'incidence de GvH
aigues et chroniques est faible (Majhail et al, 2008 ; Chen et al, 2012 ; Le Bourgeois et al,
2013b). Ceci peut étre expliqué par la plus faible quantité de lymphocytes T présents dans
les greffons et I'immaturité du systéme immunitaire du donneur (Chevallier et al, 2011 ;
Cunha et al, 2013).

Les facteurs retrouvés comme favorisant I'incidence de GvH aigues, apres allogreffe
de SC sont 'absence d'utilisation de SAL, I'utilisation de conditionnement d’intensité réduite,
les patientes de sexe féminin, le nombre élevé de mismatchs HLA et les allogreffes de dUSP
(Kurtzberg et al, 2008 ; MacMillan et al, 2009 ; Brunstein et al, 2012 ; Ruggeri et al, 2013).
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Les hypothéses proposées pour expliquer 'augmentation du risque de GvH apres allogreffe
de dUSP sont liees a une augmentation de la quantité de lymphocytes T CD3 et un possible
double effet greffon contre I'néte et « greffon contre greffon » des deux USP (MacMillan et
al, 2009).

La prophylaxie de la GvH aprés allogreffe de SC est basée sur I'association de
ciclosporine A avec une autre molécule telle que le MMF, le MTX, les corticoides, le
sirolimus, le tacrolimus ou le SAL (Narimatsu et al, 2007 ; Cutler et al, 2011b ; Sanz et al,
2013). A I'heure actuelle, aucune étude ne permet de privilégier une association plutét

gu’une autre.

VI-c : Augmentation du risque infectieux

Les complications infectieuses apres les allogreffes de SC sont nombreuses et
responsables d’'une mortalité non liée a la rechute importante (Laughlin et al, 2004).
Plusieurs facteurs sont impliqués dans I'accroissement du risque infectieux. Tout d’abord, la
durée de l'aplasie est plus longue dans les allogreffes de SC en lien avec la pauvreté des
greffons en cellules progénitrices (Hamza et al, 2004). De plus, le nombre de lymphocytes T
et B naifs transfusés est plus important proportionnellement aux lymphocytes matures dans
les USP comparativement aux autres sources de greffon (Chevallier et al, 2013). Comme
dans les allogreffes réalisées a partir d’autres sources de greffon, les immunosuppresseurs
en prévention de la GvH sont administrés pendant plusieurs mois. L'ensemble de ces
facteurs fait que la reconstitution immunologique est plus lente aprées I'allogreffe de SC. En
plus d’'une augmentation des risques infectieux bactériens (Hamza et al, 2004), on observe
une majoration des risques infectieux viraux, fongiques et parasitaires. De plus aprées
allogreffe de SC on observe des infections a certains agents infectieux non décrits
habituellement dans d’autres situations d’allogreffe telles que des toxoplasmoses (Bautista et

al, 2012) et des encéphalites a herpés virus humain de type 6 (HHV-6) (Scheurer et al, 2012).

L’HHV-6 est un béta-herpés virus, ayant un tropisme pour les lymphocytes T CD4+.
Ce virus a été découvert en 1986 (Salahuddin et al, 1986). Il existe 2 espéces de virus HHV-
6 : HHV-6A et HHV-6B. La primoinfection a HHV-6 est ubiquitaire ; plus de 95% de la
population adulte a des anticorps anti-HHV-6 (sans distinction entre espéce A ou B). Aprés
allogreffe de SC la majorité des patients présente une réactivation du virus HHV-6
(Chevallier et al, 2010). Cette réactivation a préférentiellement lieu dans le premier mois
suivant l'allogreffe (llliaquer et al, 2013). Dans la majorité des cas la réactivation du virus

HHV-6 est asymptomatique, cependant le virus peut étre responsable d'encéphalites
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limbiques, de diarrhées, d’éruptions cutanées ainsi que de retards de prise de greffe
(Yamane et al, 2007 ; Chevallier et al, 2010). L’influence du virus HHV-6 sur le rejet primaire

n’est jusqu’a présent pas démontré apres allogreffe de SC.

VI-c : Pas de possibilité d’immunothérapie post greffe

En cas de rechute en post allogreffe, la prise en charge des patients est le plus
souvent basée sur une association de chimiothérapie (afin de réduire la masse tumorale) et
d'immunothérapie (afin de renforcer l'effet GvL). La principale immunothérapie post-
allogreffe est I'injection de lymphocytes du donneur. Une des limites de I'allogreffe de SC est
limpossibilité de réaliser des injections de lymphocytes du donneur en cas de rechute. En
effet, les greffons de SC sont des sources de cellules limitées : 'ensemble du greffon est
injecté au jour zéro de la greffe. D’autres immunothérapies, telles que I'administration
d’'interféron a (Samuelson et al, 2012), d’IL 2 (Goldberg et al, 2000), de GM-CSF
recombinant (Worth et al, 2002), ont été développées pour des patients en rechute aprés
allogreffes de SC. Cependant, ces différentes expériences ne concernent que peu de
patients et actuellement ne sont pas utilisées en pratique quotidienne.
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Partie 3 : Les problématiques liees a la
prise de greffe dans les allogreffes de sang

placentaire

| : Comment augmenter la prise de greffe dans

les allogreffes de sang placentaire

Les premiéres allogreffes de SC, réalisées avec une seule USP, étaient réservées
aux enfants ou aux jeunes adultes. Chez l'adulte, la prise de greffe était médiocre et la
mortalité non liée a la rechute était élevée, liée a la faible richesse en cellules souches de
F'USP au prorata du poids du receveur (Rubinstein et al, 1998). La richesse minimale
recommandée d'une USP est de 2,5.10’ CN/kg pour une allogreffe simple cordon; cette
quantité cellulaire est difficile a atteindre chez un adulte avec une seule USP (Barker et al,

2010). Afin d’augmenter la richesse en CN plusieurs procédures ont été développées.

I-a : L’allogreffe de double unité de sang placentaire

Historiguement les premiéres allogreffes combinant plusieurs donneurs ont été
réalisées par Mathé et ses collaborateurs (Mathé et al, 1969). En associant des
prélevements issus de plusieurs moelles osseuses, ils ont pu augmenter la richesse des
greffons et accroitre l'incidence de prise de greffe, mais avec un risque plus important de
GvH. Dans les années 90, les premiéres allogreffes a partir de plusieurs SC ont été réalisées
(Shen et al, 1994 ; Weinreb et al, 1998).

L’allogreffe de dUSP est basée sur l'injection de deux USP partiellement compatibles
entre elles et avec le receveur. La richesse en CN est augmentée puisqu’elle correspond a la
somme des richesses en CN de chacune des deux USP. Cette technique a permis

d’améliorer la prise de greffe et la reconstitution hématologique chez les adultes pour
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lesquels la richesse en CN/kg était souvent insuffisante avec une seule USP (Barker et al,
2005). Cette technique est actuellement largement utilisée, et répond a certaines regles dans
le recrutement des USP. Les critéres de choix des USP reposent sur la compatibilité HLA
des deux SC avec le donneur ainsi que sur la richesse en CN (cf partie Il1).

La plupart des études ayant comparé le devenir des adultes allogreffés avec une
USP (taux minimal de CN généralement fixé a 2.5.10" CN/kg) vs 2 USP, ne retrouvent pas
de différences en termes de survie globale, d’incidence de prise de greffe, de mortalité non
liée a la rechute et de rapidité de reconstitution hématologique (Brunstein et al, 2007 ; Rocha
et al, 2012b). Cependant, I'étude publiée récemment par Labopin et al, sur une cohorte de
134 patients allogreffés pour une leucémie aigue (allogreffe a partir d'une USP : n=61; a
partir de 2 USP : n=73), a montré une amélioration de survie globale chez les patients
allogreffés a partir de dUSP (survie globale a 2 ans de 62% aprés allogreffe a partir de 2
USP vs 42% a partir d’'une USP ; p=0,03) (Labopin et al, 2013).

Vis-a-vis de l'incidence de GvH, l'allogreffe de dUSP, par rapport a 1 USP, est un
facteur de risque d’augmentation de GvH aigue (Rocha et al, 2012b), (Labopin et al, 2013) et
chronique (Brunstein et al, 2007). Plusieurs études ont montré une diminution de l'incidence
de rechute et une augmentation de la survie sans maladie chez les patients allogreffés avec
deux USP comparativement a ceux greffés avec une USP, faisant suspecter un
renforcement de I'effet GvL dans les allogreffes dUSP (Brunstein et al, 2007 ; Verneris et al,
2009 ; Rocha et al, 2012b ; Labopin et al, 2013).

En France, le codt financier dans la premiere année suivant une allogreffe de dUSP
est supérieur a celui d'une allogreffe a partir dune USP que ce soit aprés un
conditionnement d’intensité réduite ou myéloablatif : 191827€ vs 165253€ et 213050€ vs
192566€ respectivement (Labopin et al, 2013). Lorsque I'on analyse la qualité de vie des
patients aprés une allogreffe de SC, les patients allogreffés a partir de deux USP ont une
meilleure qualité de vie. Ainsi dans I'étude de Labopin et al, bien que l'allogreffe de dUSP
soit plus chere, lorsque ce colt est intégré a un facteur de qualité de vie, l'allogreffe de
dUSP représente une économie. De plus, lorsque 'on étudie le nombre de jours médians de
ré-hospitalisation, on observe un avantage chez les patients allogreffés a partir de 2 USP
(Labopin et al, 2013).

Dans les premieres semaines suivant les allogreffes de dUSP, le chimérisme est
souvent mixte ; on détecte alors des cellules des 2 USP et du receveur. Puis rapidement, en
dehors de rare cas (de Lima et al, 2002 ; Eldjerou et al, 2010), une seule des 2 USP devient

majoritaire (Ballen et al, 2007). Les facteurs déterminant la prise d’'une USP par rapport a
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une autre restent encore flous. La mise en évidence des facteurs de prise de greffe d’'une

USP par rapport a 'autre fait 'objet entre autre de ce travail.

I-b : L’expansion ex-vivo des greffons placentaires

Un des moyens permettant d’augmenter la richesse des USP en CSH, consiste en

une stimulation de la prolifération de ces cellules, ex-vivo, avant injection chez le receveur.

In vivo, la croissance et la prolifération des CSH sont régulées par la production de
cytokines et de facteurs de croissance produits par des cellules non hématopoiétiques

environnementales, notamment les cellules stromales mésenchymateuses (CSM).

Actuellement plusieurs techniques d’expansion ex-vivo sont en développement (Kelly
et al, 2009 ; Dahlberg et al, 2011):

1. La technique utilisant un liguide de suspension. Le but de cette technique

est de récréer un environnement cytokinique artificiel stimulant la multiplication des CSH
placentaires. Apreés avoir isolé les cellules souches CD34+, celles-ci sont incubées dans un
milieu de culture riche en différents facteurs de prolifération (G-CSF, thrombopoiétine, IL3,

IL6, Notch ligand...) pendant deux a trois semaines.

Une des limites de la méthode d’expansion ex-vivo par liquide de suspension est la

difficulté a recréer un milieu de culture proche de la situation in-vivo

2. La mise en culture avec des CSM. Cette technigue consiste a mettre en

contact des CSM avec des CSH en présence de cytokines et de facteurs de croissance, afin
de stimuler la prolifération des CSH. En reproduisant des conditions de cultures plus
« naturelles », les scientifiques espérent une meilleure viabilité des CSH. Les CSM sont
recueillies chez un donneur partiellement compatible. L’utilisation de CSM en clinique n’est

malheureusement pas autorisée en France actuellement.

En fonction des protocoles, le processus d’expansion prend entre 10 et 21 jours
(Kelly et al, 2009 ; Dahlberg et al, 2011). Ces différentes techniques permettent d’accroitre
de facon significative le nombre total de CN et de cellules CD34+ contenues dans le greffon

placentaire.

De fagon générale, lors de I'expansion ex-vivo, seule la partie contenant les cellules
progénitrices d’'une USP est sélectionnée pour étre stimulée. La fraction de cellules

stimulées est constituée exclusivement de cellules CD34+. Elle est ensuite associée a
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d’autres cellules non manipulées comprenant des cellules CD34+ et des lymphocytes,
correspondant a la fraction non expandue, afin qu’il y ait une reconstitution immunitaire et un
effet GvL du greffon. La fraction cellulaire expandue est soit couplée avec la fraction non
expandue et injectée au jour zéro de la greffe (Shpall et al, 2002), soit utilisée comme boost,
et infusée plus tardivement (Jaroscak et al, 2003). Une autre procédure consiste a injecter
une USP dite « manipulée » (contenant les fractions cellulaires expandues et non
expandues) associée & une 2°™ USP dite « non manipulée » ; le patient bénéficie alors
d’une allogreffe de dUSP modifiée.

Différentes études, a la fois dans des modeles animaux (McNiece et al, 2002) et chez
'homme (de Lima et al, 2008), montrent que I'expansion ex-vivo permet une reconstitution
hématologique plus rapide. Cependant, il est observé une augmentation du risque de perte
secondaire de greffon, laissant suspecter un épuisement des cellules stimulées. Lorsque I'on
étudie le chimérisme des patients ayant bénéficiés de linfusion de deux USP (une
« manipulée » et une « non manipulée »), le cordon qui prend, est généralement le cordon
non « manipulé». L’hypothése est que les cellules stimulées n’aient qu’une action transitoire
puis disparaissent (de Lima et al, 2008).

Actuellement, un protocole francais étudie de fagon prospective I'expansion ex-vivo
de CSH dans les allogreffes de SC (protocole GRAPA, Bordeaux).

I-d : L’injection intra-médullaire du qgreffon de sang

placentaire

Lorsque lI'on réalise une allogreffe, le greffon de CSH est injecté dans la circulation
périphérique au moyen d’'un cathéter veineux central. Les cellules progénitrices vont alors
circuler dans le systéme sanguin et se nicher secondairement dans la moelle osseuse : |l
s’agit du phénoméne de « homing ». Cependant une partie des CSH va étre piégée dans les
organes périphériques, diminuant ainsi le nombre de cellules arrivant jusqu’a la moelle
osseuse. Une étude expérimentale a montré que seulement 10% des cellules injectées dans
la circulation périphérique allaient se nicher dans la moelle osseuse (Van Hennik et al,
1999). Un des moyens développés afin de limiter cette perte cellulaire est l'injection intra-

médullaire du greffon.

Cette technique a montré sa faisabilité et son efficacité, notamment sur la rapidité de
reconstitution hématologique (Frassoni et al, 2008). En 2013 est paru une étude

rétrospective d’EUROCORD, comparant des patients ayant recu une allogreffe a
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conditionnement myéloablatif réalisée avec soit une USP injectée en intra-médullaire (USP-
IM, 87 patients) avec des patients greffés soit deux USP injectées en périphérie (149
patients) (Rocha et al, 2013). Dans cette étude, bien que la médiane de CN/kg était
inférieure dans le groupe USP-IM (2,5.10" CN/kg vs 3,9.10" CN/kg), la reconstitution
hématologique aussi bien de la lignée granuleuse que de la lignée plaquettaire, était plus
rapide dans le groupe USP-IM. De plus, I'incidence de GvH était inférieure dans ce méme
groupe. Il est suspecté que la diminution de GvH soit due a la moindre proportion de
lymphocytes T du donneur circulants, diminuant ainsi la réaction allogénique au niveau des

organes lymphatiques.

Cette technique permet donc d’envisager une allogreffe chez des patients adultes
n’ayant qu’une USP disponible avec une richesse cellulaire faible (Rocha et al, 2013).

Cependant cette procédure n’est pas dénuée de conséquences pour le patient. En
effet, elle nécessite d’étre réalisée au bloc opératoire, sous anesthésie générale. Le greffon
est injecté directement dans I'os iliaque postérieur au moyen de multiples ponctions a l'aide
d'un trocart. Le patient est alors exposé a des risques infectieux, anesthésiques et
hémorragiques.

I-d : Le boost par un donneur haploidentique

Les SC sont pauvres en CSH comparativement aux greffons de type CSP. La
majorité des patients a un donneur familial haploidentique potentiel. Cependant ce type de
greffe était jusqu’a peu pourvoyeuse d’un taux de GvH important. Les études actuelles
montrent une diminution de l'incidence de GvH notamment grace a I'administration de
cyclophosphamide dans les jours suivant directement I'injection du greffon. Afin d’augmenter
la prise de greffe, la technique de co-injection d’'un boost de cellules CD34+ issues d'un
donneur haploidentique aprés allogreffe de sang placentaire a été développée. Le greffon
est obtenu aprés stimulation d’'un donneur apparenté semi-identique par du G-CSF et est
recueilli par cytaphérése. Le greffon de CSP subit ensuite un tri des cellules CD34+, afin de
ne pas injecter de lymphocytes T pourvoyeurs de GvH. Le boost riche en cellules CD34+ est

ensuite injecté au patient au jour zéro de la greffe comme 'USP.

Actuellement aucune étude n’a comparé cette technique par rapport a d’autres. Lui et
al ont publié une cohorte de 45 adultes allogreffés, aprés un conditionnement d’intensité
réduite, avec une USP (médiane de CN : 1,55.10" CN/kg) et un boost de cellules CD34+
(médiane de cellules CD34+ : 3,5.10° CN/kg) issu d’'un donneur familial haploidentique (Liu
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et al, 2011). L’incidence de prise de greffe était de 95%, suivie d’'une reconstitution
hématologique rapide (délai médian de sortie d’aplasie : 11 jours ; délai médian d’obtention
d’'un taux de plaquettes > 20000/mm?: 19 jours). Les incidences de GvH aigue et chronique
étaient respectivement de 25% et de 5%. La survie globale a 1 an était de 55%. La survie
sans maladie et la mortalité non liée & la rechute, & 1 an, étaient estimées a 42% et 28%
respectivement. Parallelement, il a été montré dans d’autres études, que la reconstitution
hématologique était plus rapide avec un boost de cellules CD34+ (Fernandez et al, 2003 ;
Martin-Donaine et al, 2009). Il semble que le boost de cellules CD34+ permette d’accélérer
la prise de greffe. Cependant I'analyse du chimérisme a distance de la greffe montre que
c’est le greffon de SC qui prend et non les cellules du boost (Fernandez et al, 2003 ; Liu et
al, 2011).

Il . Les facteurs influencant la prise de greffe
dans le cas des allogreffes de double unité de sang

placentaire.

II-a : Introduction

Comme pour toutes les allogreffes, il existe de nombreux facteurs influencant la prise
de greffe : des facteurs liés au patient (type de pathologie, statut a la greffe, traitements
antérieurs), des facteurs liés au greffon (compatibilité HLA, richesse en cellules), des
facteurs liés a la procédure de greffe (type de conditionnement, utilisation du SAL). Enfin la
prise de greffe est influencée par les complications précoces aprés l'injection du greffon,

notamment les infections virales.

Dans les allogreffes de dUSP, la richesse cellulaire et la compatibilité HLA sont les

facteurs les plus importants influengant la prise de greffe.
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I1-b : Les différents facteurs influencant la prise de greffe

lI-b-1: Larichesse des greffons

La quantité cellulaire minimale recommandée aprés allogreffe de dUSP varie en
fonction des sources littéraires: elle est soit basée sur la somme de richesse en CN des 2
USP qui doit &tre > 3.10" CN/Kkg, soit sur la richesse de chacune des 2 USP qui doivent étre
> 2.10" CN/kg chacune (Rocha et al, 2009 ; Barker et al, 2011). L'impact d’une forte quantité
de CN sur lincidence de prise de greffe en cas de richesse totale > 3.10" CN/kg, reste
débattu. Pour Avery et al, plus la richesse en CN/kg est élevée plus les chances de prise de
greffe sont importantes et meilleure est la reconstitution hématologique (Avery et al, 2011).
Alors que pour Brunstein et al, lorsque la compatibilité HLA entre donneur et receveur est = a
4/6°™ pour chacune des USP, 'incidence de prise de greffe n’est pas augmentée lors que la

richesse en CN est trés augmentée (>4.4.10" CN/kg) (Brunstein et al, 2007).

Avery et al ont retrouvé un impact positif d’'une plus grande richesse totale des 2 USP
en lymphocytes T CD3+ et en unités CFU-GM (colony-forming unit granulocyte/macrophage)

sur l'incidence de prise de greffe (Avery et al, 2011).

lI-b-2 : La compatibilité HLA

Concernant la compatibilité HLA, il est recommandé de choisir des USP ayant une
compatibilité HLA minimale de 4/6°™ avec le receveur (Barker et al, 2011). Il a été montré
que, dans les allogreffes simple cordon, une compatibilité HLA inférieure & 4/6°™ retardait la
prise de greffe et augmentait la mortalité non liée a la rechute (Rocha et al, 2008). De plus,
moins il y a de mismatch, meilleur est le taux de prise de greffe (Rubinstein et al, 1998). Les
études qui se sont intéressées a l'impact de la compatibilité HLA entre les USP et le
receveur, sur la prise de greffe aprés allogreffes de dUSP, montrent qu’a partir du moment
ou la compatibilité entre les USP et le receveur est = & 4/6°™ le nombre total de mismatch
n’est pas un facteur influengant la prise de greffe (Brunstein et al, 2007 ; Avery et al, 2011 ;
Wallet et al, 2013). Cependant, au vu des résultats montrant l'influence de la compatibilité
HLA dans les allogreffes a partir d’'une USP, il est recommandé de choisir les 2 USP les plus
compatibles avec le receveur, tout en respectant le taux minimal de CN recommandé
(Barker et al, 2011).
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Une seule étude s’est intéressée a I'impact de la compatibilité HLA des 2 USP entre
elles (Avery et al, 2011). Ces résultats montrent que la compatibilité HLA entre les 2 unités
ne semble pas influencer la prise de greffe (Avery et al, 2011). Cependant, il est
recommandé que la compatibilité¢ HLA entre les 2 unités soit = & 4/6°™ (Spellman et al,
2012)

Comme précédemment décrit, la présence dalloanticorps chez le receveur
spécifiguement dirigés contre le systéme HLA de 'USP augmente le risque de non prise de

greffe et retarde la reconstitution hématologique (Takanashi et al, 2010 ; Culter et al, 2011).

La place des mismatchs HLA permissifs, des mismatchs KIR-ligand, du mismatch
HLA-C (Malard et al, 2013b) et des NIMA dans la prise de greffe reste a définir dans les
allogreffe de dUSP.

[I-b-3 : Les autres facteurs

Les infections virales notamment a HHV-6 sont plus fréquentes aprés allogreffes de
SC et sont responsables d’un retard a la prise de greffe (Chevallier et al, 2010). L’impact de
la réactivation du virus HHV-6 sur l'incidence de prise de greffe elle-méme n’a, jusqu’alors,

jamais été étudié.

Le SAL favorise la prise de greffe mais la lymphodéplétion T induite est responsable

d’'une augmentation du risque infectieux (Mohty et al, 2010).

lll . Les facteurs predictifs de la prédominance
d’une unité de sang placentaire par rapport a I'autre
dans les allogreffes de double unité de sang

placentaire

lll-a : Introduction

En sortie daplasie, les deux USP sont le plus souvent détectables, puis

progressivement, au cours des 100 premiers jours, une unité devient prédominante et I'autre
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disparait (Ballen et al, 2007). Les différents facteurs connus prédisposant a la prédominance

d’'une USP par rapport a 'autre sont détaillés ci-dessous.

ll-b : Les différents facteurs influencant la prise d’une

unité de sanqg placentaire par rapport a I’autre

lll-b-1 : Un effet « greffon versus greffon » ?

Au vu des données de la littérature, la prédominance d’'une USP par rapport a une
autre aprés l'allogreffe, semble liée a la présence d’'un effet « greffon versus greffon », médié

par des facteurs immunologiques.

Tout d’abord, la majorité des études s’accorde sur l'impact du taux de lymphocytes T
CD3+ présents dans le greffon placentaire. En effet, I'unité prédominante est celle qui
contient la quantité de lymphocytes T CD3+ la plus importante (Barker et al, 2005 ; Avery et
al, 2011 ; Ramirez et al, 2012). Cependant, I'étude menée sur 110 patients allogreffés avec
deux USP aprés un conditionnement d’intensité réduite par I'équipe de Minneapolis, n’a pas
retrouvé de prédominance d’'une unité vis-a-vis de I'autre en fonction du taux de lymphocytes
T CD3+ (Brunstein et al, 2007); de méme que celle de Nawell et al, portant sur 46 patients
aprés un conditionnement myéloablatif (Newell et al, 2012). D’autres facteurs doivent donc

étre en jeu.

Avery et al ont montré de facon rétrospective chez 79 patients, que lorsque les deux
unités avaient un haut niveau de compatibilité entre-elles (5/6 ou 6/6 versus 1 a 4/6), les 2
USP persistaient ensemble chez I'hdte (Avery et al, 2011). Ceci pourrait étre expliqué par
une moindre réaction « greffon versus greffon » des USP entre-elles et a une meilleure

tolérance des deux greffons entre eux en I'absence de mismatch HLA.

Un autre argument en faveur de l'effet « greffon versus greffon » est le réle des
lymphocytes T CD8+. En effet, Gutman et al ont montré qu’au moment de la prise de greffe,
le taux de lymphocytes T CD8+ circulants issus de I'unité qui devient prédominante est plus
important et que ces lymphocytes sécrétent de l'interféron y dirigé contre I'unité minoritaire.
De plus, dans les rares cas ou il n’existe pas de prédominance d’'une USP par rapport a
lautre, il n'est pas retrouvé de sécrétion d’interféron y (Gutman et al, 2010). De méme,

Gertow et al. ont montré que chez les patients pour lesquels les deux USP restaient
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présentes, la sécrétion cytokinique issue des lymphocytes T était moins importante (Gertow
et al, 2010).

Newell et al ont montré sur 46 patients allogreffés aprés un conditionnement
myéloablatif que I'étude du chimérisme a J7 aprés tri sur les cellules CD3+ et CD33+ pouvait
prédire de l'unité maijoritaire, renforgant I'idée d’un mécanisme immunologique précoce
(Newell et al, 2012).

Pour finir, des études expérimentales renforcent l'idée d’un effet « greffon versus
greffon » pour expliquer la prédominance d’'une USP par rapport a l'autre (Eldjerou et al,
2010 ; Moretta et al, 2012).

llI-b-2 : L’impact de la viabilité des greffons

Les résultats vis-a-vis de limpact de la viabilité cellulaire des greffons sont
discordants. Différentes études se sont intéressées a évaluer la viabilité des greffons en
guantifiant le pourcentage de cellules vivantes par rapport au pourcentage de cellules mortes
grace a différentes technigues. Scaradavou et al ont étudié la viabilité des cellules CD34+ et
CD3+ dans le greffon, en cytométrie de flux de facon prospective chez 46 patients. Pour 44
patients, une des deux unités était prédominante. Il a été retrouvé que l'unité prédominante
était celle qui avait la meilleure viabilité en cellules CD34+ aprés décongélation (p=0.016).
De plus, la viabilité en cellules CD3+ était corrélée a la viabilité en cellules CD34+ (p=0.01)
et a I'unité prédominante (p=0.0077) (Scaradavou et al, 2010). Ces résultats n’ont pas été
retrouvés aprés étude de la viabilité cellulaire des greffons a I'aide de I'acridine orange et du

iodure de propidium (Barker et al, 2005 ; Ramirez et al, 2012).

llI-b-3 : L’impact de I'ordre d’injection des greffons

Quatre études se sont intéressées au role de l'ordre d’infusion des greffons sur la
prédominance de 'USP (Barker et al, 2005 ; Brunstein et al, 2007 ; Ramirez et al, 2012 ;
Newell et al, 2012). Les résultats de ses études sont discordants. Seule I'étude de Barker et
al, menée sur 23 patients ayant recus un conditionnement myéloablatif, retrouve une
tendance a la prédominance pour le premier greffon infusé (p=0,09). Cette différence
pourrait étre expliquée par le délai important entre I'infusion des deux USP (> 4h), permettant

au premier greffon de migrer le premier et seul dans la moelle osseuse et de s’y installer.
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[1l-b-4: Les autres facteurs

La richesse en CN ou en cellules CD34+ de chacune des unités ne semble pas
influencer la préedominance d’'une unité par rapport a 'autre (Barker et al, 2005 ; Brunstein et
al, 2007 ; Ramirez et al, 2012 ; Newell et al, 2012 ; Wallet et al, 2013), sauf dans deux
études menées sur de faibles effectifs de 39 et 61 patients (Haspel et al, 2008 ; Avery et al,
2011). De méme la compatibilité sexuelle et la compatibilité des groupes sanguins ABO et
HLA entre l'unité et le receveur ne paraissent pas jouer de rble dans la prédominance de
telle ou telle unité (Barker et al, 2005 ; Brunstein et al, 2007 ; Ballen et al, 2007 ; Newell et al,
2012), excepté dans une étude (Ramirez et al, 2012). Dans I'étude de Ramirez et al, menée
sur 262 patients, on observe que chez les patients ayant bénéficié d’'un conditionnement
d’intensité réduite (61%), l'unité ayant une meilleure compatibilité HLA avec le receveur est
plus souvent majoritaire (p=0.05). Ce résultat n’est pas retrouvé chez les patients ayant eu

un conditionnement myéloablatif (Ramirez et al, 2012).
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Partie 4 : Etude rétrospective
monocentrique, s’intéeressant aux facteurs
déterminant la prise de greffe et la
préedominance d’une unité de sang
placentaire dans les allogreffes de double
unité de sang placentaire : expérience

nantaise a partir de 77 patients.

I: Les objectifs de I’étude

L’objectif principal de cette étude était de déterminer les facteurs de prise de greffe et
de prédominance d’'une USP par rapport a l'autre apres allogreffe de dUSP. Ainsi nous
avons réalisé une étude rétrospective, monocentrique, incluant I'ensemble des patients
allogreffés a partir de 2 USP au CHU de Nantes.

Les objectifs secondaires étaient d’étudier la survie globale, la survie sans maladie, la

mortalité non liée a la rechute, I'incidence de rechute, le taux de GvH aigue et chronique.
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Il : Patients et méthodes

ll-a: Caractéristigues des patients

Dans cette étude, 77 patients ont été inclus, correspondant a 'ensemble des patients
allogreffés avec 2 USP au CHU de Nantes entre Juin 2006 (date de la premiére allogreffe de
dUSP) et Décembre 2012. L’age médian des patients était de 53 ans (écart : 16 a 69 ans).
Vingt-cing patients avaient déja été greffés auparavant (antécédent d’autogreffe : n=20,
antécédent d’allogreffe : n=5). Le temps médian entre le diagnostic de la pathologie et
l'allogreffe était de 11 mois (écart: 1.6-208 mois). La majorité des patients avait une
pathologie myéloide (56%). Soixante pourcent des patients étaient en rémission compléte
(RC) au moment de lallogreffe (premiére RC: n=27, seconde RC: n=19). L’ensemble des
patients en rémission partielle (n=17) avait un lymphome. Quatorze patients avaient une
maladie active au moment de la greffe incluant 5 patients avec une LAM réfractaire. Les

caractéristiques des patients sont regroupées dans le Tableau 1.

Tableau 1: Caractéristigues de la population.

Caractéristiques des patients N= 77

Sexe: Masculin 40 (52%)
Age médian des patients a la greffe: années (intervalle) 53 (16-69)
Poids médian des patients a la greffe: Kg (intervalle) 67 (43-105)

Type de pathologies:

-Pathologie myéloide 43 (56%)
LAM 32
Myélodysplasie 8
Myélofibrose 2
Leucémie myéloide chronique 1

-Pathologie lymphoide 32 (42%)
LAL 5
Leucémie lymphoide chronique 3
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Maladie de Waldenstrom
Lymphome
*lymphome B diffus a grandes cellules
*lymphome T périphérique
*maladie de Hodgkin
*lymphome a cellule du manteau
*lymphome folliculaire
*lymphome T angio-immunoblastique
*leucémie a HTLV-1
*leucémie pro-lymphocytaire T
-Aplasie médullaire
Statut du patient a la greffe:
-Rémission compléte
-Rémission partielle
-Maladie active
Présence d’'une greffe antérieure
-Antécédent d’autogreffe
-Antécédent d’allogreffe
Année médiane de transplantation (intervalle)
Intervalle médian entre le diagnostic de la pathologie et la greffe: mois (intervalle)
Statut sérologique du patient pour le CMV: positif
Statut sérologique du patient pour 'EBV : positif

Groupe sanguin ABO du patient:

Groupe Rh-D du patient: positif

22

P P P N N N ©

1
2 (2%)

46 (60%)

17 (22%)

14 (18%)

25

20 (26%)

5 (6.5%)

2009 (2006-2012)
11 (1.6-212)

32 (42%)

72 (95%)

29 (38%)
12 (15%)
7 (9%)

29 (38%)
69 (90%)

CMV: cytomégalovirus, EBV: Epstein barr virus, HTLV-1: virus T-lymphotropique

humain, LAL : leucémie aigue lymphoblastique, LAM : leucémie aigue myéloblastique, Rh-D:

rhésus-D.
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II-b: Types de conditionnements et prophylaxie de la

réaction du greffon contre I’héte

L’ensemble des patients ayant recu une allogreffe a partir de 2 USP dans notre
institution ont été inclus, quelque soit leur type de conditionnement. La majorité des patients
(90%, n=69), a bénéficié d’'un conditionnement d’intensité réduite. Le conditionnement
d’intensité réduite majoritairement administré (n=58) était celui de I'équipe de Minneapolis
(ICT 2 Gy + cyclophosphamide 50 mg/kg + fludarabine 200 mg/m?) (Brunstein et al, 2007).
Les différents types de conditionnement sont détaillés dans le Tableau 2. Vingt-et-un
pourcent des patients ont recu du SAL dans leur conditionnement. La majorité des patients a
aussi recu une ICT (88%). L’'ensemble des patients a bénéficié d’'une prophylaxie de la GvH
par ciclosporine-A et MMF, excepté les patients ayant recu une ICT forte dose qui ont recu

une prophylaxie par ciclosporine-A et MTX.

Tableau 2: Caractéristigues des conditionnements.

Caractéristiqgues des conditionnements

Conditionnements d’intensité réduite 69 (90%)
-ICT 2 Gy + cyclophosphamide 50 mg/kg + fludarabine 200 mg/m?2 58
- cyclophosphamide 100 mg/Kg + fludarabine 150 mg/m2 + SAL 5mg/Kg

6.4 mg/Kg + SAL 5mg/Kg

4
-clofarabine 150 mg/m2 + aracytine 5g/m2 + cyclophosphamide 60mg/Kg + busulfan 3
2
-clofarabine 150 mg/m?2 + aracytine 5g/m2 + cyclophosphamide 60mg/Kg + ICT 4 Gy )

- fludarabine 120 mg/m? + cyclophosphamide 1200 mg/m? + ICT 2 Gy + SAL 5mg/Kg

Conditionnements myéloablatifs 8 (10%)
-thiotepa 10 mg/Kg, fludarabine 200 mg/m? + busulfan 9.6 mg/Kg+ SAL 5mg/Kg 2
- cyclophosphamide 120 mg/kg + ICT 12 Gy 6
Administration de SAL : oui 16 (21%)
Administration d'ICT : oui 68 (88%)

Gy : gray ; ICT : irradiation corporelle totale, SAL : sérum anti lymphocytaire,
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II-c: Caractéristiqgues liées a la greffe

L’ensemble des patients inclus dans cette étude a bénéficié d’'une allogreffe de 2
USP. La compatibilité HLA recommandée entre chaque USP et le patient était > & 4/6°™,
basée sur 'analyse des antigénes HLA-A et B et sur le typage de l'allele HLA DRB1. Dans 1
cas ces conditions n’ont pas été remplies (compatibilité HLA 3/6°™). Les quantités médianes
de CN et de cellules CD34+ par patient (somme des 2 USP) avant décongélation étaient
respectivement de 4.9 10'/Kg du receveur (intervalle: 2.9-7.8) et 1,67 10°/Kg du receveur
(intervalle : 0.5-5.8). Pour un seul patient la quantité de CN avant décongélation était <
3 107/Kg. Aprés décongélation, les taux de CN et de cellules CD34+ étaient respectivement
de 4.02 107/Kg (intervalle: 2.2-7.8) et 1.09 10°/Kg (intervalle : 0.2-3.9) (Tableau 3). Le taux
de CN était < 3107/Kg pour 7 patients aprés décongélation. Les taux de lymphocytes T
CD3+ et d'unités CFU-GM n’ont pas été étudiés. De plus, il n'a pas été réalisé d’analyse de

viabilité des greffons aprés décongélation.

Tableau 3: Caractéristigues des richesses des unités de sang placentaire.

Caractéristiques des richesses cellulaires des greffons (combinaison des

2 USP)

Nombre de CN (107/Kg) (3 des 2 USP): médiane (intervalle)
-Avant décongélation 4.9 (2.9-7.8)
-Aprés décongélation 4.02 (2.2-7.8)
Nombre de cellules CD34+ (10°/Kg) (3 des 2 USP): médiane (intervalle)
-Avant décongélation 1.67 (0.5-5.8)
-Aprés décongélation 1.09 (0.2-3.9)

CN : cellules nucléées, > : somme.

II-d: Définition de la reconstitution hématologique, de la

prise de greffe et du chimérisme

La sortie d’aplasie et la reconstitution plaquettaire étaient définies respectivement par
le premier des 3 jours consécutifs pour lequel le taux de PNN était = & 500/mm?® et le taux de
plaquette était = 20000/mm? (sans support transfusionnel). La reconstitution allogénique ou

autologue était évaluée grace a I'étude du chimérisme sur les lymphocytes T CD3 au jour
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+60, jour +100 et 1 an apres allogreffe, chez les patients vivants, par RQ-PCR selon la
méthode de Schichman (Schichman et al, 2002). Le chimérisme complet donneur
(reconstitution allogénique) était défini par la présence d’au moins 95% de lymphocytes T
CD3 issus des donneurs (somme des chimérismes des 2 USP). Le chimérisme complet
receveur (reconstitution autologue) était défini par un taux de lymphocytes T CD3+ issus des
donneurs < 5%. Un chimérisme mixte était caractérisé par un taux de lymphocytes T CD3+
issus des donneurs compris entre 5% et 95%. La non prise de greffe était caractérisée par
'absence de sortie d’aplasie aprés le soixantieme jour aprés la greffe ou par la présence
d’un chimérisme complet receveur. La perte secondaire du greffon était définie par une

reconstitution autologue aprés qu'il ait été identifié une prise de greffe initialement.

ll-e: Caractéristiques des soins de support

L’ensemble des patients a bénéficié d’'une prophylaxie contre le pneumocytis jiroveci
par triméthoprime-sufaméthoxazole (Bactrim®) de la sortie d’aplasie jusqu’a la récupération
d'un taux de lymphocytes T CD4+ supérieur a 200/mm?®. Un traitement antiviral par
valaciclovir (500mgx2/jour) a été administré en prévention des infections a HSV et VZV chez
tous les patients pendant au moins 1 an. En cas de réplication du virus CMV (2 PCR
sanguines consécutives > a 3 log/ml) ou de maladie a CMV, les patients ont bénéficié d’'un
traitement antiviral par ganciclovir, valganciclovir, foscavir ou cidofovir. Un traitement par
Rituximab 375 mg/m2/semaine, pendant 4 semaines, a été administré en cas de réplication
du virus EBV (2 PCR sanguines consécutives > a 3 log/ml), de lymphoprolifération EBV
induite ou dans certains cas de GvH chronique cortico-résistante. Une prophylaxie des
infections fongiques a été réalisée par fluconazole (400mg/j, pendant 3 mois) chez tous les
patients. En cas de GvH aigue grade 2-4 ou de GvH chronique, le fluconazole était arrété et
relayé par du posaconazole, poursuivi jusqu’a l'arrét de la corticothérapie. L’ensemble des
patients a regu un traitement pas G-CSF durant la période d’aplasie. Les patients ont
bénéficié d’'une faible dose d’héparine (100 Ul/kg/jour, jusqu’'a la sortie d’aplasie) en

prophylaxie de la maladie veino-occlusive.

II-f: Caractéristiques liées au virus HHV-6

L’étude de la réplication du virus HHV-6, & partir de I'extraction d’ADN viral contenu
dans les leucocytes (machine MagNAPure LC et kit d’'isolation MagNAPure LC DNA, Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany), a éte realisée a differents moments apres la
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greffe. L’ADN viral a été quantifié en utilisant une procédure de PCR en temps réel validée
en interne (Chevallier et al, 2010). Le taux de réplication virale était exprimé en nombre de
copies d’ADN viral par millilitre de sang. Une infection & HHV-6 a été définie par la présence,
dans le sang, d’'une PCR >3 log/ml ou de 2 PCR consécutives comprises entre 2 et 3 log/ml
(Chevallier et al, 2010).

II-g: Analyses statistiques

Nous avons étudié les données suivantes : la survie globale, la survie sans maladie,
lincidence de rechute et la mortalité non liée a la rechute. La survie globale était
caractérisée par le temps entre le JO de I'allogreffe et le jour du décés ou de perte de vue du
patient. La survie sans maladie était définie par le temps écoulé entre le JO de I'allogreffe et
la rechute ou la progression de la maladie, censurée a la date de déceés ou de perte de vue
du patient en I'absence de rechute ou de progression. La survie globale et la survie sans
maladie ont été calculées en utilisant la méthode de Kaplan-Meir et le test du log-rank. La
rechute était définie par tout événement en lien avec la réapparition de la maladie. La
mortalité non liée a la rechute correspondait au déces du patient quelque en soit I'origine, en
'absence de rechute ou de progression de la pathologie initiale. Le calcul de I'incidence de
rechute et de la mortalité non liée a la rechute était réalisé en incidence cumulative (Gooley
et al, 1999). Les grades de GvH aigue et chronique ont été stratifiés selon les classifications
standards (Glucksberg et al, 1974 ; Shulman et al, 1980). Le décés a été considéré comme

un risque compétitif dans le calcul de l'incidence cumulative de GvH.

Notre principal objectif était de déterminer les facteurs associés a la prise de greffe et
a la prédominance d’une unité de SC par rapport a l'autre, aprés allogreffe de dUSP. Pour
I'étude des facteurs de prise de greffe, nous avons inclus 'ensemble des patients ayant regu
une allogreffe de dUSP au CHU de Nantes (n=77, le décés du patient étant considéré
comme un risque compétitif). Les facteurs considérés pour cette analyse ont, tout d’abord,
été des caractéristiques liées au patient : age, sexe, poids, type de pathologie, statut de la
maladie a la greffe, antécédent de greffe, année de réalisation de l'allogreffe, intervalle entre
le diagnostic et l'allogreffe, type de conditionnement (myéloablatif vs d’intensité réduite),
utilisation d’ICT ou de SAL dans le conditionnement, statut sérologique CMV et EBV,
réactivation du virus HHV-6 avant la prise de greffe, groupe sanguin ABO, groupe Rhésus-D
(Rh-D), quantité totale (somme des 2 USP) de CN et de cellules CD34+ contenues dans les
greffons avant et apres décongélation. Nous avons aussi étudié les caractéristiques entre les

USP et le patient en lien avec des disparités liées au sexe, a la compatibilité HLA, au groupe
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sanguin ABO, au groupe Rh-D, au statut sérologique EBV et CMV. De plus nous avons
analysé les disparités des 2 USP entre elles, en ce qui concerne le sexe, 'dge des USP, le
typage HLA, les groupes sanguins ABO et Rh-D, le statut sérologique EBV et CMV. Les
quantités de cellules CD3+ et d'unités CFU-GM contenues dans les greffons ainsi que la

viabilité des greffons n’ont pu étre étudiées faute de données.

Afin d’analyser les facteurs influencant la prédominance d’'une USP, nous avons pris
uniguement en compte les 120 USP des patients ayant eu une prise de greffe (n=60). Les
facteurs pris en considération ont été, en premier lieu, des caractéristiques liées aux USP :
age, sexe, groupes sanguins ABO et Rh-D, statut sérologique CMV et EBV, quantité de CN
et de cellules CD34+ contenues dans les greffons avant et aprés décongélation, ordre
d’infusion de 'USP. Nous avons aussi étudié des facteurs liés aux disparités entre 'USP et
le patient : sexe, compatibilité HLA, groupes sanguins ABO et Rh-D, statut sérologique EBV
et CMV. Il n'a pas été possible d’analyser le délai entre l'infusion des 2 USP faute de

données suffisantes.

Le test du Log-rank a été utilisé pour les analyses univariées et le test de Gray pour
les courbes d’incidence cumulative. Les analyses multivariées ont été réalisées en utilisant le
test de Fine-Gray pour déterminer les facteurs influencant la prise de greffe et le modele de
régression logistique pour déterminer les facteurs influencant la prédominance d’'une USP.
L’ensemble des facteurs associés a une p-value inférieure a 0.10 en analyse univariée ont
été inclus dans I'analyse multivariée. Les analyses statistiques ont été réalisées a partir des
logiciels SPSS 19 (SPSS Inc, Chicago, IL) et R 3.0.1 (Core Team, Vienne, Autriche).

Il : Résultats

lll-a: Analyse des disparités entre les unités de sang

placentaire et le receveur

Les caractéristiques des disparités entre les USP et le receveur sont résumées dans
le Tableau 4.
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Tableau 4 : Analyse des disparités entre les unités de sang placentaire et le

receveur.

Analyses des disparités entre les USP et le receveur
Compatibilité sexuelle entre chaque USP et le patient :
-compatibilité/compatibilité
*absence d’'USP de sexe masculin pour un patient de sexe féminin
*absence d’'USP de sexe féminin pour un patient de sexe masculin
-compatibilité/incompatibilité
*présence d’'une USP de sexe féminin pour un patient de sexe masculin
*présence d’'une USP de sexe masculin pour un patient de sexe féminin
-incompatibilité/incompatibilité
*présence de 2 USP de sexe féminin pour un patient de sexe masculin
*présence de 2 USP de sexe masculin pour un patient de sexe féminin
Compatibilité HLA entre chaque USP et le patient :
-3/6 et 4/6
-4/6 et 4/6
-4/6 et 5/6
-5/6 et 5/6
-5/6 et 6/6
-6/6 et 6/6
Compatibilité des groupes sanguins ABO entre chaque USP et le patient :
-compatibilité/compatibilité
-incompatibilité/compatibilité
-incompatibilité/incompatibilité
Compatibilité des Rh-D entre chaque USP et le patient :
-compatibilité/compatibilité
-compatibilité/incompatibilité
-incompatibilité/incompatibilité
Compatibilité des sérologies CMV entre chaque USP et le patient :

-compatibilité/compatibilité
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23
16

35
21
14

19
12

19
16
39

18
30
29

55

12

10

24




-compatibilité/incompatibilité 40
-incompatibilité/incompatibilité 13

Compatibilité des sérologies EBV entre chaque USP et le patient :

-compatibilité/compatibilité 60
-compatibilité/incompatibilité 11
-incompatibilité/incompatibilité 5

CMV: cytomégalovirus, EBV: Epstein barr virus, HLA: human leukocyte antigen, Rh-
D: rhésus-D, USP : unité de sang placentaire.

lll-b: Analyse des disparités entre les couples d’unités de

sang placentaire

La somme des « ages » médians des USP (intervalle de temps entre la congélation
et la décongélation) (n=154) pour chaque receveur était de 9.33 années (intervalle: 1.5-23).
La somme des ages des USP d’'un méme patient était respectivement, < a 5 ans, entre 5 et
10 ans et > &4 10 ans, dans 11, 32 et 34 cas. Le nombre de patients pour lesquels les 2 USP
avaient chacune un 4ge < a 5 ans ou > a 5 ans étaient respectivement de 25 et 18. Une
compatibilité sexuelle entre les 2 USP a été observée dans 41 cas : 14 cas de compatibilité
masculine/masculine et 27 cas de compatibilité féminine/féminine. La compatibilité HLA
entre les 2 USP était respectivement de 3/6, 4/6, 5/6 et 6/6 pour 2, 35, 30 et 10 paires
d’'USP. De méme, l'analyse de la compatibilitt ABO retrouvait 31 paires compatibles (17
0/0, 12 A/A, 2 B/B). La compatibilité Rh-D était observée chez 65 paires d’'USP (63 +/+, 2 -/-
). La compatibilité des sérologies virales CMV et EBV entre les 2 USP était présente dans
respectivement 36 (26 +/+ et 10 -/-) et 66 (64+/+ et 2 -/-) paires d’'USP.

Ill-c: Prise de greffe et analyse des facteurs influencant la

prise de greffe

L’incidence cumulative de prise de greffe était de 78+4% au jour 60 (Figure 9). Les
délais médians de reconstitution en PNN (>500/mm?®) et en plaquettes (>20000/mm?) étaient
respectivement de 18 jours (intervalle : 6-59) et 35 jours (intervalle : 0-212). Parmi les 17
patients ayant eu un échec primaire de prise de greffe, 4 patients sont décédés précocement

avant le trentieme jour et 13 patients ont eu une reconstitution autologue. Deux patients ont
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eu une perte secondaire de greffon, respectivement au 73°™ et au 208°™ jour post greffe.
Un chimérisme complet donneur était observé respectivement dans 57%, 78% et 85% des
patients vivants au 60°™ jour (n=42/73), 100°™ jour (n=50/64) et & un an (n=40/47) aprés

l'allogreffe.

En analyse univariée (Tableau 5), les facteurs, liés aux patients, identifiés comme
favorisant la prise de greffe étaient les suivants : 'absence de réactivation HHV-6 durant
laplasie (p=0.01), l'age élevé du patient (=53 ans) (p=0.03) De plus, le type de
conditionnement est retrouvé comme impactant la prise de greffe. En effet, la présence
d’une ICT dans le conditionnement (p=0.04) était associé avec une meilleure prise de greffe,
ainsi que I'absence d’administration de SAL (p=0.03). Lors de I'étude des caractéristiques
entre les 2 USP, seule une meilleure compatibilité HLA entre les 2 USP (5/6-6/6 vs 3/6-4/6)
(p=0.01), s’est révélée étre un facteur prédictif de prise de greffe en analyse univariée. |l n’a
été retrouvé aucun facteur impactant la prise de greffe lié a des caractéristiques entre le
patient et les 2 USP réunies. En analyse multivariée, les facteurs indépendants augmentant
l'incidence de prise de greffe étaient : 'absence de réactivation HHV-6 durant I'aplasie, une
meilleure compatibilité HLA entre les 2 USP (5/6 ou 6/6) et I'age élevé du receveur (= 53
ans) (Tableau 7).

Figure 9: Incidence cumulative de prise de greffe.
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Tableau 5: Analyses univariées des facteurs influencant la prise de greffe apres

allogreffe de double unité de sang placentaire.

Facteurs relatifs au receveur

Sexe: masculin vs féminin

Age a la greffe:< ou = a la médiane

Poids a la greffe: < ou = a la médiane

Type de pathologie: myéloide vs lymphoide

Statut du patient a la greffe: rémission compléete ou
rémission partielle vs maladie active

Présence d’'une greffe antérieure: non vs oui
Année médiane de greffe: < ou 2 a la médiane

Intervalle médian entre le diagnostic et la greffe : <
ou 2 a la médiane

Type de conditionnement
- myéloablatif vs d’intensité réduite
-ICT vs absence d’'ICT
-SAL vs absence de SAL
Statut sérologique CMV: positif vs négatif
Statut sérologique EBV: positif vs négatif

Présence d'une réactivation HHV-6 avant la prise
de greffe: oui vs non

Groupe sanguin ABO et statut Rh-D
-Avs Bvs AB vs O
-O vs autres groupes sanguins ABO
- Rh-D + vs Rh-D -
Dose totale de CN (10/Kg) (3 des 2 USP) :
-avant décongélation :
< ou 2 a la médiane
<ouz=a4
Au moins 1 USP < 2 (n=43) vs aucune (n=34)

-apres décongélation
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Pourcentage de prise de greffe

80+/-7% vs 76+/-7%
66+/-8% vs 89+/-5%
79+/-7% vs 76+/-7%
71+/-7% vs 69+/-8%
82+5 vs 57+14

77+/-6% vs 80+/-8%
767 vs 81+7
74+7 vs 82+6

88+/-15% vs 77+/-5%
82+/-5% vs 44+/-18%
56+/-13% vs 77+/-5%
72+8 vs 82+6

Non évalué (4 patients négatifs)

63+-9% vs 81+-6%

79+7 /83+£12/ 71+20/ 77+8

77+6 vs 798
78+5 vs 7519

797 vs 76x7
79+12 vs 78+5

77+7 vs 82+7

P-value

0.99
0.03
0.35
0.67
0.06

0.29
0.69
0.18

0.39
0.04
0.03
0.17

0.001

0.79
0.45
0.44

0.77
0.76
0.61



< ou = a la médiane 74+7 vs 8216 0.11
Dose de cellules CD34+ (10°/Kg) (3 des 2 USP)
-avant décongélation: < ou = a la médiane 82+7 vs 7617 0.71

-apres décongélation: < ou = a la médiane 81+7 vs 757 0.98

Facteurs relatifs aux disparités entre les 2 USP

Age des 2 USP: (en années)
-<5/<5 vs < 5/>5 vs >5 />5 76+9 vs 738 vs 8948 0.31
-> des ages de 2 USP : >10 vs 5-10 vs <5 7917 vs 758 vs 80+15 0.30
Compatibilité sexuelle entre les 2 USP:
-Compaitibilité vs incompatibilité 7617 vs 81+7 0.86

-Masculin/masculin  vs masculin/féminin  vs 85+11 vs 80+7 vs 7019 0.47
féminin/féminin

Compatibilité HLA entre les 2 USP:

-3/6 ou 4/6 vs 5/6 ou 6/6 658 vs 90+5 0.01
Compatibilité ABO entre les 2 USP:

-Compatibilité vs incompatibilité 81+7 vs 767 0.91
Compatibilité Rh-D entre les 2 USP:

-Compatibilité vs incompatibilité 8045 vs 67+15 0.36
Compatibilité de la sérologie CMV entre les 2 USP:

-Compaitibilité vs incompatibilité 75+7 vs 80+6 0.67

Compatibilité de la sérologie EBV entre les 2 USP:

-Compaitibilité vs incompatibilité 7945 vs 73+15 0.64
Facteurs relatifs aux disparités entre les 2 USP
et le patient
Compatibilité sexuelle entre chaque USP et le 0.85
patient :
74+10
-compatibilité vs compatibilité
8317
-compatibilité vs incompatibilité
74+11
-incompatibilité vs incompatibilité
Compatibilité HLA des USP (3 des incompatibilités 0.32
HLA des USP1 + USP2) avec le patient :
8815
-< 2 incompatibilités HLA
6748

65



->2 incompatibilités HLA
Compatibilité ABO entre chaque USP et le patient :

-compatibilité/compatibilité vs autres 89 vs 75

combinaisons

Compatibilité Rh-D entre chaque USP et le patient :

- compatibilité/compatibilité vs autres 84 vs 68

combinaisons

Compatibilité des sérologies CMV entre chaque

USP et le patient :

USP et le patient :

759
-compatibilité vs compatibilité

80+7
-compatibilité vs incompatibilité

77+13
-incompatibilité vs incompatibilité

Compatibilité des sérologies EBV entre chaque
80vs 75

- compatibilité/compatibilité vs autres

combinaisons

CN: cellules nucléées, CMV: cytomégalovirus, EBV: Epstein barr virus, HHV-6 :
herpés virus humain de type 6, HLA: human leukocyte antigen, ICT : irradiation corporelle
totale, Rh-D: rhésus-D, SAL : sérum anti-lymphocytaire, USP : unité de sang placentaire, vs :

versus, > : somme.

IlI-d: Analyse des facteurs influencant la prédominance

d’une unité de sanqg placentaire par rapport a 'autre

En analyse univariée (Tableau 6), les facteurs associés a la prédominance d’une
USP vis a vis de l'autre étaient les suivants: un taux élevé de cellules CD34+ contenues
dans I'USP aprés décongélation (=0.8 10°/Kg, p=0.04) et une compatibilit¢ des groupes
sanguins ABO entre I'USP et le receveur (p=0.04). Ces deux facteurs restent
significativement associés a la prédominance de I'lUSP en analyse multivariée. L’age plus
élevé de I'USP a aussi été retrouvé comme un facteur indépendant, prédictif de la

prédominance d’'une USP, en analyse multivariée (Tableau 7).
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Tableau 6: Analyses univariées des facteurs déterminants la prédominance d'une

unité de sang placentaire par rapport a l'autre aprés allogreffe de double unité de sang

placentaire.

USP prédominante USP non P value

(N=60) prédominante

(N=60)

Facteurs liés aux caractéristiques des USP

Sexe masculin 27 (45%) 26 (43%) 0.85
Age median: années (intervalle) 5.1 (0.8-13.8) 4.1 (0.5-12.5) 0.06
Groupe sanguin ABO: O 22 (37%) 30 (50%) 0.14
Groupe Rh-D: positif 54 (90%) 56 (93%) 0.51
Statut sérologique CMV: positif 25 (42%) 24 (40%) 0.85
Statut sérologique EBV: positif 54 (90%) 54 (90%) 1

Nombre de CN avant décongélation (107/Kg): 2.25 (1,3-3,9) 2.17 (1,5-4,4) 0.08

médiane (intervalle)

Nombre de CN aprés décongélation (107/Kg): 2.17 (1.0-4.9) 2.31 (10-3.6) 0.31
médiane (intervalle)

Nombre de cellules CD34+ avant décongélation: 0.76 (0,2-4,6) 0.73 (0,3-3,4) 0.61
(10°/Kg): médiane (intervalle)

Nombre de cellules CD34+ apres décongélation:

(10°/Kg):
0.55 (0.1-3.4) 0.415 (0-3.3) 0.12
-médiane (intervalle)
21 (35%) 11 (18%) 0.04
->troisiéme quartile (0.8 10°/Kg)
Ordre d’infusion du greffon: premier 32 (53%) 28 (47%) 0.47

Facteurs liés aux caractéristiqgues entre USP

et receveur

Compatibilité sexuelle 31 (52%) 32 (53%) 0.86
Compatibilité HLA: 5/6 ou 6/6 43 (72%) 40 (67%) 0.55

Groupe sanguin ABO:

-compatibilité 32 (53%) 21 (35%) 0.04
-0/0 22 (37%) 30 (50%) 0.14
Groupe Rh-D: compatibilité 47 (78%) 50 (83%) 0.49
Statut sérologique CMV: compatibilité 31 (52%) 37 (62%) 0.27
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Statut sérologique EBV: compatibilité 51 (86%) 51 (86%) 1

CN: cellules nucléées, CMV: cytomégalovirus, EBV: Epstein barr virus, HLA: human

leukocyte antigen, Rh-D: rhésus-D, USP : unité de sang placentaire.

Tableau 7: Analyses multivariées.

Hazard Ratio Intervalle de P value
confiance a 95%

Facteurs prédisposant ala non prise de greffe

Age du patient < & la médiane (53 ans) 1.97 1.16-3.35 0,012
Faible compatibilité HLA entre les 2 USP: 3/6 ou 4/6 2.09 1.22-3.59 0,013
Réactivation HHV-6 avant la prise de greffe 2.63 1.64-4.17 <0,001

Facteurs prédisposant I'unité « perdante »

Jeune age de 'USP 1.01 1-1.02 0.035

Dose de cellules CD34+ <0.8 10°/Kg aprés 2.55 1.05-6.16 0.04
décongélation

Absence de compatibilité ABO entre 'USP et le 2.53 1.15-5.53 0.02
receveur

HHV-6 : herpés virus humain de type 6, HLA : human leukocyte antigen, USP : unité

de sang placentaire.

lll-e: Analyses des survies et divers résultats

Le suivi médian des patients de 'étude était de 40 mois (intervalle : 3.2-76;3). A 3
ans, la survie globale, la survie sans maladie, les incidences de rechute et de mortalité non
liée a la rechute étaient respectivement de 55+6% (Figure 10), 44+6% (Figure 11), 33+5%
et 23+4%. Les incidences cumulatives de GvH aigues grade II-1V et llI-1V étaient de 27+5%
et 9+3% respectivement. L’incidence cumulative de GvH chronique a 3 ans était de 26+5%
(forme limitée n=14 cas; forme extensive n=5 cas). Dans cette étude, 23 patients sont
décédés. Les causes de déces étaient les suivantes : la rechute (n=14), une infection (n=10),
une lymphoprolifération EBV induite (n=2), une défaillance multi-viscérale (n=2), une GvH
aigue (n=2), une hémorragie (n=1), une défaillance respiratoire (n=1), une défaillance

neurologique (n=1).
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Figure 10: Etude de la survie globale (Overall Survival) en fonction du temps exprimé

en années (years after transplant).
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Figure 11: Etude de la survie sans maladie (Disease-Free Survival) en fonction du

temps exprimé en années (years after transplant).
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ll-g: Impact de la réactivation HHV-6

Au total, 59 patients sur 73 (données manquantes chez 4 patients) ont présenté une
réactivation du virus HHV-6 (81%) aprés la greffe, que ce soit avant ou aprés la prise de
greffe. Le délai médian entre le jour de la greffe et le début de la réactivation était de 22 jours
(intervalle : 0-112 jours). Un patient a été documenté ayant un virus HHV-6 intégré au
génome (Weinberg et al, 2005). Sur les 27 patients ayant réactivés le virus HHV-6 pendant
l'aplasie (délai médian d’aplasie : 13 jours, intervalle : 0-36 jours), 9 patients ont eu un échec
de prise de greffe (33%). Sur les 44 patients n’ayant pas réactivé le virus HHV-6 durant la
période d’aplasie, seulement 6 patients ont eu un échec de prise de greffe (14%). La
réactivation du virus HHV-6 durant la période d’aplasie est un facteur indépendant associé a
'échec de prise de greffe (Tableaux 5 et 7). Il n'a pas été retrouvé d’impact de la
réactivation du virus HHV-6 sur la survie globale, la survie sans maladie, la mortalité non liée

a la rechute, ou sur I'incidence de GvH aigue.

IV : Discussion

L’allogreffe est une immunothérapie de plus en plus utilisée dans la prise en charge
des hémopathies malignes (Passweg et al, 2012). Elle a connue de nombreuses avancées
ces derniéres décennies (utilisation de donneurs alternatifs, utilisation de conditionnements
d’intensité réduite) permettant a un plus grand nombre de patients de bénéficier de ce
traitement (Passweg et al, 2012). Le SC est une source alternative de greffon utilisée
actuellement dans 10 a 15% des allogreffes (Passweg et al, 2012). Une des principales
limites de l'allogreffe de SC est la pauvreté des greffons en cellules progénitrices (Rubinstein
et al, 1998). Ceci est responsable d’une incidence plus faible de prise de greffe. Afin
d’augmenter l'incidence de prise, les allogreffes a partir des 2 USP se sont développées
chez les patients adultes (Barken et al, 2010). Dans plus de 80% des cas, une seule des 2
USP devient prédominante, l'autre USP étant progressivement « éliminée » dans les

premiéres semaines suivant I'allogreffe (Ballen et al, 2007).

Nous avons mené une étude rétrospective, monocentrique, portant sur 77 allogreffes
de dUSP. Cette étude a permis d’identifier des facteurs influengant la prise de greffe et la

prédominance d’'une USP par rapport a l'autre.
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La cohorte de patients étudiée ici correspond a I'ensemble des adultes allogreffés au
CHU de Nantes a partir de 2 USP jusqu’en Décembre 2012. Cette étude permet donc de
faire un état des lieux exhaustif de I'activité d’allogreffe de SC dans notre CHU depuis ses
débuts. Entre 2006 et 2012, nous avons augmenté de fagon croissante le nombre de
patients allogreffés par an avec du SC. Les allogreffes de SC représentent entre 10 et 20%
des allogreffes réalisées a Nantes par an (patients du service de pédiatrie et du service de
médecine adulte confondus). Notre cohorte de patients est représentative des patients
allogreffés en Europe selon les données de 'EBMT (Passweg et al, 2012), avec une
médiane d’age supérieur a 50 ans, une majorité de conditionnement d’intensité réduite
(90%). De plus, on observe un accroissement au cours des années, de patients allogreffés
pour une pathologie lymphoide (44%), ce qui concorde avec les données francaises de la
SFGM-TC (rapport d’activité de la SFGM-TC 2011). Le conditionnement d’allogreffe
majoritairement utilisé est celui développé par I'équipe de Minneapolis, repris dans le
protocole francais Minicord : (fludarabine 200 mg/m2 sur 5 jours (jour -6 a -2),
cyclophosphamide 50 mg/Kg pendant 1 jours (jour-6) et une ICT de 2 Gy (jour-1) (Brunstein
et al, 2007).

Cette étude comporte plusieurs biais, notamment liés & son caractére rétrospectif,
monocentrique et au faible échantillon de patients inclus. De plus le hombre de variables
analysées est important au prorata de I'effectif réduit, entrainant ainsi une inflation du risque

a pour les analyses statistiques.

Dans notre étude, la survie globale, la survie sans maladie, la mortalité non liée a la
rechute, lincidence de rechute ainsi que les incidences cumulatives de GvH aigue et
chronique sont comparables aux données de la littérature (Ballen et al, 2007 ; Brunstein et
al, 2007 ; Wallet et al, 2013). Cependant l'incidence de prise de greffe est de 78+4% au jour
60 dans notre étude, ce qui est comparativement plus faible que les taux observés dans la
littérature (85-90%) (Ballen et al, 2007 ; Brunstein et al, 2007 ; Cutler et al, 2009 ; Spellman
et al, 2012 ; Wallet et al, 2013). Ce nombre plus élevé d’échec de prise de greffe n’est pas
expliqué par un manque de compatibilité HLA entre les USP et le donneur, ni par un manque
de richesses en CN des greffons. En effet, pour 'ensemble des patients, exepté pour un, les
recommandations en matiéres de compatibilité HLA (= 4/6°™ entre chaque USP et le
receveur) et de richesse des greffons en CN/kg (3 des richesses des cordons > 3.10" CN/kg)

ont été respectées (Barker et al, 2011 ; Spellman et al, 2012).

Nous avons donc recherché de nouveaux facteurs pouvant étre a I'origine du faible
taux de prise de greffe dans notre cohorte de patients. Ainsi nous avons étudié a la fois des

caractéristiques liées uniqguement aux patients ou aux USP ainsi que des facteurs liés a la
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compatibilité des USP entre elles avec le receveur. De plus nous nous sommes intéressés a

'impact d’une réactivation précoce du virus HHV-6 sur la prise de greffe.

Dans notre étude, I'analyse des facteurs influencant la prise de greffe a mis en avant
limpact de la réactivation du virus HHV-6 pendant l'aplasie. La proportion de patients
présentant une réactivation du virus HHV-6 est beaucoup plus importante dans les
allogreffes de SC que dans les allogreffes réalisées a partir de donneurs apparentés ou non
apparentés (Chevallier et al, 2010 ; llliaguer et al, 2013). Une des hypothéses pouvant
expliquer cette disparité est liee a la différence de composition des greffons placentaires qui
possedent une proportion plus élevée de lymphocytes T CD4+ et un taux plus faible de
cellules dendritiques plasmacytoides, comparativement aux autres sources de greffon
(Chevallier et al, 2013). La réplication du virus HHV-6 a lieu principalement dans les
lymphocytes T CD4+ (Dockrell et al, 2003). Les cellules dendritiques plasmacytoides sont
des cellules professionnelles impliquées dans la défense anti-virale (Liu et al, 2005). Ainsi, le
manque de cellules dentritiques plasmacytoides dans les greffons placentaires pourrait étre
un facteur favorisant 'augmentation de l'incidence de la réactivation du virus HHV-6 dans les

lymphocytes T CD4+, plus largement représentés dans les greffons placentaires.

Les conséquences d’une infection a HHV-6 aprés allogreffe de SC restent débattues.
En effet, aprés une allogreffe de SC, la majorité des patients présente une réactivation du
virus HHV-6, définie par la détection du virus chez un patient connu séropositif auparavant
(Chevallier et al, 2010 ; llliaquer et al, 2013). Cependant peu d’entre eux développent une
maladie a HHV-6, caractérisée par la détection du virus dans un organe cible grace a une
biopsie ou un prélevement liquidien (lavage broncho-alvéolaire ou liquide céphalo-rachidien)
(Chevallier et al, 2010 ; llliaquer et al, 2013). Les manifestations cliniques directement liées
au virus HHV-6 sont rares et d’'importance variable (érythrodermies, diarrhées, encéphalites
limbiques...) (Yamane et al, 2007 ; Chevallier et al, 2010). Différentes études se sont
intéressées a l'impact du virus HHV-6 sur la reconstitution hématologique post allogreffe.
Ces études ont montré qu’une réactivation précoce de ce virus était responsable d’un retard
a la prise de greffe (Imbert-Marcille et al, 2000 ; Ljungman et al, 2000 ; Boutolleau et al,
2003, Chevallier P, 2010). Cependant, I'impact du virus HHV-6 sur l'incidence de prise de
greffe, n’avait jamais été étudié jusqu’alors. Or, la réactivation du virus HHV-6 pendant la
période d’aplasie apparait, dans notre étude, comme un facteur majeur, responsable d’'une
augmentation significative du risque d’échec de prise de greffe aprés allogreffe de SC. La
réalisation d'une prophylaxie médicamenteuse anti-HHV-6 n’est actuellement pas
recommandée. Cependant I'impact que semble avoir ce virus sur l'incidence de prise de
greffe pourrait étre un argument en faveur d’'une prophylaxie anti-HHV-6 pendant la phase

d’aplasie ou d’un traitement préemptif en cas de réactivation du virus HHV-6 chez les
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patients recevant une allogreffe de SC. Les traitements antiviraux actuellement actifs sur le
virus HHV-6 sont le ganciclovir et le foscarnet (Zaia et al, 2009). Ces traitements présentent
une toxicité importante notamment médullaire et rénale. De nouvelles cibles thérapeutiques
pourraient voir le jour, avec le développement d’anticorps monoclonaux anti-CD 46 et anti-
CD 134 (Smith et al, 2003). En effet le CD 46 et le CD 134 sont des récepteurs de certaines
souches du virus HHV-6 a la surface de lymphocytes T CD4+ (Santoro et al, 1999 ; Tang et
al, 2013). Le CD 134 est le récepteur des virus HHV-6 de I'espece B, espéce majoritairement
impliqguée dans les réactivations aprés allogreffe de SC. Le CD 46 est, quant & lui, seulement
retrouvé dans certaines souches B et D de l'espéce A du virus HHV-6. Ainsi le

développement d’'un anticorps monoclonal anti-CD 46 parait étre moins intéressant.

Nous avons montré dans cette étude que les patients allogreffés a partir de 2 USP
ayant une faible compatibilité¢ HLA entre elles (< 5/6°™) avaient plus de risque d’échec de
prise de greffe. Notre hypothése est qu’une moindre compatibilité HLA entre les 2 USP
pourrait étre a l'origine d’'un conflit immunologique des 2 USP entres elles entrainant leur
destruction. De plus ce conflit immunologique pourrait favoriser I'activation du systéme
immunitaire du receveur contre les 2 USP. La seule étude ayant jusqu’a présent analysée
l'impact de compatibilit¢ HLA entre les 2 USP sur la prise de greffe n’a pas retrouvé nos
résultats (Avery et al, 2011). Cependant, cette étude a mis en évidence que dans le cas ou il
existait une forte compatibilité HLA entre les 2 USP, on observait une plus grande proportion
de patients gardant un chimérisme donneur représenté par les 2 USP, renforcant I'idée d’'une

moindre compétition immunologique des 2 USP entre elles (Avery et al, 2011).

Nous avons mis en évidence dans notre étude que les patients jeunes avaient une
incidence plus faible de prise de greffe. Ceci pourrait étre expliqué par une activité plus forte,
lite a l'age, de leur systeme immunitaire dirigée contre les greffons. Nous n’avons pas
retrouvé d’études ayant étudié 'age comme facteur influencant la prise greffe. Nos résultats

seront donc a confirmer.

L’ensemble des USP choisies, sauf une, répondait aux recommandations de bonne
pratique en termes de compatibilité HLA (Cutler et al, 2009 ; Spellman et al, 2012). En effet,
seul une USP avait une compatibilité HLA < 4/6eme avec le patient. Comme mis en
évidence dans la littérature, il n’a pas été montré que la compatibilité HLA des USP avec le
donneur avait un impact sur la prise de greffe, dans la situation ou une compatibilité
minimale de 4/6eme était respectée (Brunstein et al, 2007 ; Avery et al, 2011 ; Wallet et al,
2013).

L’étude des facteurs influengant la prédominance d’'une USP vis-a-vis de I'autre dans

les allogreffes de dUSP est intéressante. En effet connaitre a I'avance 'USP « gagnante »
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pourrait permettre a I'avenir de manipuler cette USP afin, par exemple, de renforcer I'effet
GvL.

En accord avec les données de la littérature, il n’a pas été retrouvé d’impact de la
richesse en CN, de la compatibilité HLA entre USP et receveur, de la compatibilité sexuelle
entre USP et receveur ainsi que des sérologies virales EBV et CMV pour expliquer la
prédominance d’'une unité par rapport a l'autre, (Barker et al, 2005 ; Ballen et al, 2007 ;
Brunstein et al, 2007 ; Ramirez et al, 2012 ; Newell et al, 2012 ; Wallet et al, 2013), Il n’a pas
non plus été montré de différences en fonction de I'ordre d’injection des USP, en accord
avec la majorité des données de la littérature (Barker et al, 2005 ; Brunstein et al, 2007 ;
Ramirez et al, 2012 ; Newell et al, 2012).

Contrairement a d’autres études (Barker et al, 2005 ; Brunstein et al, 2007 : Wallet et
al, 2013), nous avons retrouvé dans cette étude que lorsqu’'une USP avait le méme groupe
sanguin ABO que le receveur, celle-ci avait plus de chance d’étre prédominante. Nous avons
retrouvé que le taux de cellules CD34+ aprés décongélation avait aussi un impact sur la
prédominance d’'une USP. En effet, les USP ayant un taux de cellules CD34+ = 8.10°/kg (>
3% quartile) étaient majoritairement prédominantes. Ces résultats confirment ceux publiés

par Avery et Haspel (Haspel et al, 2008 ; Avery et al, 2011).

Une des limites de notre travail est 'absence d’étude du potentiel effet « greffon
contre greffon » des 2 USP en elles. En effet, nous ne disposions pas des données sur la
richesse des greffons en cellules CD3+; alors que le taux de lymphocytes T CD3+/kg est le
facteur le plus souvent retrouvé dans les articles comme influengant la prédominance d’une
USP (Barker et al, 2005 ; Avery et al, 2011 ; Ramirez et al, 2012). De méme nous n’avons

pas étudié la viabilité des greffons avant et aprés décongélation faute de données.

Nous avons retrouvé, en analyse multivariée, que les USP ayant un age élevé, c’est-
a-dire les USP ayant une durée de congélation importante (médiane 5.1 ans), étaient
majoritairement prédominantes. Ce résultat est surprenant car les cellules issues du sang
placentaire ont toutes le méme age et la méme immaturité immunitaire au moment de leur
recueil (faible activité lytique et cytokinique des lymphocytes T) (Harris et al, 1994). Il a été
montré que les cellules d’'une USP pouvaient étre congelées plus de vingt ans (Broxmeyer et
al, 1989). Une seule étude, ayant inclus 38 patients, s’est intéressée a I'impact de I'age des
USP sur la prédominance. Cette étude n’a pas mis en évidence de lien entre ces deux
facteurs (Haspel et al, 2008). Le contraste entre nos résultats et ceux de I'étude de Haspel et
al, peut étre expliqué par des différences en matiére de stockage des USP en fonction des
pays. Mais il reste a savoir si ces conditions de congélation ont un impact différent sur la

maturation des cellules contenues dans les USP et notamment sur les lymphocytes T
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responsables de l'effet immunologique « greffon versus greffon ». Il a été montré qu'une
longue cryoconservation pouvait altérer la fonctionnalité des lymphocytes T CD4+ et CD8+
par rapport & une durée de stockage courte (Owen et al, 2007) ; ce qui suggére que l'effet de
la durée de stockage doit étre exploré pour expliquer la prédominance d’une USP. On peut
ainsi envisager que les lymphocytes T contenus dans les USP stockées moins longtemps
aient une meilleure réponse immunitaire et ainsi soient plus facilement identifiés par le
systeme immunitaire du receveur qui les détruits, endommageant ainsi le greffon « jeune »

et favorisant le greffon « agé ».

Ici, nous avons donc mené une étude rétrospective, monocentrique, ayant inclue
'ensemble des patients allogreffés a partir de 2 USP au CHU de Nantes, afin de déterminer
les facteurs de prise de greffe et de prédominance d’'une USP vis-a-vis de l'autre. Nous
avons mis en évidence que la prise de greffe était diminuée en cas de réactivation du virus
HHV-6 durant la période d’aplasie, en cas de disparité HLA importante entre les 2 USP et
chez les patients jeunes. La prédominance d’'une USP par rapport a l'autre est favorisée par
la compatibilité ABO de 'USP avec le receveur, la richesse élevée en cellules CD34+ et
l'age élevé de 'USP.

L’ensemble de ces résultats mérite d’étre confirmé par une étude prospective.
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Conclusion

L’allogreffe a partir de sang placentaire est devenue plus fréquente ces derniéres
années chez les patients adultes. Chez ces derniers, il est nécessaire de recourir a une
allogreffe a partir de deux USP afin d’augmenter la quantité de cellules progénitrices au
prorata du poids du receveur, pour favoriser la prise de greffe et de diminuer la mortalité non
liée a la rechute. D’une maniére générale, lors de la réalisation d’une allogreffe de dUSP,
une seule des USP devient majoritaire alors que l'autre disparait progressivement. Les

facteurs impactant la prise de greffe et la prédominance d’'une USP restent peu connus.

Nous avons mené une étude rétrospective, monocentrique, sur I'ensemble des
patients allogreffés au CHU de Nantes entre Juin 2006 et Décembre 2012 a partir de deux
USP afin de déterminer les facteurs de prise de greffe et de prédominance d’'une USP par

rapport a l'autre.

Cette étude a inclus 77 patients atteints d’'une hémopathie maligne avec une
moyenne d’age de 53 ans. L'incidence cumulative de prise de greffe, définie par la sortie
d’aplasie (PNN = 500/mm?) du patient associée & une reconstitution hématologique d’origine

allogénique, était de 78+4% au soixantieme jour.

Nous avons pu mettre en évidence I'impact d’une réactivation HHV-6 durant I'aplasie
sur l'incidence de prise de greffe. Ce résultat, s'il était confirmé par une étude prospective
pourrait étre en faveur de lintroduction d’'une prophylaxie médicamenteuse anti-HHV-6

pendant la phase d’aplasie ou d’un traitement préemptif en cas de réplication virale.

Nous avons aussi montré l'intérét d’'une compatibilité HLA = 4/6°™ entre les 2 USP
sur l'incidence de prise de greffe ; argument soutenant un effet « greffon versus greffon »

entre les deux USP.

Concernant la prédominance d’une USP par rapport a l'autre, nos résultats montrent
'impact favorable de la compatibilité des groupes sanguins ABO entre 'USP et le patient, de
'age plus élevé du greffon congelé ainsi que de la richesse élevée du greffon en cellules
CD34+.

Notre étude comporte cependant de nombreux biais en lien avec son caractére
rétrospectif, monocentrique et son faible effectif. Ainsi ces résultats doivent étre validés par

une étude prospective.
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Titre de Theése :

Etude des facteurs déterminant la prise de greffe et la prédominance d’une unité de
sang placentaire dans les allogreffes de double unité de sang placentaire : a partir d’'une

cohorte nantaise de 77 patients.

RESUME

L’allogreffe est une immunothérapie utile dans le traitement de certaines
hémopathies malignes. Afin de permettre a plus de patients de bénéficier de cette
thérapeutique, les allogreffes a partir de donneurs alternatifs tels que le sang
placentaire ont été développé. Dans les allogreffes de double unité de sang
placentaire, une des deux unités de sang placentaire devient généralement
majoritaire (unité « gagnante ») alors que l'autre est éliminée (unité « perdante »).
Actuellement, les facteurs déterminants la prise de greffe et la prédominance d’'une
unité de sang placentaire par rapport a 'autre sont peu connus. Notre objectif était
de mettre en évidence les facteurs prédisposants a la prise de greffe et a la
prédominance d’'une unité de sang placentaire. Afin de déterminer ces facteurs, nous
avons mené une étude rétrospective sur 77 patients (dge médian 53 ans) ayant
bénéficiés d’'une allogreffe de double unité de sang placentaire entre juin 2006 et
décembre 2013 au CHU de Nantes. Le suivi médian des patients était de 40 mois. A
3 ans, la survie globale, la survie sans maladie, I'incidence de rechute et la mortalité
non liée au traitement étaient respectivement de 55+6%, 44+6%, 33+5% and 23+4%.
L’incidence cumulative de prise de greffe, définie par un taux de polynucléaires
neutrophiles supérieur & 500/mm?® chez le patient associée a une reconstitution
hématologique d’origine allogénique caractérisé par le chimérisme, était de 78+4%
au soixantiéeme jour. En analyse multivariée, la présence d’une réactivation de
herpes virus humain de type 6 (HHV-6) durant la période d’aplasie (HR=2.63; 95%
Cl: 1.64-4.17; p<0.001), un patient jeune (< 53 ans, HR=1.97; 95% CI: 1.16-3.35;
p=0.012) et une moindre compatibilité HLA entre les 2 unités de sang placentaire
(3/6 ou 4/6, HR=2.09; 95% CI. 1.22-3.59; p=0.013) étaient les 3 facteurs
indépendants associés a un risque élevé de non prise de greffe. Vis-a-vis de la
prédominance d’une unité de sang placentaire, en analyse multivariée, nous avons
retrouvé qu’une unité de sang placentaire d’age plus jeune (HR=1.01; 95% CI: 1-
1.02; p=0.03), qu’un faible taux de cellules CD34+ infusé (0.8 10°/Kg) (HR=2.55;
95% CI: 1.05-6.16; p=0.04) et qu’une incompatibilit¢ ABO entre l'unité de sang
placentaire et le patient (HR: 0.39; 95% CI: 0.18-0.87; p=0.02) étaient des facteurs
prédisant l'unité « perdante ». Ces résultats, s’ils étaient confirmés par une étude
prospective, pourraient permettre de mieux seélectionner les unités de sang
placentaire dans les allogreffes de double unité de sang placentaire.
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