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PREAMBULE :

Les greffes de cellules souches hématopoietiques (CSH) a partir d’une unité de sang
placentaire non apparentée sont désormais une altenative thérapeutique pour les enfants qui
nécessitent une greffe allogénique et qui n’ont pas dans leur fratrie de donneur HLA
identique. Cette source de CSH est de plus en plus utilisée, dans le cadre de pathologies
malignes comme non malignes, particuliérement chez 1’enfant.

L’évaluation du chimérisme est un élément important du suivi des patients greffés. Il
represente le pourcentage de cellules originaires du donneur parmi les cellules
hématopoietiques de 1’hote. Il peut étre réalisé sur sang périphérique par prélevement sanguin
ou sur moelle osseuse au cours d’un myélogramme. Plusieurs techniques permettent de le
quantifier (VNTR, STR, Tagman) avec des seuils de sensibilité différents allant de 10 a 0,1%.
Bien exploré dans les greffes de moelle osseuse ou de cellules souches de sang périphérique,
le chimérisme aprés greffe de sang placentaire a été trés peu étudié et va faire 1’objet de ce
travail.

La thése présentée ci-aprés s’articulera en deux parties : une mise au point générale sur 1’état
actuel des greffes de cellules souches de sang placentaire non apparentées chez I’enfant suivi

d’un travail original sur le chimérisme soumis au British Journal of Haematology.



[- Etat actuel des greffes de cellules souches de
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PARTIE I -

Etat actuel des greffes de cellules souches de sang placentaire non
apparentées chez 1I’enfant

| FsTngeYe 101e1 (o) o P 5

Avantages des greffes de sang placentaire.......................coeeienan. 6

)]
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Des délais d’obtention plus rapides

Une probabilité supérieure de trouver un donneur

Un prélévement sans risque pour la mere et le nouveau né

Des résultats identiques en terme de survie

Une probabilité de transmission virale (EBV, CMV) diminuée
Une disparité HLA donneur/receveur mieux tolérée

Un risque de Maladie du greffon contre 1’hote moindre

Un effet GVL (Graft versus Leukemia) conservé

Limites des greffes de sang placentaire...............cocoeviiiiiiiiiiinnn.n. 17

)]
2)
3)
4)

Une reconstitution hématologique plus lente
Une reconstitution immunitaire retardée
Une richesse cellulaire plus faible

Pas de possibilité de réaliser une immunothérapie adoptive

CONCIUSION. . . ettt e e e 25

Bibliographie.........oooiiiii i 26



INTRODUCTION:

La greffe de cellules souches hématopoiétiques est le traitement de référence pour de
nombreuses pathologies malignes et non malignes. Elle a pour but, a partir d’une cellule
souche pluripotente, de reconstruire les différentes lignées hématopoiétiques faisant défaut
dans certaines pathologies. Elle permet ainsi d’apporter au patient du tissu hématopoiétique
sain dans le cadre d’hémopathies non malignes (hémoglobinopathies, Wiscott-Aldrich...), du
tissu immunocompétent dans le cadre d’un déficit immunitaire (SCID, CID, CGD...), des
cellules nécessaires a la correction d’un métabolisme cellulaire ou enzymatique déficient
(lymphohistiocytoses, pathologie métabolique comme la maladie de Hurler...). En cas de
pathologies malignes (leucémies, lymphomes), elle a un double intérét : I’intensification du
traitement, par une chimiothérapie lourde en permettant la sortie d’aplasie du patient, mais
elle est surtout utilisée pour son effet allogénique (aussi appelé effet GVL pour « graft versus

leukemia ») qui a pour but d’éradiquer la maladie résiduelle leucémique.

Le principal facteur qui détermine la prise ou le rejet de greffe est le systtme HLA (Human
Leucocyte Antigen), qui est propre a chaque individu. En fonction de la compatibilité entre
donneur et receveur, une greffe est dite géno-identique (fratrie HLA-identique), phéno-
identique (donneurs  volontaires non apparentés), haplo-identique (semi-identique
apparentée). Il a ét¢ démontré que les meilleurs résultats sont obtenus lorsque donneurs et
receveurs sont HLA-identiques et de la méme fratrie. Cependant ce type de donneur n’existe
que dans 20-25% des cas. Il a donc fallu trouver une alternative pour les patients qui
nécessitent une greffe allogénique et n’ont pas, dans leur fratrie, de donneur HLA-identique.
Les registres internationaux de donneurs volontaires de moelle osseuse permettent
aujourd’hui d’identifier un donneur non apparent¢ HLA-identique dans 40% des cas, ce

chiffre étant trés variable selon ’origine du patient.

Depuis le début des années 90, le nombre de greffes de cellules souches hématopoiétiques
(CSH) a fortement augmenté. D’abord par 1’augmentation des indications de greffe grace a la
diminution de sa morbi-mortalité. En effet, 1’amélioration des soins de support et des

techniques biologiques de surveillance ainsi que la mise en place de traitements adaptés aux



patients les plus fragiles (conditionnements atténués) ont permis de considérablement réduire
la mortalité iatrogéne (appelée TRM pour « Transplant Related Mortality »). C’est surtout
grace a I’augmentation et la diversification des greffes non apparentées que de nombreux
patients ont pu bénéficier de ce traitement (le nombre de greffes apparentées restant a peu

pres stable dans le temps).

Pourquoi la greffe de cellules souches de sang placentaire ?

Les cellules souches hématopoiétiques circulent dans le sang en période néonatale. Une partie
du sang des nouveau-nés, celui qui est situé sur la face feetale du placenta ainsi que le cordon
ombilical, est inutilisé. Les lymphocytes T du nouveau-né sont plus tolérants que les
lymphocytes T d’adulte car encore majoritairement naifs. Ce sang placentaire peut donc étre
utilis¢é comme greffon en situation apparentée ou non apparentée. La premicre greffe de sang
placentaire apparentée a été réalisée en 1988 par le Pr. E Gluckman, a I’Hopital St Louis, sur

un enfant de 5 ans atteint d’une maladie de Fanconi .

I- AVANTAGES DES GREFFES DE SANG PLACENTAIRE :

1. Des délais d’obtention plus rapides :

Apres le recueil, les unités de sang placentaires (USP) sont sélectionnées selon des critéres de
qualité stricts (volume minimum, cellularité, sérologies réglementaires...) puis traitées,
congelées et enfin stockées dans les banques de sang placentaire. Elles sont donc disponibles,
a tout moment et de maniere durable. Par opposition, la disponibilit¢ des greffons de cellules
souches de moelle osseuse dépend du donneur (obligations professionnelles, état de santé,

changement d’avis concernant le don...)

En 2002, Barker et al.? ont comparé, durant une année, la disponibilité et la rapidité
d’obtention des greffons de sang placentaire ou de moelle osseuse (MO) non apparentés chez
108 patients. Le délai médian pour identifier un greffon de sang placentaire était de 13,5
jours, celui-ci étant des lors, disponible. Pour identifier un donneur de moelle osseuse HLA-

compatible, ce délai était de 19 jours. Cependant un temps additionnel médian de 30 jours



BM|s = o
T T
UCBf*——2_ 13.5 days (2-387)
T (n =50)

% of transplanted patients

¢tait alors nécessaire pour que le donneur soit définitivement recruté. La disponibilité d’une

USP est donc significativement plus rapide que celle d’un donneur de moelle osseuse

(p<0,01). Par contre le délai médian entre la disponibilité du greffon et la date de greffe est le

méme dans les 2 cas.

Formal
Search

Time

19 days (1-257) 30 days (10-101)

ﬁ Donor identified
t Donor available

(n=158)

49 days (32-293)

Comparaison des délais d’identification et de la
disponibilité d’une USP versus un donneur de MO :

- Les USP sont disponibles dés leur identification

- Les greffes de moelle osseuse nécessitent un délai
supplémentaire de 30 jours pour contrdler 1’état de
santé du donneur et obtenir son consentement

- Autotal : différence significative (p<0,01)

Barker et al. Biology of Blood and Marrow
Transplantation, 2002

JH Dalle et al. * confirment ces résultats en 2004 en rapportant sur 64 enfants greffés, un

délai médian entre la décision de greffe et la greffe elle-méme raccourci d’un mois dans les

greffes de sang placentaires par rapport aux greffes de moelle osseuse (p<0,0001).
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Délai entre la décision de greffe et la greffe elle-méme
pour 36 greffes de cordon non apparentées versus 28
greffes de MO non apparentées :

- Critéres pour cordon : <2 mismatch HLA et>2,5.10
CNT congelées/kg de receveur

- Critéres pour MO : HLA identique

Date de décision de greffe = USP et MO identifiées sur
fichier = correspond a la date de demande du typage
HLA de confirmation du donneur pour MO.

Au total : délai significativement plus court pour USP

JH Dalle et al. BMT 2004




Les unités de sang placentaire sont donc disponibles rapidement une fois identifiées. Cela
représente un avantage considérable en particulier dans les cas ou la rapidité de la greffe

conditionne le pronostic (hémopathie maligne a un stade avancé).

2. Une probabilité supérieure de trouver un donneur :

Dans le cadre d’une greffe allogénique, il est nécessaire que donneur et receveur soient HLA-
compatibles. Alors que 25% des receveurs ont un donneur géno-identique, 75% d’entre eux
seront inscrits sur les fichiers nationaux et internationaux a la recherche d’un donneur non
apparenté. La probabilité¢ de trouver un donneur non apparenté sur le registre des donneurs
volontaires est de 50% mais dépend surtout de I’origine ethnique du patient. D’apres le
rapport annuel 2012 de 1’agence de biomédecine, 206 471 donneurs volontaires étaient
inscrits sur le registre national France Greffe de Moelle le 31/12/2012 et 20,1 millions de
donneurs volontaires étaient inscrits sur I’ensemble des registres internationaux. Cependant,
dans ces registres, les ethnies caucasiennes sont sur-représentées, et la recherche d’un greffon
lorsqu’elle concerne un patient originaire d’une minorité ethnique ou présentant un haplotype
rare est souvent vaine. Dés 1995, Beatty et al.* avaient démontré que la probabilité de trouver
un donneur HLA identique dépendait du polymorphisme génétique de chacun, et donc de nos
origines. La présence de certains haplotypes particuliers selon les minorités ethniques rend la

recherche de greffon HLA-identique plus difficile pour ces patients.

Les banques de sang placentaire ont pour objectif de développer quantitativement et
qualitativement le registre des greffons non apparentés. Les collectes de sang placentaire sont
réalisées dans les maternités des grandes villes. De par sa disparité culturelle, cette population
permet d’augmenter la diversité génétique des unités dans le registre afin qu’un plus grand
nombre de patients puisse bénéficier d’un greffon HLA compatible (et ce d’autant plus que

cette source de cellules souches hématopoiétiques nécessite une compatibilité moindre).

Brown et al.” , ont analysé les 1500 premiéres unités de sang placentaire recueillies dans les
banques de cordon de Londres, en 2000. Plus de 30% de ces USP étaient dérivées des
minorités ethniques de Grande Bretagne comparé a 2% des individus recrutés sur le registre

anglais de donneurs volontaires de moelle osseuse.



Table 1 Ethnic origin of cord blood units and bone marrow donor
(BMD) panel members

Comparaison des typages HLA des USP

Ethnic group Cord blood units BMD volunteers issus des maternités de Londres versus des

n = 1500 n =750 donneurs volontaires de moelle osseuse de

Grande Bretagne.

European Caucasoid 62.3% 98.0%

Non-European Caucasoid 24 5% 1.1% Brown et al., BMT 2000

African and Afro-Caribbean 10.1% 05%

Oriental 1.9% 04%

Other" 1.8% not reported

Le réseau frangais de sang placentaire comptait le 31/12/2012, 23 539 unités inscrites sur le
registre et 666 000 unités de sang placentaire étaient stockées dans I’ensemble des banques

internationales.

Les banques de sang placentaire permettent donc d’accroitre la probabilité de trouver un
donneur, d’une part en augmentant le nombre de greffons disponibles mais surtout en

favorisant la diversité génétique des greffons.

3. Un prélévement sans risque pour la meére et le nouveau né :

Les prélevements de cellules souches de la moelle osseuse réalisés chez les donneurs
volontaires sains nécessitent soit une stimulation des précurseurs hématopoiétiques par un
facteur de croissance (G-CSF en injection SC) pendant 5 jours avant la cytaphérése, soit une
anesthésie générale en cas de prélevement médullaire direct. A I'inverse, la collecte de sang
placentaire ne présente aucun risque, ni pour la mere, ni pour le nouveau-né. En effet, les
cellules souches hématopoiétiques du sang foeto-placentaire sont situées dans le cordon
ombilical et dans le placenta et seront prélevées par ponction de la veine ombilicale une fois
le cordon clampé, c’est a dire dans les minutes qui suivent 1’accouchement. Ce prélévement

est totalement indolore et ne modifie pas les gestes médicaux de I’accouchement.



Proportion Surviving

4. Des résultats identiques en terme de survie :

Dés 2001, les premicres études comparatives évaluant rétrospectivement la survie globale et
la survie sans maladie aprés greffe de sang placentaire et greffe CSH de moelle osseuse sont
publiées. Aucune différence significative n’est mise en évidence entre ces différents types de

greffons a la fois chez I’enfant mais aussi chez I’adulte.

Deux équipes (une américaine et une européenne) publient simultanément et dans le méme
journal (Blood, Mai 2001) des résultats similaires. Barker et al.® , en étudiant des séries
appariées, ne retrouvaient pas de différence significative concernant la survie globale entre
des enfants greffés de maniére non apparentée par une USP ou par des CSH de moelle

osseuse (T-déplétée ou non) dans le cadre de pathologies malignes ou non malignes.

Survie globale (courbes de Kaplan-Meier) par
comparaison de séries appariées :

—_—
<

- Greffe de sang placentaire (CSA+CTC) vs Greffe de
MO HLA compatible (MTX + CSA)

o
P

o
*

- 31 paires

- Pas de différence significative (p=0,40)

- Greffe de sang placentaire (CSA+CTC) vs Greffe de
0.27 MO HLA compatible avec T déplétion (CSA+CTC)

- 26 paires

I | ] | [ | | l | | I |
02 4638 g/g;)nlﬂ%slll 16 182022 24 - Pas de différence significative (p>0,80)

Barker J N et al. Blood 2001

En paralléle, Rocha et al.” retrouvaient eux aussi une survie globale identique (p=0,55) chez
541 enfants traités pour leucémie aigue, greffés de maniére non apparentée, soit par une USP
soit par CSH de moelle osseuse non manipulée alors que la mortalité est significativement

supérieure dans les greffes T-déplétée (p=0,07).

En 2004, la méme équipe publie une étude similaire® cette fois faite chez I’adulte traité pour

leucémie aigue . Ils comparent 98 patients greffés par une USP (dont 94% sont mismatch,

10



% of survival

CNT infusées médianes : 2,3.10"/kg de receveur) a 584 patients greffés par CSH de moelle
osseuse non apparentée HLA-identique. Aucune différence significative n’est rapportée par
les auteurs, ni sur la survie globale (p=0,08) ni sur la survie sans maladie (p=0,06) bien que

ces résultats soient a la limite de la signification.

Ces conclusions sont cependant tempérées par les résultats de Laughlin et al.’, publiés dans le
méme journal (New England Journal of Medicine, Novembre 2004). Sur une population
semblable (adultes traités pour leucémie aigue), la survie globale a 3 ans et la survie sans
maladie a 3 ans sont significativement meilleures apres greffe de moelle osseuse non
apparentée HLA-identique comparées aux greffes de sang placentaire avec mismatch
(p<0,001 et p=0,001 respectivement). Par contre, aucune différence n’est retrouvée entre les
greffes de sang placentaire avec mismatch et les greffes de moelle osseuse avec mismatch

(p=0,62 et p=0,69 respectivement).

Une méta-analyse comparant greffes non apparentées de sang placentaire versus de moelle
osseuse, réalisée par Hwang et al. en 2007'° confirme I’absence de différence significative
sur la survie et la survie sans maladie a 2 ans post greffe a la fois chez I’adulte et chez

I’enfant, dans le cadre de pathologies malignes comme non malignes.

Les résultats semblent meilleurs cependant chez 1’enfant que chez ’adulte, avec des survies

identiques entre greffe de sang placentaire non HLA-identique et greffe de moelle osseuse

HLA-identique, particuliérement dans les hémopathies malignes, comme 1’ont décrits JH

Dalle et al. en 2004° .

Comparaison de la survie a 3 ans post-greffe entre 36
enfants greffés par 1 USP non apparentée et 28 enfants
greffés par MO non apparentée :

Survie a 3 ans similaire: (p= NS)

- 59% dans USP
- 57% dans MO
25 A
JH Dalle et al. BMT 2004
O T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36

Months after transplant
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En 2007, non seulement Eapen et al.'' confirment ces résultats avec des survies sans maladie

semblables aprés greffes de cordon non HLA-identiques 4 ou 5/6°™ et greffes de moelle

osseuse HLA-identiques (8/8°™), mais ils retrouvent, dans les greffes de cordon HLA-

identiques, une survie sans maladie a 5 ans significativement meilleure (p=0,04).

Survie sans maladie (DFS) a 5 ans post-greffe
de moelle osseuse HLA-id versus greffe de sang
placentaire 4-5-6/6"™ ajusté sur le statut de la
maladie a la greffe : ' \

-Greffe de MO 8/8°™ et greffe d’une USP 4 ou ?\1\
5/6°™ : pas de différence significative z 1\

-Greffe d’une USP 6/6°™ :

-DFS significativement meilleure (p=0,04)

(Eapen et al. Lancet, Juin 2007)

Time after transplantation (years)

Numbers at risk
HLA-matched cord blood 35 2 17 13 11
116 62 45 35 29

— 157 72 55 44 32 25
166 77 60 53 44 30

44 19 13 12 10 6

—— 267 100 67 49 34 :

Méme si certains auteurs commencent a préconiser la greffe de sang placentaire comme
source préférentielle de CSH chez I’enfant traité pour leucémie aigue'” , la majorité des
centres de greffe pédiatriques frangais continue de I'utiliser comme une alternative en cas

d’absence de donneur phénoidentique identifié¢ sur le registre international.

5. Une probabilité de transmission virale (EBV, CMV) diminuée :

Le risque d’infection virale a EBV et CMV post-greffe est majoré chez les receveurs
présentant une sérologie positive en pré-greffe. Cependant, une attention particuliére est
portée chez ’enfant, car contrairement a la population adulte, beaucoup ont des sérologies
EBV et CMV pré-greffe négatives. Afin de diminuer la contamination virale due a la greffe,
il est recommandé, dans la mesure du possible (c’est a dire pour une méme disparité HLA),
de proposer un greffon CMV et EBV négatif aux receveurs séronégatifs. Kogler et al.”® ont

démontrés sur 574 prélévements de sang placentaire, que seulement 0,3% d’entre eux avaient

12



Acute GVHD (%)

une PCR CMYV positive contre 40% des donneurs volontaires de moelle osseuse. Les greffons
de sang placentaire permettent donc de diminuer le risque de transmission virale, ce qui

représente un avantage particulierement important dans les populations pédiatriques.

6. Une disparité HLA donneur/receveur mieux tolérée :

Le moyen le plus fiable d’évaluer la tolérance de 2 types de greffon (et donc leurs propriétés
immunologiques propres) est de comparer des greffes de sang placentaire et de moelle
osseuse de compatibilité parfaitement identique. Rocha et al.'* ont publié dans le NEJM en
2000 une étude comparant 113 enfants greffés par une USP apparentée avec 2052 enfants
greffés par cellules souches de moelle osseuse génoidentiques. Les résultats retrouvent une
incidence significativement plus faible de GVH aigue (p=0,001) et de GVH chronique
(p=0,02) dans les greffes de sang placentaire apparentées. Cela démontre qu’a compatibilité

strictement €gale, la tolérance immunologique de la greffe de sang placentaire est meilleure.

1001
100+ 1
1 —~ 804
801 §
% 60
60 >
o 9
o
40+ € 40+
1 Bone marrow transplantation E ) P=0.02
204 P=0.02 ‘/M,.o-—-“*-' o 20 Bone marrow transplantation
1 f Cord-blood transplantation 1 . Cord-blood transplantation
Q1 o T d
0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 0 1 2 3 4

Days since Transplantation Years since Transplantation

Comparaison de greffes apparentées : USP versus MO

- Différence significative sur incidence cumulative de GVH aigue grade II-11I-1V (p=0,02)
- Différence significative sur incidence cumulative GVH chronique (p=0,02)

Rocha et al. NEJM 2000

Dés 1997, Gluckman et al."” constataient I’absence, dans les greffes de sang placentaire non

apparentées, de 1’influence du nombre de disparités HLA donneur-receveur sur I’incidence de

13



GVH aigue post-greffe. En 2003, Michel et al.'® confirment ces résultats sur 95 enfants

greffés par une USP pour leucémie aigue myeloblastique.

La disparité HLA peut aussi étre a I’origine de rejet de greffe et donc augmenter la mortalité

iatrogene liée a la greffe (TRM).

Dans ’étude de Eapen et al. précédemment décrite'' , les auteurs ne retrouvaient pas de
différence significative sur I’incidence de GVH aigue (y comprit grade 3-4) ou chronique
apres greffe de moelle osseuse HLA identique et greffe de sang placentaire HLA identique ou
mismatch dans les leucémies de 1’enfant. Dans cette méme étude, aucune différence n’était
mise en évidence entre une greffe de sang placentaire 6/6°™ ou 5/6°™ associée 4 une quantité
cellulaire injectée importante et une greffe de moelle osseuse HLA-identique en terme de
mortalité précoce. Par contre, cette TRM est augmentée en cas de greffe de sang placentaire
5/6°™ avec faible quantité cellulaire injectée (CNT injectées <0,3.10%/kg de receveur)
6ime

(p=0,045) ou avec une disparit¢ HLA importante (4/ ) quelque soit la quantité cellulaire

injectée (p=0,0003).

La disparit¢é HLA reste donc un facteur pronostic majeur. Elle est cependant mieux tolérée
que dans les greffes de moelle osseuse et peut, de plus, €tre compensée, dans une certaine

mesure, par I’augmentation de la quantité cellulaire injectée.

7. Un risque de maladie du greffon contre 1’h6te moindre :

La maladie du greffon contre I’hote est dite « GVHD » pour Graft versus Host Disease.
Lorsqu’elle est aigue, elle résulte de I’introduction, chez un hote immuno incompétent
présentant des antigénes d’histocompatibilité (majeurs ou mineurs) absents chez le donneur,
de cellules immuno compétentes. L’orage cytokinique li¢ au conditionnement entraine une
augmentation de I’expression des molécules du CMH et des molécules d’adhésion par les
cellules de I’hote. Au contact de ces allo-antigenes, les lymphocytes T matures contenus dans
le greffon vont s’activer et proliférer. Il en résulte une destruction des tissus de 1’hote par les
lymphocytes T cytotoxiques du donneur (réponse de type Thl) qui cible principalement la
peau et le tube digestif. La GVHD chronique est davantage un désordre auto-immun, favorisé
par GvHD aigue. Les dommages thymiques secondaires a la GvHD aigue conduiraient a un

défaut des mécanismes centraux mais aussi périphériques d’acquisition de la tolérance.
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L’absence de dé¢létion des clones auto-réactifs serait responsable de cette GvHD alors dite
chronique. GvHD et infections opportunistes sont responsables d’une considérable morbidité
chez les patients greffés et les traitements qui traitent I’'un des 2 exacerbent généralement le
2°™ (par exemple les immunosuppresseurs mis en place dans la GvHD aigue retardent la

reconstitution immunitaire favorisant ainsi les infections) '”.

Plusieurs études se sont intéressées a 1’influence du type de greffe dont a bénéficié le patient

sur la survenue de la maladie du greffon contre 1’hote.

En analysant des séries appariées sur 1’age, le diagnostic et le stade de la maladie chez des
enfants atteints de pathologies malignes et non malignes, Barker et al.® ne mettent pas en
évidence de différence significative sur I’incidence de GvHD aigue ou chronique entre grefte
de sang placentaire présentant de 0 a 3 disparités HLA et greffe de moelle osseuse HLA-
compatible pour les loci A-B et DRBI. Simultanément Rocha et al.” dans une étude
multicentrique sur 541 enfants greffés pour pathologies malignes démontrent que ceux
greffés avec une USP (avec de 0 a 3 mismatch HLA) ont un risque de GvHD aigue et
chronique diminué comparé a ceux greffés par moelle osseuse non manipulée HLA-

compatible pour la plupart d’entres elles (p<0,01 et p=0,02 respectivement).

Ces données suggerent que malgré une disparit¢ HLA supérieure, le risque de développer une
GvHD aigue ou chronique apres greffe de sang placentaire est plus faible qu’aprés greffe de

moelle osseuse HLA-identique.

79ILI8 ot 4] est maintenant

Ces résultats ont par la suite été confirmés par de multiples études
admis que I’incidence et la sévérité de la GvHD est moindre dans les greffes de cordon par

rapport aux greffes de moelle osseuse.

Pour expliquer ces résultats, 2 hypothéses ont été avancées :

- La faible quantité¢ de lymphocytes T injectés lors d’une greffe de sang placentaire pourrait
contribuer a la diminution de son alloréactivité. Cette hypothése est appuyée par le fait
qu’en T-déplétant une greffe de cellules souches de moelle osseuse on diminue le risque
de GvHD post-greffe. Néanmoins, le nombre de lymphocytes T injectés lors d’une greftfe

de sang placentaire est de ’ordre de 8.10°kg de receveur et nous savons aujourd’hui
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qu’une GvHD peut étre induite a partir de 1.10° CD3"/kg de receveur (voir moins en cas

de disparités HLA) "

- Les lymphocytes issus du sang placentaire sont immatures, a la fois d’un point de vue
phénotypique mais aussi fonctionnel. Cette hypothése semble plausible puisque ces
cellules proviennent du feetus (et n’ont donc jamais été exposées a une stimulation
antigeénique). Il a ét¢ démontré in vitro, que leur stimulation entraine une faible réponse a
I’IL2, au PHA et aux allo-antigénes ***'. La maladie du greffon contre I’héte résulte de
I’activation, I’expansion clonale puis la prolifération des lymphocytes T du donneur
lorsque ceux-ci reconnaissent les allo-antigénes présentés par les cellules présentatrices
d’antigénes de I’hote et du donneur. Un défaut au niveau de 1’une de ces fonctions est
donc probable pour expliquer le plus faible taux de GvHD dans les greffes de sang

placentaire.

8. Un effet GVL (Graft versus Leukemia) conservé :

Apres avoir constaté la diminution de I’incidence et de la sévérité de la maladie du greffon
contre I’hdte dans greffes de sang placentaire, de nombreuses équipes se sont demandées si
cette plus faible allo-réactivité se traduisait également par une diminution de ’effet GVL
(Graft versus Leukemia = Effet du greffon contre la maladie). En effet, dans les pathologies
malignes, I'intérét de la greffe de cellules souches hématopoiétiques repose sur I’effet
allogénique de celle-ci, le but étant que le systtme immunitaire du donneur élimine les

cellules leucémiques résiduelles du receveur, permettant ainsi d’éviter la rechute.

Rocha et al. démontrent qu’apres 100 jours, le risque de rechute dans les pathologies
malignes est comparable entre greffe de sang placentaire et greffe de moelle osseuse’ . Ces

résultats seront confirmés par la suite par différentes équipes **°*%.

Gluckman et al.?

retrouvent sur 550 greffes de sang placentaires réalisées dans le cadre de
pathologies malignes, que non seulement cet effet GVL est bien présent dans les greffes de
sang de cordon mais qu’il est (comme c’est aussi le cas dans les greffes de moelle osseuse)
d’autant plus important que la disparité HLA entre donneur et receveur augmente. En effet, a

1 an post greffe, les patients ayant été greffé¢ par une USP contenant 1, 2 ou 3 disparités HLA
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Probability

ont rechuté dans 14,3% des cas versus 28,8% pour les patients greffés sans disparit¢ HLA

(p=0,05).

L’effet GVL est donc bien conservé dans les greffes de sang placentaire, bien que cette

dissociation entre effet GVHD et effet GVL ne soit pas encore bien comprise.

II- LIMITES DES GREFFES DE SANG PLACENTAIRE :

1. Une reconstitution hématologique plus lente :

Plusieurs études ont démontré que la reconstitution hématologique aprés greffe de sang
placentaire non apparentée était significativement plus lente qu’apres greffe de moelle
osseuse, a la fois sur la sortie des PNN mais aussi sur les plaquettes . Le risque qui en
résulte est bien sur au premier plan infectieux, mais aussi immunologique avec un risque

d’allo-immunisation secondaire aux transfusions itératives.

Cependant, dés 1999, Locatelli et al.>* rapportaient que la prise myéloide était influencée par
la quantité cellulaire du greffon. Sur les 102 enfants de leur étude greffés par une unité de
sang placentaire pour leucémie aigue, ceux ayant re¢u au moins 3,7.10" CNT/kg de receveur

avaient une prise my¢loide significativement supérieure (p=0,05).

Ces résultats ont été confirmés en 2002 par Wagner et al.”’ qui précisent que plus que les
CNT injectées, ce sont les CD34" injectées qui favorisent non seulement la prise de greffe

mais aussi sa rapidité, et que ce nombre de cellules CD34" est corrélé au nombre de CNT

injectées.
2.8-54
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Gluckman et al.” retrouvent également ces résultats sur 550 patients greffés par une USP non

apparentée pour pathologies malignes. Ils démontrent que la reconstitution hématologique

(sur les PNN et les plaquettes) et sa rapidité est non seulement associée a une grande quantité

de

CNT congelées (au moins supérieure a 4.107/kg) mais aussi a une faible disparité HLA

entre donneur et receveur et a I’utilisation précoce de G-CSF.

La reconstitution hématologique est donc plus tardive dans les greffes de sang placentaire

mais celle-ci peut étre influencée a la fois par la quantité cellulaire injectée (CNT et CD34")

mais aussi par la disparité HLA entre donneur et receveur.

2. Une reconstitution immunitaire retardée :

La reconstitution immunitaire post-greffe se fait en deux temps :

La voie thymus-indépendante: la plus précoce. Elle correspond a 1’expansion
périphérique des lymphocytes T mémoires du donneur contenus dans le greffon. Elle
permet une réponse rapide mais incompléte aux infections et a un répertoire restreint a
celui du donneur.

La voie thymus-dépendante : plus tardive. Elle correspond a la différenciation thymique
des cellules souches et des précurseurs lymphoides du donneur dans le thymus du
receveur. Elle génére des cellules T naives capables de générer un répertoire complet et

une réponse adaptée aux infections.
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En 2000, Giraud et al.”® ont décrit cette reconstitution immunitaire chez 12 enfants aprés
greffe de sang placentaire non apparentée. Ils retrouvent une reconstitution B précoce, des 6-
9 mois post-greffe avec une normalisation des taux d’IgA et d’IgM des 6 mois et des taux
d’IgG des 9 mois. La reconstitution NK est également rapide. Par contre, il persiste une
lymphopénie T profonde jusqu'a un an post greffe, principalement sur les CD8" alors que les
lymphocytes T CD4", moins touchés, sont supérieurs 4 200/mm’ dans la 1 année pour tous

les patients de 1’é¢tude (médiane a 5 mois).

Plusieurs études rapportent une augmentation de la morbidité infectieuse dans les greffes de
sang placentaire celle-ci étant attribuée a un retard de la reconstitution immunitaire par

rapport aux greffes de moelle osseuse.

Dans une étude faite sur 57 patients adultes, Long et al.*” retrouvent I’infection (qu’elle soit
virale, bactérienne ou fongique) comme premiere cause de déces apres greffe de cordon non
apparentée. Toujours chez ’adulte, ces résultats sont confirmés par une étude prospective
multicentrique®® ou sur 34 patients greffés par une unité de sang placentaire, 90% d’entre eux
ont développé une infection parmi lesquels deux tiers ont présenté au moins trois infections

dans les six premiers mois post greffe.

Ces résultats ne sont pas retrouvés chez ’enfant. Cette surmortalité infectieuse chez 1’adulte
pourrait étre due a la dégénérescence thymique physiologique avec 1’age, retardant ainsi la

reconstitution immunitaire apres greffe et favorisant donc les complications infectieuses.

Chez ’enfant, plusieurs études ont comparé la reconstitution lymphocytaire apres greffe de
sang placentaire et greffe de moelle osseuse. En 2001, Moretta et al.” par comparaison de
séries appariées, ne retrouvent pas de retard a la production des différents sous-types
lymphocytaires apres greffes de sang placentaire, ni de trouble de la fonction in vitro de ces
lymphocytes. Cette reconstitution pourrait &tre, en partie influencée par la plus faible

incidence (et sévérité) de GVHD chez les patients greffés par une unité de sang placentaire.

Renard et al.”® comparent en 2011 la reconstitution des sous types lymphocytaires aprés
greffe non apparentée de sang placentaire ou de moelle osseuse chez 226 enfants greffés pour
pathologies malignes ou non malignes. Aucune différence significative n’est mise en
évidence sauf pour la phase précoce de la reconstitution immunitaire avec une reconstitution

T CD8" plus tardive.
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Cela pourrait étre expliqué par le fait que le greffon étant d’origine placentaire, 90% des

cellules qui le composent sont naives (comparé¢ aux greffons de moelle osseuse adulte qui

contiennent des cellules mémoires)

Il est intéressant de noter que bien que les infections soient plus fréquentes apres greffes de

sang placentaire (pas de transfert d’immunité par les lymphocytes T du greffon), la mortalité

infectieuse est identique, chez 1’enfant, entre les greffes de moelle osseuse et les greffes de

sang placentaire®™!

et la quantité cellulaire injectée et la durée de 1’aplasie sont retrouvées

comme facteur de risque de décés 1ié a I'infection”.
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Cumulative Proportion with ANC =500/mm?3

Enfin, Nichues et al.** ont décrit trois facteurs favorisant la reconstitution T aprés greffe de
sang placentaire chez I’enfant : les greffons apparentés, la quantit¢ de CNT injectée, et la

séropositivit¢ CMV du receveur.

3. Une richesse cellulaire plus faible :

Dés 1997, Gluckman et al.'” démontrent que la quantité cellulaire du greffon influence le
devenir post greffe. En effet, les enfants ayant regu plus de 3,7. 10’ CNT/kg (correspondant a
la médiane de leur série) avaient une meilleure prise de greffe a J60 que les enfants ayant

1.'8 confirment ces résultats sur

recu un greffon moins riche. L’année d’apres, Rubinstein et a
562 patients et constatent que les délais de reconstitution granuleuse sont plus courts lorsque
la dose de CNT injectée/kg de receveur augmente. Il apparait, dans leur étude, un effet seuil

puisque I’incidence cumulée est la méme a partir de 2,5. 10’ CNT injectées /kg.

Ces résultats seront par la suite retrouvés par d’autres équipes® et dés 2001, Rocha et al.’
recommandent dans le choix du greffon, une dose minimale de 3,7. 10’ CNT injectées/kg de

receveur pour améliorer la probabilité de prise de greffe.
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Au dela de la prise de greffe et de la reconstitution hématologique, la quantité cellulaire du
greffon conditionne également la TRM et la survie globale. Sur 95 enfants greffés pour
leucémie aigue myeloblastique, Michel et al.'® démontrent que le seul facteur
significativement associé¢ a une augmentation de la TRM a J100 en multivarié, est la dose de
CNT collectées/kg de receveur. En effet, la TRM qui était de 20% dans 1’étude, chutait a 9%
lorsque cette dose était supérieure a 5,2. 10’/kg (correspondant a la médiane de leur série).
Enfin, comme cité précédemment, la richesse cellulaire du greffon influencerait aussi la

reconstitution immunitaire post greffe.

Plus récemment, Wagner et al.*> ont démontré sur 102 patients greffés pour pathologies
malignes et non malignes que plus que les CNT injectées, ¢’était la dose de CD34" infusée/kg
qui était le meilleur facteur pronostic. Dans leurs résultats, cette derniére apparaissait
significativement liée a la fois a la prise de greffe, a la TRM et a la survie globale. Ils
décrivent un seuil minimal de 1,7. 10° CD34" injectées/kg et déconseillent 1utilisation des
unités de sang placentaire plus pauvres car responsables d’une mortalité iatrogene plus

¢élevée.

Autre fait intéressant (déja suggéré par les études antérieures '>*)

: 'impact de la quantité
cellulaire est d’autant plus significatif que la disparit¢ HLA entre donneur et receveur est
¢levée. Chaque mismatch HLA doit étre compensé par une quantité cellulaire injectée plus
importante afin qu’il n’impacte pas négativement la survie globale. La sélection du greffon
doit donc étre basée sur la dose de CD34" lorsque plusieurs unités sont disponibles avec une

méme disparit¢ HLA de 2 mismatch entre donneur et receveur.

L’augmentation de la dose injectée de cellules CD34" peut donc compenser en partie la

disparité HLA.
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La principale limite pour I'utilisation des unités de sang placentaire dans la greffe de cellules
souches hématopoiétiques est donc la quantité cellulaire des greffons, puisque comme
précédemment décrit, celle-ci influe directement la prise de greffe, la reconstitution

hématologique et immunitaire post greffe, la TRM et la survie globale'".

Pour cela, de nouvelles stratégies ont été mises en place parmi lesquelles la greffe de deux
greffons de sang placentaire. Ce traitement a d’abord été réalisé sur 23 adultes et adolescents
atteints d’hémopathies malignes en rechute’™ prouvant ainsi sa faisabilité. Puis en 2009,
Verneris et al.** retrouvent dans une étude prospective randomisée multicentrique une
influence du nombre de greffons sur la rechute a 5 ans en faveur des greffes doubles. Un essai
prospectif multicentrique randomisé est actuellement en cours chez les enfants et jeunes
adultes atteints de leucémie aigue en rémission compléte afin de comparer la greffe d’une

versus deux unités de sang placentaire (investigateur principal Pr G. Michel).
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4. Pas de possibilité de réaliser une immunothérapie adoptive :

En cas de suspicion de rechute dans le cas de pathologies malignes, ou de mauvaise
reconstitution immunitaire avec infection virale non controlée, il peut-étre avantageux de
réinjecter des lymphocytes du donneur (dit DLI pour « donor lymphocyte infusion ») afin de
renforcer le pouvoir allogénique de la greffe ou d’améliorer la prise de greffe et donc la
reconstitution immunitaire. Cette thérapie n’est pas possible en cas de greffe de sang
placentaire car il n’y a plus aucun contact avec le donneur. Cependant d’autres solutions

peuvent étre mises en place (diminution immunosuppression, 2™ greffe...)
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CONCLUSION :

Les greffes de cellules souches de sang placentaire sont désormais une alternative reconnue
pour le traitement de nombreuses pathologies malignes et non malignes. La greffe géno-
identique reste recommandée en premiere intention lorsque que 1’'un des membres de la
fratrie est HLA-identique. Lorsque cela n’est pas le cas, la recherche de donneur non
apparenté¢ doit se faire simultanément sur le fichier de donneurs volontaires de moelle
osseuse et sur le registre de sang placentaire. En fonction du degré d’urgence, la greffe de
moelle osseuse lorsqu’elle est HLA-identique 10/10°™ (c’est & dire identique sur les loci A-
B-C-DQ-DR) reste préférentielle bien que certaines équipes commencent a recommander la
greffe de sang placentaire comme source privilégiée de cellules souches hématopoiétiques

pour les enfants atteints de leucémie aigue'” .

Le choix du greffon se fait principalement sur la compatibilit¢ HLA mais aussi sur la richesse
cellulaire. En effet, la disparit¢ HLA augmente le délai de prise de greffe, la TRM et la
GvHD chronique alors méme qu’elle diminue le risque de rechute. La quantité cellulaire
injectée quant-a elle améliore la prise de greffe, la reconstitution hématologique et
immunitaire post greffe, ainsi que la survie globale. Il est recommandé d’injecter au moins

3.10" CNT/kg et 1.10° CD34"/kg.

Bien sur, la technique de greffe doit étre adaptée aux cellules souches de sang placentaire
(pas de méthotrexate pour la prévention de la GvHD etc...) et doit étre gérée par des équipes

spécialisées.

Les résultats obtenus chez I’enfant sont meilleurs que chez 1’adulte. Ceux-ci pourraient étre
expliqués par I’importance de la quantité cellulaire injectée sur le devenir post greffe ainsi

que par la fonction du thymus sur la reconstitution immunitaire.

Les greffes de sang placentaire présentent donc de nombreux avantages: les délais
d’obtention du greffon sont plus courts, la disparit¢ HLA entre donneur et receveur est mieux
tolérée ce qui augmente les possibilités de greffon pour chaque patient, I’incidence et la
sévérité de la maladie du greffon contre I’héte est moindre bien que I’effet GVL soit
conservé. Sa principale limite reste la faible quantité cellulaire injectée compte tenu de son
impact sur pronostic post greffe. Les greffes doubles de sang placentaire ont pour but de

palier a cet obstacle.
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SUMMARY :

The purpose of this study was to describe kinetics of complete donor chimerism occurrence
(cDC, >99.9% donor) after unrelated cord blood transplantation (UCBT), to identify its
predictive factors and its impact on post-transplant outcome. Ninety-four children who
received single UCBT after myeloablative conditioning regimen had blood chimerism
evaluation at predefined post-transplant dates, using a real-time PCR method with 0.1%
sensitivity. Cumulative incidence of c-DC at 1 year post-transplantation was 61.8%. Three
predictive factors were identified in multivariate analysis. History of malignant disease
(p=0.03), older age (above 2.16 years, the first quartile of age, p=5.5x107) and higher level of
cord/recipient HLA mismatch (4/6 vs 5-6/6, p=8.7x10™*) increased the probability of post-
transplant c-DC. Although graft cell dose had a strong impact on haematological recovery, it
did not apparently influence c-DC occurrence. Early ¢-DC (i.e. more than 99.9% donor
chimerism on D15-D30 post transplant) appeared useful to predict engraftment (p=3x107) as
well as acute and chronic Graft-vs-Host Disease (GvHD). Severe acute or chronic GvHD
never occurred in patients with a <99.9% DC, suggesting than even minimal residual host

haematopoiesis is associated with a very low risk of GvHD after UCBT.

KEYWORDS: Chimerism, unrelated cord blood transplantation, childhood, HLA
compatibilty, GVHD.
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INTRODUCTION:

Evaluation of peripheral blood cells chimerism is an important component of patients’
follow-up after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Real-time
quantitative polymerase chain reaction currently allows post-transplant detection of donor
and/or host genomic specific markers in the host nucleated blood cells with a 0.1% sensibility
(Alizadeh et al., 2002). In the context of bone marrow or peripheral blood transplantation,
many studies have highlighted that the level of blood cells donor chimerism influences the
occurrence of graft versus host disease and, in the case of patients with malignant diseases,
the risk of disease relapse (Bader et al., 2004a; Lamba et al., 2004; Rupa-Matysek et al.,
2011; Saito et al., 2008; Svenberg et al., 2009). During the two last decades, the use of
unrelated umbilical cord blood (UCB) as an alternative source of HSCT has increased
substantially, especially for children (Barker et al., 2011; Eapen et al., 2007; Gluckman et al.,
2004; Rocha et al., 2001). However, data on chimerism after UCB transplantation are very
scarce (Berglund et al., 2012; Moscardo et al., 2009; Prasad et al., 2008) and the published

studies did not uniformly use real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR).

We present here a cohort of 94 children who received UCBT after myelo-ablative
conditioning regimen and had longitudinal chimerism follow-up at predefined post-transplant
date, using real-time quantitative PCR. This allows us to describe kinetics of complete donor
chimerism occurrence after UCBT, its predictive factors and its impact on hematological

recovery, GvHD, transplant-related mortality, relapse and overall survival.
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PATIENTS AND METHODS :

1. Patients selection criteria:

This study was prospectively conducted between 2001 and 2010 in a single french children
transplant center. All children under 18 years of age who received a first single unrelated
cord blood transplantation (UCBT) after myeloablative conditioning (MAC) for either a non-
malignant disorder or a malignant disease in complete remission were eligible, except those
transplanted for severe combined immunodeficiency. Ninety-four children met the inclusion
criteria and all were included in the chimerism study. Informed consent was obtained from

the parents.

2. Blood chimerism

* Definition:
The primary endpoint of our study was the occurrence of a complete donor chimerism (cDC)
over time: cDC was reached when more than 99.9% of peripheral blood nucleated cells were
from donor origin. Additionally, a secondary endpoint was defined which also included near-
complete donor chimerisms (n-cDC). This secondary endpoint was achieved when more than

99% nucleated blood cells were from donor origin.
* Quantification:

Thirty one bi-allelic short deletions or insertions sequence polymorphisms were used as
specific genetic markers for initial primer screening and quantitative chimerism, with a
detection limit of 0.1% marker-specific cells (Alizadeh et al., 2002). Once informative assays
were identified in the screening test, one or more of these assays were selected to quantify the
percentage of DNA representative of a single genome of interest in a chimeric DNA sample,
using an established relative quantification method for real-time PCR (Livak and Schmittgen,

2001). All samples were analyzed in duplicate by ABI 7500 Real Time PCR system.

* Evaluation time:
For each patient, we evaluated post-transplant blood chimerism at predefined dates: Dy;s,
D130, D60, D190, D120, D1go, 1 year, 1 year and a half, 2 years, 2 years and a half, 3 years.

The cumulative incidence of donor chimerism occurrence over time was then calculated.
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Children without any blood reconstitution at a given date were considered to have a 0%
donor chimerism. In addition, we defined the concept of early chimerism, which was the

highest donor chimerism during the first month following the transplant.

3. Cord blood transplant selection:

HLA compatibility between recipient and cord blood transplant was established on 6 HLA
antigens/alleles (HLA-A, -B, -DR). CB units were selected following HLA matching at
antigen level (low or intermediate resolution) for HLA-A and -B and allele level matching for

HLA-DRBI.

A cord blood unit was considered adequate for transplantation if it was 4 to 6/6 HLA
identical with the patient and contained more than 3 x 10 collected nucleated cells per Kg
recipient. After thawing, the infused transplanted cell doses were evaluated by the total

nucleated cell count as well as by CD34+ and CD3+ cells counts.

4. Statistical methods:

Occurrence of donor chimerism was analyzed through the use of cumulative incidence curves
for estimating incidence over time (Gooley et al., 1999). We considered as competing events
either relapse for malignant disease or death for malignant and non-malignant diseases. Fine
and Gray model was used to assess prognostic factors (Fine, 2001). Covariates tested in the
multivariate analysis as potential prognostic factors were the following: age at transplant
(first included as a continuous variable and then grouped into quartiles), malignant vs non-
malignant, total body irradiation (yes vs no), HLA compatibility between donor and recipient
(4/6 vs 5-6/6) and graft cell dose per kg of recipient weight. Infused graft cell dose was
described by 3 variables: total nucleated cell count, CD34+ and CD3+ cell dose. Therefore
the influence of transplant cell dose was investigated by performing 3 different multivariate
analyses, each of these analyses using one of the variables described above. We present the
multivariate results with their levels of statistical significance (p), their hazard ratio (HR), and
the 95% confidence interval of their hazard ratio (IC95%). Other post-transplant outcomes

evaluated in this study were graft failure, autologous recovery (more than 80% blood cells
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from recipient origin), GvHD, relapse risk, transplant-related mortality (TRM), overall

survival, neutrophil recovery and platelet recovery.

RESULTS:

1. Patients characteristics and main post transplant outcomes :

Patients characteristics and main post transplant outcomes are detailed in table 1. Median age
of the 94 children was 6.3 years old (IQR: 2.16-9.85). Sixty-nine had a malignant disease in
complete remission and 25 a non-malignant disease. The HLA donor/recipient compatibility
was 4/6 for 42.6%, 5/6 for 44.7%, and 6/6 for 12.8% of the patients. 49 children received TBI
during their conditioning as opposed to 45 who did not. Median infused cell dose was 5.78 x
10"/kg for total nucleated cells and 1.7 x 10°/kg for CD34+ cells. GvHD prophylaxis of all
patients consisted of cyclosporine A, steroid and antithymocyte globulin, 2.5 mg/kg/day x 3
days pre-transplant (rabbit ATG, Thymoglobuline®, Genzyme, France)

Relapse risk, TRM at D100 and overall 5 years survival are 27.5%, 5% and 68%,
respectively. For 11 patients (11.7%), we observed a graft failure or an autologous recovery.
In 24 patients (25.5%), the evolution was complicated by an acute GVHD >2 and for 8 of
them by a severe acute GVHD (>3). Among the 86 children that could be evaluated at D100,
10 (11.6%) developed a chronic GVHD.

2. Cumulative incidence of donor chimerism occurrence, overall description:

Figure 1 shows the occurrence probabilities of cDC (>99.9% donor chimerism) and n-cDC
(>99% donor chimerism) over time, with relapse and TRM considered as the two potential
competing risks. The cumulative incidence one year after transplant was 61.8% (+/- 5,2%)

for cDC, and 81.9% (+/- 4,5%) for n-cDC.
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3. Predictive factors for donor chimerism:

Table 2 presents the results of the multivariate analysis. The significant predictive factors that
increase the probability of post-transplant cDC (>99.9% donor chimerism) were a history of
malignant disease (p=0.03), an older age at transplant (p=2.9 x 10~) and a higher level of
HLA mismatch between graft and recipient (p=8.7 x 10™). As shown in figures 2A-C,
cumulative incidences of cDC at 1 year post-transplant were 72.5% for malignant disease
versus 31.2% for non malignant disease. It was 23.6% for children less than 2.16 year-old
(first quartile of age) compared to 67.9%, 71.4% and 83.6% for the subsequent age quartiles
and 83.6% for 4/6 HLA compatibility compared to 48.2% for 5/6 or 6/6 HLA compatibility.
By contrast, TBI and infused CD34+ cells dose did not significantly influence the probability

of post-transplant cDC in the multivariate analysis.

The same factors also proved significant in explaining the occurrence of a >99% donor
chimerism. Replacing the CD34+ cell dose in the multivariate analysis by other cell dose
evaluations such as total infused nucleated cell count and CD3+ cell dose per kg of recipient
weight did not substantially change the results (see table 2bis and 2ter in the supplementary
files). In these models, the transplanted cell dose was not a predictive factor and the same
significant factors were found except that the influence of diagnosis on cDC and the
influence of age at UCBT on a >99% donor chimerism did not reach the level of statistical

significance.

4. Predictive factors for hematologic recovery:

We conducted the same multivariate analysis in order to identify the predictive factors for a
hematopoietic recovery after transplant (PNN>0.5 giga/l and platelets>50 giga/l). Competing
risk for haematological recovery were again TRM and relapse. The results are detailed in
table 3. Predictive factors for hematological recovery were very different from those
described above for donor chimerism. As expected, the most significant factor for
haematological recovery was the infused CD34+ cell, total nucleated cell and CD3+ doses

per kg of recipient weight (see also tables 3bis and 3ter in the supplemental files).
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5. Influence of complete donor chimerism (>99.9%) on the main clinical outcome after

UCBT:

We evaluated the association between cDC (>99.9% donor chimerism) and several post-
transplant outcomes (Table 4). Patients who achieved cDC, any time after transplant, had a
significantly higher risk of acute and chronic GvHD. On the other hand, none of the patients
who never achieved post-transplant ¢cDC developed severe acute GvHD or chronic GvHD.
Achieving cDC during the first month post-UCBT was also a strong predictive criteria for
acute and chronic GvHD. Among 57 children who had 99.9% or less donor chimerism during
the first post-transplant month, only one experienced further grade 3-4 acute GvHD.
Additionally, among children who achieved post-transplant cDC during the first post-UCBT
month, none experienced graft failure or autologous reconstitution later on. At last, we were
unable to detect any significant relationship between complete donor chimerism and relapse,

TRM or overall survival.

6. Influence of first month chimerism on hematologic recovery:

Finally, we assessed whether there was a significant relationship between early chimerism
(i.e. the higher donor chimerism observed during the first post-UCBT) and hematological
recovery. Figure 3A shows the cumulative incidence of PNN recovery (PNN>0.5 giga/l)
depending on whether or not a early cDC chimerism occurred. Figure 3B displays the same
feature according to occurrence of early > 99% donor chimerism. We found that early ¢cDC
favourably was correlated to PNN recovery. However, no significant relationship was found

between early chimerism and platelet recovery.
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DISCUSSION:

The aim of our study was to describe the kinetics of complete donor chimerism occurrence
after UCBT, to identify its predictive factors, as well as its impact on major post-transplant
outcomes. For this purpose, we constructed cumulative curves for estimating complete donor
chimerism occurrence over time and multivariate models of potential predictive factors.
Three predictive factors for complete chimerism were identified in this study: a history of
malignant disease, an older age at transplant and a higher level of HLA mismatch between

graft and recipient.

Children with a non-malignant disease achieve less frequently complete donor chimerism
after UCBT than children with malignant disease. This feature has been already described
after bone marrow or peripheral blood stem cell transplantation (Park et al., 2011; Svenberg
et al., 2009) and can be in part explained by the lack of prior chemotherapy in non-malignant
diseases. Indeed, in the context of malignant diseases, several studies have suggested that the
amount of chemotherapy given before HSCT influences post-transplant donor chimerism
(Berglund et al., 2012; Mohty et al., 2007; Saito et al., 2008). Berglund et al. also suggested
that a history of malignant disease increases the probability of complete donor chimerism in
their study of 50 UCBT, although this did not prove statistically significant in their
multivariate analysis (Berglund et al., 2012). In addition to the absence of prior
chemotherapy, other factors such as young age and conditioning regimen without TBI may
also explain the low probability of complete donor chimerism in patients with non malignant
disease (Stikvoort et al., 2013). In the largest study of transplantation for Hurler syndrome,
median age at transplant was 16.7 months and near all children received a Busulfan-based
myeloablative conditioning regimen (Boelens et al., 2013). In the 10/10 HLA matched sibling
and unrelated donor setting, mixed chimerism (i.e. less than 95% donor) was seen in 30 to
50% of these young children. Interestingly in the same study, mixed chimerism was less
frequent after UCBT and although the impact of HLA-mismatch level on chimerism was not
reported, it is noteworthy that more than 80% of cord transplants were less than 6/6 HLA

identical to recipient.

In our study, we found that the occurrence of complete donor chimerism was more frequent
after 4/6 than after 5/6 or 6/6 HLA matched UCBT and was not apparently influenced by the

transplanted cell dose. One could underline that this is quite inconsistent with a large burden
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of scientific evidence demonstrating that better cord/recipient HLA compatibility and higher
transplanted cell dose improve haematological recovery (Eapen et al., 2013; Gluckman et al.,
2004; Locatelli et al., 1999; Wagner et al., 2002). Indeed, our results (table 3) also showed
that the transplanted cell dose significantly improves neutrophil and platelet recovery and that
HLA mismatch has an unfavourable impact, although this later relation did not reach the
level of statistical significance. These findings suggest that haematological recovery and
complete donor chimerism occurrence may be two different concepts with different sets of
influencing factors. Haematological recovery depends on the capacity of transplanted cells to
engraft in a given host whereas complete donor chimerism reflects the allogeneic reactivity of
the transplanted immune system. In this context, a higher level of HLA mismatch may
enhance alloreactivity against the host residual hematopoietic cells and may result in more
complete donor chimerim. In their study of chimerism after bone marrow or peripheral blood
transplantation for non-malignant diseases, Stikvoort et al. found that stable mixed chimerism
was more frequent when the donor was sibling compared to unrelated volunteer. They argued
that, because sibling donor cells are a closer HLA and minor histocompatibility antigen
match than unrelated donor cells, they are less prone to induce immune-mediated killing of
recipient cells. Another concordant argument is a study of chimerism after double cord blood
transplantation (Verneris et al., 2012). After double cord blood transplantation one unit
predominates by Day100 in around 90% of patients, due to graft versus graft interactions but
in rare occasions, recipients can live with “dual chimerism”, i.e. persistence of both units
with a minimum hematopoietic contribution of 5% by each unit. In their paper, authors
showed that recipients of two HLA 6/6 matched units (with each other and the
recipient) were more likely to have dual chimerism, less aGvHD and more relapses,

suggesting less alloreactivity of these well matched units.

A strong association between donor chimerism after bone marrow or peripheral blood
allogeneic transplantation and the risk of relapse has been well documented. Children with
leukemia who show increasing mixed chimerism are at increasing risk of relapse (Bader et
al., 1998, 1997; Bader et al., 2004a; Bader et al., 2004b; Barrios et al., 2003). In our study as
well as in another post-UCBT study (Berglund et al., 2012), we were unable to detect any
association between donor chimerism and the relapse risk. This does not mean that UCBT
differs from other stem cell sources in this setting. It could just reflect an insufficient power

of our study, which included malignant and non-malignant diseases. Although analysis of the
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potential relation between chimerism and relapse was restricted to children with
haematological malignant diseases, this analysis was done in only 69 children who had
different diseases and various haematological status at time of transplant. Consequently, we
have to consider that description of the relations chimerism/relapse is not a reasonable

objective of the study presented here.

On the contrary, we found a clear correlation between complete chimerism and the risk of
GvHD. This relationship have been extensively described after bone marrow or peripheral
blood transplant (Mohty et al., 2007; Nikolousis et al., 2013; Rupa-Matysek et al., 2011;
Stikvoort et al., 2013; Svenberg et al., 2009). We demonstrate here that this correlation is
particularly strong after UCBT. In our study, none of the children who never achieved
complete donor chimerism developed severe acute GVHD or chronic GvHD. The sensibility
threshold for detection of residual host cell being 0.1%, we suggest that even the presence of
very few host cells can reflect a low risk of severe GVHD. Moreover, we show that very few
patients who had 99.9% or less donor chimerism during the first month after UCBT further
developed severe GvHD. Thus, we assume that the concept of early post-transplant
chimerism, i.e. the highest donor chimerism during the first month after UCBT, can be a

useful tool for predicting the occurrence of severe GvHD thereafter.

In conclusion, three predictive factors for complete donor chimerism were identified in this
study: a history of malignant disease, an older age at transplant and a higher level of HLA
mismatch between graft and recipient. Although graft cell dose had a strong impact on
haematological recovery, it did not apparently influence c-DC occurrence. Moreover, early c-
DC appeared useful to predict engraftment as well as acute and chronic Graft-vs-Host

Disease.
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TABLES AND FIGURES:

Table 1 : Patients and transplants characteristics :

Patients characteristics (n=94)

Gender (Male/Female) 53/41

Age at UCBT (years):

Mean + SEM 6.64 +0.48
Median (IQR) 6.30 (2.16-9.85)
Diagnosis :

Malignant / Non malignant disease 69/25

Recipient CMV serology : +/- 39/55

Transplantation

rocedure (n=94)

Conditioning regimen :
TBI versus no TBI

49/45

Graft/Recipient HLA compatibility:

- 0 mismatch (6/6) 12 (12.8%)
- 1 mismatch (5/6) 42 (44.7%)
- 2 mismatch (4/6) 40 (42.6%)

Collected total nucleated cell dose (x10/kg)
Mean + SEM
Median (IQR)

9.49 +0.75
7.29 (5.11-11.21)

Infused total nucleated cell dose (x107/kg)
Mean + SEM

7.39+0.58

Median (IQR) 5.78 (3.99-8.95)
Infused CD34+ cell dose (x10°/kg)
Mean + SEM 24+0.2
Median (IQR) 1.7 (1.0-2.9)
Infused CD45+ cell dose (x10'/kg)
Mean + SEM 420+0.34
Median (IQR) 3.36 (2.29-4.80)
Infused CD3+ cell dose (x10°/kg)
Mean + SEM 11.33 £ 1.07
Median (IQR) 8.22 (6.08-13.10)
Main post transplant outcomes
GvHDa grade > 2 24/94 (25.5%)
GvHDa grade >3 8/94 (8.5%)
GvHDc * 10/86 (11.6%)

Graft failure / Autologous recovery

11/94 (11.7%)

Relapse (malignant disease) **

19/69 (27.5%)

TRM:

D100 cumulative incidence 5% £ 2%
5 years cumulative incidence 15% + 4%
Overall 5 year survival 68% + 5%

TBI : total body irradiation

*: 86 patients alive at day 100 are assessable

**: 69 patients with malignant disease are assessable
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Table 2: Multivariate analysis of predictive factors for complete donor chimerism

PREDICTIVE FACTORS ENDPOINT
More than 99.9% donor More than 99% donor
chimerism chimerism
Hazard ratio p value Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnosis :
malignant vs non malignant disease* 2.41(1.11-5.26) | 0.03 2.94(1.67-5.17) | 1.8x 10™
Age at UCBT:
First quartile* (less than 2.16 years) vs older 4.29 (1.64-11.21) | 2.9x10° | 2.34(1.30-4.21) | 4.5x 107
TBI vs no TBI* 1.20 (0.69-2.07) | 0.52 0.73 (0.49-1.09) | 0.12
Graft/recipient HLA compatibility :
4/6 vs 5-6/6 HLA identities* 2.18 (1.38-3.44) | 8.7x10™* | 1.47(1.04-2.07) | 0.03
Infused CD34+ cell dose ** 1.09 (0.97-1.24) | 0.15 1.05 (0.97-1.14) | 0.24
* . reference group for odd ratio estimation
** : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD34+ cell dose
TBI : total body irradiation
Table 3: Multivariate analysis of predictive factors for hematopoietic recovery
PREDICTIVE FACTORS ENDPOINT
Neutrophils > 0.5 giga/l | Platelets > 50 giga/l
Hazard ratio p Hazard ratio p
(95%CI) value | (95%CI) value
Diagnosis :
malignant vs non malignant disease* 1.96 (1.01-3.80) | 0.05 | 1.25(0.58-2.68) | 0.57
Age at UCBT:
First quartile* (less than 2.16 years) vs older | 0.74 (0.37-1.47) | 0.39 | 0.91 (0.42-1.98) | 0.81
TBI vs no TBI* 0.70 (0.40-1.21) | 0.20 | 1.16 (0.63-2.12) | 0.64
Graft/recipient HLA compatibility :
4/6 vs 5-6/6 HLA identities* 0.73 (0.50-1.06) | 0.10 | 0.66 (0.41-1.09) | 0.10
Infused CD34" cell dose ** 1.13 (1.02-1.25) | 0.02 | 1.12 (1-1.26) 0.04

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD34" cell dose

TBI : total body irradiation
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Table 4 : Influence of complete donor chimerism (> 99.9% donor) on the main clinical

outcome after UCBT

OUTCOME AFTER UCBT | More than 99.9% donor, any time More than 99.9% donor during first
after UCBT month post UCBT
yes (n=58) vs no(n=36) p value yes (n=37) vs no(n=57) p value
Graft failure / autologous 0 (0%) /11 (30.6%) <1x10” | 0 (0%)/ 11 (19.3%) 3x 107
reconstitution
GvHDa grade > 2 22 (37.9%) / 2 (5.6%) <1x10” | 17 (45.9%) / 7 (12.3%) <1x10°
GvHDa grade > 3 8 (13.8%) /0 (0%) 0.02 7 (18.9%) /1 (1.8%) 6x10”
GvHDc* 10 (64%) / 0 (0%) 0.01 7 (20.6%) /3 (5.8%) 0.05
Relapse** 13 (26%) / 6 (31.6%) 0.64 7 (20.6%) / 12 (34.3%) 0.20
TRM 9 (15.5%) /5 (13.9%) 0.83 7 (18.9%) /7 (12.3%) 0.38
Overall mortality 19 (32.8%) / 11 (30.6%) | 0.82 12 (32.4%) / 18 (31.6%) 0.93

*: 86 patients alive at day 100 are assessable

**: 69 patients with malignant disease are assessable

TRM : transplant related mortality
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Figure 1 : Cumulative incidence of complete donor chimerism occurrence over time.
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B : Influence of recipient / cord blood HLA compatibility (4/6 vs 5-6/6 HLA identities) :
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Figure 3 : Influence of first month chimerism on hematopoetic recovery :

A : Cumulative incidence of neutrophil recovery (> 0.5 giga/l) in patients who achieved or
not a more than 99.9% donor chimerism during the first month after transplant.
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B : cumulative incidence of neutrophil recovery (> 0.5 giga/l) in patients who achieved or not
a more than 99% donor chimerism during the first month after transplant.
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SUPPLEMENTAL FILES

Table 2 bis: Multivariate analysis of predictive factors for complete donor chimerism

PREDICTIVE FACTORS ENDPOINT
More than 99.9% donor More than 99% donor
chimerism chimerism
Hazard ratio p value | Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnosis :
malignant vs non malignant disease* 2.31(1.01-5.30) | 0.05 2.54 (1.50-4.30) | 5.1x10™
Age at UCBT:
First quartile* (less than 2.16 years) vs older | 3.99 (1.50-10.6) | 5.5x10° | 1.64 (0.88-3.03) | 0.12
TBI vs no TBI* 1.18 (0.68-2.06) | 0.56 0.76 (0.51-1.13) | 0.17
Graft/recipient HLA compatibility :
4/6 vs 5-6/6 HLA identities* 2.17 (1.39-3.39) | 7.1x10™ | 1.42 (1.01-2.00) | 0.05
Infused total nucleated cell dose ** 1.02 (0.96-1.08) | 0.57 0.97 (0.92-1.02) | 0.23
* . reference group for odd ratio estimation
*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10 total nucleated cell dose
TBI : total body irradiation
Table 2ter: Multivariate analysis of predictive factors for complete donor chimerism
PREDICTIVE FACTORS ENDPOINT
More than 99.9% donor More than 99% donor
chimerism chimerism
Hazard ratio p value | Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnosis :
malignant vs non malignant disease* 2.20(0.98-4.94) | 0.06 2.53(1.50-4.26) |5x 10"
Age at UCBT:
First quartile* (less than 2.16 years) vs older | 3.53 (1.46-8.53) | 5x10° | 1.61 (0.88-2.96) | 0.12
TBI vs no TBI* 1.19 (0.69-2.08) | 0.53 0.76 (0.52-1.12) | 0.17
Graft/recipient HLA compatibility :
4/6 vs 5-6/6 HLA identities 2.15(1.37-3.36) | 8.7x10™* | 1.47 (1.05-2.05) | 0.03
Infused CD3+ T cell dose ** 1 (0.97-1.03) 0.93 0.98 (0.95-1.01) | 0.14

* . reference group for odd ratio estimation

** : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD3+ T cell dose

TBI : total body irradiation
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Table 3 bis: Multivariate analysis of predictive factors for hematopoietic recovery

PREDICTIVE FACTORS ENDPOINT
Neutrophils > 0.5 giga/l Platelets > 50 giga/l
Hazard ratio p value Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnosis :
malignant vs non malignant disease* 1.71 (0.93-3.16) | 0.09 1.05 (0.50-2.20) | 0.90
Age at UCBT:
First quartile* (less than 2.16 years) vs older | 1.08 (0.56-2.08) | 0.82 1.02 (0.45-2.31) | 0.97
TBI vs no TBI* 0.78 (0.44-1.37) | 0.38 1.27 (0.66-2.45) | 0.48
Graft/recipient HLA compatibility :
4/6 vs 5-6/6 HLA identities* 0.83 (0.57-1.22) | 0.34 0.68 (0.42-1.10) | 0.12
Infused total nucleated cell dose ** 1.14 (1.09-1.18) | 2.8 x10"° | 1.07 (0.99-1.14) | 0.09

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10 total nucleated cell dose

TBI : total body irradiation

Table 3ter: Multivariate analysis of predictive factors for hematopoietic recovery

PREDICTIVE FACTORS ENDPOINT
Neutrophils > 0.5 giga/l Platelets > 50 giga/l
Hazard ratio p value | Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnosis :
malignant vs non malignant disease* 1.69 (0.90-3.15) | 0.10 1.07 (0.50-2.29) | 0.86
Age at UCBT:
First quartile* (less than 2.16 years) vs older | 0.96 (0.46-2.01) | 0.91 1.04 (0.46-2.38) | 0.92
TBI vs no TBI* 0.75(0.43-1.32) | 0.32 1.27 (0.66-2.45) | 0.47
Graft/recipient HLA compatibility :
4/6 vs 5-6/6 HLA identities* 0.69 (0.48-1.00) | 0.05 0.62 (0.39-0.99) | 0.05
Infused CD3+ T cell dose ** 1.05 (1.02-1.08) | 5.9x10™ | 1.04 (1.00-1.01) | 0.04

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD3+ T cell dose

TBI : total body irradiation
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Table 4 bis : Influence of donor chimerism (> 99% donor) on the main clinical outcome after
UCBT

OUTCOME AFTER More than 99% donor, any time More than 99% donor during first
UCBT after UCBT month post UCBT
yes (n=74) vs p value yes (n=59) vs p value
no(n=20) no(n=35)
Graft failure / autologous | 1 (1.4%) /10 (50%) <1x10° | 1(1.7%)/10 (28.6%) |<1x10”
reconstitution
GvHDa grade > 2 22 (29.7%) /2 (10%) | 0.07 18 (30.5%) /6 (17.1%) | 0.15
GvHDa grade >3 8 (10.8%) / 0 (0%) 0.20 7(11.9%) /1 (2.9%) 0.25
GvHDc* 10 (14.1%) /0 (0%) 0.20 8 (14.3%) /2 (6.7%) 0.48
Relapse** 17 (27.9%) / 2 (25%) 1 14 (26.9%) /5(29.4%) | 1
TRM 10 (13.5%) /4 (20%) | 0.49 10 (16.9%) /4 (11.4%) | 0.47
Overall mortality 24 (32.4%) /6 (30%) | 0.84 21 (35.6%) /9 (25.7%) | 0.32

*: 86 patients alive at day 100 are assessable
**: 69 patients with malignant disease are assessable

TRM : transplant related mortality
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RESUME:

L’objectif de ce travail était de décrire la probabilit¢ de survenue d’un chimérisme complet
de type donneur (cDC, >99,9% donneur) apres greffe non apparentée de cellules souches de
sang placentaire chez I’enfant, d’en identifier les facteurs prédictifs ainsi que son impact sur

le devenir post greffe.

94 enfants greffés par une unité de sang placentaire apreés préparation myeloablative, ont été
inclus dans notre étude. Le chimérisme, quantifi¢ sur sang périphérique selon la technique
TAQMAN (sensibilité¢ de 0,1%), a été recueilli de manicre séquentielle une période de 3 ans
post greffe. L’incidence cumulative de survenue d’un chimérisme >99,9% donneur a 1 an est
de 61,8%. Lors de I’analyse multivariée, 3 facteurs prédictifs ont été mis en évidence : Le
caractére malin de la pathologie initiale (p=0,03), I’age avec comme facteur péjoratif un age a
la greffe inférieur & 2,16 ans (correspondant au 1 quartile de notre étude, p=2,9.107) et la
compatibilité HLA entre donneur et receveur (p=8,7.10™*), qui lorsqu’elle est moindre est
associée a une probabilité plus importante d’apparition d’un chimérisme complet au cours du
temps. Bien que la quantité¢ cellulaire injectée ait un fort impact sur la reconstitution

hématologique, elle ne semble pas influencer le chimérisme apres greffe.

Concernant le devenir post greffe, ’apparition d’un chimérisme complet précoce (c’est a dire
un chimérisme >99,9% donneur dans le premier mois qui suit la greffe) apparait prédictif de
la prise de greffe (p=<1.10) mais aussi de la survenue de la maladie du greffon contre I’hdte
(GVHD pour Graft versus Host Disease) a la fois aigue et chronique. Aucune GvHD aigue
sévere ou chronique n’a été retrouvée chez les patients n’ayant jamais développé de
chimérisme complet ce qui suggeére qu’une hématopoiese résiduelle méme minime de type

« receveur » protégerait de la survenue de GvHD apres greffe de sang placentaire.
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INTRODUCTION :

L’¢évaluation du chimérisme sur sang périphérique est un ¢élément important du suivi des
patients apres greffe de cellules souches hématopoiétiques. La PCR quantitative en temps réel
avec sondes Tagman permet la détection, parmi les cellules nucléées sanguines de 1’hote, des
alleles spécifiques du couple donneur/receveur apres greffe avec une sensibilité de 0,1%
(Alizadeh et al., 2002). Plusieurs études concernant les greffes de moelle osseuse ou de
cellules souches périphériques ont souligné I’influence du chimérisme sanguin sur la
survenue de la maladie du greffon contre 1’hote (GvHD) et en cas de pathologie maligne, sur
le risque de rechute (Bader et al., 2004a; Lamba et al., 2004; Rupa-Matysek et al., 2011;
Saito et al., 2008; Svenberg et al., 2009). Dans les deux derni¢res décennies I'utilisation de
sang placentaire non apparent¢ comme source alternative de cellules souches
hématopoiétiques a considérablement augmenté, particuliecrement chez 1’enfant (Barker et al.,
2011; Eapen et al., 2007; Gluckman et al., 2004; Rocha et al., 2001). Néanmoins, les données
concernant le chimérisme apres ce type de greffe sont trés rares (Berglund et al., 2012;
Moscardo et al., 2009; Prasad et al., 2008) et les études publiées n’utilisaient pas

uniformément la RT-PCR comme technique de quantification du chimérisme.

Notre ¢étude repose sur les données séquentielles de chimérisme apreés greffe de sang
placentaire non apparentée chez 94 enfants. Elle a pour but principal d’évaluer la probabilité
de survenue d’un chimérisme de type complet ou mixte au cours du temps, en tenant compte
des risques compétitifs, d’en identifier les facteurs prédictifs ainsi que son impact sur la
reconstitution hématologique, la survenue de GvHD, la mortalité iatrogene (TRM), la rechute

et la survie globale.
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PATIENTS ET METHODES :

1. Criteres d’inclusion et d’exclusion des patients :

Notre étude a été réalisée de maniere prospective, entre 2001 et 2010, dans le service
d’hématologie pédiatrique de 1’hdpital Timone-Enfants, a Marseille (France). Tous les
enfants 4gés de moins de 18 ans, recevant une premicre greffe de sang placentaire non
apparentée, apreés préparation myeloablative, et ce, pour une pathologie non maligne ou
maligne en rémission compléte, ont été inclus. Seuls les enfants greffés pour déficit
immunitaire combiné sévere ou a partir de 2 unités de sang placentaire ont été¢ exclus. 94
enfants étaient éligibles et tous ont €té inclus apreés recueil du consentement éclairé des

parents.

2. Evaluation du chimérisme :

e Définition :
Le critére de jugement principal de notre étude était la survenue d’un chimérisme complet de
type donneur (cDC) au cours du temps défini par plus de 99,9% des cellules nucléées
sanguines d’origine donneur.
Le critére de jugement accessoire consistait a évaluer la survenue d’un chimérisme quasi-
complet (n-cDC pour « near-complete Donor Chimerism ») au cours du temps c’est a dire

>99% donneur.

* Quantification du chimérisme :
Le chimérisme a été quantifié sur sang périphérique, selon la technique TAQMAN, sur une

période de 3 ans post greffe.

- Extraction de I’ADN :
L’ADN a été extrait a partir des cellules sanguines périphériques des patients selon la

technique d’extraction « salting out » apres lyse des globules rouges. La concentration et la
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pureté de I’ADN ont ¢été évaluées par la mesure de la DO a 260 nm et a 280 nm par un

spectrophotomeétre Nanodrop

—> Evaluation du chimérisme :
L’¢évaluation du chimérisme est basée sur I’étude du polymorphisme bi-allélique
d’insertion/dé¢létion. Les alleles spécifiques du couple donneur/receveur sont quantifiés par
PCR quantitative en temps réel avec sondes Tagman, sur un ABI 7500 suivant le protocole de
M. Alizadeh (Alizadeh et al., 2002). Briévement, avant greffe, un profil allélique spécifique
du donneur et du receveur pré-greffe est déterminé par un panel de 31 marqueurs présents sur
I’ensemble des autosomes et du chromosome Y. Les marqueurs informatifs, ¢’est-a-dire pour
lesquels au moins un all¢le du receveur est différent de ceux du donneur et vice-versa, sont
sé¢lectionnés pour analyser le chimérisme. Au moins deux marqueurs informatifs pour le
couple donneur/receveur et un marqueur contrdle non polymorphe sont amplifiés sur I’ADN
a ¢étudier mais aussi sur ceux avant greffe. Pour améliorer la fiabilit¢ de I’évaluation
cinétique, chaque nouveau prélévement est analysé avec le prélévement précédent du méme
patient. Si I’allele spécifique du receveur est encore détecté apres greffe, sa quantité relative
est évaluée par la mesure du rapport de I’intensité du signal qui correspond a la différence
entre le signal du marqueur spécifique et du marqueur controle obtenu pour le prélévement
étudié par rapport a celui obtenu avant greffe (Livak and Schmittgen, 2001). Le résultat est
exprimé ainsi en % de receveur. La sensibilité de détection de I’ensemble des marqueurs est

de 0.1%.

* Temps d’évaluation :
Pour chaque patient, le chimérisme a été successivement quantifi¢ a J15 - J30 - J60 - J90 -
J120-J180-1an-1an’2-2ans-2 ans 'z - 3 ans.
L’incidence cumulative de survenue d’un chimérisme complet au cours du temps a ainsi été
calculée. Les enfants sans aucune reconstitution hématologique a un temps donné ont été
considérés comme ayant un chimérisme 0% donneur.
Nous avons également défini la notion de chimérisme précoce: il s’agit du meilleur

chimérisme donneur durant le premier mois post greffe.
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3. Sélection des greffons :

L’¢évaluation de la compatibilit¢ HLA entre donneur et receveur a été établie en fonction des
6 alleles correspondants aux 3 antigénes HLA suivants :

* HLA-A et HLA-B (molécules de classe I): par PCR générique (biologie
moléculaire de résolution intermédiaire)

* HLA-DRBI1 (molécule de classe II) : par PCR allélique ou PRC SSP (Polymerase
chain réaction sequence specific primer = biologie moléculaire de haute
résolution).

La compatibilit¢ HLA est donc exprimée sur 6, par le nombre de loci identiques entre
donneur et receveur. Une unité de sang placentaire était éligible pour une greffe si elle était
de 4 a4 6/6°™ HLA-compatible et qu’elle contenait au moins 3.10" CNT (cellules nucléées
totales) congelées par kilogramme de receveur.

La quantité cellulaire injectée était évaluée a partir du compte de CNT apres décongélation

mais aussi a partir du nombre absolu des cellules CD34" et des cellules CD3".

4. Méthode statistique :

Les incidences cumulées de survenue des critéres de jugement au cours du temps sont
calculées selon le modéle des événements avec risques compétitifs (Gooley et al., 1999).
Dans ce cas particulier, les événements compétitifs sont soit la rechute pour les maladies
malignes, soit le déces pour les maladies malignes ou non malignes. Les courbes d’incidence
cumulée sont comparées entre elles selon le modele de Fine et Gray (Fine, 2001). Les
variables testées dans I’étude univariée sont les suivantes : « age a la greffe », traitée en
variable continue puis répartie en quartiles, « maladie maligne / non maligne », « irradiation
corporelle totale » (oui versus non) « compatibilit¢ HLA cordon/receveur » (4/6 versus 5/6 ou
6/6) et la quantité cellulaire injectée par kg de receveur. Cette dernicre a ét¢ évaluée selon 3
paramétres : la quantité de cellules nucléées totales (CNT), de cellules CD34" ou de cellules
CD3" injectées, toutes traitées en variable continue. Les variables pertinentes pour les
modeles multivariés sont sélectionnées selon les résultats de 1’étude univariée (p<0,10).
L’influence de la richesse cellulaire du greffon a ¢€té analysée selon 3 modeles multivariés

distincts, chacun utilisant une des trois variables décrites ci-dessus. Les modéles finaux
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multivariés sont présentés avec leurs significations statistiques (p), leur hazard ratio (HR) et
I’intervalle de confiance a 95% (1C95%) de ces hazard ratio.

Les définitions habituelles sont utilisées pour I’évolution apreés greffe : survie globale,
rechute, risque de mortalit¢ iatrogéne (TRM), GvHD aigué et chronique, reconstitution
hématologique. La reconstitution autologue est définie par une reconstitution hématologique
avec un chimérisme > 80% receveur. L’impact du chimérisme sur la survenue de GvHD, de
rechute, de mortalité iatrogéne et le risque de rejet/non prise est évalué par le test de Chi” ou

le test de Fisher.

RESULTATS :

1. Caractéristiques des patients et devenir global apres greffe :

94 patients greffés par une unité de sang placentaire non apparentée apres préparation
myeloablative, ont été inclus dans notre étude. L’ensemble des caractéristiques de ces
patients, de leur traitement ainsi que le devenir post greffe est détaillé dans le Tableau 1. Il
s’agit d’enfants dont I’age médian est de 6,3 ans (IQR: 2,16-9,85) présentant soit une
hémopathie maligne en rémission compléte (69 patients) soit une pathologie non maligne (25
patients).

La compatibilitt HLA donneur/receveur était de 4/6°™ pour 42,6%, 5/6°™ pour 44,7% et
6/6°™ pour 12,8% des patients. 49 enfants ont recu une irradiation corporelle totale (ICT)
durant leur conditionnement pré-greffe, versus 45 qui n’en n’ont pas recu. La quantité
cellulaire injectée médiane par kg de receveur était de 5,78.107 pour les CNT et 1,7.10° pour
les cellules CD34". Tous les patients ont bénéficié d’une prophylaxie de la GvHD par
ciclosporine A, corticoides et sérum anti-lymphocytaire a 2,5 mg/kg/j pendant 3 jour en pré-

greffe (SAL de lapin, Thymoglobuline®, Genzyme, France)

Le taux de rechute, la mortalité¢ iatrogene (TRM) a J100, et la survie globale a 5 ans sont de
27,5%, 5% et 68% respectivement. Pour 11 patients (11,7%), on constate 1’absence de prise
de greffe ou une reconstitution autologue.
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Le suivi s’est compliqué, chez 24 patients (25,5%) d’une GvHD aigue > 2 dont pour 8
d’entre eux une GvHD aigue sévere (> 3). Dix enfants parmi les 86 évaluables a J100

(11,6%) ont développé une GVHD chronique.

2. Incidences cumulatives de la survenue d’un chimérisme donneur :

Les probabilités d’apparition au cours du temps, d’un chimérisme > 99,9% donneur (cDC) ou
> 99% (n-cDC) sont représentés sur la figure 1.

Elles tiennent compte des 2 risques compétitifs évoqués précédemment qui sont la mortalité
iatrogene et la rechute. L’incidence cumulative a 1 an post greffe pour la survenue d’un
chimérisme >99,9% donneur est de 61,8% (+/- 5,2%) et de 81,9% (+/- 4,5%) pour la

survenue d’un chimérisme >99% donneur.

3. Facteurs prédictifs du chimérisme apres greffe de sang placentaire :

Pour la mise en place des modéles multivariés, les variables ont été sélectionnées du fait de
leur signification statistique au cours de I’analyse univariée. Les résultats sont décrits dans le
tableau 2. Les facteurs prédictifs significatifs de la survenue d’un chimérisme >99,9% au

cours du temps sont :

— Le caractere malin de la pathologie initiale (p=0,03):

Comme le montrait également I’analyse univariée (figure 2A), les patients greffés pour une
pathologie maligne ont une probabilité significativement supérieure de développer un
chimérisme complet de type donneur au cours du temps (incidence cumulative a 1 an post

grefte de 72,5% versus 31,2%)

— L’age ala greffe (p=2,9.107) :

Les enfants de moins de 2,16 ans (1* quartile d’Age dans notre étude), ont une probabilité de
survenue d’un ¢cDC au cours du temps significativement moindre que les enfants plus agés.
L’analyse univariée démontre bien que plus I’age du patient augmente, plus la probabilité
d’apparition d’un chimérisme complet est ¢levée avec lorsque 1’age est trait¢ en quartile un

cut off tres significatif entre le premier quartile (< 2,16 ans) et les 3 autres (incidences
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cumulatives d’un ¢cDC a 1 an post greffe de 23,6% versus 67.9%, 71.4% et 83.6%

respectivement). Ces résultats sont illustrés par la figure 2C.

— La compatibilit¢ HLA donneur/receveur (p=8,7.107) :

Une compatibilit¢ HLA 4/6°™ entre donneur et receveur est associée a une probabilité
supérieure de survenue d’un chimérisme complet par rapport aux greffes réalisées avec une
compatibilité HLA de 5 ou 6/6°™. Ces résultats étaient également retrouvés lors de I’analyse

univariée comme le montre la figure 2B.

Par contre, on constate que la présence d’une irradiation corporelle totale (ICT) dans le
conditionnement pré-greffe ainsi que la richesse du greffon (quantité de cellules CD34"

injectée par kg de receveur) n’influencent pas le chimérisme post greffe.

Les mémes facteurs prédictifs sont retrouvés pour la survenue d’un chimérisme >99% (n-

cDC).

Nous avons refait cette analyse multivariée en remplacant les CD34" injectées /kg, par les
CNT injectées’kg puis par les cellules CD3" injectées/kg (analyses jointes en fichiers

supplémentaires : Tableaux 2bis et 2ter). Dans les 3 mod¢les, la richesse cellulaire n’a aucune

influence sur le chimérisme post greffe. Par contre les mémes facteurs prédictifs sont

retrouvés chaque fois (exceptés I’influence de la pathologie initiale sur I’apparition d’un cDC

et de I’age a la greffe sur le n-cDC qui n’atteignent pas le seuil de significativité)

4. Facteurs prédictifs de la reconstitution hématologique apres greffe :

Nous avons refait les mémes analyses multivariées, pour identifier cette fois les facteurs
prédictifs de la reconstitution hématologique apres greffe (PNN>0,5 giga/l et plaquettes> 50
giga/l). Les mémes facteurs compétitifs ont été pris en compte. Les résultats sont détaillés
dans le Tableau 3.

Les facteurs prédictifs de la reconstitution hématologique post greffe sont tres différents de
ceux du chimérisme décrits plus haut. En effet, comme attendu, on retrouve un impact majeur

de la richesse cellulaire du greffon, a la fois sur la reconstitution myeloide (p=0,02) mais
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aussi sur les plaquettes (p=0,04) et ce, que I’évaluation soit faite a partir des cellules CD34"
mais également des CNT ou des cellules CD3" (analyses complémentaires jointes : Tableaux

3bis et 3ter).

5. Impact de la survenue d’un chimérisme complet (>99,9% donneur) sur le devenir post

greffe :

L’¢étude de tableaux croisés a pour but de rechercher des associations entre I’apparition d’un
chimérisme complet (cDC) au cours du temps et divers parametres du devenir post greffe

(résultats détaillés dans le Tableau 4).

Les patients qui présentent un chimérisme complet au cours du temps, ont un risque
significativement plus ¢levé de survenue de GvHD aigue ou chronique. D’un autre coté,
parmi les patients qui n’ont jamais présenté de cDC au cours du temps, aucun n’a développé
ni de GvHD aigue sévere (p=0,02), ni de GvHD chronique (p=0,01). De plus, le fait de
développer un ¢-DC au cours du 1° mois post greffe est un fort critére prédictif de GvHD a la
fois aigue et chronique. En effet, parmi les 57 enfants n’ayant pas présenté de cDC précoce,

un seul a développé une GvHD aigue de grade 3-4.

Toujours en s’intéressant au chimérisme précoce, on constate que parmi les patients qui ont
développé un chimérisme complet au cours du premier mois post greffe, aucun n’a rejeté sa

greffe (p=3.10").

Enfin, aucune association significative n’est mise en évidence entre ’apparition d’un ¢cDC et

la rechute, la TRM, ni les déces totaux post greffe.

6. Influence du chimérisme précoce sur la reconstitution hématologique :

Nous avons ensuite regardé s’il existait une correlation entre le chimérisme précoce et la
rapidité de reconstitution hématologique. La figure 3A représente 1’incidence cumulative de
la reconstitution my¢loide (PNN>0,5giga/l) en fonction de la présence ou pas d’un c-DC au

cours du premier mois. Les patients qui vont développer un chimérisme >99,9% donneur
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dans le premier mois post greffe vont sortir d’aplasie significativement plus vite que les

autres (p=0,04).

Cette relation n’est plus significative avec un chimérisme précoce >99% donneur (n-cDC)
comme le montre la figure 3B. Aucune association n’est retrouvée entre le chimérisme du

premier mois et la rapidité de reconstitution plaquettaire.
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DISCUSSION :

Nous présentons ici une étude prospective réalisée dans le service d’hématologie pédiatrique
de I’hopital de la Timone-Enfants a Marseille. Sur une cohorte de 94 enfants greffés par une
unité de sang placentaire non apparentée, pour des pathologies malignes ou non malignes, les
données séquentielles de chimérisme ont €té analysée selon la technique Tagman. L’objectif
¢tait d’évaluer la probabilité de survenue d’un chimérisme complet ou mixte au cours du
temps en tenant compte des risques compétitifs, d’en identifier les facteurs prédictifs par la
mise en place de modéles multivariés, et d’évaluer son impact sur le devenir aprés greffe.
Trois facteurs prédictifs du chimérisme ont €té identifiés: Le caractére malin de la pathologie
initiale, I’age avec comme facteur péjoratif un age a la greffe inferieur a 2 ans et la
compatibilit¢ HLA qui lorsqu’elle est moindre est associée a une probabilité d’apparition

d’un chimérisme complet au cours du temps plus importante.

Les enfants greffés dans le cadre de pathologies non malignes développent un chimérisme
complet de type donneur moins fréquemment que ceux greffés pour pathologies malignes.
Cette particularité a déja été décrite dans les greffes de moelle osseuse ou de cellules souches
périphériques (CSP) (Park et al., 2011; Svenberg et al., 2009) et pourrait en partie &tre
expliquée par 1’absence de chimiothérapie antérieure en cas de pathologies non malignes.
Plusieurs études ont en effet, déja suggéré que le chimérisme apres greffe pour pathologie
maligne était influencé par la quantité de chimiothérapie totale recue (Berglund et al., 2012;
Mohty et al., 2007; Saito et al., 2008). Dans leur étude sur 50 greffes de sang placentaire non
apparentées, Berglund et al suggerent également que le caractére malin de la maladie initiale
augmente la probabilit¢ de survenue d’un chimérisme complet bien que le seuil de
significativité n’ait pas été atteint dans leur analyse multivariée (Berglund et al., 2012).
D’autres facteurs tels que le jeune age et/ou le type de conditionnement pré-greffe (et
notamment 1’absence d’irradiation corporelle totale) pourraient également expliquer cette
plus faible survenue d’un c¢DC chez les patients greffés pour pathologie non maligne
(Stikvoort et al., 2013). La plus grande étude sur la greffe dans le cadre de la maladie de
Hurler (Boelens et al., 2013) a été faite sur des enfants dont 1’age médian a la greffe était de
16,7 mois et presque tous ont regus un conditionnement myeloablatif & base de Busulfan.
Dans cette ¢tude, un chimérisme mixte (<95% donneur) est retrouvé chez 30 a 50% des
enfants greffés en génoidentique ou en phénoidentique 10/10. De maniére intéressante,

I’apparition d’un chimérisme mixte était moins fréquente apres greffe de sang placentaire et
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bien que I'impact de la compatibilit¢ HLA sur le chimérisme post greffe n’ait pas été
rapporté, on remarque que plus de 80% des cordons transplantés avaient une compatibilité

HLA <6/6°™ avec le receveur.

La compatibilit¢ HLA apparait elle aussi comme facteur prédictif du chimérisme post grefte
de sang placentaire. En effet, une compatibilité de type 4/6°™ est associée 4 une probabilité
supérieure de survenue d’un ¢cDC par rapport aux greffes réalisées avec une compatibilité
HLA de type 5 ou 6/6°™. De plus, ces résultats ne semblent pas influencés par la quantité
cellulaire injectée. Ces données peuvent paraitre contradictoires avec le raisonnement
scientifique habituellement admit qui voudrait que la reconstitution hématologique soit
d’autant meilleure que la compatibilit¢ HLA est ¢levée et que la quantité cellulaire injectée
est importante (Eapen et al., 2013; Gluckman et al., 2004; Locatelli et al., 1999; Wagner et
al., 2002). En fait, nos résultats retrouvent également que la quantité¢ cellulaire injectée
améliore significativement la reconstitution myéloide et ainsi que celle des plaquettes et
qu’une compatibilité plus faible entre donneur et receveur a un impact défavorable bien que
cette relation, plus tardive, n’atteigne pas le seuil de significativité (tableau 3). Ces résultats
suggerent que la reconstitution hématologique et le chimérisme post greffe sont deux
concepts distincts et sont influencés par des facteurs différents. La reconstitution
hématologique dépend de la capacité de prise de greffe des cellules injectées chez un hote
donné, alors que le chimérisme refleéte 1’alloréactivité du systéme immunitaire du donneur.
Dans ce contexte, une plus grande disparit¢ HLA entre donneur et receveur pourrait
augmenter 1’alloreactivit¢ du greffon contre les cellules hématopoiétiques résiduelles de
I’hdte ce qui se traduirait par une capacité plus forte pour le greffon a maintenir parmi les
cellules circulantes, un chimérisme en sa faveur (ce qui est a différencier de la prise de
greffe). Stikvoort et al. retrouvent, dans leur étude sur le chimérisme apres greffe de moelle
osseuse ou de cellules souches périphériques pour pathologies non malignes, que la
persistance d’un chimérisme mixte est plus fréquente lorsque donneur et receveur sont
apparentés par comparaison aux volontaires non apparentés. Ils expliquent ces résultats par la
plus grande similarit¢ des Ag HLA mais aussi des Ag mineurs d’histocompatibilité entre
donneur/receveur qui pourrait se traduire par une moindre capacité des cellules transplantées

a induire une réaction immunitaire contre les cellules de 1’hote.

Une autre étude, sur le chimérisme apres double greffe de sang placentaire cette fois

(Verneris et al., 2012), permet également d’appuyer notre hypothése. En effet, chez ces
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patients, une seule unité prédomine a J100 chez presque 90% d’entre eux, conséquence de
I’effet appelé « graft versus graft » (effet allogénique d’un greffon contre 1’autre) mais dans
de rares cas, les patients présentent un chimérisme double c’est a dire la persistance des 2
unités placentaires avec une contribution hématopoiétique minimum de 5% pour chacune des
unités. Les auteurs précisent de plus, que les patients ayant regus 2 unités de sang placentaire
6/6°™ (entre elles et avec le receveur) avaient plus souvent un chimérisme double, moins de
GvHD aigue et plus de rechutes suggérant une plus faible alloreactivité¢ de ces greffons

compatibles.

Dans les greffes de moelle osseuse ou de CSP, 1’association trés forte entre le chimérisme et
le risque de rechute ét¢ bien documenté. Les enfants greffés pour leucémies aigues qui
présentent un chimérisme de plus en plus mixte avec le temps sont a haut risque de rechute
(Bader et al., 1998, 1997; Bader et al., 2004a; Bader et al.,2004b; Barrios et al., 2003). Dans
notre ¢tude, comme dans une autre ¢tude apres greffe de sang placentaire (Berglund et al.,
2012), nous ne mettons pas en évidence d’association significative entre le chimérisme et le
risque de rechute. Cela ne doit pas étre interprété comme une différence entre les greffes de
sang placentaire et les autres sources de cellules souches hématopoiétiques mais
probablement comme un manque de puissance de notre ¢étude qui inclut a la fois des
pathologies malignes et non malignes. Bien que 1’analyse de 1’association entre chimérisme
et rechute était restreinte aux enfants atteints de pathologies malignes, elle n’a été réalisée
que sur 69 enfants qui présentaient des pathologies différentes et un statut hématologique
variable au moment de la greffe. Par conséquence, il est raisonnable de considérer que la

relation entre chimérisme et rechute n’est pas interprétable dans cette étude.

En ce qui concerne I’'impact du chimérisme sur le devenir post greffe notre étude retrouve
une forte association avec la prise de greffe et la survenue de GvHD. Cette trés nette
corrélation entre la présence d’un chimérisme complet de type donneur et la survenue de
GvHD a déja été décrite de multiples fois, apres greffe de moelle osseuse ou de CSP (Mohty
et al., 2007; Nikolousis et al., 2013; Rupa-Matysek et al., 2011; Stikvoort et al., 2013;
Svenberg et al., 2009). Notre étude démontre que cette association est particulierement forte
apres greffe de sang placentaire. En effet, aucun des enfants n’ayant jamais présenté de cDC
ne vont developper de GvHD aigue sévere ou chronique. Notre technique de quantification
du chimérisme ayant un seuil de sensibilité de 0,1%, nous en déduisons qu’une hématopoiese

résiduelle bien que minime de type « receveur » protégerait de la survenue de GvHD. De
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plus, trés peu de patients ne présentant pas de ¢cDC durant le premier mois post greffe ne
développent de GVHD sévere par la suite. Le chimérisme précoce pourrait donc étre un outil

clinique précieux pour prédire la survenue ou pas de GvHD séveére.

En conclusion, notre étude a permis d’identifier 3 facteurs prédictifs du chimérisme post
greffe de cellules souches de sang placentaire non apparentée chez I’enfant : Le caractere
malin de la pathologie initiale, I’age avec comme facteur péjoratif un age a la greffe inferieur
a 2 ans et la compatibilit¢ HLA qui lorsqu’elle est moindre est associée a une probabilité
d’apparition d’un chimérisme complet au cours du temps plus importante. Bien que la
quantité cellulaire injectée ait un fort impact sur la reconstitution hématologique aprés greffe,
elle n’a aucune influence sur le chimérisme. Par contre, un chimérisme complet précoce de
type donneur s’avere tres utile pour prédire a la fois la prise de greffe mais aussi la survenue

de GvHD aigue et chronique.
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TABLEAUX ET FIGURES :

Tableau 1 : Caractéristiques des patients et des traitements :

Caractéristiques des patients (n=94)

Genre (Gargons/Filles) 53/41
Age a la greffe (années):
Moyenne + SEM 6.64 £0.48
Meédiane (IQR) 6.30 (2.16-9.85)
Diagnostic :
Pathologies Malignes / Non malignes 69/25
Sérologie CMV pré-greffe : +/- 39/55

Greffe de sang placentaire (n=94)
Conditionnement de greffe :
ICT versus no ICT 49/45
Compatibilité HLA donneur/receveur :
- 0 disparité (6/6) 12 (12.8%)
- 1 disparité (5/6) 42 (44.7%)
- 2 disparités (4/6) 40 (42.6%)
Cellules nucléées totales congelées (x10"/kg)
Moyenne + SEM 9.49 £0.75
Meédiane (IQR) 7.29 (5.11-11.21)
Cellules nucléées totales injectées (x107/kg)
Moyenne + SEM 7.39 £0.58
Meédiane (IQR) 5.78 (3.99-8.95)
CD34+ injectées (x10”/kg)
Moyenne + SEM 24+0.2
Meédiane (IQR) 1.7 (1.0-2.9)
CD45+ injectées (x107/kg)
Moyenne + SEM 420+ 0.34
Meédiane (IQR) 3.36 (2.29-4.80)
CD3+ injectées (x10°/kg)
Moyenne + SEM 11.33 +£1.07
Meédiane (IQR) 8.22 (6.08-13.10)

Devenir post greffe

GvHDa grade > 2 24/94 (25.5%)
GvHDa grade >3 8/94 (8.5%)
GvHDc * 10/86 (11.6%)
Rejet de greffe / Reconstitution autologue 11/94 (11.7%)
Rechutes (pathologies malignes) ** 19/69 (27.5%)
Décés iatrogénes :
Incidence cumulée a J100 5% £+ 2%
Incidence cumulée a 5 ans 15% + 4%
Survie globale a 5 ans 68% + 5%

ICT : Irradiation Corporelle Totale

GvVHD : Graft versus Host Disease (maladie du greffon contre 1’hote)
*: Sur les 86 patients vivants évaluables a J100

**. Sur 69 patients greffés pour pathologie maligne




Tableau 2: Facteurs prédictifs de la survenue d’un chimérisme complet : analyse multivariée

FACTEURS PREDICTIFS Chimérisme atteint
Chimérisme >99,9% donneur | Chimérisme >99% donneur
(cDC) (n-cDC)
Hazard ratio p value Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnostic :
Pathologie Malignes vs Non malignes* 2.41 (1.11-5.26) 0.03 2.94 (1.67-5.17) | 1.8x10™
Age a la greffe :
1" quartile* (age < 2.16 ans) vs les autres 429 (1.64-11.21) | 2.9x107 | 2.34(1.30-4.21) | 4.5x 107
ICT vs pas ICT* 1.20 (0.69-2.07) 0.52 0.73 (0.49-1.09) 0.12
Compatibilit¢ HLA donneur/receveur :
Compatibilité 4/6 vs 5-6/6 * 2.18 (1.38-3.44) | 8.7x10™ | 1.47(1.04-2.07) 0.03
CD34+ injectées ** 1.09 (0.97-1.24) 0.15 1.05 (0.97-1.14) 0.24

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD34+ cell dose

ICT : Irradiation Corporelle Totale

Tableau 3: Facteurs prédictifs de la reconstitution hématologique post greffe : analyse

multivariée

FACTEURS PREDICTIFS Type de reconstitution
PNN > 0.5 giga/l Plaquettes > 50 giga/l
Hazard ratio p value Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)

Diagnostic :
Pathologie Malignes vs Non malignes* 1.96 (1.01-3.80) 0.05 1.25 (0.58-2.68) 0.57
Age a la greffe :
1 quartile* (age < 2.16 ans) vs les autres 0.74 (0.37-1.47) 0.39 0.91 (0.42-1.98) 0.81
ICT vs pas ICT* 0.70 (0.40-1.21) 0.20 1.16 (0.63-2.12) 0.64
Compatibilit¢ HLA donneur/receveur :
Compatibilité 4/6 vs 5-6/6 * 0.73 (0.50-1.06) 0.10 0.66 (0.41-1.09) 0.10
CD34+ injectées ** 1.13 (1.02-1.25) 0.02 1.12 (1-1.26) 0.04

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD34" cell dose

ICT : Irradiation Corporelle Totale
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Tableau 4 : Influence de la survenue d’un chimérisme complet de type donneur ( > 99.9%

donneur) sur le devenir post greffe :

DEVENIR POST GREFFE Survenue d’un chimérisme >99.9% Survenue d’un chimérisme >99.9%
donneur au cours du temps donneur dans le 1 mois post greffe
Oui (n=58) vs non (n=36) | p value | Oui (n=37) vs non (n=57) | p value
Rejet de greffe/ 0 (0%) /11 (30.6%) <1x10” 0 (0%) /11 (19.3%) 3x 107
Reconstitution autologue
GvHD aigue grade > 2 22 (37.9%) / 2 (5.6%) <1x107 17 (45.9%) / 7 (12.3%) <1x10°
GvHD aigue grade > 3 8 (13.8%) /0 (0%) 0.02 7 (18.9%) /1 (1.8%) 6x10”
GvHD chronique* 10 (64%) / 0 (0%) 0.01 7 (20.6%) /3 (5.8%) 0.05
Rechute** 13 (26%) / 6 (31.6%) 0.64 7 (20.6%) / 12 (34.3%) 0.20
Déces iatrogénes 9 (15.5%) /5 (13.9%) 0.83 7 (18.9%) /7 (12.3%) 0.38
Mortalité globale 19 (32.8%) / 11 (30.6%) 0.82 12 (32.4%) / 18 (31.6%) 0.93

*: Sur les 86 patients vivants a J100 évaluables

**. Sur 69 patients greffés pour pathologie maligne
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Figure 1 : Incidence cumulative pour la survenue d’un chimérisme complet de type donneur
au cours du temps, en tenant compte des 2 risques compétitifs (Déces iatrogeéne et rechute):
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Figure 2 : Facteurs prédictifs pour la survenue d’un chimérisme > 99.9% donneur (cDC)
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B : Influence de la compatibilité HLA donneur/receveur (4/6™ vs 5-6/6°™)
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Figure 3 : Influence du chimérisme précoce sur la reconstitution hématologique :

A : Incidence cumulative de la reconstitution myé¢loide (PNN> 0.5 giga/l) en fonction de la
survenue ou pas d’un chimérisme > 99.9% donneur au cours du 1 mois post greffe
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B : Incidence cumulative de la reconstitution myéloide (PNN> 0.5 giga/l) en fonction de la
survenue ou pas d’un chimérisme > 99% donneur au cours du 1¥ mois post greffe
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FICHIERS SUPPLEMENTAIRES

Tableaux 2 bis: Facteurs prédictifs de la survenue d’un chimérisme complet : analyse

multivariée

FACTEURS PREDICTIFS Chimérisme atteint

Chimérisme >99,9% donneur | Chimérisme >99% donneur

(cDC) (n-cDC)
Hazard ratio p value Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)

Diagnostic :
Pathologie Malignes vs Non malignes* 2.31(1.01-5.30) 0.05 2.54 (1.50-4.30) | 5.1x10™
Age a la greffe :
1" quartile* (age < 2.16 ans) vs les autres 3.99 (1.50-10.6) | 5.5x10° | 1.64 (0.88-3.03) 0.12
ICT vs pas ICT* 1.18 (0.68-2.06) 0.56 0.76 (0.51-1.13) 0.17
Compatibilit¢ HLA donneur/receveur :
Compatibilité 4/6 vs 5-6/6 * 2.17 (1.39-3.39) | 7.1x10™ | 1.42 (1.01-2.00) 0.05
Cellules nucléées totales injectées ** 1.02 (0.96-1.08) 0.57 0.97 (0.92-1.02) 0.23

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10 total nucleated cell dose

ICT : Irradiation Corporelle Totale

Tableau 2ter: Facteurs prédictifs de la survenue d’un chimérisme complet : analyse

multivariée

FACTEURS PREDICTIFS Chimérisme atteint

Chimérisme >99,9% donneur Chimérisme >99% donneur

(cDC) (n-cDC)
Hazard ratio p value Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)

Diagnostic :
Pathologie Malignes vs Non malignes* 2.20 (0.98-4.94) 0.06 2.53 (1.50-4.26) 5x 10"
Age a la greffe :
1" quartile* (age < 2.16 ans) vs les autres 3.53 (1.46-8.53) 5x 107 | 1.61(0.88-2.96) 0.12
ICT vs pas ICT* 1.19 (0.69-2.08) 0.53 0.76 (0.52-1.12) 0.17
Compatibilit¢ HLA donneur/receveur :
Compatibilité 4/6 vs 5-6/6 * 2.15(1.37-3.36) | 8.7x10™ | 1.47 (1.05-2.05) 0.03
Cellules CD3+ injectées ** 1 (0.97-1.03) 0.93 0.98 (0.95-1.01) 0.14

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD3+ T cell dose

ICT : Irradiation Corporelle Totale
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Table 3 bis: Facteurs prédictifs de la reconstitution hématologique post greffe : analyse

multivariée
FACTEURS PREDICTIFS Type de reconstitution
PNN > 0.5 giga/l Plaquettes > 50 giga/l
Hazard ratio p value Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnostic :
Pathologie Malignes vs Non malignes* 1.71 (0.93-3.16) 0.09 1.05 (0.50-2.20) 0.90
Age a la greffe :
1" quartile* (age < 2.16 ans) vs les autres 1.08 (0.56-2.08) 0.82 1.02 (0.45-2.31) 0.97
ICT vs pas ICT* 0.78 (0.44-1.37) 0.38 1.27 (0.66-2.45) 0.48
Compatibilit¢ HLA donneur/receveur :
Compatibilité 4/6 vs 5-6/6 * 0.83 (0.57-1.22) 0.34 0.68 (0.42-1.10) 0.12
CNT injectées ** 1.14 (1.09-1.18) | 2.8 x10™° | 1.07 (0.99-1.14) 0.09

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10 total nucleated cell dose

ICT : Irradiation Corporelle Totale
CNT : Cellules Nucléés Totales

Table 3ter: Facteurs prédictifs de la reconstitution hématologique post greffe : analyse

multivariée
FACTEURS PREDICTIFS Type de reconstitution
PNN > 0.5 giga/l Plaquettes > 50 giga/l
Hazard ratio p value | Hazard ratio p value
(95%CI) (95%CI)
Diagnostic :
Pathologie Malignes vs Non malignes* 1.69 (0.90-3.15) | 0.10 1.07 (0.50-2.29) | 0.86
Age a la greffe :
1" quartile* (age < 2.16 ans) vs les autres 0.96 (0.46-2.01) | 0.91 1.04 (0.46-2.38) | 0.92
ICT vs pas ICT* 0.75 (0.43-1.32) | 0.32 1.27 (0.66-2.45) | 0.47
Compatibilit¢ HLA donneur/receveur :
Compatibilité 4/6 vs 5-6/6 * 0.69 (0.48-1.00) | 0.05 0.62 (0.39-0.99) | 0.05
CD3+ injectées ** 1.05 (1.02-1.08) | 5.9x10™ | 1.04 (1.00-1.01) | 0.04

* . reference group for odd ratio estimation

*#* : odd ratio are given for each additional 1 x 10° CD3+ T cell dose

ICT : Irradiation Corporelle Totale
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Table 4 bis : Influence de la survenue d’un chimérisme quasi-complet de type donneur (>
99% donneur) sur le devenir post greffe :

DEVENIR POST GREFFE | Survenue d’un chimérisme >99% Survenue d’un chimérisme >99%
donneur au cours du temps donneur dans le 1 mois post greffe
Oui (n=74) vs non p value Oui (n=59) vs non p value
(n=20) (n=35)

Rejet de greffe/ 1(1.4%)/10(50%) | <1x10° | 1(1.7%)/10(28.6%) |<1x10”

Reconstitution autologue

GvHD aigue grade > 2 22 (29.7%) /2 (10%) | 0.07 18 (30.5%) /6 (17.1%) | 0.15

GvHD aigue grade > 3 8 (10.8%) / 0 (0%) 0.20 7(11.9%) /1 (2.9%) 0.25

GvHD chronique* 10 (14.1%) /0 (0%) | 0.20 8 (14.3%) /2 (6.7%) 0.48

Rechute** 17 (27.9%) /2 (25%) | 1 14 (26.9%) /5 (29.4%) | 1

Déces iatrogéne 10 (13.5%) /4 (20%) | 0.49 10 (16.9%) /4 (11.4%) | 0.47

Mortalité globale 24 (32.4%) /6 (30%) | 0.84 21 (35.6%) /9 (25.7%) | 0.32

*: Sur les 86 patients vivants a J100 évaluables

**. Sur 69 patients greffés pour pathologie maligne
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ABREVIATIONS:

BM : Bone marrow (moelle osseuse)

CB : Cord Blood (sang de cordon)

CGD : Granulomatose septique chronique

CMV : Cytomégalovirus

CNT : Cellules Nucléées Totales

CSA : Ciclosporine

CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques

CTC : Corticoides

DFS : Disease Free Survival = Survie sans maladie
EBV : Epstein Barr Virus

EFS : Event Free Survival = Survie globale

GVL : Graft versus Leukemia

HLA : Human Leucocyte Antigen

MO : Moelle osseuse

MTX : Methotrexate

SCID : Déficit immunitaire combiné sévere

TRM : Transplant related mortality = Mortalité li¢e a la greffe
USP : unité de sang placentaire

UCB : unrelated cord blood (sans de cordon non apparent¢)
UBMT : Unrelated Bone Marrow Transplantation
UCBT : Unrelated Cord Blood Transplantation
USP : Unité de Sang Placentaire

WAS : Wiscott Aldrich Syndrome
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RESUME:

L’objectif de ce travail était de décrire la probabilit¢ de survenue d’un chimérisme complet
de type donneur (cDC, >99,9% donneur) apres greffe non apparentée de cellules souches de
sang placentaire chez I’enfant, d’en identifier les facteurs prédictifs ainsi que son impact sur

le devenir post greffe.

94 enfants greffés par une unité de sang placentaire aprés préparation myeloablative, ont été
inclus dans notre étude. Le chimérisme, quantifi¢ sur sang périphérique selon la technique
TAQMAN (sensibilité¢ de 0,1%), a été recueilli de manicre séquentielle une période de 3 ans
post greffe. L’incidence cumulative de survenue d’un chimérisme >99,9% donneur a 1 an est
de 61,8%. Lors de I’analyse multivariée, 3 facteurs prédictifs ont été mis en évidence : Le
caractére malin de la pathologie initiale (p=0,03), I’age avec comme facteur péjoratif un age a
la greffe inférieur & 2,16 ans (correspondant au 1 quartile de notre étude, p=2,9.107) et la
compatibilitt HLA entre donneur et receveur (p=8,7.10*), qui lorsqu’elle est moindre est
associée a une probabilité plus importante d’apparition d’un chimérisme complet au cours du
temps. Bien que la quantité¢ cellulaire injectée ait un fort impact sur la reconstitution

hématologique, elle ne semble pas influencer le chimérisme apres greffe.

Concernant le devenir post greffe, ’apparition d’un chimérisme complet précoce (c’est a dire
un chimérisme >99,9% donneur dans le premier mois qui suit la greffe) apparait prédictif de
la prise de greffe (p=<1.10) mais aussi de la survenue de la maladie du greffon contre I’hdte
(GVHD pour Graft versus Host Disease) a la fois aigue et chronique. Aucune GvHD aigue
sévere ou chronique n’a été retrouvée chez les patients n’ayant jamais développé de
chimérisme complet ce qui suggeére qu’une hématopoiese résiduelle méme minime de type

« receveur » protégerait de la survenue de GVHD apres greffe de sang placentaire.
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