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MTX: méthotrexate

MNP: manifestation neuropsychiatriques
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Introduction

Dés leur découverte au début du ®KXsiécle, les cellules souches hématopoiétiques ont
suscité un tres vif intérét de la part de la communauté scientifique. Leur capacité de
différenciation et d’autorenouvellement, totalement inédite, en ont rapidement fait les cellules
de tous les espoirs.

De trés nombreuses équipes en Europe et aux Etats Unis ont travaillé sur la caractérisation, la
localisation et [l'utilisation des CSH, mettant ainsi en lumiére d’'immenses perspectives
thérapeutiques. Grace aux progres de I'immunologie, la greffe de moelle osseuse, puis la
greffe de CSH s’est imposée comme un traitement trés efficace, en complément de la
chimiothérapie, dans le cas des hémopathies malignes et non malignes ainsi que pour les

déficits immunitaires, les aplasies médullaires ...

Ce travalil consiste en un tour d’horizon des connaissances acquises au fil des années au sujet
des CSH.

Nous allons rappeler dans une premiére partie ce que sont les cellules souches puis, plus
précisément, les rbles et les localisations des CSH.

Dans une seconde partie, nous aborderons les goff€SH en développant les différents
types de greffe ainsi que les indications. Nous verrons également les aspects immunologiques
des greffes de CSH ainsi que leurs complications. Enfin, nous verrons en détails le protocole,
du choix du donneur jusqu’au recouvrement de 'immunité par le receveur et son suivi aprés

la greffe.

Dans la troisieme partie, nous nous intéresseronsbangues de sang de cordon et a leur
statut en France, en Europe et dans le monde. Pour terminer, nous verrons le réle que le

pharmacien d’'officine peut jouer vis-a-vis des greffes de CSH.
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PARTIE 1

Geénéralités sur les cellules souches
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A. Définitions

A.1l. Lescellules souche

Deux capacités essentielles définisses cellules souches permettent de ledistinguer des
autres cellules. (cf. figure 1)

* La capacité dedifférenciation: dans certaines conditions phiologiques ou
expérimentales, lesellules souches sont capablele se différencier en cellu
spécialisées.

e La capacité diutorenouvellemen: les cellules souches sont cellules non

spécidisées qui se renouvellepar division cellulairgpendant de longues pérics.

(1;2)

Cellule souche

Division cellulaire
donnant 2 cellules
filles

Cellule fille ze
differenciant
Cellule
totalement
differenciée

Figure 1 : Capacité d’'une cellule souch¢?)

Cellule fille
restant une
cellule souche

17



A.2. Classification des cellules souches

En ce qui concerne les cellules souches, on en distingue plusieurs types en fonction de leur

capacité de différenciation : (cf. figure 2)

> Les cellules souches totipotentese sont des cellules souches capables de former tous

les types cellulaires et de ce fait peuvent former un organisme entier multicellulaire. Ce sont
des cellules qui se retrouvent dans les ovocytes fécondés jusqu’au quatrieme jour (stade

morula de 2 a 8 cellules).

> Les cellules souches pluripotentekes CS pluripotentes peuvent conduire, par

différenciation, a 'ensemble des tissus issus des trois feuillets embryonnaires (endoderme,
mésoderme et ectoderme) mais ne permettent pas de conduire aux annexes embryonnaires.
vivo, on trouve différents types de CS pluripotentes selon I'age de l'organisme ou de
I'individu. Par exemple, chez 'embryon de 5-7 jours, les CS pluripotentes correspondent aux
cellules de I'épiblaste, localisées au cceur de la masse cellulaire interne du blastocyste (jours

5% a 7% apres fécondation chez 'Homme) et sont appelées cellules souches embryonnaires.

> Les cellules souches multipotentedes CS multipotentes ont un potentiel de

différenciation plus réduit que les CS pluripotentes mais sont tout de méme capables de
conduire & au moins quatre types cellulaires tout en étant déja engagées dans un programme
de différenciation tissulaire spécifique. Ces cellules sont présentes chez le #odus (
semaines) ainsi que chez l'adulte.

Parmi les CS multipotentes, on trouve par exemple les CS hématopoiétiques qui peuvent
conduire aux difféerentes cellules du sang (globules rouges, plaguettes, granulocytes,
lymphocytes T ou B, monocytes), les cellules de la créte neurale qui peuvent notamment se
différencier en mélanocytes, en neurones et en cellules gliales du systéme nerveux
périphérique, les CSM qui peuvent conduire a des adipocytes, des ostéoblastes, des

chondrocytes, des cellules musculaires lisses ainsi qu’a des cellules endothéliales.

18



> Les cellules souchemipotente : les CS unipotentes ne peuvent conduire qu’seul

type cellulaire. Les myoblastes myosatellites, les adipob, les cellules chondrogéniqu

du périchondre et les cales ostéogéniques du périodes cellules de I'épithélium basal

la muqueuse gastiiotestinale ainsi que certains progéniteneuronauxsont des C:!

unipotentes.
(3:4,5)

Embryon
d'1 cellule

Cellule souche
primitive

Totipoterdes

CELLULES SOUCHES

Embryon
de 5.7 jours

Cellule souche
embryonnaire

Fluripotentes

Embryon
de 6§ semaines

Cellules souches
issues de tissus
foetaux

Piunpotentes ou
fiuitipotentes

Cellules souches
adultes

Cellules souches
de sang de cordon

Piunpotentes ou
Muitipotentes

Figure 2 : Caractéristigues des cellules souch en fonction du stade de la vi. (5)
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Un autre type de classification des cellules souches se base sur leur localisation physiologique
et le stade de développement de l'individu. On peut ainsi identifier 3 grands types de cellules
souches. (1)

> Les cellules souches embryonnaif€Se) : ce sont des cellules pluripotentes situées

dans la masse cellulaire interne de I'ovocyte fécondé au stade blastocyste 16-40 cellules (entre
5 a 7 jours de développement chez I'homme). Méme si, a I'’heure actuelle, on ne peut, pour
des raisons éthiques et scientifiques, envisager d'utiliser ces cellules en clinique, elles
représentent un modele essentiel et unique dans I'étude de la médecine régénératrice et un
grand espoir pour de futures thérapies cellulaires. Les CSe utilisées en recherche sont extraites
d’'ovocytes fécondés lors de FIV lorsqu’ils ne sont pas de qualité suffisante pour étre
réimplanté ou bien s’ils ne font plus I'objet d'un projet parental. L'obtention de CSe, via la
creation d’embryon par clonage thérapeutique ou par FIV, avec pour seul objectif la

recherche, est interdite a I'heure actuelle en France. (6)

> Les cellules souches feetal@Sf) : ces cellules, multipotentes, se retrouvent dans les

tissus foetaux a des stades plus avancés-§ semaines). Les CSf sont de deux types:
somatiques et germinales.

0 Les CSf germinales formeront les gametes, spermatozoides et ovocytes pour I'Humain.
Elles seront le point de départ de tout embryon et elles permettent de transmettre au
cours de la reproduction sexuée les mutations génétiques qu'elles pourront acquérir.

0 Les CSf somatiqudsrmeront toutes les autres cellules de I'organisme, a I'exception
donc des gamétes. Elles représentent I'immense majorité des cellules constituant un

individu et ne seront impliquées dans aucune transmission d’information génétique.

> Les cellules souches adult@g3Sa) : ces cellules se retrouvent dans les tissus adultes

humains ou elles participent au maintien d’'un organe ou d'un tissu dans un état
physiologique. Cela se fait grace a leur capacité d’'une part a se multiplier a I'identique (afin
de renouveler les cellules sans épuiser le réservoir de cellules souches) et d’autre part a se
différencier pour acquérir les caractéristiques du tissu a réparer. Des CS répondant a cette
définition et donc considérées comme CSa, ont été identifiées avec certitude. Elles sont
multipotentes.

- Ce sontles CSH et les CSM
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B. Les cellules souches adultes

Il existe deux types de cellules souches adultes : les CSM et les CSH.

B.1. Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont des cellules souches tissulaires, adultes,
multipotentes a l'origine des lignages ostéoblastiques, chondroblastiques, adipocytaires,

stromales et tendinoblastiques. De facon plus contestée, elles donneraient également
naissance aux cellules musculaires striées squelettiques et cardiaques voire a des cellules

d'origine non mésodermique, tels les hépatocytes ou les cellules neurales. (cf. figure 3)

Cellules Souches
Mésenchymateuses

Expansion

Preadipocyte Stromale Teénoblaste Myoblaste

ation
i

Figure 3 : Mésengenésé€r)
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Elles se nichent principalement dans la moelle osseuse mais on peut également les retrouver
en trés faible proportion dans le tissu adipeux, le tissu osseux, le sang placentaire et le liquide
amniotique. (4)

De plus, il a été démontré que les CSM peuvent circuler dans le sang périphérique et méme
gue leur nombre augmente aprés une fracture osseuse et chez les patients atteints de cancer.
(cf. figure 4)

Cela suggére que la MO sert de réservoir pour les CSM qui seraient capables d'étre
mobilisées et acheminées par voie sanguine vers les zones |ésées pour participer a la

réparation tissulaire. (8)

Innervation

0Os spongieux

MAPC +
descendance

Progéniteurs
tissulaires
circulants

Vascularisation

Cellules souches
hématopoiétiques

Périoste
+ descendance

Cellules souches mésenchymateuses + descendance

Figure 4 : Localisation et mouvement des CSM et CSH dans I'0f9)

MAPC : Multipotent Adult Progenitor cells (cellule progénitrice multipotente adulte)
On observe les amas de CSH et de CSM au niveau de I'0os spongieux. Les vaisseaux sanguins

forment un réseau autour des cellules souches afin de permettre leur passage dans la

circulation.
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Bien que les CSM et CSH présentent de nombreuses similitudes et une certaine
complémentarité, ce sont deux types cellulaires completement distincts. Pour preuve de leur
identité propre, les CSM possédent un ensemble de marqueurs de surface qui les caractérise et
qui permettent leur isolement. Ces cellules sont :

CD34-, CD45-, HLA-DR-, CD80-, CD86-, CD40-, CD31-, CD44+, CD106+, CD49e+,
CMHI+, CD90+, SH2+, SH3+, Strol+

(32)

Il est important de s’intéresser ici aux CSM car elles ont un réle important de soutien de

I'hématopoiése et des propriétés immunosuppressives et peu immunogenes.

» Les CSM produisent de fagon constitutive ou inductible de nombreuses interleukines
et facteurs de croissance de I'nématopoiése, ainsi que des facteurs chemo-attractants
pour les cellules souches hématopoiétiques. Leur role est essentiel dans la régulation,

la production et donc le soutien du tissu hématopoiétique.

 Les CSM modulent les réactions immunitaire et n’'induisent pas de prolifération
lymphocytaire T mais sont capables d'inhiber une MLR (Mixed Lymphocyte
Reaction) et d'induire une tolérance. Les antigenes HLA de classe | s’expriment
faiblement et les antigenes de classe Il ainsi que certaines molécules de co-
stimulation et le Fas ligand ne sont pas exprimés du tout. Enfin il existe
vraisemblablement un facteur inhibiteur soluble produit par les CSM responsable en

partie de l'induction d'une tolérance.

Grace a ces deux propriétés, les CSM sont utilisables dans les greffes de CSH autologues et
allogéniques. En clinique, les CSM combinées a une greffe de CSH réduisent la durée
d'aplasie post-greffe en accélérant la reconstitution hématopoiétique. Cela permet également
de réduire le risque d'échec de greffe et de réaction aigué du greffon contre I'h6te dans les
allogreffes. En pratique, cela correspond a la greffe de la MO dans son intégralité.

(cf. figureb)

(10)
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Figure 5 : Mécanismes d'action et role des CSM lors d’'une greffe de CSH.0)

DC : dentritic cell / cellules dendritiques
MSC : mesenchymal stem cells / cellules souches mésenchymateuses
HSC : hematopoietic stem cells / cellules souches hématopoiétiques

GvVHD : graft-versus-host disease / maladie du greffon contre I'hbte

D’autre par, le caractére multipotent des CSM ouvre la voie au domaine de la réparation
tissulaire, en orthopédie pour la reconstruction osseuse et cartilagineuse, en chirurgie
plastique reconstructive pour le tissu adipocytaire, en cardiologie pour la réparation du tissu
musculaire myocardique aprés un infarctus, en neurologie pour la réparation de tissu cérébral
aprés une ischémie ceérébrale. Les modéles murins ont montré la faisabilité¢ de ces
applications. Il est également concevable que les CSM allogénigues peuvent aider a la
reconstruction d'un microenvironnement défectueux.

De leurs propriétés multipotentes dérive une nouvelle technique : I'ingénierie cellulaire et
tissulaire, qui consiste a utiliser les CSM isolées de moelle osseuse, de tissus adipeux ou de
cordon ombilical comme produits thérapeutiques pour la médecine régénératrice. Cette
nouvelle technigue est en cours de développement.

Enfin, de nombreuses étudesvitro etin vivo dans des modeles animaux ont montré que les
CSM peuvent étre utilisés comme cellules vectrices d’'un transgene d'intérét thérapeutique. De
ce fait, il est probable que dans les années a venir, l'usage thérapeutigue des CSM, non
seulement en hématologie mais aussi dans les autres disciplines médicales, puisse s'étendre de
facon extraordinaire. (4;7;8;10;11;12;13)
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B.2. Les cellules souches hématopoiétiqgues.

B.2.1. Historigue des découvertes intéressai3tds})

1908 : Le scientifique russé@lexander Maksimoy1874-1928) propose pour la premiere fois
lors du congres de la societé hématologique de Berlin le terme de « cellules souches ». Il émet

I’hypothese de I'existence de cellules souches hématopoiétiques.

1958 :le Dr Jean Dausset découvre le complexe majeur d'histocompatibilité et décrit pour la

premiére fois le systeme HLA.

1959 : Premiers essais cliniques qui démontrent la faisabilité d’'une prise de greffe de moelle
osseuse allogénique. D’abord en France par le Dr Georges Mathé puis aux Etats-Unis par le
Dr Edward Donnall Thomas

1961 :Le Dr Ernest McCulloch et |®r James Tillconfirment I'existence de cellules souches
hématopoiétiques. En 1963, ils mettent en évidence des cellules auto-renouvelables dans la

moelle osseuse de souris.

1968 : Premiere guérison du syndrome dimmunodéficience sévere grace a une greffe de

moelle osseuse allogénique entre deux fréres réalisée par le Dr Robert Good.

1974 : Des cellules souches hématopoiétiques sont découvertes dans le sang du cordon
ombilical. (15)

1970-1980 Mise au point et optimisation des techniques de conservation par congélation des
CSH grace aux progres de la cryobiologie.

En 1978, les premiéres greffes de moelle cryoconservée effectuées paFtederick R.
Appelbaundans le traitement de lymphomes sont de réels succes. (14)

En 1979 est réalisée la premiére greffe non HLA identique a Seattle.

En 1987, la premiére greffe de cellules souches du sang de cordon a été effectuée par le Pr
Eliane Gluckman chez un enfant atteint d'une maladie de Fanconi, avec comme résultat une

reconstitution compléte de son hématopoiése.

198041990 : Durant cette décennie, le concept de greffe de moelle osseuse évolue pour

devenir greffe de cellules souches hématopoiétiques. En 1984, la découverte de I'antigéne
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CD34 a la surface des CSH permet de mieux contréler la qualité des greffons prélevés. Les
nouvelles sources de CSH que représentent le sang périphérique et le sang de cordon
ombilical sont de plus en plus étudiées et utilisées. Elles permettent de développer les greffes

de CSH sanguines et améliorent la rapidité et la qualité de la reconstitution hématologique.

1993-1994 Premieres greffes de sang placentaires non apparentés réalidéd3rpiranne
Kurtzberg et le Dr John Wagner

2000 : Début des débats sur la plasticité des CSHDLd&va Mezey publie des données
expérimentales montrant la migration au niveau du cerveau de CSH médullaires greffées et
exprimant des caractéristiqgues spécifiques de neurones. D’autres études montrent la capacité
des CSH a se différencier en cellules hépatiques, cutanées, rénales, musculaires, pulmonaires

et pancréatiques. Ces débats sont toujours d’actualité. (3)

2001 :1erelignées de cellules souches embryonnaires murines obtenues a partir d’'un transfert

nudéaire (« clonage thérapeutique »).

2003: Le Dr. Songtao Shi découvre une nouvelle source de cellules souches adultes dans les

dents de lait d’enfants.

2004-2005 Imposture du généticien sud-coréen Hwang Woo-Suk. Aprés avoir annonce le
premier cas de clonage a partir d'oocytes humains non-fécondeés, il se rétracte et finit par
avouer I'imposture. Les enquétes ultérieures montreront qu’'il s’agissait d’'un phénomeéne de

parthénogénése et non de clonage.

2006: Obtention de cellules pluripotentes a partir de cellules somatiques chez la souris : les
cellules souches pluripotentes induites (iPS).

Les iPS sont des cellules qui possedent les caractéres des cellules souches embryonnaires et
qui sont obtenues a partir de cellules adultes via un transfert de géenes. Elles sont tres utilisées
par les chercheurs puisqu’elles permettent de s’affranchir des limitations bioéthiques liees a

I'utilisation des cellules souches embryonnaires.

2007: Obtention d’iPS chez I'homme.
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Figure 6 : Grandes dates de la recherche sur les C¢. (16)

HLA : Human leukocyte antigerantigeénes des leucocytes hum

BMT :Bone marrow transplantation / greffe de moelle os:
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B.2.2. Origines des cellules souches hématopoiétiques

On sait aujourd’hui qu'il existe une cellule uniqgue a l'origine des cellules souches
hématopoiétiques et endothéliales : 'lhémangioblaste.

L'hémangioblaste est a l'origine de toute I'hématopoiese mais aussi a l'origine de
I'endothélium vasculaire, ce qui fait de lui le précurseur direct des CSH et CSM. (cf. figure 7)
C’est au cours de la troisieme semaine de vie embryonnaire dans le sac vitellin que vont se
former les hémangioblastes, dérivant directement des cellules du mésoderme embryonnaire.
lIs vont maturer et augmenter en nombre pour devenir des CSH et CSM tels que nous les

connaissons. (17;18)

Cellule-souche Cellules-souches

hémartopoiétique hymphocytaires
pluripotenticlle

Cellule- Ligmées
@- —*;f}h BHP souche @ de cellules
sanguine SAnguines

8 ihl::.tte Hénmgu:uhlul:

Angiohilaste  Cellule endothelizle

Figure 7 : Origine et destinée des hémangioblastés8)

B.2.2.1. Moelle osseuse

La moelle osseuse a été la premiére source de CSH découverte et utilisée pour les greffes
allogéniques et autogéniques depuis les années 1970. Elle est prélevée le plus souvent au
niveau des crétes iliagues ou quelques fois au niveau du sternum. Dans la moelle osseuse,
environ 1 cellule sur 100 000 est une CSH. Il est possible de prélever entre 600mL et 1L de
moelle osseuse en fonction du poids du donneur (maximum 10-20mL/kg de poids corporel du
donneur avec 2-3x®aellules nucléés/ kg). Le plus souvent, la quantité de CSH isolées est
suffisante pour permettre la greffe et, I'expérience et le recul accumulé sur cette technique

depuis 4 décennies, donnent une marge de sécurité importante dans l'utilisation des CSH
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issues de la moelle osseuse. L’'inconvénient principal de cette méthode est le recueil de
moelle osseuse qui est douloureux et nécessite une anesthésie générale du donneur. De plus,
le greffon ainsi obtenu contient relativement peu de lymphocytes T ce qui réduit I'incidence
des GvH mais augmente le temps de prise de la greffe et le risque de rejet. Ceci explique que
son utilisation a tendance a stagner depuis ces dernieres années. (cf. figure 8 et 24)

La moelle osseuse est la seule source de CSH |également utilisable pour les (Rin&R0s.
(17;19;21,;22)

B.2.2.2. Sang circulant

Le sang périphérique renferme des CSH appelées cellules souches périphériqgues (CSP) mais
en quantité trés insuffisante pour étre utilisées telles quelles en thérapeutique. Ces dix
dernieres années, les chercheurs ont montré qu’il était possible d’augmenter le nombre de
CSP dans le sang circulant en mobilisant les CSH de la moelle osseuse pour les faire migrer
vers la circulation sanguine. Cela est rendu possible par I'injection de facteurs de croissance
hématopoiétiques tels que, en Fralec&-CSF (granulocyte colony stimlating factor ; éaat

de croissance de la lignée blanche) (Neupogen®, Granocyte®, Neulasta®). L'injection se fait
guelques jours avant la récolte des cellules et permet de recueillir jusqu'a 2 fois plus de CSP
gue dans la moelle osseuse. Cette source était essentiellement utilisée pour des greffes
autogéniques, mais depuis quelgues années, elles s'utilisent également pour des greffes
allogéniques avec une mobilisation par le facteur de croissance seul.

L’intérét a prélever des CSP est lié au fait que I'on évite une anesthésie générale et que I'on
peut recueillir un plus grand nombre de progéniteurs hématopoiétiques.

Un gros inconvénient de cette source est que le greffon contient beaucoup de lymphocytes T
ce qui augmente l'incidence et la sévérité de la réaction GvH chroniques (graft versus host).
Parallelement, reconstitution hématologique et immunitaire plus rapide ce qui réduit le temps
de prise de la greffe et le nombre de rejet. C'est a I'heure actuelle la source de CSH la plus
utilisée en France. (cf. figure 8 et 24)

(19;17;21,;22)
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B.2.2.3. Sang de cordon ombilical

Les CSH dans le sang de cordon ont été mises en évidence en 1974 par Knutzon. (23)

Les CSH s’y retrouvent en proportion trés importante mais il n’est possible de prélever que
des volumes assez faibles, de I'ordre de 80 a 200mL. Ce prélevement ne peut se faire qu’apres
information et autorisation de la mére. La ponction du sang de cordon est réalisée tres
facilement en salle d’accouchement sur le cordon ombilical clampé apreés I'expulsion du bébé.
Cette technique est rapide, indolore et sans contrainte pour le donneur. Ces CSH issues du
sang de cordon sont utilisées essentiellement pour des greffes allogéniques non apparentées
et, dans de trés rares cas, pour des greffes familiales (frere ou soceur du malade). Ces greffes
sont réalisables grace aux banques de sang de cordon qui cryoconservent les CSH une fois les
typages immunologiques réalisés.

Le grand avantage de cette voie de recueil est que le sang de cordon est un greffon
globalement plus tolérant qu’'un greffon de moelle osseuse qui serait prélevé chez un enfant
ou chez un adulte. Cela permet de transfuser des greffons de sang de cordon qui ne sont pas
totalement HLA identiques au patient malade. C’est un grand avantage puisqu’il sera possible
de greffer des patients qui n'ont pas de donneurs HLA compatible, ni dans leur fratrie, ni sur
les différents registres de volontaires pour le don de CSH.

En revanche, une caractéristique essentielle de ce type de transplantation est que les greffons
comportent moins de CSH que pour les autres sources rendant parfois impossible la
transplantation a un adulte. C’est pourquoi cette possibilité thérapeutique a été initialement
utilisée en pédiatrie chez des enfants, puisque les quantités de CSH nécessaire pour greffer un
enfant de 10 kilos est 5 fois inférieure a la quantité de cellules nécessaire pour greffer un
grand enfant de 50 kilos.

Les cellules souches de sang de cordon sont plus immatures et pauvres en lymphocytes T
réduisant ainsi I'incidence et la sévérité des GVH observables. Cependant, la prise de la greffe
est plus lente, et le risque de non-prise de greffe est augmenté. C’est la seconde source de
CSH utilisée de nos jours en France. (cf. figure 8 et 24)

(19;21)

30



1985 1986 1897 1828 1829 2000 2N 2002 2003 2004 2005 2008 2007 2006 2008

u Moalle ossausa s CSP usP

Figure 8 : Evolution des sources des greffons de CSH prélevés en Fran@4)

USP : Unité de sang placentaire

CSP : cellules souches issues du sang périphérique

En résumé

Moelle osseuse

Prélevement sous anesthésie générale

Nombre limité de CSH par prélévement
Nombre moyen de cellules CD34+ : 2,8/k de poids du patient
Nombre moyen de lymphocytes T : 2,2/kg de poids du patient

Sang circulant

Prélevement plus simple sans nécessité d’anesthésie générale
Effets secondaires du G-CSF
Nombre important de cellule par prélévement
Nombre moyen de cellules CD34+ : 7/kg de poids du patient
Nombre moyen de lymphocytes T : 27/k@ de poids du patient

Sang de cordon

Prélevement simple et sans risques
Faible risque de transmissions de pathologies
Tolere une compatibilité HLA incompléte
Nombre de cellules plus faible par prélevement
Nombre moyen de cellules CD34+ : 0,2/k de poids du patient
Nombre moyen de lymphocytes T : 0,4/kg de poids du patient

Figure 9 : Principales différences entre les 3 origines de CSH25)
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C. Localisation, physiologie,caractérisation et potentialité

C.1 Niches/ Loges hématopoiétique

Chez tous les étres vivants, cellules souches sont localisées dansngiesoenvironnements
cellulaires spécifiquegui les protéger ; c’est ce que I'on appelle degimes ou des log.

En ce qui concerne les CSlds études ont montrées qu’elles étaieluées dans deux nich
différentes la niche ostéoblastig située dans la moelle ossee$da niche vasculai logée
au niveau du sang circular@hacune de ces niche un réle différent mais complémenta

afin de maintenir ’'homéostasie des cellules sang. (1;3;26;27)

C.1.1Niche ostéoblastiqt

Les cellules souchesématopoiétique résident dans la partgpongieusedes os longs, au
niveau des travées osseusels jonction épiphyse-métaphyse (28). @esniéres anng, les
études ont montré que l'ostéoblastait un élément centrale la nicheostéoblastique.
L’augmentation du nombre ostéoblastes grace a la parathorm(@aeteur de croissance d
ostéoblastesu par blocage du récepteur BV-1A (récepteur d'un inhibiteur de
croissance des ostéoblajtperme d’augmenter trés significativemeet parallélement le
nombre de GH présente dans moelle Cela démontre donc bien que ostéoblastes sont
en étroite relation avec les C et qu'ils influent sur leur nombréct. figure 10) (3)
Cependant, laniche ostéoblastique ne seduit pas aux seuls ostéoblastelLe
microenvironnementédullairecontient d’autres acteumsdispensables aux CSH comides

chimiokines, des moléculetadhésiol et dedacteurs de croissance hématopoiéti. (26)

D

(s compact

Farathormone

i
+

Figure 10: Mécanismes d’adhésio

des CSH aux ostéoblast.

Osteohlastes

(28) immatures
\ CD45=
N=cadhérine Cellules souches
[i-cotenine hemotopoigtiques

Notch/jogged CD45+, Lin=, c=kit+
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C.1.1.1 Les chimiokines

Ce sont des protéines qui, pour certaininduisent la mobilité cellulai et permettent
d’attirer vers lecompartiment mdullaire les CSPSi une cellule exprime un récepteur p

une chimiokine X, elle est capable de migrer dans le sens du gradient iokine X le plus
élevé (phénoméne de homiaservé damles greffes de CSH par voie intraveing).

C'est le cas des CSH qui possédent un récepteur de chimiokine CXCR4 qui reco

chimiokine SDF-1(stroma derived fact-1). (cf. figure 11).

La chimiokine SDF-1qui esisynthétisée par les ostéoblastgtire et maintient les CSH d¢

la moelle osseuse par chimadtractior. (3;26

Moiuvement SDF-1
Circulation UD:> o0 Moelle osseus#
sanguine .. 0 :
) [ ]

Gradient de chimiokine

Figure 11: Mouvement des CSH dans le sens du gradient de chimiokit (16)

C.1.1.2. Molécules d’adhésion

Les CSH, une fois attirées déa nicheostéoblastique de la moelle ossepar la chimiokine
SDF-1, adhérentrgce a des molécules d’adhésion ostéoblastesll existe plusieur:
familles de molécules dthésio ; les deux plus importantes pour les CSH sor N-
cadhérine et I'intégrine VLAL. D’autres mécanismes moléculaires jouent également ui
dans l'adhérence des CRidmme des molécules solubles mettant erla voie JAK-STAT
ou encore l'activation din réceptur Notch (Notchl ou-2) présent la surface des C¢.
(1;26)

Ainsi fixées aux intégrines dans la I, les CSH se stabilisent au stadedsiCcycle cellulaire.
Au cours de leur maturatioles CSH vonalors se détacher si@stéoblast et se diriger vers
le centre de l'os, ou elles seront emportées pacapillaires sinusoidese la moelle et

devenir des CSP et constituer la niche vascu
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En résumé :

Extrinsic mechanisms

Osteoblast

Cadherins cell-cell  quiescence SCF - c-kit

VCAM - VLA adhesion  self-renewal  Flt3-L- F{t3

ICAM - LFA migration expansion 4 Ang-1-tiez

SDF-1 - CXCR4 : Jagged/Delta - Notch

.Wnt - Frizzled

Figure 12 : Les mécanismes de régulation des niches ostéoblastigues de Q38)

PTH : parathyroide hormone
HSC: hematopoietic stem cell / CSH

On visualise sur cette figure les voies de régulation des CSH dans la niche ostéoblastique par
des mécanismes intrinseques aux CSH (expression des génes, ...) et par des mécanismes
venant du milieu extérieur (action de la PTH,...). On observe également les molécules

d’adhésion a gauche et les voies qui participent a la signalisation a droite.

C.1.2. Niche vasculaire

Chez l'adulte, une trés petite partie des CSH, environ 0.06%, se retrouvent dans la circulation
sanguine ou elles sont en liaison avec les cellules endothéliales qui bordent la paroi des
vaisseaux sanguins (cf. figure 13). Le r6le précis et les mécanismes de circulation de ces CSH
restent méconnus a I'heure actuelle. Elles pourraient refléter la saturation des niches
ostéoblastiques. Elles pourraient aussi servir a repeupler partiellement la moelle osseuse en
cas de déficience médullaire. Quelle gu’en soit la raison, cette niche vasculaire montre bien

gu'’il existe des mécanismes dynamiques dans la régulation des CSH. (3)
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HSC Ostecblasts Stroma Endothelial Integrins CXCR4 OPN Sdf Blocking AMD3100
Celis Ab's
Figure 13 : Mécanismes de réqulation et mouvement des CSH dans la niche vasculaire.
(27)

CXCR4 : CXC chemokine receptor, OPN : osteopontin (protéine d'adhérence de I'os reliant I'hydroxyapatite aux cellules

osseuses), SDF1 : stromal cell-derived factor-1, Ab : antibody.
AMD3100 : Mozobil® (antagoniste des récepteurs CXCR4).

A. Mobilisation des CSH de la niche osseuse vers la niche vasculaire :

(1) Les CSH sont fixées par interaction avec les ostéoblastes de la niche osseuse. (2) L'addition d'anticorps bloquants ou
d’inhibiteurs tels que le Mozobil® peuvent perturber ces interactions et libérer les CSH vers la niche vasculaire. (3)Un
stimulus indirect par le granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) et d'autres cytokinespeuvent également diriger les
CSH vers le sang circulant

B. Mobilisation des CSH de la niche vasculaire vers la niche osseuse (phénoméne de homing) :
(1) Les CSH se déplacent dans le sang circulant. (2) Les CSH de la niche vasculaire pénétrent dans la niche osseuse en
traversant la paroi endothéliale des vaisseaux sanguinsg8)CSH se placent dans des niches osseuse parlititer

moléculaire avec de nombreux composants de la moelle osseuse.

Pour résumer, il existe deux niches distinctes capables d’héberger et de réguler I'activité et la
biodisponibilité des CSH. La niche ostéoblastique, la plus importante, en étroite liaison avec
les ostéoblastes régule I'adhésion et la quiescence des CSH. La niche vasculaire, bien plus
petite, servirait de réservoir secondaire de CSH mobilisables tres rapidement.
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C.2 Hématopoies

L'nématopoiese correspond'@nsemble des phénomenes de fabrication et de remplac
des cellules sanguinaspartir des CS. Elle se déroule dans lesganes hématopoiétiqi de
facon continue et régulée.

L’hématopoiése débute dé« période embryonnaire, dans le sac vitellprés 6-8 semaines
de gestation, puis dans le foie fcetal, la rate et la moelle osseuse. Chez I'nomm
’hématopoiese n'a lieu que dans la moelle os¢ mais le foieet la rate conserve
potentiel hématopoiétiquEf. figure 1. Seules les cellules sanguings sont matures «

fonctionnellepasseront dans sang. (26;30;31;32)

Py Moelle osseuse

N
4

3 4 5 6 b ois

Figure 14 :Localisation del’hématopoiésede la fécondation a la naissan. (32)

On constate que durant la vie foetale, I'hnématopoiése siege en différents organes du fi
cours du développement, l'activité hématopoiétique de ces organes va décroitre |
laisser qu’en grande majorité ce rble a la moelle osseuse dés la naissance et tout le re

la vie.
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Les cellules sanguines (hématies, polynucléaires, monocytes, lymphocytes et plaquettes), sont
en quantité trés importante dans le sang. Elles sont tres différenciées et ont des durées de vie
trés variables et relativement courtes. (cf. figure 15)

L'hématopoiese doit donc assurer chaque jour une production quantitativement tres
importante d’environ 1§ cellules sanguines soit, par exemple, 2 millions d’hématies par

seconde.

Nombre _
Durée de Production ,
dans le _ _ Fonction
vie par jour
sang
) ) ) Transport
Hématies 20.10 120 | 200.16
0,/CO,
Polynucléaires Phagocytose,
Y _ 0,5.16° 24 h 50.10 g, _y_
neutrophiles bactéricide
Plaquettes 1.10° 7 100.10 Hémostase

Figure 15 : Caractéristigues des cellules sanguines circulant€26;32)

On constate que les caractéristiqgues des cellules circulantes du sang sont trés variables, ce

qui rend tres complexe leur mécanisme de production et de remplacement.

Le point de départ de I’hématopoiese est une CSH dite primitive qui est multipotente et qui,
sous l'influence de facteurs stimulants, va se différencier vers I'une ou l'autre des lignées
cellulaires. Elle devient alors une cellule dite progéniteur. Il existe 2 types de progéniteurs :
celui qui va s’orienter vers la lignée lymphoide et celui vers la lignée myéloide.

Le progéniteur lymphoide, appelé CFU-L, va former les deux types de lymphocytes, T et B.
Le premier progéniteur myéloide, appelé CFU-GEMM (Colony Forming Unit - Granuleuse,
Erythrocytaire, Macrophage et Mégacaryocytaire) ou CFU-MIX, va former le reste des

cellules sanguines et est encore multipotent.
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Chaque nom des progéniteurs est défini par I'association du préfixe CFU (Colony Forming
Unit) suivi des lettres qui caractérisent les lignées dont elles gardent le potentiel de
différenciation.

Les progéniteurs perdent progressivement leur capacité d'auto-renouvellement au fil de leur

différenciation et sont peu nombreux et non identifiables morphologiquement.

Apres plusieurs divisions, les progéniteurs deviennent spécifiques d'une seule lignée ; ce sont
les cellules précurseurs. Les précurseurs les plus immatures sont les myéloblastes, les
proérythroblastes, les mégacaryoblastes, les lymphoblastes et les monoblastes. Ce sont les
premiéres cellules des lignées morphologiquement identifiables. (cf. figure 16)

(26;30;31;32)

* Maturation

Durant leur différenciation, les CSH vont subir des modifications morphologiques :
- la diminution de la taille cellulaire.

- la diminution du rapport nucléo-cytoplasmique.

- la disparition des nucléoles.

- la condensation de la chromatine.

Elles vont également subir une maturation engendrant des modifications spécifiques :

- du noyau (ex : polylobulation dans la lignée granuleuse).

- du cytoplasme (ex : granulations spécifiques de la lignée granuleuse).

- de la membrane (ex : apparition de protéines membranaires spécifiques reconnaissables par

anticorps monoclonaux). (30)

* Multiplication
Si, lors de I'hématopoiése, un précurseur ne donnait naissance qu'a un seul élément figuré

mature, le rendement et I'efficacité de I'hnématopoiese seraient bien insuffisants. De ce fait, et
parallelement a la maturation, il se produit une division cellulaire a chaque stade de

maturation. Selon les lignées, il se produit entre 3 et 5 mitoses de sorte qu'un précurseur peut
donner naissance a 16 cellules filles et fournit donc une quantité de cellules suffisante a

’lhoméostasie sanguine. (30)
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Hématologie, Universiteé & CHU de Tours

Figure 16 : L’hématopoiesg33)

On visualise sur ce schéma les différentes voies de formation des éléments figurés du sang a

partir d'une CSH unique.
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C.3. Facteurs de croissance hématopoiéetigyeCH)

Pour assurer leur survie, leur différenciation, leur multiplication, leur maturation et donc une
hématopoiese efficace, les CSH ont besoin d’un microenvironnement meédullaire spécifique,
de vitamines et d’oligoéléments comme les vitamines B9 et B12 mais surtout de facteurs de
croissance spécifiques. Les FCH sont des glycoprotéines qui agissent comme des "hormones
hématopoiétiques”. A l'exception de I'EPO synthétisé par le rein, les FCH peuvent étre
synthétisés par différents types de cellules comme les cellules endothéliales, les fibroblastes,
les macrophages, les lymphocytes. Ces cellules sont retrouvées dans le stroma médullaire et
produisent les FCH dans la moelle osseuse. Ces FCH sont des cytokines sauf ceux synthétisés
spécifiguement par les lymphocytes que I'on nomme interleukines (IL) et qui reconnaissent

leurs cellules cibles par I'intermédiaire de récepteurs membranaires.

En fonction de leur site d’action au cours de I’hématopoiése, on peut distinguer 3 types de

facteurs de croissance :

» Les facteurs multipotents

lls permettent la survie et la différenciation des CSH.
Ce sont I'lL 3 et le GM-CSF (Colony Stimulating Factor) que I'on retrouve a tous les stades

de différenciation de la lignée myéloide.

> Les facteurs de promotion

llIs augmentent le nombre de CSH et les sensibilisent a I'action des autres facteurs de
croissance.
Ce sont principalement I' IL 1, I' IL 4, I' IL 6 et le SCF (Stem Cell Factor).

> Les facteurs restreints

lls agissent sur les cellules souches déja engagées en favorisant la multiplication cellulaire et
la maturation des précurseurs.

Ce sont le G-CSF, le M-CSF, I'lL 4, I'lL 5, I'lL 6, 'EPO et la TPO.

(31)
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En résumé

Multipotential hematopoietic
stem cell (Hemocytoblast)

IL-1 I
IL-3
-6 ®

M-CSF . .
gCFCS Common lymphoid progenitor
v
FLT-3 ligand |/L-2
. TNF-a 5252
Common myeloid progenitor TGFg1 SDF-1
I
SCF SCF
TPO Epo GM-CSF
IL-3 IL-3 Small lymphocyte
GM-CSF GM-CSF ]
* IL-1
° . IL-2
O IL-4
Erythrocyte Myeloblast B lymphocyte IL-6
| IL-7
v
° SCF SCF IL-3 SCF .
G-CSF G-CSF IL-5 M-CSF
° TI hocyt
Megakaryocyte GM-CSF GM-CSF | GM-CSF GM-CSF ymphocyte
IL-3 IL-3 IL-3
IL-6 IL-6 IL-6
\.‘r o v v { {
Thrombocytes . [3 o @ @
Basophil Neutrophil Eosinophil Monocyte

Figure 17 : Facteurs de croissanchématopoiétiques

D’apreshttp://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hematopoietic_growth_factors

41




C.4. Caractérisation des CSH

Durant de nombreuses années, il a été tres difficile d’identifier précisément les CSH.

D’un point de vue du comportement et de la morphologie, elles sont indifférenciables des
lymphocytes ce qui rend les techniques de morphologie de la moelle osseuse (myélogramme
et biopsie ostéomédullaire) inadaptées pour les observer et les quantifier. De plus, a I'état
normal, la majorité des cellules souches sont au repos, au stade GO du cycle cellulaire.

Il est pourtant nécessaire de les isoler pour pouvoir, dans les protocoles de greffe, injecter une
population cellulaire relativement riche pure de CSH.

C’est en 1988 que le Dr Irving Weissman et ses collaborateurs ont mis en évidence des
marqueurs protéiques a la surface des CSH appelés cluster de difféerenciation (CD). (34)

Le premier marqueur découvert fut lI'antigene CD 34, dont l'identification a constitué une
avancée importante pour la biologie cellulaire en général. Grace a lui, il a été possible
d’estimer la richesse du sang ou de la moelle en cellules immatures intéressantes a greffer

grace a des méthodes de cytométrie de flux. Ces cellules sont dites CD34+. (35)

Cependant, les CSH réellement capables de reconstituer durablement I'hématopoiése
compléte ne représentent que 0,1% a 1% de toutes les cellules CD 34+. Cet antigéne est donc
important mais pas suffisant, il a fallu mettre en évidence d’autres marqueurs d’identification.
(cf. figure 18) (34)

En 1999, une étude a analysé phénotypiquement et fonctionnellement des cellules CD34+
dépourvues de marqueurs spécifiques d'une lignée. Les résultats ont indiqué que la CSH
primitive exprime un récepteur KDR (ou VEGFR2), ce qui permettrait de faire une distinction
entre les CSH [CD34+ KDR+] et les progéniteurs engagés dans la différenciation [CD34+
KDR-]. Ceci devra étre confirmé dans des expériences ultérieures.

(15;19;30;34;35;36 )
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ABCG2 (CDw338)
Fetal liver kinase-1 (Flk1); aka VEGFR
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Figure 18 : Marqueurs de surface des CSH du sang circulant et de la moelle osseuse les

plus couramment utilisées(47)
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PARTIE 2

Les greffes de cellules souches hématopoiétiques
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A. Différents types de greffe

A.1.Greffe autoloque

A.1.1. Définition

Une greffe autologue, également appelé autogreffe, est une greffe ou le patient recoit ses
propres CSH.

A T'heure actuelle, les CSH utilisées pour les greffes autologues proviennent du sang

périphérique. L'utilisation des CSH issues de la moelle osseuse est devenue exceptionnel.
(19)

Dans un premier temps, le malade va recevoir un traitement dit de conditionnement a l'aide
d’'une chimiothérapie et/ou radiothérapie dans le but de réduire la maladie a son plus bas
niveau. Le greffon sera ensuite prélevé, traité pour détruire un maximum de cellules malignes
résiduelles puis congelé et conditionné afin de permettre son stockage. (cf. figure 19)
Généralement, la greffe autologue est pratiquée si le patient peut recevoir un traitement de
chimiothérapie et/ou de radiothérapie de forte intensité. Le prélevement de ses cellules
souches se fait au début du protocole afin de les protéger des effets néfastes de la
chimiothérapie et/ou de la radiothérapie. La greffe lui permettra par la suite de récupérer et de

reconstruire son systéme sanguin et immunitaire apres ce traitement intensif.

Patient . a2 Aplasie,
Collecte de CSP Complications infectienses
lcuugehnuu

I'E-CETE'HI' I -l - J0- @i&fﬁﬂ_ﬂ
tes CS

Chimiothérapies condifionnement
initiales

donneur

Figure 19 : Schéma du processus d'autogreffe de CSH37)
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A.1.2. Indications

Les hémopathies malignes représentent 90% indications de greffes autologues de CSH. (cf.

figure 20)

Parmi ces hémopathies, les myélomes et les lymphomes non hodgkiniens représentent le plus
grand nombre de cas. On retrouve ensuite et, en moindre proportion, les lymphomes de

Hodgkin puis les leucémies (LAM, LLC, LLA). (Cf. figure 20)

Les autogreffes peuvent étre utilisées dans le but d’'une intensification thérapeutique ou pour

consolider un traitement lors d’'une rechute.

De nouvelles indications ont également émergé dans les cas de tumeurs solides en I'absence
de métastases médullaires.
Dans la majorité de ces tumeurs, on retrouve le cancer du sein, les neuroblastomes et les

autres tumeurs du systeme nerveux mais aussi les tumeurs ovariennes et les tumeurs osseuses.
Enfin, on voit apparaitre depuis ces derniéres années des greffes autologues dans des cas de
maladies auto-immunes comme la sclérose en plaque ou le lupus érythémateux disséminé.(19)

(cf. figures 21 et 22)

(3;19;24;38;39)
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Hémopathies (n = 2123)

Leucémie lymphoide
chronigua 3.5 %

Leucamie aigué Autres 0,3 % Myéloma* 456 %
lyrmphoblasticue 0,5 %
Leucdmie aigué

myéloblastique 2.4 %

Hodgkin 8,9 %

Lymphomes non hodgkiniens 41,8 %

Tumeurs solides (n = 223

Figure 20 : Répartition des diagnhostigues chez les patients ayant eu une autogreffe de

CSH en 2009 et pour lesquels le diagnostic est conii4)

2005 2006 2007 2008 2009

Nombre de greffes autologues 3121 2949 2860 2951 2675
Nombre de patients 2772 2669 2627 2786 2528
Proportion d'hémopathies (%) 88,5 88,6 88,8 89,4 90,2

Proportion de tumeurs solides (%) 11,5 11,4 10,9 10,3 9,5

Proportion de maladie auto-immune (%) 0 0 0,3 0,3 0,3

Figure 21 : Evolution de l'activité d'autogreffe de CSH entre 2005 et 200824)

On observe que le nombre d’autogreffes realisées et le nombre de patients traités baisse
depuis ces derniéres années. En proportion, le hombre de tumeurs solides traités diminue

alors que le nombre d’hémopathies augmentent. La proportion de maladie auto-immune reste
guand a elle stable.
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Fiqure 22 : Evolution de la répartition des indications d’autogreffe entre 1993 et 2009
(24)

On observe que depuis 1993, que le nombre de lymphomes non-hodgkiniens et de myélome

traités par autogreffe augmente. Au contraire, pour les LAM, LMC, LAL et tumeurs du sein,
le nombre d’autogreffes diminue fortement. Pour les autres indications, LLC, maladie auto-

immune et lymphome de Hodgkin, le nombre de greffe reste stable.
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A.1.3. Avantages et inconvénients des autogreffes de CSH

Le principal avantage de ce type de greffe est 'absence totale de GVH (réaction du greffon
contre I'héte) puisque le patient recoit ses propres cellules. Le risque de rejet est donc nul et le
receveur se retablit généralement plus rapidement sans avoir recours aux traitements

immunosuppresseurs anti-rejets.

Cependant, ces autogreffes ne sont pas dépourvues de risques.

Le plus important est lié aux traitements de chimiothérapie et/ou de radiothérapie qui
précédent la réinjection du greffon. Ces traitements de forte intensité détruisent en plus des
cellules cancéreuses le systeme immunitaire du patient. De ce fait, le risque de complication
infectieuse est tres élevé.

La toxicité du conditionnement et les risques liés a une récidive ou une rechute doivent
également étre pris en compte. Ces risques de rechutes sont principalement liés a I'absence
d’effet GVL (réaction du greffon contre la maladie) puisque le donneur et le receveur sont une
seule et méme personne. De plus, le greffon qui est prélevé au moment ou la maladie est tres
faible peut quand méme contenir quelques cellules malignes résiduelles. Des techniques de
purges du greffon existent pour le débarrasser de ces cellules tumorales. Elles peuvent étre de
deux types, soit détruire les cellules cancéreuses, soit n’extraire que les CSH présentes dans le

greffons. (cf. figure 38)

Le taux de mortalité d’'une greffe autologue est le plus souvent inférieur a 5%. Les déces qui
surviennent a la suite d’'une greffe autologue sont surtout constatés chez les patients agés qui
présentent des comorbidités en plus de leur maladie hématologique.

(19;38)
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A.2.Greffe allogénique

A.2.1. Définition

Dans une greffe allogénique ou allogreffe, le donneur et le receveur sont deux personnes
différentes. Le receveur subira comme dans le protocole autologue une chimiothérapie et/ou
une radiothérapie dans le but de réduire sa maladie au minimum et de détruire sa moelle
osseuse. On lui injectera par la suite les CSH du donneur qui reconstitueront le systéeme
immunitaire et pourront lutter contre la maladie. (cf. figure 23)

Du point de vue de l'histocompatibilité, I'allogreffe est plus complexe que la greffe
autologue puisqu’il existe une difference de patrimoines génétiques entre le donneur et le
receveur. lls doivent étre le plus compatible possible du point de vue du systeme HLA pour

gue la greffe puisse étre envisagée.

Collecte de CSP ou de moelle

Donneur — - -
Aptitude, sérologies L )
Aplasie, infections

Complications immunitaires GVHD

Pﬂtiell_t_l o (] L JO: réinjection
receveur " desCS
Chimiothérapies conditionnement

initiales

Figure 23 : Schéma du processus d'allogreffe de CSH37)

Actuellement, ces greffes sont réalisables a partir des trois sources de cellules souches mais
les CSP sont les plus frequemment rencontrées. La moelle reste encore utilisée mais en
moindre proportion et les CSH issues du sang de cordon sont de plus en plus fréquentes. (cf.
figure 24) (20)

C’est dans la famille proche du receveur que I'on a le plus de chances de trouver un donneur

HLA compatible. Si la compatibilité au sein de la famille est insuffisante, les médecins auront

recours aux banques de donneurs non apparentés ou bien aux banques de sang de cordon.
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Figure 24 : Evolution de la répartition des sources de greffon pour les allogreffes de

CSH. (24)

Trois types de donneurs, sur un plan de parenté et d’histocompatibilité, peuvent étre utilisés

dans cette situation. (cf. figure 25)
(21;40)

Frére ou sceur géno-identique :

Le donneur est ici un frére ou une sceur du malade qui porte les mémes antigenes HLA. La
greffe est dite géno-identique.

Comme il ne s’agit pas de vrais jumeauy, il existe par conséquent des différences entre le
donneur et le receveur qui portent sur d’autres antigénes que ceux du systeme HLA.

S'il existe dans une fratrie plusieurs fréres et sceurs HLA identiques avec le patient, le

donneur est choisi en fonction de son statut cytomégalovirus (CMV) et de facteurs de

risque de GVHD (sexe du donneur, différence de sexe entre le donneur et le receveur,

nombre de grossesses chez la femme donneuse...).

Donneur non apparenté phéno-identique

Le donneur est le plus souvent non issu de la famille, mais un volontaire inscrit sur un

fichier de donneurs, qui partage avec le patient les mémes antigénes d’histocompatibilité.
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Dans ce cas, on utilise soit des CSP, soit des CSH issues de sang de cordon. Ces greffes
sont dites phéno-identiques.
Dans de rares cas, ces donneurs peuvent étre le pére, la mere ou un autre membre de la

famille.

Un donneur HLA non phéno-identique

Si aucun donneur familial géno-identique ou donneur non apparente n’est compatible, il

est possible d’envisager des greffes a partir d'un donneur familial non géno-identique. Ce
donneur est dit incompatible car il différe du patient par 1, 2 ou 3 antigenes du systeme
HLA. On parle alors de greffe haplo-identique car ses antigénes HLA sont partiellement

identique.

On peut aussi retrouver le cas de greffons provenant d’'un donneur non familial ou il existe
des incompatibilités alléliques ou antigéniques sur un ou plusieurs antigénes du systeme
HLA, en nombre et localisations considérés comme potentiellement compatibles avec la
réussite de la greffe. Ici, c’est le rapport bénéfice risque qui détermine l'utilisation ou non

de ces greffons.

Apparentds HLA identiques 573

Valeurs
_manquantes 8

- Apparentés
mismatch 46

Syngéniquas 2

Mon apparentés T95

Figure 25 : Répartition des allogreffes de CSH réalisées en 2009 selon le type du
donneur. (24)

Apparenté HLA identique = géno-identique

Apparenté mismatch = HLA non phéno-identique.
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Il existe deux grands types de greffe allogéniques, la greffe avec conditionnement

myéloablatif et la greffe avec conditionnement non myéloablatif. (38;39;40)

> La greffe avec conditionnement myéloablatif

Elle consiste dans un premier temps a détruire, par une chimiothérapie et/ou une radiothérapie
a forte intensité et des immunosuppresseurs, les cellules tumorales du receveur avant de
transplanter ou d’'injecter les cellules souches saines d’'un donneur. Dans cette stratégie
thérapeutique, la chimiothérapie a forte intensité détruira les cellules tumorales, le systéme
hématopoiétique du patient a I'origine de la maladie et son systeme immunitaire. On a donc
un effet myéloablatif et immunosuppresseur. Le systéme immunitaire du patient est ensuite
remplacé via le greffon par celui du donneur qui possede la faculté de lutter contre les cellules
tumorales résiduelles. Par cette approche, la réaction du greffon contre la tumeur (GvL) est
stimulée mais les effets indésirables lies a la chimiothérapie sont plus lourd rendant ce
protocole de moins en moins utilisée (cf. figure 42). La greffe avec conditionnement
myéloablatif est indiquée pour les cancers ou maladies avec atteinte de la moelle osseuse,
c’est-a-dire les myélodysplasies, certaines leucémies aigles, les aplasies médullaires et

certains syndromes myeéloprolifératifs et lymphoprolifératifs.

> La greffe avec conditionnement non myéloablatif

Elle évite ici la chimiothérapie a haute intensité. Avant la greffe, un traitement
immunosuppresseur est administré au patient afin de lui permettre de tolérer le greffon en
bloquant l'action des lymphocytes du receveur et en évitant ainsi le rejet du greffon. Le
greffon ainsi toléré agit selon I'effet GvL contre les cellules tumorales du receveur. Avec cette
stratégie, on donne des outils supplémentaires au patient pour qu’il puisse lutter lui-méme
contre sa maladie (effet GVL) tout en évitant la toxicité d’'une chimiothérapie a forte intensite.
La greffe avec conditionnement non myéloablatif est recommandée chez les patients agés ou
chez les patients présentant d’autres facteurs de comorbidités rendant une chimiothérapie a
fortes doses risquée. Elle est également recommandée lors de maladie indolente ou se
développant lentement. Ce conditionnement est en constante progression d’utilisation depuis

une dizaine d’année. (cf. figure 42)

Les principaux risques liées a la greffe allogénique sont la toxicité des protocoles de
conditionnement myéloablatif, les risques de rejet et la réaction du greffon contre I'hote

(GvH). Il existe également des risques de complications infectieuses dans les deux types de
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greffe allogénique. Le taux de succes dépend de plusieurs facteurs : la compatibilité HLA du
donneur et du receveur ; le type de maladie et son stade ; la santé générale du receveur ; etc. |l

est donc trés délicat d’'indiquer les chances de réussite d’'une greffe allogénique.

A.2.2. Indications

Les indications des allogreffes sont plus étendues que pour les autogreffes mais ce sont
toujours les hémopathies qui prédominent.

Pour les greffes apparentées et non-apparentées, la principale indication est la LAM suivi de
la LAL, du lymphomes non hodgkiniens puis des myélodysplasie et myélomes. (cf. figure 26
et 27)

D’autres indications peuvent nécessiter le recours a des allogreffes de CSH, comme des
tumeurs solides, des aplasies médullaires constitutionnelles, des déficits immunitaires, des
hémoglobinopathies ou encore des déficits enzymatiques du tissu hématopoiétique (maladie
de Gaucher). (cf. figure 28)

(19;24;41)
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Figure 26 : Répartition des indications en 2009 des allogreffes apparentées (n=616).
(24)
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Figure 27 : Répartition des indications en 2009 des allogreffes non apparentées (n=743).
(24)
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Figure 28 : Evolution de la répartition des indications d’allogreffe entre 1992 et 2009
(24)

On constate que depuis ces 20 dernieres années, le nombre de greffe pour les LAM a
considérablement augmenté. D’autres indications on également connu des progressions
importantes comme le myélome, les LLC, les lymphomes hodgkiniens et non hodgkiniens.

En revanche, on observe nettement que pour les LMC, le nombre de greffe a fortement

diminué. 1l en est de méme pour les LAL et les aplasies.
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A.2.3. Avantages et inconvénients des allogreffes de CSH

Le plus grand avantage de la greffe allogénique est I'effet GvL (réaction du greffon contre la
maladie). Comme le greffon provient d’un donneur différent du receveur, il possedent entre
autre des lymphocytes T qui vont reconnaitre les cellules malignes restantes chez le malade et
les détruire. Le patient ainsi greffé pourra lutter lui-méme contre sa maladie. De plus, les
cellules du greffon vont reformer un systeme immunitaire que le patient gardera a vie, ce qui

réduit le risque de rejet a plus long terme.

Les inconvénients de cette procédure allogénique sont comme pour l'autogreffe la toxicité
liée au conditionnement myéloablatif. Peu d’effets indésirables graves sont observés avec les
conditionnements non-myeéloablatifs. Le risque de rejet et la GvH (reaction du greffon contre
le receveur) et les infections sont également des risques de ce type de greffe. (cf. figure 38)
(19;38)

Ces complications induisent une mortalité due a la greffe de I'ordre de 15 a 30%. Elle varie

suivant I'age et les antécédents du malade et également en fonction du degré de

d’histocompatibilité entre le donneur et le receveur. (19)

A.3.Greffe syngénique

Lorsque le donneur du greffon est le jumeau identique du receveur, la greffe est appelée
syngénique. Les systemes HLA du donneur et du receveur sont donc totalement identiques ce
qui permet dans certains cas de s’affranchir du conditionnement pré-greffe, notamment pour
les aplasies médullaires et des traitements anti-rejets. La fréquence de ces greffes est faible en

raison du peu de vrais jumeaux dans la population. (21)
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En résumé

Autologue Allogénigue
Maladies congénitales
Déficits immunitaires graves - +
Hémoglobinopathies sévéres - +
Certains défauts métaboliques - +
Pathologies non malignes
Anémie aplasique - +
Certaines maladies auto-immunes séveres + +/-
Pathologies malignes
Leucémies
Leucémie myéloide aigue +/- +
Leucémie lymphoide aigue +/- +
Leucémie myéloide chronique - +
Leucémie lymphoide chronique +/- +/-
Syndromes myélodysplasiques et myéloproliferatif - +/-
Lymphomes
Myélome + +/-
Lymphome non Hodgkinien + +/-
Lymphome de Hodgkin + +/-
Tumeurs solides
Certaines tumeurs de I'enfant + -

+/- La greffe de CSH peut étre envisagée dans certains sous-groupes.

+

En principe, pas d’indication de la greffe.

La greffe de CSH doit étre envisagée.

Figure 29 : Indications d’'une transplantation de cellules souches hématopoiétique?2)
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B. Les greffons de cellules souches hématopoiétigues

B.1.Greffons issus de la moelle osseuse ou du sang circulant

B.1.1. Conditions de préléevement

B.1.1.1. Moelle osseuse

Le prélevement de la moelle osseuse peut avoir lieu en trois sites :

> crétes iliagues Cette zone représente un large réservoir de moelle osseuse et permet

d’effectuer simultanément une aspiration et une biopsie ostéo-médullaire (BOM). De ce
fait, il est possible de réaliser des examens cytologiques et histologiques en méme temps.
Cette voie présente I'avantage de ne pas étre a porter d’'organes vitaux et permet d’opérer
en dehors du champ de vue du malade. Le recueil dure environ 1h00 a 1h30 et permet de
retirer une quantité de cellules suffisante sans danger pour le donneur et assurant une
récupération efficace de la moelle du receveur apres la greffe. (42;43)

L’objectif est de recueillir 3 & 4. ¥@ellules nucléés/kg de poids de receveur ce qui est
généralement obtenu avec un prélevement de 10 a 15 ml de moelle /kg de poids de
receveur. La réglementation interdit de dépasser un prélevement de 20 ml de moelle /kg de
poids de receveur et ce dans le but d'éviter les contaminations, seulement 10mL doivent

étre prélevés a un méme endroit de ponction. (3;21)

Figure 30 : Prélevement de MO au niveau des crétes iliaqud2)
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» sternum: Plus précisément dans la zone du manubrium sternal, au niveau du second espace
intercostal. Cette procédure est réservée aux patients de plus de 15 ans et permet seulement
une aspiration de la moelle et non pas une biopsie ostéo-médullaire. Cette voie ne
représente que 5 a 7% des ponctions du fait de la proximité cardiaque et d’'une angoisse
plus importante du patient. (42)

Figure 31 : Prélevement de MO au niveau du sternumn42)

> tibia : Cette voie est réservée aux enfants de moins de 18 mois et ne permet qu'une
aspiration médullaire. (42)

Figure 32 : Prélevement de MO au niveau du tibia(42)
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Durant le prélevement, la ponction est réalisée a I'aide d’'un trocart adaptée sur une seringue
luer lock. La moelle osseuse est aspirée puis sera étalée sur plusieurs lames pour un examen
cytologique et/ou un myélogramme au microscope. Cela permet de connaitre quantitative et
gualitative la composition du greffon prélevé.

La biopsie ostéo-médullaire est réalisée a I'aide du méme trocart. Apres une éventuelle
aspiration, l'aiguille est un peu plus enfoncée d’environ 3cm et une carotte de moelle osseuse
est alors récupérée.

La biopsie permet d’analyser les tissus, I'aspect de la moelle et de I'os spongieux et
€galement par microscopie optique, d’étudier qualitativement le volume occupé par les divers
composants (rapport de volume entre cellules hématopoiétiques actives et cellules
graisseuses) et leur aspect.

Les complications associées a ces proceédures devemeénts sont principalement des
saignements, douleurs, infections et peuvent aller jusqu'a la perforation d'une artere a la
surface du cceur si l'aiguille traverse le sternum. Le donneur peut avoir une sensation de
bralure et de douleur lors de linjection de I'anesthésiant qui peuvent persister pendant
plusieurs jours. (42)

Pour pallier a la faible déplétion sanguine et a I'asthénie résultant de la ponction de moelle
osseuse, il peut étre proposé au donneur une auto-transfusion de concentré érythrocytaire qui
est prélevés quelgues semaines avant le don. Cette pratique est discutée et ne se retrouve pas
de maniére systématique. En revanche, il est conseillé de supplémenter le donneur en fer

apres la ponction de moelle. (19;21)

B.1.1.2. Cellules souches périphérigues

<+ Phase de mobilisation

En I'état normal, en dehors de toute stimulation, la concentration sanguine en progéniteurs
hématopoiétiques est extrémement faible, ne permettant pas un recueil suffisant. La
découverte que I'on pouvait « mobiliser » les cellules souches médullaires et les faire circuler
dans le sang, a permis d’envisager une autre source de cellules souches pour les greffes.

Le sang circulant aprés un conditionnement par des facteurs de croissance comme le G-CSF,
seul ou en combinaison avec une cure de chimiothérapie

L'utilisation de facteurs de croissance de typer G-CSF permettraient de stimuler I'auto-

renouvellement des CSH logée dans la niche osseuse. De ce fait, leur nombre augmente
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considérablement en saturant la niche ostéoblastique ce qui provoque leur relargage dans la
circulation sanguine. D’autre part, les FCH permettraient aussi de faire rentrer dans le cycle
cellulaire les CSH fixées aux ostéoblastes en GO. En induisant leur passage en G1, les CSH
pourraient sortir hors de la niche osseuse.

C’est actuellement la procédure la plus utilisée car les CSP ainsi recueillies sont douées de
capacités de reconstruction hématologiques bien plus rapide que les greffons médullaires.
Actuellement, parmi les facteurs de croissance, seul le G-CSF dispose d’'une AMM en France
dans cette indication de mobilisation des CSH. Le stem Cell Factor (SCF) possede une ATU
apres un premier échec de mobilisation par le G-CSF seul ou par chimiothérapie associée au
G-CSF.

Pour le G-CSF, deux formes sont actuellement disponibles dans l'indication de mobilisation
de CSH : le filgrastim (forme recombinante non glycosylée issue de la production d’E.coli
génetiguement modifié) et le lenograstim (forme glycosylée produite par les cellules
tumorales d’ovaire de hamster chinois). Ces deux formes paraissent équivalentes en termes de

potentiel de mobilisation des CSP et d’effets secondaires (cf plus loin). (3;43)
- Greffe autologue

Les FCH, seuls (G-CSF) ou en association (G-CSF +SCF, G-CSF + GM-CSF ...) peuvent
étre administrés sitét la chimiothérapie terminée ou en différé de quelque jours mais jamais
concomitamment a la chimiothérapie. En pratique, 'introduction du G-CSF de 5 a 6 jours

avant la date du recueil parait amplement suffisant pour une mobilisation de qualité (10 a 20

cellules CD 34+/ul de sang) tout en préservant le confort du patient.

Les doses officiellement recommandées apres une chimiothérapie de mobilisation sont de
5ug/kgl/jour pour le filgrastim et de 150pd/jour pour le lenograstim. Les doses et la durée
d’administration varient en fonction de la chimiothérapie préalablement recue. Pour les
protocoles ou le G-CSF est utilisé seul, la posologie est généralement de 10 pg/kg/jour en 1
ou 2 injections sous cutanée sur une période de 5 a 7 jours. La mobilisation des progéniteurs

est le plus souvent effective entre {8%:t le 6™ jour avec un pic observé etMjour.

Il existe une possibilité d'utiliser des « doses faibles » de filgrastim de I'ordre de 3pg/kg/jour
permettant de garder la méme efficacité sans augmenter le nombre de cytaphérése nécessaire

au recueil d’'un greffon optimal chez des patients en théorie bon mobilisateurs (faibles ATCD,
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absence d'infiltration médullaire majeure). Ces faibles doses permettent de minimiser les

codts et les effets secondaires.

A linverse, des études ont montrées que des « doses fortes » de filgrastim supérieures a
5ug/kg/jour permettent de mobiliser une plus grande quantité de CSP mais augmente

sensiblement les codts et les effets indésirables pour le patient. (3)

- Greffe allogénique

La stimulation est également réalisée grace au G-CSF pour atteindre un nombre de cellules
CD 34+ dans le recueil de I'ordre de 2,5 a 5.cHllules/kg de poids du receveur. La plupart

des centres utilisent la dose de 10ug/kg/jour pendant 4 a 5 jours. L’administration du G-CSF
en 2 doses journaliéres est plus efficace que I'administration en dose unique. De ce fait, en

France, le schéma d’administration le plus courant est de 5ug/kg/12 heures. (3)

Un nouvel agent, le pedfilgrastim, qui est la forme pégylée du filgrastim, posséde des
capacités notables de mobilisation des CSP. Il est essentiellement utilisé pour le traitement
des neutropénies chimio-induites, et ne possede pas dAMM en tant que FCH malgré sa
facilité d’emploi en une injection unique et I'absence d'effet indésirables. Il donne de bon
résultats pour les stimulations allogénique et autologue.

Depuis 2009, une nouvelle spécialité a obtenu une AMM dans le cadre d’une mobilisation des
CSH vers le compartiment sanguin. Le MozBb{plérixafor) est un antagoniste des
récepteurs CXCR4 (impliqué dans l'adhésion des cellules souches) et est utilisé en
complément du G-CSF pour améliorer le recueil de CSP pour les greffes autologues. Les
études ont montrés que l'association G-CSF + Mozobil® permettait a un plus grand nombre
de patients d’obtenir les 10 cellules CD34+/ul de sang nécessaire au minimum pour le

prélevement avec un nombre réduit de séance de cytaphérése. (3;41)

Les principaux effets indésirables liés aux stimulations par le G-CSF sont doses dépendantes.
On retrouve des douleurs osseuses et musculaires, nauseées, asthénie et des complications plus
graves comme une splénomeégalie pouvant aller jusqu'a une rupture de la rate, des accidents
vasculaires thrombotiques et de poussées évolutives de pathologies auto-immunes.

L’incidence de ces effets secondaires grave est de l'ordre de 1%. (3)
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«+ Phase de recueil

Le recueil des CSP est réalisé par des méthodes de cytaphérése, basée sur le principe que
toutes les cellules sanguines n’ont pas la méme masse et pourront donc étre séparées par

centrifugation.

La décision de recueillir des CSP se base sur la numération des cellules CD 34+ du sang
circulant. Le nombre de 20 cellules CD34+/ul de sang est la valeur cible permettant d’obtenir
avec une seule aphérése 2 a 25.0D34+ /kg, quantité minimale nécessaire & une
reconstitution hématopoiétiques satisfaisante. Généralement, les équipes commencent le
prélévement a partir de 10 CD 34+/pl ce qui permet un recueil contenahtCD184+/kg.
Cependant, dans les cas d’autogreffe, lorsque les valeurs de CD 34+ circulantes sont
comprises entre 10 et 20 pl, la décision du moment optimal pour le recueil sera déterminée en
fonction de I'évolution de sortie d’aplasie du patient calculée grace au nombre de globules
blancs.

Le sang du donneur va suivre une circulation dite extra corporelle(CEC) dans un kit stérile a
usage unique. Une poche de sang sera prélevée avec un débit de 50 a 70 ml/mn a partir d’'une
aiguille posée au pli du coude puis sera centrifugée. Les éléments sanguins seront séparés en
fonction de leur densité et un capteur viendra prendre la couche de globule blanc ou se
trouvent les CSH. Le reste du sang sera réinjecté au donneur par l'autre bras.

Du calcium est ajouté sur la voie de retour car dans le circuit se trouve un anticoagulant, le
citrate, qui permet d'éviter que le circuit ne se bouche. Il y a toujours un peu de citrate qui
revient vers le donneur, sans danger puisqu’il ne peut pas entrainer de saignement mais il peut
faire baisser le calcium sanguin. L’addition de calcium évite au donneur d’avoir des
sensations de fourmillements aux extrémités, des crises de spasmophilie ou de tétanie.
L’obtention de greffon contenant un nombre satisfaisant de cellules CD 34+ est en général

possible apres 1 ou 2 aphéreses traitant 2 a 3 fois la masse sanguine en 3 heures environ.

Des cytopénies transitoires ont été rapportées dans les jours qui suivent le don, et plus
rarement des cas de neutropénies. Des thrombopénies sont plus frequemment observées et
peuvent nécessiter une transfusion de plasma.

Les expériences d'un second don de CSP chez un méme donneur ont montrées que les

réserves en progéniteurs cellulaires n’étaient pas altérees. (3;43)
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B.1.2. Contenu cellulaire des greffons

La composition des greffons de CSH issus du sang circulant et de la moelle osseuse est

variable qualitativement et quantitativement. (cf. figure 33 et 34)

Lors d’'une mobilisation par le G-CSF, le greffon obtenu contient environ 3 fois plus de
cellules CD34+. Cette augmentation est a l'origine de la meilleure reconstitution
hématopoiétique observée lors des greffes de CSP. De plus, le nhombre de lymphocyte T
(CD3+) est 10 fois supérieur dans un greffon de CSP par rapport a un greffon médullaire. Les
patient recoivent donc plus de 21ID3+ /kg ce qui a pour conséquence de favoriser I'effet
GvL et la prise de greffe mais en augmentant la survenue de la GvH.

On retrouve dans un greffon mobilisé par G-CSF une sous population lymphocytaire 10 fois
plus élevé que dans les greffons médullaires. Les études ont montré que la normalisation du
ration LT CD4+ / LT CD8+ est plus rapide dans les cas de greffe de CSP que dans les cas de
moelle osseuse. Cela montre que la reconstitution hématopoiétigue et immunitaire est
accéléree. En revanche, les cellules des greffons de CSP présentent un plus faible niveau

d’activation que celles des greffons de moelle osseuse. (20)

Nombre cellules Dans une CD34 % Lymphocytes
nécessaires poche D3~
Criteres requis
Moelle CNT:2.108kg | Hte: 30% 1al.5% 2.2%
{allo) CFU-GM: 12 Volume initial:
210 kg 500-1300cc
Final: 10 a 20
ml'kg
CsP Hte == 5% 1a7% 27%
{allo et CD34+ 4 109/kg | Volume final-
auto) 200 ml
Cordon CNT:2.107kg Hte : 5% 0.1a0,5% 0.4%
WVolume final:
100 ml

Figure 33 : Caractéristigue des greffons de CSH37)

CNT: Cellules totales nucléées

Hte : hématocrite
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Cellules

Greffon issu de la moelle osseuse

Greffon issu du sang circulant

CD34+ 2.3+0.4 x16 7.1+0.9 x16
Leucocytes 288 +27 x10 1128 +76 x16
Monocytes (CD14+) 7.4+1.3x16 221.1+ 24.8 x16
Lymphocytes 66.3 + 7.5 x10 472.1+ 34.8 x16
Lymphocytes B (CD19+) 8.3+1.2 x16 70.1+£10.3 x16
Cellules NK 4.8 +1.0x16 37.3£3.2 x16
Lymphocytes T 31.9+4.5 x16 338.8+ 27.5 x16
Sous population lymphocytairg
CD3+ CD4+ 15.1 +2.1 x10 197.9+ 15.4 x16
CD3+ CD8+ 14.2 +2.1 x16 118.1+ 12.7 x16
CD3+ CD45RA+ 16.2 + 2.6 x16 183.3+ 20.3 x16
CD3+ RO+ 20.8 £2.7 x10 203.0+ 17.4 x16
CD3+ CD25+ 4.7 +0.7 x18 45.3 £6.2 x16
CD3+ HLA-DR+ 3.0 £0.6 x16 17.6 +4.5 x10

Fiqure 34: Numération des différents types cellulaires d’un greffon en fonction de sa

source.(3)

Les résultats de ce tableau sont exprimés en nombre de cellules/ kg du receveur.
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B.1.3.Traitement et conservation des greffons

Une fois le prélevement terminé, il est acheminé vers une banque de stockage puis analysé
pour déterminer le nombre de cellules prélevées. Si ce nombre n’est pas suffisant, un
deuxieme prélevement est programmé pour le lendemain. Exceptionnellement, trois
préléevements peuvent étre nécessaires. Chaque échantillon recu est qualifié et soumis a

différents controlés :

e Numération des cellules nucléées : réalisée par une technique automatique

(hémogramme) et par une technique manuelle sur cellule de Malassez.

» Viabilité : Elle est déterminée par coloration au Bleu Trypaougbar incorporation de
7-AAD et permet de veérifier le nombre de cellules CD34+ viables, surtout pour les
produits décongelés.

* Numération des cellules CD34+ : L’analyse est réalisée par des techniques de

cytométrie en flux.

e Test clonogénique des progéniteurs CFU-GM : Les cellules sont ensemencées dans un

milieu semi-solidea base de méthylcellulose. Les cultures sont enguitéhées a
37°C en présencde 5% de CO2 et en atmosphére humide pendant 14. jours
L’estimation du nombre et du tyjpe colonies est réalisée au jour 14.

» Controles bactériologique et fongique : Elle consiste en une hémoculture automatique

de 10 jours sur milieux aérobie et anaérobie.

3)

Ces qualifications sont un pré-requis obligatoire avant libération de la poche pour une

utilisation thérapeutique.

Les cellules sont soit conditionnées a I'état frais (cas le plus fréquent en allogreffe), soit
congelées dans un milieu comportant un cryoprotecteur. Pour les CSH issues de la moelle
osseuse, elles seront préalablement traitée au moyen d’une série de filtres afin d’en retirer les

fragments d’'os ou de tissu.
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Parfois, les greffons issus de la moelle osseuse ou du sang circulant peuvent, apres leur
recueil, subir une réduction du nombre de lymphocytes T. Cette technique, appelée déplétion
en lymphocyte T, a pour objectif de minimiser le risque de survenue de GvH en conservant

I'effet GvL.

De méme, si le donneur et le receveur ont des groupes sanguins incompatibles, les globules
rouges et/ou le plasma devront étre retirés du greffon pour éviter toute réaction.

(44)

La méthode classique pour cryoconserver les CSH se fait dans de la vapeur d’azote liquide a -
196°C jusqu’a la greffe. Plus réecemment, une méthode simplifiée a été proposée qui consiste
a utiliser du diméthylsulfoxyde (DMSO) a 5 % comme cryoprotecteur associé a une
congélation directe dans un congélateur mécanique a - 80 °C. Cependant, a cette température,
la durée de conservation ne peut dépasser 6 mois alors que dans l'azote liquide la durée de
conservation pourrait atteindre plusieurs dizaines d’années.

Sur prescription nominative du médecin greffeur, la banque de cellule libére le produit. Le
responsable médico-technique validera cette cession si I'ensemble des spécifications requises
pour une distribution sont réunies (sérologies du donneur conformes, contrdles fonctionnels et
contréles microbiologiques conformes). La notion d'urgence permet sous certaines
conditions de distribuer des produits non conformes. La notion de bénéfice/risque sera alors
discutée en comité de greffe. Les greffons cellulaires sont décongelés a la banque de cellules
qui se charge de leur conditionnement pour greffe.

(39;44,45;46)
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B.1.4.Reqistres des donneurs de CSH de moelle osseuse et de CSP

A I'hneure actuelle en France, les donneurs de CSH sont des volontaires, inscrits sur les
registres nationaux de donneurs lorsqu’ils en font la demande et réalisent les démarches. Cette
inscription doit étre une décision personnelle réflechie puisqu’elle implique un réel

engagement de la part du donneur. En s’inscrivant, il accepte de se rendre disponible pour le
prelévement, d’informer le Registre France Greffe de Moelle de ’Agence de la biomédecine
lors de changement concernant son état de santé ou son adresse et de donner pour n'importe

guel patient en France comme a I'étranger

Il est trées important de préciser que I'engagement du donneur peut étre révocable a tout

moment.

Pour étre donneurs, les volontaires doivent satisfaire & de nombreux critéres :
v Etre agé de plus de 18 ans et de moins de 51 ans.

v/ Se savoir en bonne santé.

v" Répondre a un questionnaire de santé.

v Faire des tests biologiques, qui permettront notamment de déterminer le groupe HLA.
v' Accepter, comme I'exige la loi, 'anonymat entre le donneur et le malade.

De nombreux agents pathogenes transmis par le donneur peuvent contaminer le greffon et
avoir des conséquences tres graves pour le malade s'il est greffé (cf.figure 35). Il est donc
indispensable de sécuriser au maximum en amont du prélevement. Ainsi, avant l'inscription
au registre un entretien meédical avec le donneur est réalisé conjointement par le médecin
responsable de la greffe et le médecin responsable du prélévement. Le but est d'informer le
donneur et de réaliser des prélevements :

* un bilan d’'aptitude (examen clinique et questionnaire médical) qui a pour but de détecter
d’éventuelles contre-indications au prélevement des CSH par cytaphérése et/ou a
I'injection de facteurs de croissance.

e une prise de sang pour déterminer le groupe sanguin, les sérologies virales, etc afin

d’assurer la viabilité et la sécurité microbiologique du greffon.

Les principales contre indication a devenir donneur de cellules souches sont :
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Les affections cardiaques, I'’hypertension artérielle, les affections respiratoires, les maladies
du systéme nerveux, les affections cancéreuses, les affections métaboliques (diabéete,
insuffisance hépatique), les traitements par anticoagulants, les antécédents de phlébite ou

d’embolie pulmonaire, les affections neuromusculaires et certaines allergies.

Informations complémentaires sur le site de 'agence de la biomédecine :

www.dondemoelleosseuse.fr

Transmission of ~ Donor disease
e HIV / Hepatitis B and C / HTLV-1 / CMV /
EBV / Parvovirus B19 / West Nile virus

Bacteria - - Contaminants(a)/ Brucellosis

Parasites . Toxoplasmosis / Malaria / Leishmania / :
: Babesia

Fungi Candida / Aspergillus

Prions Creutzfeld-Jakob disease(b)

Enzyme.de'ﬁciencieé . Gaucher’s disease

Haemoglobino_péthies ' Thalassemia / Sicklé cell anaemia .

Autoimmune diseases 'Myasthen'ié gravis / Atopy / Lupus

erythematosus / Thyrotoxicosis / Diabetes
mellitus type I / Sarcoidosis / Coeliac
disease / Autoimmune thrombocytopenia

Haematological malignancies AML./ CML /.T-cell lymphoma

Nonvhaematoiogical Small-cell lung cancer from renal
malignancies (c) transplantation / Glioblastoma multiforme
: from liver transplantation

Figure 35 : Potentiel de transmission de maladie des greffons aux donneui7)

De nombreuses maladies peuvent étres transmises du donneur via son greffon au
receveur. Des virus, des bactéries, des parasites, des champignons, des pathologies
malignes peuvent entre autre contaminer le receveur déja affaiblit par le conditionnement

et lui causer des maladies trés dangereuses.
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B.2. Greffons issus de sang de cordon

B.2.1. Conditions de prélévement

Le sang de cordon ombilical peut étre collecté alors que le placenta est encore dans l'utérus,
(méthode ditén utero) ou aprés que le placenta ai été expulsé de l'utérus (méthodg dite
utero).

Le cordon sera clampé a environ 5 cm de la région ombilicale de I'enfant puis sectionné.
Apres désinfection du lieu de prélevement, 1 ou 2 aiguilles du dispositif de préléevement de
sang placentaire seront fixées dans la veine ombilicale au dessus du clamp en direction du
placenta. Les contractions utérines faisant pression sur le placenta afin de l'expulser vont
contribuer a vider celui-ci, via le cordon, directement dans la poche de prélévement avec un
volume moyen de 75 ml (entre 10ml et 250ml). Une fois que le sang est prélevé, un deuxiéme
clamp est placé au dessus de l'aiguille et tout le dispositif est retiré. Le prélévement doit étre

identifié et une fiche de tracabilité doit étre remplie. (23)

Figure 36 : Dispositif de prélevement de sang placentaire de type Maco Pharn(a3)
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B.2.2. Contenu cellulaire des greffons de sang de cordon

Les greffons obtenus a partir de sang placentaire sont beaucoup plus faibles en volume et
contiennent 10 fois moins de cellules nucléées que les greffons issus de la moelle osseuse et
20 fois moins que ceux issus du sang circulant. De plus le pourcentage de cellules CD34+ et
de lymphocyte CD3+ contenu dans ce greffon est nettement inférieur a ceux des autres
sources (de 5 & 75 fois moins pour les LT CD3+ et de 10 a 15 fois moins pour les CD34+).
Cette composition a pour avantage de rendre le greffon plus tolérant d’'un point de vue
d’histocompatibilité et réduit I'incidence et la sévérité des GVH. En revanche, la pauvreté en
cellules CD34+ rend la prise de greffe plus lente, et augmente le risque de rejet.

(cf. figure 33) (37)

B.2.3.Traitement et conservation des greffons

Dés que le prélevement est effectué et que le sang conditionné dans une poche, il doit étre
envoyé dans les 24 heurs a la banque de sang placentaire afin d’étre stocké. Ce cours délais
est nécessaire pour optimiser la conservation du greffon et explique la localisation des

maternités collectrices a proximité des banques.

Une fois le prélevement effectué, il est également nécessaire de procéder a une qualification
biologique du recueil.

Le volume doit étre supérieur ou égal a 80 ml et une numération en progéniteurs CD34+
supérieure ou égale a 2 x 106. Les tests de dépistage des maladies transmissibles réalisés sur
les échantillons de sang veineux maternel prélevés concernent les mémes agents infectieux
gue ceux recherchés dans le cadre du don du sang (syphilis, VIH, hépatites virales B et C, et
les anticorps anti-HTLV1 et anti-HTLV2). Les autres tests réalisés sur le prélevement de sang

de cordon concernent la richesse en progéniteurs type CFU-GM ainsi que le typage HLA.

Pour éviter tout risque infectieux non détectable a la date du prélevement, le sang de cordon
est mis en quarantaine pendant au moins deux mois.

Il est néanmoins cryoconservée en azote liquide dans les 24 heures qui suivent le préléevement
additionné d'un cryoprotecteur, le DMSO, protégeant les cellules souches hématopoiétiques
des effets de la congélation. Les poches sont ensuite descendues jusqu’a -120°C de maniere
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progressive pour atteindre -150°C. Elles sont conservées ainsi jusqu'a la sécurisation du

greffon.

Lors de la visite post-natale du deuxieme mois, un nouvel échantillon de sang de la mere est
prélevé sur lequel sont renouvelés les tests de dépistage. Une séroconversion entraine la
destruction du greffon. De plus, lors de cette visite I'enfant est examiné pour s’assurer de

I'absence de toute pathologie.

Chaque greffon validé est inscrit avec les résultats de son typage HLA sur les fichiers
nationaux et internationaux des donneurs de moelle gérés par I’Agence de la Biomédecine.
L’interrogation des fichiers est déclenchée par I'équipe de greffe et se fait sur le méme mode
gue pour les volontaires au don de moelle. La recherche d’'un sang de cordon pour le patient
doit prendre en compte le degré de compatibilité du typage HLA entre le donneur et le patient.
(45)

B.2.4. Reqistres des donneurs de CSH

Le don de sang de cordon est une démarche volontaire, anonyme et gratuite effectuée
généralement lors d’'une grossesse. Elle devra remplir un formulaire de consentement écrit
aprées une décision libre et éclairée. Il est important de préciser que cet engagement est
révocable a tout moment. Si la femme enceinte est consentante, elle devra répondre a un
guestionnaire médical prénatal permettant de vérifier avant la naissance que le prélévement

pourra avoir lieu, et que I'unité pourra entrer dans le circuit de validation du greffon.

Cing conditions sont nécessaires a la réalisation de ce don :

» La patiente devra rencontrer un médecin spécialiste pendant la grossesse (7eme mois).

» L’accouchement devra dérouler dans une maternité habilitée. (cf. figure 37)

* Un examen clinique du bébé a la naissance et a partir de I'age de 3 mois sera effectuée.

* Une analyse du sang maternel en vue de dépister une éventuelle maladie infectieuse devra
étre autorisée et a la visite dii"2mois.

» Informer I'équipe médicale en cas de maladie grave.

Il existe de nombreuses contre-indications a ce don qui peuvent étre liées aux parents ou au
bébé :
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Liées a la mere :

» Pathologies gynéco-obstétricales (grossesse multiple, condylomes ...).

» Pathologies infectieuses (streptocoque génital, valvulopathie ...).

» Antécédents d'affections malignes non guéries (cancers, leucémies, néoplasie ...).

 Maladies génétiqgues ou anomalies génétiques constitutionnelles (myopathie,
mucoviscidose ...).

* Maladies auto-immunes (polyarthrite rhumatoide, sarcoidose ...).

* Maladies cardiaques.

» Maladies endocriniennes (diabete de type 1, hypercholestérolémie traitee...).

» Pathologies hématologiques (Anomalies de I'hnémostase avec risque hémorragique ...).

» Pathologies neurologigues ( neuro-dégénératives, sclérose en plaque, épilepsie,
syndrome dépressif ...).

» Sociaux culturelles (mineures, tutelle, conduites addictives ...).

Liées aux péres :

* Péreinconnu.

* Maladies génétiques ou anomalies génétiques constitutionnelles.

Liées au nouveau-né :

» Développement intra-utérin (retard de croissance, souffrance foetale).

Liées a l'accouchement :

* Terme < 37 semaines.

e Température maternelle > 38.5°C.

* Liquide amniotique méconial.

* Rupture de la poche des eaux > 33 heures.

» Souffrance foetale aigue.

(40)
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Tableau récapitulatif

Avantage Inconvaniant
Conditionnement
Intensifia Moins de récidives Plus de toxicite
Reduit Moins de toxicite Plus de récidives

Source de csllules souches

Moelle osseuse

Mains da cas de GvHD chromigue

Prisa lente
Rizque accru de rejat

Callules souches pénphériques

Sang de cordon ombilical

Priza plusrapide

Mains de rejets
Disponibilké rapide

Plus de cas de GvHD

Faible nombre de cellules

Moins dz cas de GvHD

Plus do rejets

Muoins d'eagence de compatbilits HLA

Prise lente

Impos=ibilité de transfuser
des lymphooytes du donriawr

Type de donnaur
Autologue Pas de complications immunologiques Risque aceru de récidive
- pas de reet
- pas de GWHD
Allogénigque Cellules souches saines Complications immunologiques

Moins de récidives

rejet
GwHD

Prevention/traitement de la GvHD

Imtensifié
Réduit

Mains do cas de GvHD Plus do récidives
Muoins de écidives Dravantage de cas de GvHD
Davantage d'effet Gl Plus de toxicite

Figure 38 : Avantages et inconvénients des différentes méthodes de transplantati(2f)
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C. Différents protocoles de greffe

C.1.Choix du greffon

C.1.1. Rappels immunologiques

C.1.1.1. Systeme HLA ou complexe majeur d’histocompatibilité

Le complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) désigne en immunologie un systeme de
reconnaissance entre les cellules du « soi » et du « non-soi ».

Chez I'étre humain, le CMH est formé par I'ensemble des Antigénes des Leucocytes Humains
(systtme HLA) codés par des génes situés sur le bras court des chromosomes 6 et qui
s’expriment principalement a la surface des cellules immunocompétentes (mais pas
uniquement) sous la forme de glycoprotéines transmembranaires.

Le systeme HLA posséde un polymorphisme tel qu’il ne peut pas étre identique chez deux
individus étant donné le nombre d'alléles et de configurations possibles (sauf cas des vrais
jumeaux). On estime que 10 a 30 % des personnes vivants dans le monde possedent un code
HLA qui leur est entierement propre et qu'aucun autre étre humain ne le partage.

Malgré ces grandes différences individuelles, lors d’'une greffe, les codes HLA du donneur et
ceux du receveur doivent étre les plus proches et similaire possible afin de permettre aux
cellules du donneur de prendre place dans le corps du receveur sans pour autant déclencher
une réaction immunitaire de rejet. Dans le cadre de la greffe de CSH, le systeme immunitaire
du receveur est souvent trés affaibli ou inexistant, ce qui facilite la prise de la greffe. Ce n'est
pas lui qui va étre a l'origine de la réaction entre le receveur et le donneur, mais ce sont les
cellules greffées du donneur, qui vont attaquer les tissus du receveur, percus comme hostiles,

comme du « NoN-soi ».

Il existe deux types de molécules HLA :

- les molécules HLA de classe | (HLA-A, B et C) qui sont présentes sur toutes les cellules de
'organisme, a I'exception des hématies et des cellules germinales. Elles sont codées par des
genes situés sur le bras court du chromosome 6. Ces cellules portant ces molécules HLA de
classe 1 présentent leurs déterminants antigéniques aux lymphocytes T CD8+ qui vont, si
nécessaire détruire ces cellules soit parce qu’elles n’appartiennent pas au méme organisme
(cas des greffes), soit parce qu’elles abritent un agent pathogéne, ce qui évite qu'il ne se

développe dans I'organisme.
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- les molécules HLA de classe Il (DRA, DRB, DQ, DPA1 et DPB2) sont présents sur les
lymphocytes B, les monocytes et les macrophages. Elles sont également codées par des genes
du bras court du chromosome 6. Elles vont présenter les déterminants antigéniques aux
lymphocytes T CD4+ qui jouent un role fondamental dans la réponse immunitaire en
stimulant la prolifération des lymphocytes B et induire leur différenciation en plasmocytes
producteurs d'anticorps. lls vont également stimuler la prolifération et l'activation des
lymphocytes T CD8+. (21;25;47,48)

C.1.1.2.Les antigénes mineurs d’histocompatibilité

Ces antigenes mineurs d’histocompatibilité sont tous les antigenes d’histocompatibilité qui ne
font pas partie du CMH. lIs s’expriment principalement sur cellules endothéliales vasculaires
et sur les monocytes du donneur

Ce sont entre autre les antigenes HA-1, HA-2, HA-3, HA-4, HA-5, HA-8 et une protéine
nommé H-Y qui sont codés par le chromosome Y.

On sait a I'heure actuelle que méme si le CMH joue un réle majeur dans les mécanismes
d’histocompatibilité, un rejet peut survenir a cause de ces antigenes mineurs qui vont étre
reconnus par les lymphocytes T du donneur. lls sont codés par des genes du chromosome Y,

indépendamment donc du CMEAL)

C.1.2. Greffons autologues

Pour les greffes autologues, seules les CSH issues de la moelle osseuse et les CSP sont
utilisées en pratique. Le choix de prélever d’'un prélevement médullaire ou sanguin est établi

selon de trés nombreux critéres dépendant entre autre du patient et de sa maladie.

La moelle osseuse n'est pas le choix de premiére intention pour le recueil des CSH
autologues. Généralement, ce choix fait suite & une impossibilité ou une insuffisance des
méthodes de cytaphérése pour les CSP. Le nombre de prélévements chez des patients adultes
en vue d'une autogreffe s’est stabilisé entre 2006 et 2008 autour de 45 prélevements/ an apres

10 années de diminution. Les données de 2009 ont montré une chute a 32 prélevements /an.
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Chez I'enfant, le nombre de recueil ne cesse de chuter en passant de 102 en 1997 a 13 en
2009. (24)

Les prélevements de CSP par cytaphérése en vue d'une autogreffe est la méthode la plus
utilisée actuellement en France. Les données sont stables depuis quatre ans avec en moyenne
1,9 cytaphéréses par patient. (cf. figure 39)

En pédiatrie, I'évolution est également stable avec 4,9% des recueils de CSP en 2009 et 2008
et de 5,5% en 2007. Cela représente 282 préléevements pour 171 mineurs de moins de 18 ans.
(24)
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Figure 39 : Evolution de l'activité de cytaphérése en vue d'autogreffg24)

C.1.3. Greffons allogéniques

Lors du protocole de greffe, la compatibilité entre le donneur est le receveur est un point
essentiel afin d’éviter tout rejet. Les équipes médicales disposent de 2 sources pour obtenir un
greffon le plus compatible possible ; soit se tourner vers un donneur de la méme famille que le

patient, soit utiliser le registre des donneurs ou la banque de sang de cordon.
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C.1.3.1. Donneur familial

La meilleure compatibilité HLA provient de jumeaux homozygotes puisqu’ils ont le méme
patrimoine génétique.

Habituellement, c’est vers un frere ou une sceur du receveur que l'on se tourne pour le
prélévement puisque c’est eux qui ont le plus de chance d’étre porteur des mémes antigénes
HLA (donneur HLA identique ou géno-identiques).

Les genes HLA sont dominants, transmis des parents aux enfants en bloc, par haplotypes
entiers. De ce fait, il ne peut exister que 4 haplotypes différents au sein d’'une méme famille.
(cf. figure 48)

Si I'in rapporte cette probabilité au nombre moyen d’enfants par famille en France, un peu
moins de 30 % des receveurs potentiels de CSH ont un donneur HLA-identique dans leur
famille. (21)

Antigenes du pére
pei | Hap Hapilotype 1 | Haplotype 2
HLA-A A1 A-2 A-3 A-24
HLA-B B-8 B-7 B-63 Bi12

HLA-DR DR-3 DR-7 DR-6 DR-2

A

HLA-A A-1 A-3 A-2 A-3 A-2 A-24 A-1 A-3

HLA-B B-8 B-63 B-7 B-63 B-7 B-12 B-8 B-63
HLA-DR DR3 DR6& DR7 DR6 DR7 DR2 DR3 DRSS

Figure 40 : Représentation de la transmission familiale des antigénes principaux du

systeme HLA.(21)
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C.1.3.2. Donneur issu des registres.

Les chiffres montrent que lorsqu’au minimum les 8 alleles du systeme HLA sont compatibles,

le taux de survie a 5 ans apres la greffe était Iégerement moindre pour les donneurs non
apparentés par rapport aux donneurs apparentés (54 % vs 63 %, une différence significative).
Lorsqu’un seul allele n'est pas compatible, ceci entraine un taux de survie nettement plus
faible (survie a 5 ans de 30 a 43%)).

Les difféerents registres internationaux de donneurs de CSH sont regroupés dans le BMDW
(Bone Marrow Donors Worldwide). On y retrouve 66 registres de donneurs de CSH de 47
pays différents, et 48 registres de banques de sang de cordon provenant de 28 pays. Les
registres internationaux comptent au total 17 744 623 donneurs de CSH (données du
23/05/11).

Pour la France, le registre francais est constitué de 190 090 donneurs dont 85% sont typés
pour lesloci A, B et DR. Le registre francais du sang de cordon est constitué de 12 265
cordons, dont la majorité est typé pour les groupes HLA.

Les Etats Unis possedent le fichier le plus important avec 6 128 987 donneurs de moelle
osseuse et de CSP et 102 797 donneurs de sang de cordon. L'Allemagne est en deuxieme
position avec 4 221 643 de moelle osseuse et de CSP et 9 970 donneurs de sang de cordon.
(49)

Par conséquent, trouver un donneur aussi compatible que possible est essentiel a la réussite de
la greffe de moelle osseuse. Pour les donneurs non apparentés, les nouvelles techniques de
typages et les méthodes de recherche basés sur différents algorithmes permettent de limiter les
problemes d’histocompatibilité en sélectionnant les donneurs les plus compatibles possibles.
(21;49)
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Figure 41 : Algorithme pour la recherche d’'un donneur.(39)

DVMO : donneur volontaire de moelle osseuse

Lorsqu’une greffe est décidée, le patient va subir les examens pour déterminer son typage
HLA. Dans un premier temps, les médecins vont se tourner vers la famille pour savoir s'il
existe des donneurs volontaires. Leur typage HLA sera ensuite déterminé. Si le donneur de la
famille est compatible, c’est lui qui fournira le greffon. Si personne de la famille n’est
compatible, il faudra se tourner vers les registres de donneurs et les banques de sang de
cordon. Le greffon sélectionné sera celui possédant le plus de molécules HLA compatibles

avec le receveur

C.2. Conditionnement pré-greffe du receveur et risques associés.

Actuellement en France, les conditionnements myéloablatifs s’utilisent majoritairement dans
les greffes autologues. Ce conditionnement, trés intenses ont pour but de débarrasser le plus
possible I'organisme des cellules tumorale et permettent une myélosuppression quasi-totale.
Ce « nettoyage » est essentiel pour la prise de la greffe autologue puisque lI'on n'aura pas
d’effet GvL du greffon puisque le donneur et le receveur sont les mémes personnes.
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L'utilisation des conditionnements non-myeéloablatifs ou a intensité réduite se retrouvent

plutét dans les greffes allogéniques et connait une nette augmentation depuis 10 ans. (cf.
figure 42) Le greffon du donneur aura un effet GvL qui luttera contre les cellules cancéreuses
restantes. On peut donc se permettre une intensité de conditionnement plus faible et moins

immunosuppressive.

TO
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Figure 42 : Evolution du pourcentage d’allogreffes de CSH réalisées aprés un

conditionnement non myéloablatif par rapport au nombre total d’allogreffes.(24)

C.2.1. Greffe autologue et conditionnement myéloablatif

Le conditionnement myéloablatif comprend I'administration préalable d’une chimiothérapie
aux doses maximales efficaces qui peut étre ou non associée a une irradiation corporelle

totale. L'objectif est d’obtenir chez le malade :

» Une immunosuppression nécessaire a la prise de greffon et a la prévention du rejet de
greffe.

» la destruction de son systeme hématopoiétique afin de supprimer le potentiel malin et
d’assurer I'aplasie médullaire. Des doses maximales sont utilisées pour dépasser le seuil
de résistance tumoral.

> Le rétablissement d’'une hématopoiése normale dans les cas d’aplasies médullaires.

(50)
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Pour les greffes autologues, le conditionnement aura lieu aprés le prélevement des CSH.

(cf. figure 19)

Classiquement, le malade est hospitalisé 10 jours avant la date de la greffe, dite jour 0. La
décontamination digestive et les différentes prophylaxies médicamenteuses sont débutées. Le
conditionnement myéloablatif est débuté environ 8 jours avant le jour O et comportera le plus

souvent :

» une irradiation corporelle totale de 10 Gy en dose unique ou 12 Gy en doses fractionnées.

» une chimiothérapie, essentiellement a base de cyclophosphamide (60mg/kg pendant 2
jours). D’autres cytotoxiques peuvent étre administrés comme la cytarabine ou
I'étoposide. (51)

Il existe de nombreuses variantes selon I'indication de la greffe et les protocoles locaux. (cf.
figure 43) (24)

De plus, l'utilisation de conditionnements purement chimiques a base de busulfan se
développe depuis une dizaine d'année car ils permettent une meilleure activité anti-

leucémique et une moindre toxicité (50;51)
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| Table 1: Conditioning regimens

Regimen . Daily Dose

Administrat_iqn

Total Dose. Days
* Conventional “old” regimens
Cy/TBI .
Cyclophosphamide 120 mg/kg 60 ma/kq IV in 1 hour -6, -5
Total Body Irradiation 12-14.4 Gy 2-2.4 Gy '{gx/ @__ay)_ -3, -2, -1
Bu/Cy :
Busulfan 16 mg/kg 4 mg/kg* p.0. q 6 hour -9, -8, -7, -6
Cyclophosphamide 200 mg/kg: 50 mg/kg** IV in 1 hour -5, -4, -3, -2
e . J | . it :
BCNU 200 mg/m? 200 mg/m? IV in 2 hours -6
ARA-C 800 mg/m? 200 mg/m? IV in 2 hours -5, -4, -3, -2
Cyclophosphamide 200 mg/kg 50 mg/kg IV in 1 hour -5, -4, -3, -2
6-Thioguanine 800 mg/m? 200 mg/m? p.o -5, -4, -3, -2
e Alternative "standard” regimens
TBI/VP
Total Body Irradiation  12-13.2 Gy 2-2.5 Gy (2x/day) -7, <6, -5, -4
Etoposide - 60 mg/kq 60 mg/kg IV in 2 hours -3
AC/TBI
ARA-C 36 g/m? 3 g/me2 IV g 12 hoursin 2 h -9, -8, -7, -6, -5, -4
Total Body Irradiation 12 Gy 2 Gy (2x/day) -3, -2, -1
MEL/TBI
Melphalan 110-140 mg/m? 110-140 mg/m? IV in 1 hour -3
Total Body Irradiation 10-14.85 Gy 2 Gy (2x/day) -2,-1,0
Bu/Cy
Busulfan 16 mg/kg 4 mg/kg* p.o. g 6 hours =7, -6, -5; -4
Cyclophosphamide 120 mg/kg 60 ma/ka IVin 1 hour -3, -2
Bu/MEL ' :
Busulfan 16 mg/kg 4 mg/kg* p.0. g 6 hours -5, -4, -3, -2
Melphalan 140 mg/m? 140 mg/m? IV in 1 hour -1
® Intensified regimens
Cy/VE/TBI -
Cyclophosphamide 120 mg/kg 60 mg/kg IV in 1hour -6, -5
Etoposide 30-60 mg/kg 30-60 mg/kg IV in 2 hours -4
Total Body Irradiation 12-13.75 Gy 2-2.25 Gy (2x/day) : -3, 2, -1
TBI/TT/Cy/ATG '
Total Body Irradiation 13.75 Gy 1.25 Gy (3x/day) : -9, -8, -7, -6
Thiotepa 10 mg/kg 5 mg/kg p.o.g6hours « -5, -4
Cyclophosphamide 120 mg/kg 60 mg/kg IV in 1 hour -3, -2
ATG** 120 mg/kg 30 mg/kg IV in 5-6 hours -5, -4, -3, -2
Bu/Cy/MEL :
Busulfan 16 mg/kg 4 mg/kg* orally every ¢ 6 howrs. -7, -6, -5, -4
Cyclophosphamide 120 mg/kg 60 mg/kg IVin 1 hour -3, -2
Melphalan 140 mg/m? 140 mg/m? IV in 1 hour -1
o Reduced intensity regimens
TBI/Fluda
Total Body Irradiation 2 Gy 2 Gy 0
Fludarabine 90 mg/m?2 30 mg/m?2 IV in 30 min -4, =3, -2
Fluda/Bu/ATG
Fludarabine 180 mg/m? 30 mg/m?2 IV in 30 min -10 to -5
Busulfan 8 ma/kg 4 mg/kg* p.0. g 6 hours -6, -5
+ ATG** 40 mg/kg 10 mg,/kg IV in 8-10 hours 24 8P

Figure 43 : Exemple de protocoles pouvant étre utilisés lors des conditionnements

pré-greffe. (47)

On retrouve dans ce tableau des exemples de protocoles conventionnels d'utilisation
ancienne, de protocole standard alternatif et également de protocoles myéloablatif (ici

intensified regimens) et de protocole d’intensité réduite.
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Au-dela de leur impact sur le systeme immunitaire, les chimiothérapies myéloablatives
peuvent toucher et affaiblir d’autres organes.

C’est pourquoi avant de débuter le processus de greffe le malade effectuera un bilan
fonctionnel complet afin de s’assurer que son organisme pourra supporter la toxicité de la
chimiothérapie. (38;51)

Ainsi il faut prévoir différentes complications :

Conmplications rénales

L’élimination de certains chimio-toxiques, immunosuppresseurs et antibiotiques utilisés dans
ce conditionnement se fait par les reins qui sont donc particulierement exposés. Dans certains
cas, leur capacité d’élimination peut étre insuffisante et causer I'apparition d’'une insuffisance
rénale. Le recours a la dialyse est alors nécessaire afin d’éliminer les produits toxiques et

éviter leur accumulation chez le patient.

Complications pulmonaires

Une atteinte pulmonaire peut apparaitre du fait de la forte pénétration des produits de
chimiothérapie ou de radiothérapie dans les tissus pulmonaires et peut conduire a une
insuffisance respiratoire et un syndrome de détresse respiratoire aigué. Il est donc nécessaire
d’évaluer la fonction pulmonaire lors du bilan pré-greffe et s’assurer que le patient fumeur

cesse tout tabagisme afin de réduire les risques de complications.

Complications cardiaques

Comme pour les poumons, les cellules cardiaques font subir I'mpact des produits du
conditionnement d’autant plus grave qu’une fois endommageées, elles ne peuvent se régénerer.

Le bilan pré-greffe devra également comporter un bilan cardiaque approfondi.

Risgue infectieux

Le conditionnement induit chez le malade un déficit immunitaire cellulaire et humoral transitoire
qui le rend particulierement vulnérable aux infections. Le maintien du malade dans un

environnement le plus propre possible est donc nécessaire.
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Infertilité
Les cellules reproductrices sont facilement atteintes par la chimiothérapie, rendant les cas de
stérilité post-greffe trés importants. Les patients envisageront avec leur médecin le maintien

de leur capacité de procréation par la conservation de sperme ou d'ovules.
Le plus souvent, et du fait de sa toxicité, ce conditionnement myéloablatif est réservée a des

patients jeunes< 55 ans en cas de donneur familial<eb0 ans en cas de donneur non

appaente.

C.2.2. Conditionnement non-myéloablatif

Il a été démontré que le conditionnement, si intense soit-il, ne peut a lui seul éradiquer la
totalité des cellules malignes chez un malade. L'augmentation de [lintensité du

conditionnement ne fait apparaitre aucun bénéfice si ce n’est une plus grande toxicite.

De plus, avec la mise en évidence de 'effet GvL et du role curatif majeur du greffon contre la
maladie, l'idée de conditionnements essentiellement immunosuppresseurs et non plus
myéloablatifs s’est rapidement imposée. L'objectif est d’'une part la création d’'une chimere
hématopoiétique (état de tolérance induit ou coexistent les systémes hématopoiétiques du
donneur et du receveur), responsable d’'un effet immunologique du greffon contre les cellules
normales et tumorales du patient et d’autre part d’'induire un état d'immunosuppression qui va

permettre au patient de supporter la greffe en minimisant la GvH et le risque de rejet.

De la sont apparues a la fin des années 90 les nouvelles techniques dite de greffe a
conditionnement atténué ou greffe a conditionnement non myéloablatif ou encore mini-greffe.
(38;50;51;52)

Ces conditionnements non myéloablatifs utilisent des agents de chimiothérapie seuls ou en
association, qui peut étre ou non complété par une radiothérapie. Leur intensité peut aller de
tres faibles doses ayant peu deffets myélosuppresseurs et totalement réalisables en
ambulatoire jusqu’a des doses fortes, mais moindre par rapport aux conditionnements

classiques, réalisés généralement lors d’une hospitalisation en environnement protecteur. (52)

87



La réalisation de minigreffes permet d’obtenir un chimérisme qui est initialement mixte avec
de 5 a 95% de cellules hématopoiétiqgues du donneur et une tolérance mutuelle des cellules du
donneur et du receveur.

Il est maintenant bien démontré qu'un chimérisme mixte qui persiste est associé a un risque
augmenté de rechute chez les patients greffés. Il doit étre converti en chimérisme complet du
donneur, en autre par I'injection de lymphocytes du donneur (DLI) afin favoriser I'effet GvL.
Ces lymphocytes sont prélevés par cytaphéréses chez le donneur puis réinjectés en une seule
fois ou par paliers de doses croissantes au patient receveur qui les tolérent car les cellules
immunitaires présentent chez celui-ci sont le plus souvent et en majorité celles du donneur. La
guantité de lymphocytes injectés varie de 1x10"7 a 2x10"8 de CD3 par kilo de poids du
receveur. (50) (cf. figure 44)

Le chimérisme complet du donneur permet une régression de la maladie du receveur par

augmentation de I'effet GvL.

Pour ce qui et des effets indésirables, le conditionnement non myéloablatif provoque moins de
toxicité de grade 1l et IV et moins de GvH aigué que le conditionnement myéloatdatif.
mortalité a 1 an non liée a la rechute est plus faible chez les receveurs d'une mini-greffe.

Cette procédure a montré une réduction considérable de la morbidité a court terme et de la
mortalité rendant cette thérapeutique accessible a des patients qui en étaient privés jusque la.
Néanmoins la GvH aigué et le risque infectieux demeurent des complications majeures de ces
conditionnements.

(44;50;51,52)
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Figure 44 : Chimérisme obtenu apres une greffe non myeéloablative de CSK47)

Ce schéma montre le receveur (a) et le donneur (b) de l'allogreffe. Lors d’'un conditionnement
a intensité réduite, il se forme un chimérisme mixte ou prédomine les cellules du donneur (c).
Avec le temps, cela conduire a un chimérisme complet du donneur (d). La persistance du
chimérisme mixte va nécessiter une DLI (e) pour convertir le receveur a une chimere

compléte du donneur (d).

89



C.3. Protocole d’administration du greffon et surveillance clinique

C.3.1. Greffe des CSH

Avant I'administration des greffons préalablement collectés et conservés, il faut décongeler
les CSH qui ont été cryoconserveée. Cela se fait par un réchauffement rapide au bain marie a
37°c ou 40°c puis par un lavage du greffon pour éliminer le DMSO toxique pour 'lHomme si

il est injecté. (39)

L’administration du greffon est réalisée de maniere assez simple et est identique quel que soit
son origine (moelle osseuse, sang circulant ou sang de cordon).La procédure ressemble a une
transfusion sanguine, mais doit étre administrée dans un gros vaisseau sanguin grace a un

cathéter central placé au niveau de la cage thoracique. (44)

Dans les cas d’allogreffes des CSH provenant de la moelle osseuse du donneur, la greffe se
fait généralement 24 heures apres le prélevement.

Le plus souvent il n'y a qu’une seule perfusion des CSH du donneur mais le nombre dépend
du receveur (poids, pathologie,...) et peut étre augmenté si cela est nécessaire. Toute
l'opération, dure 15 a 20 minutes mais la perfusion en elle-méme dure environ 5 minutes.

Les effets secondaires qui peuvent étre rencontrés et qui sont dd a la faible quantité de DMSO
restant dans le greffon sont des vertiges légers, des sensations de picotement dans les mains et
les pieds, des maux de téte, des refroidissements, des tremblements et des crampes
musculaires mais cela est rare. Tous ces effets sont temporaires et disparaitront quelques

minutes a quelques heures apreés la perfusion.

Généralement, la prise de la greffe est effective entre deux et cinq semaines et s’observe avec
l'augmentation des globules blancs du sang circulant. Jusqu'a ce que les CSH greffées
rétablissent les fonctions de la moelle, des transfusions de globules rouges et de plaquettes
sont réalisées. Durant cette période, le patient est étroitement surveillé au moyen d’examens
physiques, d’analyses sanguines, d’examens d’'imagerie médicale et d’autres tests, afin de
s’assurer que les principaux organes, comme le cceur, les poumons, les reins et le foie,
fonctionnent normalement. (44)

(44;53)
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C.3.2. Traitements associés

C.3.2.1. Les médicaments immunosuppresseurs

Dans les cas de greffes allogénique, le plus gros risque post-greffe auquel doit fait face le
receveur est le risque de rejet du greffon. Afin de [I'éviter, des traitements
immunosuppresseurs sont mis en place des I'administration du greffon dans le but d’'inhiber
I'activation et la prolifération des lymphocytes T, qui sont les cellules responsables du rejet.
Malheureusement, ce blocage n’est pas spécifique et affaiblit également les défenses de
'organisme déja diminuées chez le receveur du fait du conditionnement. Pour les greffes
autologues ou les greffes allogénique a partir d’'un jumeau, ces traitements ne sont pas

nécessaires car le risque de rejet du greffon est nul. (cf. plus haut)

Les patients greffés doivent suivre un protocole de traitement combinant plusieurs molécules
avec difféerents modes d’action, variable en fonction de la pathologie, du malade, du temps
écoulé depuis la greffe ... Ce sont ces traitements qui conditionnent la survie et la qualité de
vie du receveur. La combinaison médicamenteuse est adaptée en fonction du type de greffe,

de I'état du patient et de sa tolérance aux médicaments.

Actuellement, plusieurs classes d'immunosuppresseurs sont disponibles en France :

* Modulateurs de cytokinesavec les inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporine,

tacrolimus) et les inhibiteurs de I'action des cytokines (sirolimus).

» Antiprolifératifs (antipurines) avec I'azathioprine (imurel), le mycophénolate mofétil
(Cellcept®)

* Anticorps anti-lymphocytairesavec les anticorps anti-récepteurs a l'interleukine 2
(anti-IL2R) (basiliximab : Simulect®)

» Corticostéroides (prednisone, prednisolone)

Ces médicaments immunosuppresseurs ont de nombreux effets indésirables. lls rendent
'organisme plus vulnérable aux infections (virales, bactériennes, fongiques) et aux tumeurs
cancéreuses. L'adaptation du traitement année aprés année et la lutte contre les pathologies

opportunistes astreignent chague personne greffée a un suivi médical a vie. (24;54)
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C.3.2.2. Prévention des infections

Des infections bactériennes, virales et fongiques trés nombreuses peuvent contaminer le
receveur immunodéprimé. Pour éviter au mieux ces infections, des traitements

prophylactiques sont mis en place aprés la greffe. (55)

Voici quelques exemples de traitement prophylactiques pouvant étre mis en place :
*Prévention primaire de I'aspergillose par I'ltraconazole.

*Prévention primaire des infections a CMV et a HSV par I'Aciclovir ou le Valaciclovir.
*Prévention primaire des varicelles et des zonas par I'’Aciclovir.

*Prévention primaire des infections a adénovirus par le Cidofovir.

L’ensemble de ces traitements de prévention des risques post-greffe sont tres lourd pour le

malade mais nécessaire a sa survie et a sa guérison.

C.3.3. Surveillance et suivi post greffe.

Généralement, la durée de I'hospitalisation est de quelgues semaines, le patient poursuivra
son rétablissement chez lui. Ce délai est tres variable selon les cas.

Le patient peut quitter I'hdpital lorsque le taux sanguin de plaquettes, de globules rouges et de
globules blancs sanguin est remonté a un niveau satisfaisant, s’il n'y a pas de complications
graves liées au traitement, de fievre ou de troubles digestifs et si le patient est assez rétabli
pour manger et s’hydrater seul sans aide entérale. Le plus souvent, le patient quitte I'hopital
avec son cathéter toujours en place qui nécessitera des soins d’entretient minutieux.

Le patient sera ensuite suivi par les médecins en consultation externe pour suivre la prise de la
greffe et adapter les traitements médicamenteux. Ce suivi est renforcé dans les cas de greffe
allogénique par rapport aux greffes autologue en raison des risques liés a la compatibilité du
greffon et aux traitements immunosuppresseurs. Pour les allogreffes, la fréequence de ces
visites peut étre de plusieurs fois par semaine dans les premiers temps. Pour les autogreffes, la
plupart du temps ces consultations sont moins fréquentes. Apres plusieurs mois si tout se
passe bien, le cathéter pourra étre retiré et la fréequence des visites de suivi pourra diminuer.
(44)

Par la suite, le greffé devra faire des tests de dépistage et évaluer ses fonctions organiques

régulierement. Ce suivi est résumé dans le tableau suivant :
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1 1 + Liver function testing
T = e
1 1 1 Clinical pulmonary assessment
1 1 ‘Smoking tobacco avoidance
2 - Pulmonary function testing
1 * Bone density testing (women and patients with or in inhibitor use)
3 3 3 ‘Screen ‘muscle
3 3 3 Consider need for physical therapy consultation
3 3 3 ‘Osteopenia prophylaxis with bisphosphonates is recommended by some experts
1 1 1 Blood pressure screening
| - Urine protein screening
1 1 1 BUN/creatinine testing
1 + Neurological clinical evaluation
1 + Thyroid function testing
1 1 1 G ‘function t (prep boys and girls)
1 1 (Gonadal function assessment (postpubertal women)
Vascular
1 1 Cardiovascular risk factor assessment
3 3 3 Encapsulated organism prophylaxis
1 3 3 PCP prophylads
3 3 CMV tasting
1 1 e
B! 3 3 Antifungal prophylaxis is recommended by some experts
3 3 3 Prophylais for HSV is recommended by some experts
2 2 Endocarditis prophylaxs with dental procedures following AHA guidelines
1 1 Secand cancer vigilance counseling
1 1 Clinical screeening for second cancers
1 1 Pap smear/mammogram (over age 40)
Psychesocial
b 1 1 Psychosocial/QOL clinical assessment
1 1 1 Sexual function assessment
1 1 1 Maintain rabust support networks
Oral Complications
1 1 1 Dental assessment
1 1 1 Ocular clinical symptom evaluation
3 3 Schirmer testing
+ Ocular fundus exam

Figure 45 : Tableau récapitulatif des examens de suivi post-greffe des patients
transplantés. (56)

1 = Recommandé pouous legpatientsgreffés

2 = recommandg@ourles cas d’allogreffeseulement

3= Recommandpourtous les patientavecGVHD chroniqueouimmunosuppression.

+ = Réévaluatiomecommandé pour les testsormauxdansunepériode précédenteu pourde nouveaux signet
symptéme.
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D. Efficacité curative des greffes en cas d’hémopathies malignes.

D.1. Résultats des greffes allogéniques

Voici les données de I'année 2009 du rapport de '’Agence de la Biomédecine concernant la
survie aprés allogreffes de CSH en fonction de la pathologie traitée, tout type de

conditionnements confondus. (24)

Médiane de | Surviea | Surviea | Survie a
survie lan 2ans S5ans
Allogreffes 3,3ans 57% 45%
Adulte
LAM en premiére rémission compléte
LAM apparenté non atteinte 76% 67% 57%
LAM non apparenté 3,5ans 68% 55% 46%
LAM non apparenté sang cordon 18 mois 57% 46% 41%
LAM en 2éme ou 3éme rémission
compléte
LAM apparenté 2,6 ans 69% 66% 63%
LAM non apparenté 3,2 ans 54% 57% 51%
LAM non apparenté sang cordon 2 ans 42% 40% 43%
LAL en rémission compléte
LAL apparenté 3,8 ans 74% 60% 48%
LAL non apparenté 2 ans 66% 50% 44%
LAL non apparenté sang cordon 1,3ans 56% 47% 22%
Aplasie acquises
apparenté non atteinte 85% 82% 78%
non apparenté non atteinte 64% 60% 55%

94



Aplasie constitutionnelle

apparenté non atteinte 77% 75% 75%
non apparenté 2,3 ans 55% 51% 49%
Conditionnement atténué
LAM en rémission complete
LAM apparenté 3,9 ans 72% 60% 45%
LAM non apparenté 3,1ans 67% 56% 43%
LAM non apparenté sang cordon 1,5an 60% 45% 43%
Lymphome en rémission compléte
apparenté non atteinte 73% 68% 60%
non apparenté 1,9 an 61% 49% 45%
Myélome
apparenté 3,6 ans 77% 68% 50%
non apparenté 1,9 an 59% 47% 23%
Enfant
LAM en rémission complete
LAM apparenté non atteinte 88% 82% 70%
LAM non apparenté non atteinte 70% 62% 55%
LAM non apparenté sang cordon 14 mois 56% 49% 43%
LAL en rémission compléte
LAL apparenté non atteinte 88% 82% 70%
LAL non apparenté non atteinte 70% 62% 55%
LAL non apparenté sang cordon 20 mois 61% 46% 43%

Figure 46 : Résultats des greffes allogénigues selon les pathologf24)
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D.2. Résultats des greffes autoloques

Les indications des greffes autologues sont tellement diversifiées et les statuts des maladies au

moment de la greffe si variables qu’il est difficile de trouver des résultats chiffrés de la survie.

Cependant, le recul montre qu'il est tres nettement préférable que la maladie soit au moment
de la greffe a un niveau le plus bas possible ; Les résultats des greffes réalisées dans les cas

réfractaire a la chimiothérapie ont été particulierement médiocres.

Pour le cas particulier du myélome, l'autogreffe de CSH ne permet que d’exceptionnelles
réelles guérisons. En revanche, si ces greffes autologues sont réalisées précocement, elles
permettent d’allonger significativement la durée de survie des malades qui passe a 60% des

cas a 3 ans.

Pour avoir des données plus précises, il est recommandé de se reporter aux résultats globaux

des traitements dans lesquels est incluse l'autogreffe de CSH. (19)

D.3. Qualité de vie aprés la greffe

Plus de 80% des patients greffés rétablis estiment que leur qualité de vie aprés la greffe est
bonne. Les facteurs qui permettent de retrouver une vie la plus normale possible sont le jeune
age du patient au moment de la greffe, le type de donneur, le faible grade ou I'absence de
GVH aigué et I'absence de GVH chronique. (21)
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E. Réactions post-greffes et prise en charge

E.1. Réaction du greffon contre I'héte (GvH)

La GvH n’est pas rencontrée dans les greffes autologues puisqu’il n’y a pas d’'incompatibilité
cellulaire avec le greffon. En revanche, la GvH est observée dans les allogreffes avec une
incidence variable suivant I'origine des CSH. (cf. figure 38)

Le greffon allogénique contient les lymphocytes T en plus des CSH qui sont administrés a un
receveur immunodéprimé par le conditionnement de la greffe, ce qui entrainent une réaction
des LT du greffon envers les cellules du receveur. Il en résulte un ensemble de symptémes dit
de réaction du greffon contre I'h6te ou GvH.

Le développement des connaissances du systeme HLA a démontré que la fréquence et la
séverité de la GvH augmentait avec I'importance des disparités des antigéenes HLA entre le
donneur et le receveur. Cependant, dans les cas de greffe entre jumeaux, malgré une
compatibilité totale de ces antigénes, la moitié des patients sont quand méme affecté par une
GvH.

En l'absence de traitements immunosuppresseurs, la plupart des allogreffes de CSH se
compliquent d’'une GvH. Actuellement, cette complication est encore tres fréquente, et reste
une cause majeure de morbidité et de mortalité dans les greffes de CSH. Cependant,

I'utilisation d'immunosuppresseurs permet de réduire la fréquence des GvH.

On distingue deux formes cliniques de GvH : la GvH aigu&se produit dans les 100
premiers jours qui suivent la greffe et la GvH chronique qui se produit au-dela des 100
premiers jours post-greffe. Cette limite de 100 jours est fixée arbitrairement mais en pratique,

la GvH aigué et la GvH chronique peuvent survenir plus tot ou plus tard. (57)
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E.1.1. GVH aiqué

La GvH aigué apparait au cours du premier mois post greffe et varie en fonction de la
compatibilité du greffon avec le receveur (environ 1 semaine apres une greffe non apparentée
et 3 semaines aprés une greffe géno-identique). Ce délai correspond au temps dont ont besoin
les lymphocytes T transfusés pour proliférer et se différencier. Rarement, la GvH peut se
produire dés la premiere semaine post-greffe et I'issue dans ce cas est souvent fatale.
L’incidence de la GvH aigue est trés variable avec une moyenne de 40 % dans les greffes
géno-identiques et de 70 % dans les greffes non apparentées.

La GvH aigué est classée en différents grades de sévérité croissante : du grade |, le moins
grave, au grade |V, le plus grave. La majeure partie des patients qui développent une GvH de

grade Il ou IV, décedent directement ou indirectement de cette complication. (57)

E.1.2. Signes cliniques de la GvH aigue

La GvH aigue se traduit typiguement par I'atteinte d’au moins un des trois organes suivants :
la peau, le foie et le systéme digestif.

Le diagnostic de la GvH aigué est d’abord différentiel ; il faut éliminer une des affections
suivantes : toxidermie, éruption virale, hépatite médicamenteuse ou virale, maladie veino-
occlusive ou diarrhée infectieuse.

La GvH provogue une destruction des cellules épithéliales associée a un infiltrat
inflammatoire modéré. Au niveau de la peau et du tube digestif, cela conduit a
dégeénérescence de I'épithélium et au niveau du foie a une nécrose des hépatocytes et de
I'épithélium des canaux biliaires. D’autres tissus peuvent étre impligués comme les poumons,

le coeur, les reins, la vessie, la conjonctive, les glandes exocrines. (57)

GvH cutanée

La GvH aigué revét généralement la forme d’'une éruption maculopapuleuse, prurigineuse et
inflammatoire d’évolution variable. Elle touche dans un premier temps la paume des mains et
la plante des pieds. Elle s’étend ensuite au tronc, a la racine des membres puis a I'ensemble
des téguments. (cf. figure 47).

La gravité est variable, allant d’'une simple éruption cutanée jusqu’au Syndrome de Lyell. Les
mugueuses peuvent également étre touchées. Le diagnostic différentiel est parfois difficile
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avec une toxidermie ou plus rarement avec une érythrodermie infectieuse et le diagnostique
de certitude se fait histologiqguement. (57;58)

Figure 47 : Atteinte cutanée lors d’'une GvH aigue(58)

GVH hépatique

Le foie est le second organe le plus touché apresda. L’atteinte hépatique conduit a un

ictéere d'intensité variable et une cytolyse diminuant progressivement au cours du temps. Il se
développe également une cholestase sans insuffisance hépatocellulaire. Des foyers de nécrose
se développent dans le foie parallelement a une destruction des canaux biliaires. Le

diagnostique doit étre également préciseé histologiquement. (57;58)

GvH digestive
Les manifestations digestives sont généralement retardées par rapport a I'atteinte cutanée.

Les signes cliniqgues sont une diarrhée aqueuse, verdatre et hémorragique avec douleurs
abdominales et vomissements. Des hémorragies digestives peuvent se rencontrer ainsi qu’un
syndrome rectal s’il y a une atteinte colique basse. En revanche, s’il y a une atteinte de la
partie supérieure du tractus digestif, on peut retrouver des symptémes comme l'anorexie, les

dyspepsies, les nauseées et des vomissements sans diarrhée. (57;58)
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E.1.3. GvH chronique

La GvH chronique apparait généralement entre 100 et 400 jours (3 mois a 13 mois) apres la
greffe et la symptomatologie ressemble a celle d’'une maladie auto-immune.

Comme pour la GvH aigué, l'incidence de la GvH chronique est tres variable avec une
moyenne pour 40 % des greffes géno-identiques et de 60 % des greffes non apparentées. La
survenue au préalable d’'une GvH aigué est un facteur de risque de développement d’'une GvH
chronique.

Il existe 3 modes d’apparition d'une GvH :

» Soit a début progressif, dans la continuité de la GvH aigué.

» Soit quiescente, qui se développe aprés une GvH aigué, sans guérison de celle-ci.

» Soit qui se développe sans GvH aigué préalable.

La GvH chronique est la premiere cause de mortalité consécutive aux allogreffes en dehors de

toute rechute.

Pour quune GvH puisse se développer, le greffon doit contenir des cellules
immunologiquement compétentes que sont les lymphocytes T matures. Les études cliniques
confirment les données expérimentales qui démontrent que la sévérité de la GvH est corrélée
au nombre de cellules T du donneur transfusées. De plus, il doit exister des différences au
niveau HLA pour que les antigenes tissulaires induisent la prolifération et différenciation de
ces lymphocytes T. Enfin, le receveur ne doit pas pouvoir produire une réponse efficace pour

détruire les cellules transplantées. (57)

E.1.4. Signes cliniques de la GvH chronique

La GvH chronique présente des similarités avec des maladies auto-immunes telles que la
sclérodermie, le lupus érythémateux, le syndrome de Sjégren’s, I'arthrite rhumatoide et la
cirrhose biliaire primitive.

Les manifestations cliniques de la GvH chronique les plus fréquemment observées sont :

Manifestations cutanées

C’est I'organe le plus fréguemment impliqué dans la GvH chronique avec des zones hyper ou
hypo pigmentées associées ou non a des papules. Elles peuvent prendre la forme d’éruption
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erythémateuse avec desquamation lors d’'une exposition au soleil. Le plus souvent ces lésions

sont prurigineuses et engendrent une perte de flexibilité de la peau. (57;58)

Manifestations hépatiques

L’atteinte hépatique se traduit pas une cytolyse et une cholestase qui peut parfois causer la

survenu d’'un ictére. Ces troubles peuvent entrainer un prurit. Une biopsie et une analyse

histologique est nécessaire pour confirmer le diagnostic. (57;58)

Autres manifestations

Manifestations buccales avec douleurs, sécheresse, gingivite, mucite, érytheme,
ulcération, atrophie ou encore une pigmentation des lévres et des dents.

Manifestations oculaires avec sécheresse, sensation de brdlure et de sable dans les
yeux, douleurs, photophobie ou ulcération de la cornée.

Manifestations gastro-intestinalasec dysphagie, bralures d’estomac, douleurs rétro-
sternales, desquamations ou ulcérations de la muqueuse, anorexie, nhauseées,
vomissements, diarrhée et perte de poids peuvent étre €galement présents.
Manifestations pulmonaires avec degections récurrentes et un dysfonctionnement
pulmonaire chronique obstructif avec une toux non productive et une dyspnée.

Des manifestations cliniques moins fréquentes, affeotgalement les cheveux, les
articulations, le vagin et la vulve, le systeme hématologique et musculo-squelettique.
(57)

E.1.5. Qassification et grade de sévérité de la GvH aigue

Les GvH sont habituellement classé en grade de séveérité croissance. (cf. figure 48).

Le grade de la GvH sera calculé en fonction des grades d’atteintes de la peau, du foie et des

intestins. (cf. figure 49)
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Cirgane Crade Diescription

Pean +1 Enpnon macule-papuleuse infensare 2 35% dz la sarface
corparells
+1 Enpnon maculo-papulense enme 13 et 50%: da [ surface
corparedls
+3 Eryihrodermes generalizes
-4 Ervthrodemmss peneralizses avec formuation ds mllas

5 ACCompasnant snrvent de desquarmations

Fuie +1 Bilimdhine comprise enme I et 3 mgidl
+3 Bilimibine comprise enme 3,1 e e d
+3 Bilimbine comprise enme 4,1 et 15 meidl
-4 Bilimibine mupenieare a 15,1 mz'dl
Imfestims +1 Diarrhee supenieure 2 30 mlkr ou superi=are 2 00 ml par
b ki

+1 Diarrhees supenieure 3 §0 mlkg ou superisare 2 1000 ml par

o

+3 Diiarrhes entra G0-at 90 mlke ou supensurs 3 1500 ml par
Jor

-4 Ciiarrhee enfra 60 et 90 mlke o1 supensurs a 15300 ml par

jour ; et douleur abdomimale aigué avec ou sans Heas

Figure 48 : Détermination du grade d'attente des organes lors d’'une GvH aigu€19)

Crade Pean Fuoie Intestins | Classification
ECOC
I +] a+2 ] Q ]
o +1 a+3 +1 eton +] 0-1
I +3a+3 +3a+3 etion +21 243 2-3
vV +3 a+4 +3 a+4 eton +1 a+4 3-4

Figure 49 : Détermination du grade de la GvH aigue en fonction de I'atteinte des
organes.(19)
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E.1.6. Prévention et traitement des GvH

E.1.6.1. Prévention

La meilleure prévention possible de la GvH est d’assurer le maximum d’histocompatibilité
HLA.

Actuellement, des traitements immunomodulateurs, dont la ciclosporine, sont pratiquement
systématiguement administrés apres une allogreffe. L'action de cette molécule est d'agir
contre la prolifération des lymphocytes T via la production d’IL2. Elle est prescrite le plus

souvent pendant 6 mois et possede une toxicité rénale non négligeable.

La GvH étant déclenchée par les lymphocytes T contenus dans le greffon, la déplétion en
lymphocytes T des greffons issus du sang circulant et de la moelle est une solution
satisfaisante pour réduire les risques de GvH. Elle est pratiquée depuis une quinzaine

d’années et a considérablement réduit I'incidence des GvH graves.

Cependant, il a été remarqué que dans les cas des greffons déplétés en lymphocyte T, le
nombre de rejet de greffes était beaucoup plus élevée et le risque de rechute post-greffe était
augmenté chez les patients atteints de maladies malignes.

En effet, la suppression d’'une grande partie des lymphocytes T du greffon engendre la
disparition des cellules immunocompétentes responsable de la GvH chez le receveur mais
également des cellules immunocompétentes du donneur capables de détruire les lymphocytes
T résiduels du receveur et les cellules malignes résiduelles du receveur. Il y a donc un risque
de rechute accru. Ces technigues sont actuellement améliorées en réalisant des déplétions
partielles en lymphocytes T afin de permettre I'éviction des lymphocytes responsables de la
GVH tout en conservant les autres. (19)

E.1.6.2. Traitement curatif de la GvH aigué

Pour les atteintes cutanées localisées, un traitement corticoide local peut suffire mais si la
maladie est plus évoluée, il faudra recourir aux immunosuppresseurs avec dans un premier
temps une corticothérapie (1 a 5 mg/kg/j de prednisone) associé a la ciclosporine.

D’autres médicaments peuvent ensuite étre envisagés comme le sérum anti-lymphocytaire

(Thymoglobulin®),les anticorps monoclonaux (daclizumab / Zenapax®, infliximab /
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Remicade®), le mycophénolate mofetil (CellCept®), le sirolimus (Rapamune®) ou encore le
tacrolimus (Prograf®) (19;44)

E.1.6.3. Traitement curatif de la GvH chronique

Les immunosuppresseurs sont les seuls traitements envisageables actuellement disponible
dans ces cas : le daclizumab (Zenapax®), I'étanercept (Enbrel®), I'infliximab (Remicade®),

le mycophénolate mofétil (CellCept®), le tacrolimus (Prograf®), ou encore la thalidomide
(Thalomid®).

Le principal probleme rencontré est que ces immunosuppresseurs vont également accentuer
limmunosuppression provoquée par le conditionnement pré-greffe et augmentent donc le

risque infectieux pour le patient. (19;44)

E.2. La réaction du greffon contre la leucémie (GvL)

L’élévation du risque de rechute leucémique observé aprés une allogreffe « T-déplétée » a
permis de mettre en évidence l'effet GvL (graft versus Leukemia) des lymphocytes T du
greffon contre la maladie résiduelle chez le receveur.

Les lymphocytes T contenus au sein du greffon ont la capacité de reconnaitre les cellules
tumorales restantes chez le receveur et de les détruire. Le patient peut alors lutter lui-méme
contre sa maladie. Il conservera également ce nouveau systeme immunitaire toute sa vie, ce
qui réduira considérablement les risques de rechute.

La recherche actuelle vise a identifier les mécanismes immunologiques responsables des
effets GvH et GvL pour parvenir a optimiser, par une manipulation du greffon, I'effet GvL

tout en minimisant I'effet GvH. (19;44)
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E.3. Complications post greffe

E.3.1.Infectiongcf. figure 51)

« JO a J+30 post-greffe

Les infections liées a la transplantation résultent de la neutropénie sévere post-greffe et de

immunodéficience qui se prolonge parfois jusqu’a un an aprés la transplantation.

Les infections bactériennes ont tres peu d’incidence a ce stade de la greffe grace aux mesures
d’hygiéne, d’'asepsie, a la décontamination digestive et aux antibiotiques a tres large spectre
prescrits des la survenue d’'un épisode fébrile.

Chez les patients qui portent un cathéter central, les infections a Staphylococcus aureus et a
staphylocoques coagulase négatifs sont frequemment diagnostiquées et peuvent provoquer des
sepsis. Des infections a Streptococcus viridans liées aux mucites et a la prophylaxie

antibiotique peuvent également se voir.

Les infections virales rencontrées a ce stade seront le plus généralement une réactivation de la
forme latente du virublerpes simplex virus (HSV). Elle peut provoquer une gingivostomatite
et des vésicules extragénitales. Le virus de la varicelle et du(¥divg peut également étre

réactivée. Ces réactivations peuvent étre prévenues par de I'aciclovir ou du valaciclovir.

Les infections fongiques invasives comme les septicém@andida font partie des causes
majeures de mortalité infectieuse aprés une greffe de CSH. Des infections pulmonaires a
Aspergillus mais aussi aCryptococcusou Candida peuvent également survenir. Des
infections a mycobactéries atypiques peuvent également s’observées.

Afin d’éviter ces infections, le patient est maintenu en milieu hospitalier en secteur protégé.
(21;59)
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% J+30 a J+100 post-greffe

Cette phase correspond a la fin de la neutropénie sévere induite par le conditionnement. Les

barriéres défensives altérées par le conditionnement, commencent a se reformer.

Les agents pathogenes le plus rencontrés pendant cette phase sont les virus du groupe Herpés
et plus particulierement le cytomégalovirus (CMV), qui peut se réactive ou provoque une
infection primaire. Elle se manifeste par une pneumopathie ou une hépatite mais peut
egalement étre asymptomatique. Le taux de mortalité de ces infections est élevé, de I'ordre de
15-20 % des cas. D’autres virus peuvent également s’observer comme l'adénovirus qui
provogue des hépatites, des pancréatites, des cystites hémorragiques et des pneumopathies, le
virus respiratoire syncytial qui contamine 11 % des enfants ou encore 'HHV-6 responsable
d’état fébrile ou d’encéphalite. Tout agent viral confondu, I'incidence de ces infections est de

5 a 21 % et la mortalité varie de 18 et 60 %.

Les bactéries encapsulées comme Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae sont a risque d’infections potentiellement mortelles et dont la
prophylaxie par les pénicillines doit étre poursuivie plusieurs années.

Il existe des recommandations de vaccination pour les patients ayant recus une greffe de CSH

afin de réduire au maximum le risque d’infections tardives. (cf. figure 50).
Enfin, des infections parasitaires a forte morbidité et mortalité, notamment a Pneumocystis

carinii, peuvent survenir et nécessite une prophylaxie par le cotrimoxazole (Bactrim®). Il a

egalement été rapporté des cas de toxoplasmoses tardives chez quelques patients. (21;59)

% >J+100 post-greffe

Le rétablissement de l'immunité se fait tres progressivement apres la greffe. L'immunité
humorale redevient normale 1 & 4 mois apres la greffe et 'immunité cellulaire aprés 9 a 12
mois voir plus. La présence dune GVH, surtout chronique, et les traitements
immunosuppresseurs rallongent encore ces délais et exposent les patients greffés aux

infections bactériennes, virales et fongiques pendant au moins 1 an.
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Le plus souvent, en I'absence de GvH chronique, les infections sont rares au dela de 100
jours.

La présence d'une GVH chronique qui altére les barrieres de protection cutanée, muqueuses,
le tractus gastro-intestinal et qui implique un traitement immunosuppresseur, favorise la
survenue d’infections. Elles sont généralement localisées au niveau de la peau, du tractus
respiratoire et des poumons.

Une des pathologies tardives les plus graves est la pneumopathie interstitielle diffuse causée
par le CMV ou Pneumocystis carinii responsable d’'une détresse respiratoire aigué. Elle
survient généralement dans les 4 mois aprés la greffe avec un pic eritfédalg 1M

semaine et la mortalité dépasse 60 %. (21)
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En résumé

Available forms

BACTERTAL VACCINES

<. preumoniae

H r'nﬂaén._me
type B

N, meningitidis
types A and €
. meningitidis
aype C

BCG

Tetanus
Diphtheria

8. pertissist

VIRAL VACCINES

Influenza

PS

Conjugate PS

Conjugate PS

PS

 Conjugate PS

Live

Toxoid

- Toxoid

Acelluta r, toxoid
+/- other antigens

Inactivated

Inactivated polio Inactivated

Hepatitis B
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Figure 50: Recommandation de vaccination pour les patients ayant subis une greffe

allogénique ou autologue de CSH47)
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Figure 51 : Délai d’apparition des principales complications immunologiques et

infectieuses apres une greffe de CSKR1)

E.3.2. @mplications a court terme

E.3.2.1.Rejet du greffon

Le rejet se produit lorsque les cellules immunologiguement actives du receveur vont

Sattaquer et détruire les cellules greffées.

Il peut se produire de fagon hyper-aigu dans les premieres heures qui suivent la greffe, de
facon aigu dans les premiers jours de la greffe ou encore de facon chronique par la

détérioration progressive dans le temps du greffon.
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Actuellement, le risque de rejet est trés faible (de I'ordre de 5% pour les greffes géno-identique)
en raison de I'importante immunosuppression du receveur induite par le conditionnement et grace
aux traitements immunosuppresseurs administrés apres la greffe.

Les facteurs influant la survenue d'un rejet sont les conditionnements pré-greffe moins
intensif, une prophylaxie de la GvH par les immunosuppresseurs, les incompatibilités HLA, la
déplétion lymphocytes T du greffon et les transfusions sanguines antérieures qui augmentent

le polymorphisme cellulaire du receveur. (19;21)

E.3.2.2. Effets indésirables des traitements myéloablatifs

< Mucites

C’est une inflammation de la muqueuse, le plus souvent localisée au niveau de la bouche
(stomatite) et du tube digestif mais pouvant étre associée a des lésions plus diffuses
(muqueuse génitale et conjonctive de I'ceil).

Les mucites représentent la complication la plus fréquente des greffes de CSH aprés un
conditionnement myéloablatif d’autant plus si le méthotrexate est utilisé en prévention de la
GVH. Elle représente une porte d’entrée aux infections et entrainent une dénutrition majeur
qui peut nécessiter le recours a une nutrition parentérale.

La mucite oropharyngée nécessite I'utilisation d’antalgiques majeurs car elle est extrémement
douloureuse et peut conduire jusqu’a une intubation selon les cas.

La mucite digestive peut entrainer des nausées, des crampes et une diarrhée. (19 ;21)
Généralement, le traitement se fera grace a des bains de bouche quotidiens et a la prescription
d’antiseptique  (chlorhexidine),  d’antibiotique  (Vancomycine®), d’antifongiques

(Fungizone®) et d’antalgiques (Xylocaine®, morphine)

«» Maladie veino-occlusive du foie

La maladie veino-occlusive du foie est la deuxieme complication la plus fréquente aprés une
greffe. C’est un syndrome associant une hépatomégalie douloureuse, un ictére et une rétention
liquidienne avec augmentation du poids.

Dans les formes les plus graves, le déces survient par défaillance multiviscérale impliquant les

reins et le systeme cardio-pulmonaire. L’absence de traitement vraiment efficace pour cette
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pathologie rend nécessaire une prévention par l'utilisation de conditionnements d’'intensités
réduites ainsi que par l'adaptation posologique des chimiotoxiques utilisés pour le

conditionnement.

E.3.2.3. Manifestation neuropsychiatrigues (MNP)

Les patients greffés de CSH peuvent manifester, jaffujours aprés la greffe, des troubles
neuropsychiatriques. Il est possible d’observer une altération de I'état général, une
augmentation des manifestations douloureuses et le plus souvent une prolongation de
'hospitalisation. Généralement, les patients présentent un état dépressif qui se répercute sur
leurs proches et le personnel soignant, ce qui au final impacte de maniére négative le
pronostic vital. Leur fréquence peut atteindre jusqu'a 50% des cas.

Les facteurs de risque de survenue et de gravité de ces MNP sont, avant la greffe, une
élévation des phosphatases alcaline et de I'urémie et apres la greffe, ce sont l'utilisation de

doses élevees d’'opiaceés et les antécédent de douleurs. (60)

E.3.3. Complications a long terme

La majorité des patients ayant survécu sont actifs et en bonne santé a long terme mais peuvent
guand méme développer certaines complications tardives qui peuvent mettre en jeu le

pronostique vital (rechute, cancer secondaire). (21)

E.3.3.1. Dysfonctionnement d’organe

Le conditionnement du patient cause des dommages aux organes pouvant étre irréversibles.
C’est un des problémes majeur apres la greffe de CSH qui peut toucher tous les organes.
(cf. figure 52)
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Figure 52 : Principales atteintes organiques apres une greffe de CSKkb1)

E.3.3.2. Stérilité

Les conditionnements myéloablatifs détériorent systématiquement les fonctions ovarienne et
testiculaire a plus ou moins long terme. Les solutions envisagées pour maintenir la fertilité
chez la femme peuvent étre la suppression hormonale des ovaires avant le conditionnement
qui permet de récupérer une ovulation normale apres la transplantation ou la cryoconservation
d’ovocytes qui a démontré sa faisabilité. Les hommes deviennent habituellement stériles aprés
la greffe mais la conservation du sperme recueilli avant le conditionnement permet

d’envisager une fécondation. (21;61)
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E.3.3.3. Retard de croissance

Les conditionnements myéloablatifs donnent les problemes de croissance sévere chez les
enfants ayant recu une irradiation corporelle totale. Une thérapie par ’hormone de croissance

peut étre envisagée afin d’augmenter leur taille. (21)

E.3.3.4. Retard intellectuel

Les enfants ayant subi des traitements par chimiothérapie et/ou une irradiation corporelle
totale peuvent développer un retard intellectuel de sévérité variable. (21)

E.3.3.5. Complications malignes

L’incidence de ces complications est estimée de 4 a 5 % dans les 10 ans de la greffe, mais

l'incidence a plus long terme semble nettement augmentée.

Dans les cancers, une cellule indifférenciée est une cellule qui a perdu son caractere
différencié le plus souvent par le déreglement du programme génétique qu’elle avait acquis
auquel s’ajoute une multiplication anarchique car les cellules concernées ne répondent plus
aux signaux régulateurs. (cf. figure 53)

Les CSH sont donc de parfaites cellules cancéreuses, n'ayant aucune différenciation
spécifique. La crainte d'un cancer est donc justifiée quand il est question de traitement avec
des CSH car ces dernieres se divisent trés facilement et leur potentiel cancérigene a déja été

démontré sur les animaux et sur les étres humains.

Apres autogreffe

Des myélodysplasie et des leucémies secondaires ont été observées et décrites apres
autogreffe en cas de maladie de Hodgkin, de lymphomes non Hodgkiniens et de myélomes.
L’intensité des traitements cytotoxiques notamment par des alkylans conditionne leur

incidence et le pronostic de ces cancers demeure tres sombre.
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Apres allogreffe

Certains lymphomes liés a I'Epstein Barr virus (EBV) présent dans les cellules du donneur
ont été observés mais ces complications devenues rare depuis que les patients présentant une
réactivation a EBV sont rapidement traités par rituximab.

Cependant, le risque de tumeur solide est 3 a 5 fois supérieures celui de la population générale
de méme &ge et de méme sexe et concerne les tumeurs de la sphere ORL, les
hépatocarcinomes, les tumeurs cutanées, les tumeurs cérébrales, et les tumeurs thyroidiennes,
les cancers du sein et les sarcomes qui sont considérés comme tumeurs molles. L'irradiation
corporelle totale et la GvH sont les deux principaux facteurs de risque de développement de
cancers secondaire. Lors du suivi a long terme des patients, le dépistage de ces cancers est
effectué systématiguement aussi bien pour les patients ayant recu une allogreffe qu’'une
autogreffe. (29;61)
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Figure 53 : Mécanismes de dérive cancéreuse des CSPD)
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PARTIE 3 :

Banqgques de sang de cordon et role du pharmacien
d’officine.
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A. Banques de CSH

Il existe dans le monde un peu plus de 130 banques de cellules souches issues du sang de
cordon réparties de la fagon suivante : 40 % en Europe, 30% aux Etats-Unis et au Canada, 20
% en Asie et 10 % en Australie.

Environ 75 % de ces banques sont des banques publiques sans but lucratif, qui proposent des
services a la collectivité. Elles conservent des échantillons provenant de dons en vue de la
réalisation de greffes ou a des fins de recherche. Elles conservent également du sang de
cordon pour une utilisation intrafamiliale lorsqu’il existe un risque connu au sein d'une
famille possédant un groupe HLA rare.

Les 25 % restants sont des banques privées commerciales qui proposent en tant que service la
conservation de cellules de sang de cordon a des fins autologues au profit de leurs clients. En
Europe, on trouve de telles banques notamment en Allemagne, en Autriche, en Belgique, aux

Pays-Bas, en Pologne et au Royaume-Uni.

La coexistence des banques publigues et des banques privées

En Allemagne, au Danemark, aux Pays-Bas, en Pologne, au Royaume-Uni, au Canada et aux
Etats-Unis, la loi autorise le fonctionnement des banques de sang placentaire sur seule
détention d'une autorisation administrati@amme elle ne se prononce pas sur le statut de

ces établissements, elle permet la coexistdrsebanques privées et des banques publiques.
Ainsi, en Allemagne, on dénombre a ce jour quatre banques publiques, parmi lesquelles celle
de Dusseldorf qui est la plus importante d'Europe et qui détient plus de 13 500 unités. Il y a
également sept banques privées qui collectent le sang placentaire dans environ 95 % des
maternités. La plus importante conserve actuellement environ 50 000 unités.

Aux Pays-Bas, le réseau public, constitué par deux établissements de stockage alimentés par
les prélevements effectués dans plusieurs maternités de quatre ville coexiste avec plusieurs

banques privées. Il en va de méme au Royaume-Uni, au Canada et aux Etats-Unis.

En revanche, au Danemark, la conservation du sang placentaire s'effectue uniguement dans
des banques privées car les autorités sanitaires ont décidé de ne pas créer de banque publique,
mais de développer la coopération entre les plus grands hépitaux du pays et les banques
privées finlandaise pour couvrir les besoins de tous les pays scandinaves.

En Allemagne et au Royaume-Uni, les banques privées diversifient depuis peu leur offre. En

Allemagne, plusieurs d'entre elles proposent a leurs clients l'option du don a un tiers
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compatible. Au Royaume-Uni, I'année 2007 a vu la création de la premiere banque mixte a la
fois publique et privée qui propose de conserver le sang placentaire en deux échantillons, l'un
destiné a un usage personnel et l'autre accessible de tout demandeur.

De la méme facon, au Canada, une banque privée a parallelement a son activité traditionnelle
développé un programme de dons grace auquel elle stocke des unités de sang placentaire qui

sont mises a la disposition de tout demandeur.

La Belgique, I'Espagne et I'ltalie assouplissent progressivement leur Iégislation qui interdisait
initialement les banques privées de sang placentaire.

En Espagne, le décret du 10 novembre 2006 a supprimé l'interdiction des banques de sang
placentaire privées. Toutefois, ce texte donne la priorité a l'intérét général, car en cas de
besoin pour une greffe allogénique, les banques privées ont l'obligation de céder au réseau
public les unités compatibles qu'elles stockent.

En Italie, depuis le début de I'année 2008, la loi permet le stockage du sang placentaire a des
fins personnelles ainsi que la création de banques privées sur le sol italien.

En Belgique, le vide juridique qui régne actuellement a permis a une banque privée de
s'implanter. Afin de clarifier la situation, un texte autorisant les établissements prives, a
condition qu'ils soient rattachés a une banque publique, a vu le jour. En outre, il subordonne
tout stockage au bénéfice d'un receveur identifié au fait que le greffon reste a la disposition
des banques publiques

L'absence de banques privées de sang placentaire apparaitra bientdt comme une exception

francaise.

Dans le cas des banques privées, si un particulier veut conserver le sang de son enfant, il doit
verser de l'ordre de 2000$ a 3000% pour l'inscription et le recueil du sang, puis de 100$ a

200$ par an pour sa conservation.

En Franceles parents peuvent faire don (bénévole, anonyme et gratuit) du sang de cordon a
une banque publigue de sang placentaire, afin qu'il puisse étre utilisé pour des greffes
allogéniques. L’établissement francais du sang et I'Agence de la biomédecine ont créé en
1999 le réseau francais de sang placentaire, qui est une association a but non-lucratif chargée
de gérer ces questions.

Les greffons stockés sont inscrits dans le registre national « France Greffe de Moelle » et mis

a disposition des hépitaux ou cliniques pour des greffes allo géniques. (62)
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B. Aspect bioéthigues des cellules souches

Le débat éthique sur les cellules souches est principalement centré sur la recherche impliquant
la création, l'utilisation et la destruction d'embryons. Ainsi, les CSH et les cellules souches
adultes, qui n'impliquent pas de créer, d'utiliser ou de détruire des embryons humains, sont

peu controversées. Le débat se concentre principalement sur les CSE.

C. Rb6le du pharmacien d’officine

En dépit de la progression du nombre de prélevements de CSH, la France connait une
situation actuelle de pénurie de greffons.
Or la greffe se confirme tous les jours comme une thérapie efficace, de plus en plus fiable et

enregistre des progrés constants.

Le pharmacien, en tant que professionnel de santé et surtout acteur de proximité, a un réle
important a jouer aupres de ses patients. Informer, dialoguer ou simplement lancer une
réflexion est déja un pas en avant.

Sur le site de I'Agence de la biomédecine, les professionnels de santé ont la possibilité de
commander gratuitement des brochures destinés a étre mises a disposition des patients. Ces
brochures peuvent parfaitement étre mises en libre acces sur les comptoirs et peuvent

également servir de support lors d’'une discussion avec les patients.
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Figure 54 : Livrets d’'informations sur le don de CSH.(24)

Depuis plusieurs années, des campagnes d’informations sont mises en place par I’Agence de
la biomédecine pour expliquer le don d’organes et la greffe, donner a réfléchir sur sa position

personnelle.

Cette année, la 6eme semaine nationale de mobilisation pour le don de moelle osseuse s’est
déroulé du lundi 7 au dimanche 13 mars 2011. L’Agence de la biomédecine a lancé en
collaboration avec I'Etablissement Frangais du Sang, les centres hospitaliers et le soutien des
associations, une nouvelle campagne d’information sur le don de moelle osseuse autour des
« Veilleurs de vie ». L'enjeu est de recruter 18 000 donneurs en un an et de diversifier les
profils de nouveaux donneurs sur le registre francais.

Cette nouvelle campagne de mobilisation pour le don de moelle osseuse a mis en avant
'engagement des donneurs, une population d’hommes et de femmes qu’elle vise a fédérer en
créant une communauté : celle des Veilleurs de vie. L’Agence de la biomédecine a souhaité

donner de la visibilité a leur engagement.
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Le pharmacien se doit de participer activement a cette semaine de mobilisation en mettant en

avant des grandes affiches thématiques pour relayer I'information.
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Figure 55 : Campagne d’information pour devenir donneur de CSH(24)
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Conclusion

Nous avons vu dans ce travail la place centrale qu'occupent les CSH dans I'hématopoiese
grace a leurs formidables capacités d’'auto-renouvellement et de différentiation. Ces
caractéristiques ont fait d’elles des traitements de choix dans les hémopathies malignes et les

atteintes de la moelle osseuse.

Au cours de ces cinquante derniéres années, la recherche a permis de comprendre et de rendre
réalisable les allogreffes et autogreffes de CSH. Les progrés réalisés pour baisser les toxicités
des chimiothérapies de conditionnement, pour mobiliser les CSH, pour augmenter la
compatibilité entre le donneur et receveur et aider eu recouvrement plus rapide de 'immunité
en réduisant les complications post-greffe ont permis de rendre la greffe accessible a un plus
grand nombre de malades et de pathologies comme en témoigne la constante progression du

nombre de greffes réalisées par an.

Le cas des CSH ouvre la voie aux perspectives thérapeutiques des autres cellules souches.
L'utilisation de celles du pancréas pour soigner un diabéte, des neurones pour les traiter des
maladies neuro-dégénératives comme la maladie de Parkinson ou d’Alzheimer ou encore des
cellules souches musculaires pour remplacer les cellules cardiagues aprés un infarctus sont

des protocoles a I'étude qui laissent croire en de réelle chance d’aboutissement.

Enfin, il est important de rappeler que la réalisation des allogreffes ne peut se faire que grace
aux donneurs volontaires. Pour avoir le plus de chance possible de trouver un donneur
compatible, il faut avoir le registre de donneur de moelle osseuse, de CSP et de sang de
cordon le plus grand possible. Chacun peut effectuer les démarches pour devenir donneur, et

chacun peut avoir un jour besoin d’une greffe.

121



Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :

Figure 18 :
Figure 19 :

Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :
Figure 28 :

Table des illustrations

Capacités d’'une cellule souche.

Caractéristiques des cellules souches en fonction du stade de la vie.
Mésengenese.

Localisation et mouvement des CSM et CSH dans l'os.

Mécanismes d'action et rdle des CSM lors d’une greffe de CSH.

Grandes dates de la recherche sur les CSH.

Origine et destinée des hémangioblastes.

Evolution des sources des greffons de CSH prélevés en France.

Mécanismes d’adhésion des CSH aux ostéoblastes.

Mouvement des CSH dans le sens du gradient de chimiokine.

Les mécanismes de régulation des niches ostéoblastiques de CSH.
Mécanismes de régulation et mouvement des CSH dans la niche vasculaire.
Localisation de 'hnématopoiése de la fécondation a la naissance.
Caractéristiques des cellules sanguines circulantes.

L’hématopoiése.

Facteurs de croissance hématopoiétiques.

Marqueurs de surface des CSH du sang circulant et de la moelle osseuse les plus
couramment utilisées.

Schéma du processus d’autogreffe de CSH.

Répartition des diagnostiques chez les patients ayant eu une autogreffe de CSH en
2009 et pour lesquels le diagnostic est connu.

Evolution de l'activité d'autogreffe de CSH entre 2005 et 2009.

Evolution de la répartition des indications d’autogreffe entre 1993 et 2009.
Schéma du processus d’allogreffe de CSH.

Evolution de la répartition des sources de greffon pour les allogreffes de CSH.
Répartition des allogreffes de CSH réalisées en 2009 selon le type du donneur.
Répartition des indications en 2009 des allogreffes apparentées.

Répartition des indications en 2009 des allogreffes non apparentées.

Evolution de la répartition des indications d’allogreffe entre 1992 et 2009.

Indications d’une transplantation de cellules souches hématopoiétiques.

122



Figure 29 :
Figure 30 :
Figure 31 :
Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34 :
Figure 35 :
Figure 36 :
Figure 37 :
Figure 38 :

Figure 39

Figure 40 :
Figure 41 :

Figure 42 :

Figure 43 :
Figure 44 :
Figure 45 :
Figure 46 :
Figure 47 :
Figure 48 :
Figure 49 :

Figure 50 :

Figure 51 :
Figure 52 :
Figure 53 :
Figure 54 :

Prélevement de MO au niveau des crétes iliaque.

Prélevement de MO au niveau du sternum.

Prélevement de MO au niveau du tibia.

Caracteéristique des greffons de CSH.

Numeération des différents types cellulaires d’'un greffon en fonction de sa source.
Potentiel de transmission de maladie des greffons aux donneurs.

Dispositif de prélevement de sang placentaire de type Maco Pharma.

Réseau francais de sang placentaire.

Avantages et inconvénients des différentes méthodes de transplantation.
Evolution de l'activité de cytaphérese en vue d'autogreffe.

: Représentation de la transmission familiale des antigenes principaux du systeme
HLA.

Algorithme pour la recherche d’'un donneur.

Evolution du pourcentage d’allogreffes de CSH réalisées apres un
conditionnement non myéloablatif par rapport au nombre total d’allogreffes.
Exemple de protocoles pouvant étre utilisés lors des conditionnements
pré-greffe.

Chimérisme obtenu apres une greffe non myéloablative de CSH.

Tableau récapitulatif des examens de suivi post-greffe des patients transplantés.
Résultats des greffes allogéniques debopathologies.

Atteinte cutanée lors d'une GvH aigue.

Détermination du grade d’attente des organes lors d’'une GvH aigue.
Détermination du grade de la GvH aigue en fonction de I'atteinte des organes.
Recommandation de vaccination pour les patients ayant subis une greffe
allogénique ou autologue de CSH.

Délai d’apparition des principales complications immunologiques et infectieuses
apres une greffe de CSH.

Principales atteintes organiques apres une greffe de CSH.

Mécanismes de dérive cancéreuse des CSH.

Livrets d’informations sur le don de CSH.

Campagne d’'information pour devenir donneur de CSH.

123



BIBLIOGRAPHIE

[1] NAQUET P, MARCELLE C. Décisions Cellulaires : Cellules souches. Université Aix —
Marseille 1l [en ligne]. 2010 [consulté le 30 janvier 2011]. Disponible sur :
http://biologie.univ-mrs.fr/see-plan.php?crsid=320

[2] HERMANGE M.T. et al. Le sang de cordon : collecter pour chercher, soigner et guérir.

Commission des affaires sociales du Sénat. Rapport d'information n° 79, 2008,103 p.

[3] BOCCACCIO C, HAIOUN C. Greffes de cellules souches hématopoiétiques. MASSON,
2007, 165 p.

[4] RODRIGUEZ A.M. Les cellules souches mésenchymateuses. Institut Cochin [en ligne].
2009 [consulté le 5 février 2011]. Disponible sur :

http://cochin.inserm.fr/la-formation/master-2-biologie-cellulaire-bcpp-p5-p7/espace-etudiant-

1/ue-ab-cellules-souches-bb/files/Rodriguez.pdf

[5] HIS Charline, BOURGEOIS Audrey. Cellules souches embryonnaires humaines et
clonage thérapeutique. Université de Rouen[en ligne]. 2007 [consulté le 19 mars 2011].
Disponible sur :

http://www.univ-rouen.fr/ABISS/L1/WEB/CELL-SOU/Pages/presentation.htmi

[6] TONDEUR S, ASSOU S, etal. Biologie et potentialités des cellules souches

embryonnaires humaines. Annales de Biologie Clinique, 2008, vol. 66, n° 3, p. 241-247.
[7] DESCHASEAUX F, SELMANI Z, GARBUIO P, OBERT L. Cellules souches
mésenchymateuses et ostéoreconstruction. Mémoires de I'Académie Nationale de Chirurgie,

2007, p. 16-23.

[8] QILING He, CHAO Wan, GANG Li. Circulating Mesenchymal stem cells and their
clinical implications. Journal of Bone and Joint Surgery, 2009, vol 93-B, n° 68.

124



[9] Groupe Interdisciplinaire de Génoprotéomique. Université de Liege. Disponible sur :

http://www.giga.ulg.ac.bel/jcms/prod 93588/portes-ouvertes-au-giga-cancer

[10] BATTIWALLA M, HEMATTI P. Mesenchymal Stem Cells in Hematopoietic Stem Cell
Transplantation. Cytotherapg009; p. 503-515.

[11] BOURIN P. GADELORGE M. Les espoirs des cellules souches mésenchymateuses en
médecine réparatrice. Transfusion clinique et biologique. Mai 2007, vol14,n°1
p. 120-126.

[12] BOURIN P, SENSEBE L, CHARBORD P. Les cellules souches mésenchymateuses
(CSM) : données, controverses, perspectives = Mesenchymal stem cells : data, controversies,
prospects. Hématologie, 2004, vol. 106np. 434-443.

[13] KOIDE Y, MORIKAWA S, MABUCHI Y et al. Two distinct stem cell lineages in
murine bone marrow. Stem Cells, 2007, vol 25, n° 5, p. 1213-1221.

[14] GARDNER R.L. Stem cells: potency, plasticity and public perception. Journal of
Anatomy, Mars 2002, vol 200, p. 277-282.

[15] VON PLANTA M, HUMBERT J, ZUBLER R. Amplification ex vivo des progéniteurs
hématopoiétiques : nouvelles approches thérapeutiques ou recherche fondamentale ? Revue
Médicale Suissdévrier 2000, n° de revue 712, n° d'article 20305.

[16] ROULEAU M. Les cellules souches hématopoiétiques. Université de Nice, Faculté de
médecine. [en ligne]. 2006 [consulté le 19 mars 2011]. Disponible sur :
http://carabinsnicois.fr/phpbb/download/file.php?id=2377

[17] PEAULT B. Filiations cellulaires inattendues entre sang et autres tissus de I'organisme :
des cellules souches totipotentes persistent-elles chez l'adulte ? Hématologie, 2000, vol. 6,
n°5, p. 339-344.

[18] GILBERT Scott, SINGER Susan. Biologie du développeméRt &litions. Editions De
Boeck. 2004.

125



[19] JOUET J.P. Les greffes de cellules souches hématopoiétique. Université de Lille 2 -
Faculté de médecine [en ligne]. 2007 [consulté le 13 mars 2011].
Disponible sur :

http://medecine.univ-lille2.fr/pedagogie/contenu/mod-

transv/module08/item127/greffes_cel _souches_hematop.pdf

[20] MARMIER-SAVET C. Etude de limpact de la mobilisation des cellules souches
périphériques (CSP) mobilisées par le facteur de croissance des granulocytes (G-CSF) sur les
donneurs sains et les receveurs apres allogreffe de CSP a conditionnement non myéloablatif.

Th Doctorat, Université de Franche-Comté 2008.

[21] MARTIN P, AULAGNER G. La greffe de cellules souches hématopoiétiques. Actualités
pharmaceutiques hospitalieres, 2009, vol 5, n°20, p. 16-28.

[22] GRATWOHL A. Transplantation de cellules souches humaines : nouveaux paradigmes.
Forum Med Suisse, 2008, p. 92-97.

[23] THILLAY Cécile. La greffe de sang de cordon : une nouvelle pratique en obstétrique.

Mémoire de sage femme : Université de Nantes, 2007, 60 p.

[24] AGENCE DE LA BIOMEDECINE. Le rapport médical et scientifique du prélevement et
de la greffe en France [en ligne], 2009 [consulté le 5 février 2011].
Disponible sur :

http://www.agence-biomedecine.fr/annexes/bilan2009/donnees/prelevement/Idtf.php

[25] Eurostemcell. Stem cells and regenerative medicine - Les cellules souches et la loi [en
ligne], 2011 [consulté le 20 mars 2011].

http://www.eurostemcell.org/faq/86#faq-expand-all

[26] SCHVED J.F. Hématopoiese, cellules souches et précurseurs hématopoiétiques.
Association pour le développement de I'hnématologie et de la transfusion [en ligne]. 2008
[consulté le 27 février 2011]. Disponible sur :

http://www.adhet.org/pages/enseignements/hematologie.html

126



[27] FORSBERG C, SMITH-BERDAN Sarsing the niche code: the molecular mechanisms
governing hematopoietic stem cell adhesion and differentiation. Haematologica, 2009, vol 94,
n° 11, p. 1477-1481

[28] COULOMBEL L. Quant I'ostéoblaste courtise la cellule souche / Intimate interactions
between osteoblasts and hematopoietic stem cells. Médecine sciences, 2004, vol 20, n° 2,
p.156-158.

[29] Charles A, Goldthwaite Jr. Are Stem Cells Involved in Cancer ? The national institute of

health resource for stem cell research, Regenerative Medicine, 2006, p. 89-97.

[30] BINET C. L’hématopoiese. Université de Tours [en ligne]. 2008 [consulté le 20 mars
2011]. Disponible sur :

http://fmc.med.univ-tours.fr/Pages/Hemato/Hematopoiese/hematopoiese.html

[31] BINET C, DOMENECH J, HERAULT O. Cellules souches hématopoiétiques :
Régulation (réle du microenvironnement, facteurs de croissance). Université de Tours [en
ligne]. 2004 [consulté le 20 mars 2011]. Disponible sur :
http://fmc.med.univ-tours.fr/Pages/Hemato/DES/A2.pdf

[32] BINET C, DOMENECH J, HERAULT O. Cellules souches hématopoiétiques :
Propriétés, description des différents types, schéma de I'hématopoiese. Université de Tours
[en ligne]. 2004 [consulté le 20 mars 2011].
http://fmc.med.univ-tours.fr/Pages/Hemato/DES/AL.pdf

[33] BINET C, DOMENECH J, HERAULT O. Cellules souches hématopoiétiques :
propriétés, description des difféerents types, schéma de I'hématopoiése. Université de Tours
[en ligne]. 2004 [consulté le 20 mars 2011].
http://fmc.med.univ-tours.fr/Pages/Hemato/DES/A1.html

[34] The national institute of health resource for stem cell research. Scientific Progress and

Future Research Directions, 2001, chapter 5, p. 43-59.

127



[35] THIERRY D, CHAPEL A, BERTHO J.M. De la greffe a la thérapie cellulaire. La
Recherche [en ligne]. 2001 [consulté le 5 mars 2011]. Disponible sur
http://www.larecherche.fr/content/recherche/article?id=11818

[36] COULOMBEL L. Cellule souches hématopoiétiques et cellules souches
mésenchymateuses. Rapport établi a la demande de Roger- Gérard Schwartzenberg, ministre
de la recherche, 2000, p. 29-34.

[37] HEQUET O. Greffe de cellules hématopoiétiques. Université de Lyon 1 [en ligne].
[consulté le 22 janvier 2011]. Disponible sur :
http://ispb.univ-lyonl.fr/biothe/Greffes.pdf

[38] PROGRAMME DE GREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES de
I'H6pital Maisonneuve-Rosemont. Les complications [en ligne], 2010 [consulté le 02 avril
2011]. Disponible sur :

http://www.gmo-hmr.org/fr/grandPublic.php

[39] BENSOUSSAN Daniele. Diaporama de cours « les cellules souches hématopoiétiques

utilisées en thérapeutique »

[40] Fondation Générale de Santé. Le don de sang de cordon. [en ligne]. [consulté le 29 mai
2011]. Disponible sur :

http://www.sangdecordon.org/comment-donner/maternites-ou-donner/

[41] J-.M. M. Greffe de sang : un mobilisateur des CSHSP. Revue francophone des
laboratoires, novembre 2009, volume 2009, n° 416, p.12.

[42] 17°™ journée nationale sur les dispositifs médicaux, Europharmat. Biopsie de moelle

osseuse. Nantes, 2007, 27 p.

[43] YAKOUB-AGHA |I. La greffe de cellules souches hématopoiétiques. Fédération
leucémie espoir [en ligne]. 2009 [consulté le 06 février 2011]. Disponible sur :

http://www.leucemie-espoir.org/IMG/pdf/yakoubaghaquimper20091 1 .pdf

128



[44] Société de Leucémie et Lymphome du Canada. Greffe de cellules souches du sang et de
la moelle osseuse. [en ligne]. 2008 [consulté le 06 février 2011]. Disponible sur :
http://www.leucemie-espoir.org/IMG/pdf/yakoubaghaquimper20091 1 .pdf

[45] ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG, Rhbéne-Alpes. Banque de Cellules [en
ligne], 2007 [consulté le 12 mars 2011].
http://www.biobanques.fr/spip/spip.php?article89

[46] Autogreffe de cellules souches hématopoiétiques en hématologie. Cours d’hématologue.
Medix cours de médecine 2003/2010. [en ligne]. [consulté le 25 février 2011].
Disponible sur : http://www.medix.free.fr/sim/autogreffe-cellules-souches.php

[47] EUROPEAN GROUP FOR BLOOD AND MARROW TRANSPLANTATION.

Haematopoietic stem cell transplantatiof*&dition. Forum service editore, 2008, 592 p.
[48] CINQUALBRE J. Abrégés, Greffe d’organe. Editions Masson. 2004.

[49] BONE MARROW DONOR WORLDWIDE. Number of donors / CBU's per registry.

http://www.bmdw.org/index.php?id=number donors&no cache=1

[50] BENAKLI M, HAMLADJI R.M, AHMED-NACER R. L’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques a conditionnement atténué. Société algérienne d’hématologie et de

transfusion sanguine, 2008.

[51] CALOP J, LIMAT S, FERNANDEZ C. Pharmacie clinique et thérapeutiqi®® 3
édition. Masson, 2008.

[52] WILLEMS E, BARON F, VANSTRAELEN G. Immunothérapie du cancer par
minigreffe de cellules souches hématopoiétiques. La Revue Médicale Suisse, 2005, vol 30, n°
30602.

[53] Témoignage Lymphome non Hodgkinien et greffe de cellules souches. [en ligne].
[consulté le 26 mars 2011]. Disponible sur :

http://www.greffe-cellules-souches.ca/index.html

129



[54] Le rejet et 'immunosupression. Agence de la biomedecine. [en ligne]. 2011 [consulté le
26 mars 2011]. Disponible sur :
http://www.dondorganes.fr/Le-rejet-et-I-immunosuppression.html

[55] HUMMELSBERGER M. Greffe de cellules souches hematopoietiques et ses
complications infectieuses. [en ligne]. [consulté le 20 mars 2011]. Disponible sur :
http://www.infectiologie.com/site/medias/enseignement/seminaires_desc/2005-mai/DESC-

mai-2005-Hummelsberger.pdf

[56] National Marrow Donor Program. Recommended post-Transplant Care. [en ligne]. 2011
[consulté le 20 mars 2011]. Disponible sur :
http://www.marrow.org/PHY SICIAN/Medical _Education/Quick Reference/index.html

[57] MARTIN P, AULAGNER G. La réaction du greffon contre I'h6te. Actualités
pharmaceutiques hospitaliéres, 2009, vol 5, n°20, p. 29-35.

[58] GHAFFAR A, NAGARKATTI P. MHC: Genetics and role in transplantation.

Microbiology and Immunology on-line. University of South Carolina School of Medecine.

[59] RIBAUD P. Complications infectieuses des greffes de cellules souches hematopoiétiques

allogéniques. Le courrier de la transplantation. Septembre 2002, vol 2, n°3, p.111-114.

[60] FANN J.R, HUBBARD R.A. Manifestations neuropsychiatriques liées aux greffes de

cellules souches hématopoiétiques. France hémato, 2011 n° 445.

[61] PEFFAULT DE LATOUR R, BLIN N, SOCIE G. Les complications a long terme des
greffes chez I'adulte. Oncologie, 2007, p. 856-860

[62] WEISSMAN I. Stem cell research, Paths to cancer therapies and regenerative medicine.
American Medical Association. 2005, vol 294, n°11.

[63] FAGNIEZ P.L. Cellules souches et choix éthiques. La documentation francaise, 2006,
242 p.

130






FACULTE DE PHARMACIE

UNIVERSITE HENRI POINCARE - NANCY 1

DEMANDE D’IMPRIMATUR

Date de soutenance : 04/07/2011

DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR
EN PHARMACIE

présenté par Maélle MAUZON

Sujet : Les Cellules Souches Hématopoiétiques : définitions,
origines et principales utilisations thérapeutiques

Jury :

Président : Mme Béatrice FAIVRE, Docteur en Pharmacie,
MCU-HDR en Hématologie, Faculté de Pharmacie
de Nancy.

Juges : Mme Daniéle BENSOUSSAN, Docteur en
Pharmacie, PH, Unité de Thérapie Cellulaire et
Tissus), CHU de Nancy.

Mme Véronique LATGER-CANNARD, Docteur en
Médecine, biologiste, PH, Service d'Hématologie
Biologique, CHU Nancy.

Mme Béatrice DEMORE, Docteur en pharmacie,
MCU-PH en Pharmacie clinique, Faculté de
Pharmacie de Nancy, CHU de Nancy

Vu,

Nancy, le 25 Mai 2011

Le Président du Jury Le Directeur de These

Mme Béatrice FAIVRE

Vu et approuvé,

Nancy, le 26 mad 2o\

Doyen de la Faculté de Pharmacie
de I’Université Henri Poincaré - Nancy 1,

Vu,

Nancy, le é k- )Gll

Le Président de I'Université Henri Poincaré - Nancy 1,

Pour le Président
et par Délégation,
La Vw Prc;ldmte dn (}‘onw[_

(@ea -Pierre Fl \ 5
LLE-ATKINSON

N° d’enregistrement : 26{)4




N° d’identification : 3638

TITRE
Les Cellules Souches Hématopoiétiques :
définition, origines et principales utilisations thérapeutiques
Thése soutenue le 04 Juillet 2011
Par Maélle MAUZON
RESUME :

Les cellules souches hématopoiétiques sont a l'origine de I'hnématopoiese et forment toutes les lignées

cellules sanguines. Grace a leurs capacités d’auto-renouvellement et de différenciation, elles sont utilisée

thérapeutique pour traiter un grand nombre d’hémopathies malignes. Ces traitements se font par des
cellules souches hématopoiétiques qui peuvent étre prélevées dans la moelle osseuse, dans le sang
dans le sang du cordon ombilical.

Dans un protocole de greffe, le patient devra subir un conditionnement par chimiothérapie plus ¢

myéloablative avant de lui greffer soit ses propres cellules souches recueillies au préalable dans le

greff

circu

u mc

cas (

greffe autologue, soit celles d’'un donneur pour une greffe allogénique. Ce conditionnement représente, av
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