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LPS : Lipopolysaccharide

LRR (region) : Leucine-Rich Repeats

LT /LB : lymphocytes T / lymphocytes B
MAP-kinase : Mitogen-activated protein kinase
MBL : Mannan-Binding Lectin

MDP : Muramyl DiPeptide

MIF : Macrophage migration Inhibitory Factor
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SNP : Single Nucleotide Polymorphism
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TGF-B : Transforming Growth Factor béta
TLR : Toll-like receptors
Tm : Température de fusion

TRM : Treatment-Related Mortality (mortalité liée
a la procédure)

TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha
VNTR : Variable Number of Tandem Repeats
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Introduction

I. INTRODUCTION

I.A. Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

I.A.1. Contexte

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est a I’heure actuelle le traitement de choix
de certaines hémopathies malignes (leucémies aigués principalement) mais aussi de pathologies
hématologiques bénignes telles que I'aplasie médullaire, les hémoglobinopathies, les déficits

immunitaires et certaines maladies métaboliques.

Certains facteurs influencant I'évolution post-allogreffe sont désormais bien connus, tels I'age du
receveur, le type et le statut de la maladie lors de la greffe, ainsi que les comorbidités. Des les
premieres greffes réalisées, a été observée cliniquement chez la majorité des patients une réaction
immunologique du donneur contre le receveur qui a été appelée ‘Graft versus Host Disease’ (GvH)
(maladie du greffon contre I’'h6te). Cette réaction immunitaire peut étre a I'origine de complications
majeures aprés une allogreffe, potentiellement létales, mais s’associe aussi généralement a une action

anti-tumorale appelée ‘Graft versus Leukemia’ (effet GvL).

L'indication de greffe de moelle allogénique reste en pratique clinique quotidienne un exercice
difficile. En effet, il faut estimer de maniére la plus objective possible, pour un patient donné, le risque
lié a la procédure d’une part, et le risque de I'histoire naturelle de la maladie d’autre part. Le but est
d’obtenir I'effet immunologique recherché (activité anti-tumorale dans les hémopathies malignes) avec

le moins de toxicité possible a moyen et long terme.

Si la toxicité liée au conditionnement et les infections potentielles entrainent une morbidité et une
mortalité non négligeables, la complication la plus fréquente aprés une allogreffe est représentée par la
GvH. Elle est liée a la greffe de cellules immunocompétentes chez un hote qui possede des antigénes
mineurs ou majeurs d’histocompatibilité différents de ceux du donneur (interactions entre des cellules
présentatrices d’antigene du receveur et cellules T matures du donneur). Elle est observée presque
constamment dans les greffes HLA incompatibles, plus rarement dans les greffes non apparentées HLA
identiques et apres greffe de moelle apparentée géno-identique. Mais elle peut aussi survenir malgré
une prophylaxie immunosuppressive ‘intensive’ méme si le donneur est parfaitement compatible sur le
plan HLA. C’est pour cette raison qu’il est suspecté I'intervention d’autres facteurs dans la genése de la
GvH et que de nombreuses études sont réalisées dans le but de déterminer des facteurs pré-greffe
prédictifs de I'’évolution. Récemment, le séquencage du génome humain a mis en évidence I'existence
de polymorphismes de genes pouvant moduler le phénotype individuel et dans le contexte
immunologique de la greffe et de la GvH, ce sont les genes codant pour des molécules de I'immunité

innée ou des cytokines qui sont apparus les meilleurs candidats.
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I.A.2. Physiopathologie de la GvH

Selon le modele physiopathologique de Ferrara', la réaction du greffon contre I'h6te aigué est un
processus en trois étapes, schématisé a la figure 1
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Figure 1 : Physiopathologie de la GvH aigué selon Ferrara (d’aprész).

- la 1% étape dans la survenue d’une GvH est secondaire a la production de cytokines et la formation de
lésions des tissus épithéliaux sous I'action du conditionnement pré-greffe par chimio- et/ou radiothérapie
(notamment l'irradiation corporelle totale). Le relargage de cytokines pro-inflammatoires, avant tout le TNF-
a, I'lL-1 et I'lL-6, est a l'origine d’une augmentation de I'expression des antigénes du systéme HLA et des

molécules d’adhésion qui favorise la reconnaissance des antigenes majeurs et mineurs d’histocompatibilité
par les cellules T matures du greffon®*.
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- La 2°™ phase est une étape d’activation des lymphocytes T (LT) aprés contact avec les cellules
présentatrices de I'antigene (CPA), notamment les cellules dendritiques, conduisant a une prolifération
cellulaire des LT. Le profil de ces LT est de type Thl avec sécrétion d’IL-2 (cytokine pro-inflammatoire) et
d’IFN-y, qui a un réle immunomodulateur a la fois dans les réponses innées et adaptatives ainsi que dans la
régulation de I'immunité anti-infectieuse et anti-tumorale. L'IL-2 et I'IFN-y entrainent également une
expansion des LT, induisant une réponse T cytotoxique et une réponse NK et enfin, ils arment le macrophage
et le préparent & produire de I'lL-1 et du TNF-o’. La physiopathologie complexe de la GvH dépend
fondamentalement des interactions entres les CPA du receveur et les LT matures du donneur.
Physiologiquement, I'IL-10, secrétée par les CPA, facilite le développement d’une tolérance immunologique
et diminue la production des cytokines pro-inflammatoires, d’ol une minimisation de I'activation des LT du
donneur (mécanisme ‘régulateur’)®. Le TGF-B (cytokine immuno-régulatrice)’ et I'IL-13 (cytokine de type Th2
qui diminue la fonction macrophagique et inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires), ainsi que

des chimiokines interviennent aussi a cette étape.

Les chimiokines sont des cytokines chimio-attractantes qui jouent un réle fondamental dans la migration
cellulaire et interviennent dans les réponses immunitaires. Dans la GvH, elles induisent la migration des

éme

lymphocytes T vers les organes cibles®, qui constitue le 4°™ critére de la classification révisée de Billingham

définissant les critéres nécessaires pour la survenue d’une GvH™.

- La 3*™ phase est celle des mécanismes inflammatoires de la phase effectrice avec induction de la mort
cellulaire par les LT cytotoxiques, induisant I'apoptose des tissus cibles. Cette mort par apoptose est
directement liée a I'action du systeme monocytaire-macrophagique, ou a la sécrétion in situ de TNF-a et
d’IL-1. Interviennent a cette étape I'lL-18 qui induit la sécrétion de cytokines Thl en présence d’IL-12 et
augmente les réponses Th2 en son absence'’, et le systéme Fas / Fas-ligand. Fas appartient aux récepteurs a
domaines de mort ; la mort cellulaire par apoptose médiée par Fas est une importante voie de destruction

tissulaire dans la GvH, notamment hépatique™.

La maladie chronique du greffon contre I’'h6te (GvHc) est la cause majeure de mortalité non liée a la
rechute et de morbidité apres greffe de CSH. Elle est aussi associée a un puissant effet anti-tumoral
(effet GvL) et par conséquent un risque de rechute de la maladie maligne diminué. Malheureusement,
peu de progres ont été réalisés ces derniéres années dans la compréhension de sa physiopathologie.
Ceci est en grande partie lié au fait qu’il n’existe pas de modele animal satisfaisant pour décrire la GvHc.
Dans deux modeles classiques mimant cependant plus l'atteinte rénale du lupus érythémateux
disséminé ou la sclérodermie systémique que les éléments de la GvHc humaine, le réle du TGF-B est
bien mis en exergue dans le développement de la fibrose terminale. De plus, les inter-relations entre les
lymphocytes B (LB) et les LT dans la genése des lésions tissulaires sont bien décrites, et un certain
nombre de travaux suggere qu’'un des mécanismes physiopathologiques majeurs dans la GvHc est un

défaut de coopération entre les LB et les LT™.
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I.A.3. Mécanismes d’autres processus post-allogreffe

L’évolution post-allogreffe dépend également de la reconstitution immunitaire et de la tolérance des
différentes thérapeutiques (chimiothérapies, agents immunosuppresseurs utilisés en prophylaxie ou en

traitement curatif de la GvH, anti-infectieux...).

La reconstitution immunitaire apres greffe de CSH est lente, exposant les patients a des risques
infectieux et tumoraux. La régénération T a été la plus étudiée et provient chez I'adulte de I'expansion
des LT matures du greffon ou de I'h6te mais aussi et surtout de la différenciation/maturation des
progéniteurs réinjectés. L'immunosuppression est majorée en situation allogénique par I'existence d'un
conflit immunitaire et par I'utilisation d'immunosuppresseurs. Les molécules pouvant jouer un rdéle dans
la reconstitution immunitaire sont I'IL-7", les récepteurs des stéroides™ ou de la vitamine D : I'lL-7 joue un
role fondamental dans la thymopoiese, I’homéostasie lymphocytaire T CD4 et CD8 et la survie cellulaire,
grace a une signalisation via son récepteur ; les récepteurs des stéroides, notamment des cestrogenes et de
la vitamine D, ont également été impliqués dans la reconstitution immunitaire post-greffe (effet
immunomodulateur de ces voies de signalisation). La voie de la vitamine D jouant aussi un role dans le
métabolisme de la ciclosporine, un réle potentiel dans la GvH a été évoqué™. Enfin, les progrés de la
pharmacogénomique ont mis en évidence que les pharmacogénes, intervenant dans le métabolisme des
drogues, pouvaient avoir un role dans certaines complications post-allogreffe, telles la cystite hémorragique

ou la maladie veino-occlusive®.

I.B. Polymorphismes non HLA

Un polymorphisme génique correspond a une variation de la séquence nucléotidique de I'ADN d'un
géne dans une population. Un gene est considéré polymorphe s'il existe au moins deux alléles a une

fréquence égale ou supérieure a 1 %. On distingue :

- des polymorphismes de restriction (RFLP), découverts en 1978, correspondant a des variations
d’ADN abolissant ou créant un site de restriction, entrainant une modification de la taille du ou des
fragments obtenus par une enzyme de restriction; ces RFLP sont actuellement supplantés par des

polymorphismes plus informatifs (polymorphismes de répétition ou SNP)

- des polymorphismes de répétition, découverts en 1989, composés des mini-satellites ou VNTR
(Variable Number Tandem Repeats) et des micro-satellites ou STR (Short Tandem Repeats) : il s’agit de
séquences répétées en tandem au méme site, les motifs variant de 10 a 100 nucléotides pour les VNTR
et de 1 a 10 pour les STR.

Y

- des polymorphismes a I'échelle du nucléotide, les SNP (Single Nucleotide Polymorphisms),
découverts plus récemment en 1998, qui constituent le degré le plus fin dans I’échelle des variations
possibles du génome ; il s’agit souvent de substitutions ne concernant qu’une base nucléotidique, une

faible proportion étant composée de micro-délétions ou insertions portant sur quelques nucléotides.
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Chez I'homme, on estime le nombre de polymorphismes géniques a plus de 10 millions. Dans la
plupart des cas, ces polymorphismes, malgré les variations qu’ils provoquent, ne sont pas fonctionnels.
Mais dans certains cas, ils peuvent prédisposer ou étre associés a certaines pathologies, en modifiant
par exemple le niveau de production ou la fonction de la protéine codée par ce gene. Dans le contexte
immunologique de la greffe de CSH, de nombreuses études se sont intéressées aux polymorphismes de
génes codant pour des cytokines, des molécules de lI'immunité innée ou plus récemment de

\ 18
pharmacogenes .

I.B.1. Polymorphismes de genes codant pour des cytokines

Ici sont présentés les polymorphismes de génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (TNF-
a, IL-1, IL-2, IL-6), anti-inflammatoires (IL-10, IL-13), et immunorégulatrices (IFN-y, TGF-B, IL-18) ainsi

qgue pour des chimiokines dont un réle a été décrit dans I'évolution post-allogreffe de CSH.

CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES
- Polymorphismes des génes codant pour le TNF-a et son récepteur

Dans le gene du TNF-q, situé sur le chromosome 6 dans la région des molécules du CMH de classe lll, ont
été décrits des polymorphismes de type séquences microsatellites (répétitions GA). L'allele le plus fréquent,
TNFd3, est associé a une production élevée de TNF-a in vitro™. L’équipe d’AM Dickinson a montré qu’une
homozygotie d3/d3 chez un receveur de greffe de CSH était associée a une augmentation de la sévérité de la
GvHa en situation de greffe apparentée avec prophylaxie de la GvH par Ciclosporine seule®, et a une
augmentation de la mortalité avant J30 (23,7 % vs 6,8 %) en situation apparentée avec prophylaxie par

I’association de Ciclosporine et Méthotrexate®.

Par ailleurs, une équipe japonaise a montré qu’un polymorphisme de type SNP (allele 196R) du géne du
récepteur de type Il (exprimé sur les cellules hématopoiétiques) du TNF (TNFRII) était associé, lorsqu’il était
porté par le donneur, & une augmentation de la sévérité de la GvHa en situation de greffe non apparentée®.
L’équipe d’AM Dickinson a ensuite mis en évidence un lien entre ce polymorphisme 196R présent chez le
receveur et une augmentation d’incidence de GvHa (association qui persistait en analyse multivariée), ainsi
gu’une augmentation de l'incidence de GvHc extensive en cas de donneur homozygote 196R/196R ; ce

facteur pronostique était également indépendant en analyse multivariée (OR a 11, p=0,02)%.

- Polymorphismes des génes codant pour I'IL-1 et son récepteur IL-1Ra

L’IL-1 est une autre cytokine pro-inflammatoire relarguée via les monocytes et les macrophages pendant
le conditionnement. Il a été montré dans un modele de GvH cutanée que I'lL-1 pouvait entrainer des Iésions
de GvH et que ces lésions pouvaient &tre inhibées par I'lL-1Ra (/-1 receptor antagonist)®*. Des
polymorphismes des génes de la famille de I'lL-1 ont été décrits et impliqués dans des maladies systémiques
et des déficits immunitaires®. Plusieurs études se sont intéressées aux répétitions en tandem de taille

variable (VNTR) du géne de I'lL-1Ra qui est un antagoniste de I'IL-1. L’allele 2 du gene codant pour IL-1Ra
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entraine une dysfonction de I'antagoniste et une up-régulation de I'lL-1%°. Dans le contexte de I'allogreffe,
cet alléle 2 est associé dans plusieurs études a une augmentation de la GvH aigué sévere et de la GvH

chronique®**"%,

- Polymorphismes du géne de I'IL-2

L'IL-2 est une cytokine pro-inflammatoire dérivée des cellules Thl. Un polymorphisme (-330T/G) situé
dans la région promotrice du géne est associé & une augmentation de la production d’IL-2 *°. Une étude de
95 couples donneur/receveur en situation de greffe non apparentée montre une association entre ce
polymorphisme et une incidence augmentée de GvHa (49 % vs 24 %, p<0,01)*. Ceci n’a pas été confirmé
dans d’autres études, notamment en situation d’allogreffe apparentée, mais un intérét thérapeutique a déja
été démontré puisque des anticorps anti-récepteur de I'lL-2 (Inolimomab LEUKOTAC®) et anti-CD25 —sous-
unité a du récepteur de I'lL-2 (Daclizumab ZENAPAX®) ont une indication dans le traitement des GvH aigués

cortico-résistantes.

- Polymorphismes du géne de I'lL-6

L’IL-6 est une autre cytokine pro-inflammatoire produite par les cellules B et les cellules mononuclées.
Son niveau de production peut dépendre de polymorphismes géniques (notamment de SNP situés dans la
région promotrice du gene). L'expression de I'alléle -174 G est associée a un plus haut niveau de production
d’IL-6 **. Plusieurs études en situation d’allogreffe familiale ont montré une augmentation de la GvHa et de

la GvHc dans le groupe donneur ou receveur muté (alléles GC ou GG)***2,

CYTOKINES ANTI-INFLAMMATOIRES
- Polymorphismes du géne de I'IL-10

L’IL-10 est une cytokine de type Th2 secrétée dans le contexte de la greffe essentiellement par les cellules
présentatrices d’antigene du receveur et les cellules T matures du donneur. Physiologiquement, I'IL-10
facilite le développement d’une tolérance immunologique et diminue la production des cytokines pro-
inflammatoires, d’'ot une minimisation de l'activation des cellules T du donneur et une réduction de la
réaction allogénique (pas ou peu de GvH). Le géne de I'lL-10 est hautement polymorphique, avec au moins 5
SNP et quelques VNTR, conduisant a la définition de plusieurs haplotypes. Les premieres études ont montré

1064
(

que le polymorphisme IL-10"""(CA) correspondant a une faible production d’IL-10 (haplotype ACC) était

associé, lorsque présent chez le receveur en situation de greffe apparentée, a une augmentation de

2134 1’équipe de Seattle a confirmé ces résultats en analysant

I'incidence de GvHa sévere (de grade Il et 1V)
plus de 1000 couples donneur/receveur en situation géno-identique. Lin et al. ont montré que le génotype
homozygote AA du SNP IL-107%* était associé a un plus faible risque de GvHa de grade Ill et IV (9 % vs 15 et
21 % respectivement pour les hétérozygotes AC et les homozygotes CC, p=0,001)°. La publication de cet
article conduisait a un commentaire de Ferrara, dans la méme édition du New England Journal of Medicine,

intitulé ‘ A Protective Gene for Graft-versus-Host Disease ’ >°.
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A noter que ce génotype ‘favorable’ AA, qui a été associé a une augmentation de la production d’IL-10,
est retrouvé a une fréquence de 24 % chez les Nords-Américains, vs 70 % chez les Japonais (population
réputée pour avoir un taux de GvHa tres faible). D’autres études ont également montré une association

entre la présence de ces haplotypes du géne de I'lL-10 et I'incidence de GvHa de grade Il ou IV****2%%7,

- Polymorphismes du géne de I'lL-13

L’IL-13 est une cytokine de type Th2 qui diminue la fonction macrophagique et inhibe la production de
cytokines pro-inflammatoires. Dans des modeéles murins, la réalisation de greffes avec des donneurs IL-13 -/-
entraine une augmentation de I'incidence de la GvH ainsi que de sa sévérité®. L’équipe d’AM Dickinson a
travaillé sur des polymorphismes du gene de I'lL-13 montrant que ceux-ci étaient associés a une réduction

de la GvH aigué et de la GvH chronique™®.

CYTOKINES IMMUNO-REGULATRICES
- Polymorphismes du géne de I'IFN-y

L'IFN-y joue un role a la fois dans les réponses innées et adaptatives ainsi que dans la régulation de
I'immunité anti-infectieuse et anti-tumorale (cytokine immuno-modulatrice). Plusieurs polymorphismes du
géne codant pour I'lFN-y ont été décrits : I'allele 2 est associé a une augmentation de la production d’IFN,
I'allele 3 & une diminution®’. Des études des polymorphismes du géne de I'IFN ont été réalisées dans le
contexte d’allogreffe et I'existence d’un génotype 3/3 homozygote a été montrée associée a un risque

39,40

augmenté de GvH aigué et chronique® ™. Ceci pourrait avoir un intérét thérapeutique puisqu’il a été montré

chez la souris qu’une administration hebdomadaire d’IFN-y était associée & une diminution de la GvH*.

- Polymorphismes du géne du TGF-

Le TGF-B est une cytokine immuno-régulatrice dont le gene a fait I'objet de la description de deux
polymorphismes aux positions -800 et -509. Sur le plan fonctionnel, ces polymorphismes sont associés a une
plus grande production de TGF-B*. Le SNP -509 C/T chez le receveur a été associé a une augmentation de la
GvHa sévere’. D’autres polymorphismes des génes TGFB et TGFBR ont été étudiés et ont été montrés
associés a une augmentation de l'incidence et de la sévérité de la GvH, a la fois en situation d’allogreffe

familiale et non apparentée®.

- Polymorphismes du géne de I'IL-18

L'IL-18 est une cytokine régulatrice qui induit la sécrétion de cytokines Thl en présence d’IL-12 et
augmente les réponses Th2 en son absence. Le géne de I'lL-18 est concerné par trois polymorphismes au
niveau de sa région promotrice et il a été décrit trois haplotypes GCG, CAT et GAT. Dans une étude en
situation de greffe non apparentée, I'haplotype GCG a été associé a une diminution de la TRM a J100 et une
augmentation de la survie'!. D’autres études de confirmation sont nécessaires, mais dans un modele murin
a été souligné l'intérét d’un pré-traitement de donneurs par de I'lL-18, permettant une diminution de la GvH

chez les receveurs, sans a priori d’altération de I'effet GvL*.
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AUTRES CYTOKINES
- Polymorphismes du géne de I'IL-7

L'IL-7 joue un role fondamental dans la thymopoiese, I'"homéostasie lymphocytaire T CD4 et CD8
périphérique et la survie cellulaire, grace a une signalisation via son récepteur, composé d’une chaine alpha
et d’une chaine yc. Des polymorphismes de type SNP du gene codant pour la chaine a de ce récepteur ont
été décrits ; les conséquences fonctionnelles de ces polymorphismes ne sont pas connues. La substitution
+1237 concernant la partie extra-cellulaire du récepteur, il est supposé que le polymorphisme modifie la
liaison de I'lL-7 ou l'interaction avec la chaine yc. Dans une étude danoise, I'impact sur I'évolution post-
greffe de 4 polymorphismes du géne codant pour la chaine a du récepteur de I'lL-7 a été étudié chez 195
couples D/R soumis a une procédure d’allogreffe. Pour les greffes non apparentées, les génotypes AG ou GG
du polymorphisme +1237 du géne codant pour la chaine a du récepteur de I'lL-7 sont associés de fagon
significative a une diminution de la survie globale (55 % vs 80 % a 2 ans) en rapport avec une augmentation
de la TRM (30 % a 1 an vs < 5 %)™. Il existe une tendance a un allongement de la durée de reconstitution
lymphocytaire (> 1 G/L) pour les alleles GG ou AG : 64 vs 38 jours pour les AA. Ce polymorphisme est un
facteur de risque indépendant en analyse multivariée pour la TRM. Les auteurs concluent que ce
polymorphisme peut altérer I'activité de I'lL-7 et donc la fonction thymique et par conséquent retarde la

reconstitution immunitaire, ce qui entraine une augmentation de la TRM.

- Polymorphismes des génes de cytokines chimio-attractantes

Plusieurs couples de chimiokines/récepteurs ont été étudiés et notamment le récepteur CCR5
(Chemokine CC motif receptor 5), CCR2, CCL27/CCR10, CXCR3, CCR6, MIF (macrophage migration inhibitory
factor), CCR1/CCL5 (RANTES)...

Puisque le réle de CCR5 dans la GvH a été évoqué dans un modele murin (recrutement de LT exprimant
CCR5)*®, une équipe polonaise s’est intéressée a la perte de fonction du récepteur par délétion du gene

(A32) et a montré que celle-ci était associée a une diminution de la GvH aigué (31 % vs 50 %, p=0,033)°.

Une équipe parisienne s’est intéressée au polymorphisme de CX3CR1 puisqu’il avait également été
montré, chez la souris, un réle dans la survenue d’'une GvH du couple composé de la Fractalkine CX3CL1
exprimée par des LT CD8, et de son récepteur CX3CR1 sécrété par les cellules endothéliales®. Dhédin et al.
ont étudié les polymorphismes du géne CX3CR1 chez 99 patients allogreffés dans le service de la Pitié-
Salpétriére en situation apparentée : 20 % des patients étaient hétéro- ou homozygotes pour la mutation
1249 et 14 % pour la mutation M280. L’'incidence de la GvH cutanée est statistiquement plus faible chez les
patients présentant la mutation 1249 (24 % vs 48 %, p=0,05) ou la mutation M280 (15 % vs 26 %, p=0,04).
L'impact de ce polymorphisme persiste en analyse multivariée. Ces résultats suggerent que, chez 'homme,
le couple Fractalkine / CX3CR1 a un impact dans la migration cellulaire au cours de la GvH cutanée et que le

polymorphisme génétique de CX;CR1 chez le receveur diminue le risque de GvH cutanée®.
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I.B.2. Polymorphismes de genes codant pour des molécules de I'immunité innée

Le réle des bactéries pathogenes dans la survenue de GvH a été suggéré dés 1974 par le groupe de Van
Bekkum (qui avait observé que les souris placées dans un environnement protégé ne développaient pas de
GVH)*. La méme équipe a montré qu’il existait une interaction entre la flore intestinale et 'activation des LT
du donneur®, et dés 1984, des études cliniques ont mis en évidence un effet de la décontamination
digestive sur la survenue d’une GvH™. Lorsqu’ensuite ont été décrits les systémes de reconnaissance de
motifs d’agents pathogenes qui sont des récepteurs spécifiques de I'immunité innée (appelés PRR pour
Pattern-Recognition Receptors reconnaissant des PAMPS pour Pathogen-Associated Molecular Patterns),

un lien a pu étre fait entre les bactéries pathogenes et la modulation de la réponse immunitaire.

Ces PRR peuvent étre classés en trois familles™

- les PRR de signalisation: TLR (Toll-like receptors), NLR (NOD(nucleotide-binding oligomerization
domain)-like receptors), RLH (RIG(Retinoic acid Inducible Gene)-I-Like Helicases)

- les PRR endocytiques : récepteur CD14 GPl-ancré du LPS (lipopolysaccharide), récepteur Scavenger
(SR), récepteur au mannane des macrophages (MMR), la famille des CLR (C-type lectin-like receptors)

- les PRR secrétés (opsonines) : collectines telles MBL (mannan-binding lectin), ficolines, pentraxines

(CRP (C-reactive protein), serum amyloid protein)...

Les systémes de reconnaissance de motifs putatifs les mieux caractérisés sont les PRR de signalisation, et
notamment les TLR et les NLR : le 1*" de la douzaine de TLR actuellement connus a été décrit en 1997 comme
un analogue humain d’une protéine Toll de la drosophile®”; et il a ensuite été nommé TLR4. Les NLR ont été
décrits plus tard au début des années 2000 : NOD1 est impliqué dans la reconnaissance de motifs de type
LPS, et NOD2 reconnait un autre motif, le MDP (MuramylDiPeptide).

T Lﬂi
T LRE TLRZ TLR4 TLRS
LRR domain CiD14
5% Plasma membrane
TIR \
doean TLR3 TLR7 TLR9 .

CARD MOD  LRR domain
R H | MoD1

- _HE H | NOD2
'\Cﬁ-RD CARD NOD  LRR domain Endosame

Cytosol /

Figure 2 : Localisation cellulaire des principaux Pattern Recognition Receptors (d’apré553).

Alors que les TLR sont des récepteurs membranaires, NOD2 est une protéine cytoplasmique, composée
d’un domaine de reconnaissance bactérienne LRR (Leucine-Rich Repeat), fait de répétitions riches en
Leucine, un domaine NOD d’oligomérisation et de deux domaines CARD (Figure 2). La protéine NOD2 est

principalement exprimée par les cellules des épithéliums digestif et pulmonaire.
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La reconnaissance par le domaine LRR d’un motif antibactérien MDP permet I’activation de NOD2, ce qui

déclenche une cascade de signalisation dans les voies NFkB et des MAP-kinases, en synergie avec le signal

déclenché par TLR2. La régulation de la transcription conduit a la production de cytokines et d’autres

molécules impliquées dans la défense anti-microbienne (Figure 3).

Bacteria

IRAKA~ L“'_____- IRAKY

;w\ ) _*__
*'( 3

1 Cytokines
-~ ! AT = Crypldins/i-delensins

Nucleus

Figure 3 : Signalisation en aval de NOD2 et TLR2 (d’aprés™’).

- Polymorphismes du géne codant pour NOD2/CARD15
Des mutations du géne, altérant la fonction de NOD2 ont été décrites ; celles situées dans la région LRR

sont des polymorphismes de type SNP (Figure 4) et ont été découvertes initialement dans la maladie de

Crohn. .
Géne NOD2/CARD15
1 23 124 127 220 273 577 T44 1020
Caspase-Recruitment Domain MNucleotide-oligomerisstion domain Leucine-rich repazts
Mutations / l l l
Gly908Arg
Syndrome de Blau / | Arg702Trp sNP1? Leul007fsinsC
| SNP8 SNP13

Early-onset sarcoidosis

'T'

Maladie de Crohn
Complications aprés allogreffe de CSH

Figure 4 : Mutations et polymorphismes de NOD2.

12



Introduction

Ces polymorphismes, responsables d’une modification de la réponse inflammatoire et de la défense anti-

infectieuse, ont également été impliqués dans certaines complications apres allogreffe de CSH.

Plusieurs équipes ont évalué I'impact de ces 3 SNP sur la survenue de GvH aigué ou chronique, sur la

mortalité liée a la procédure (TRM), la survie globale ou I'incidence de rechutes. Les résultats ne sont pas

univoques : selon les populations, est mise en évidence une diminution de la GvHa ou de la GvHa digestive,

une augmentation des formes séveres de GvHa ou de la bronchiolite oblitérante, une augmentation de la

TRM, une diminution de la survie globale voire dans certaines populations de greffés ayant recu une T-

déplétion une augmentation des rechutes (Tableau 1).

1,

Blood 2006

Holler et a

Granell et al.,*®
Haematologica 2006

Holler et al.,®°
JCO 2008

Hildebrandt et al.,*
BBMT 2008

78 adultes
225 adultes + enfants

85 adultes

342 patients
LAL et LAM

467 adultes
4 centres européens — Géno
& phéno - T-déplétion 30 %

t GVH sévere
t GvHa digestive

Pas d’'impact

t TRM

Pas d’impact (allogreffe familiale)

1 Bronchiolite
oblitérante

Tableau 1 : Impact des polymorphismes de NOD2 sur I'évolution post-allogreffe de CSH - synthése de la littérature.
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- Polymorphismes des génes codant pour les TLR

Aprés la description des TLR, il a été découvert que certains polymorphismes des génes correspondant
étaient associés a une augmentation des infections staphylococciques (pour TLR2)®® et une augmentation
des sepsis (pour TLR4)*". Dans le contexte de I'allogreffe de CSH, de nombreuses études se sont intéressées
aux polymorphismes des TLR : une étude allemande a mis en évidence une association entre la présence
d’un polymorphisme de TLR4 (Thr-399-lle) chez le donneur et une augmentation significative de I'incidence
de GvHa sévere (42 % vs 15 %)°’. Ces résultats n’ont néanmoins pas été confirmés par une équipe de Seattle
qui a analysé ce polymorphisme de TLR4 ainsi qu’'un second SNP (Asp-299-Gly) dans une population

d’allogreffés en situation apparentée®.

Une étude américaine publiée en 2005 a décrit une association entre des polymorphismes de TLR1 et
TLR6 et une incidence augmentée d’aspergillose en post-allogreffe®. Une autre équipe américaine a
rapporté en 2008 une étude de 20 SNP parmi les genes codant pour TLR2, TLR3, TLR4 et TLR9 chez 336
couples donneurs / receveurs : les deux polymorphismes Asp-299-Gly et Thr-399-lle de TLR4, ainsi que
I’haplotype S4 (correspondant a I'association des 2 SNP), étaient associés a une augmentation d’incidence

d’aspergillose pulmonaire invasive, mais uniquement en situation de greffe non apparentée®.
- Polymorphismes du géne codant pour MBL

MBL est une molécule de I'immunité innée impliquée dans la reconnaissance de motifs carbohydrates de
différents pathogenes. Il a été décrit plusieurs polymorphismes de type SNP du gene MBL2 codant pour la
protéine MBL. Une étude australienne a analysé I'impact de 5 SNP du gene MBL2 sur la survenue
d’infections séveres apreés allogreffe de CSH chez 97 couples donneurs/receveurs: il a été montré une
augmentation de l'incidence des infections séveres dans les groupes MBL2 muté chez le donneur, chez le
receveur ou a la fois chez le donneur et le receveur® ; il s’agissait principalement d’infections bactériennes.
L’étude des 5 SNP permettait de définir un haplotype HYA ‘haut producteur’ de MBL qui était associé a un
risque significativement réduit d’infections (5 a 10 fois). L'intérét peut étre thérapeutique puisqu’il existe du
MBL purifié (dont les essais sont concluants dans un contexte de patients présentant un déficit immunitaire)

qui pourrait étre administré pendant le conditionnement ou apres la greffe.

I.B.3. Autres polymorphismes de génes influengant I’évolution post-greffe

D’autres types de génes dont des polymorphismes influant I’évolution post-greffe ont été décrits : il s’agit

de pharmacogénes qui interviennent dans le métabolisme des drogues, de genes de I'apoptose...

L’'enzyme CYP2B6 est codée par un géne de la famille du cytochrome P450, c’est un pharmacogéne qui
interfere avec le métabolisme du Cyclophosphamide. En effet, I'ENDOXAN® est une prodrogue, qui doit étre
hydroxylée par des enzymes hépatiques, dont I'enzyme CYP2B6 pour former les métabolites actifs (puis ses
produits de dégradation dont l'acroléine). Les polymorphismes génétiques de CYP2B6 peuvent par
conséquent interférer avec le métabolisme de I'ENDOXAN®, comme I'a montré une étude franco-brésilienne
dans 107 allogreffes familiales”’. Le polymorphisme CC ou TT est en effet associé a une augmentation de

I'incidence des cystites hémorragiques (60 %, vs 30 %, p=0,025).
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Un autre polymorphisme de cette méme enzyme CYP2B6 entraine une diminution de sa synthése et par
conséquent diminue la formation de métabolites toxiques. Ce polymorphisme a été étudié dans cette méme
population d’allogreffés pour des leucémies aigués et chroniques apres conditionnement myélo-ablatif. Les
résultats montrent une diminution de I'incidence des maladies veino-occlusives dans le groupe muté (hétéro

ou homozygote) & moins de 5 %, vs 21 % dans le groupe non muté (p=0,022)"".

La molécule Fas, qui appartient aux récepteurs a domaine de mort, joue un réle dans la mort cellulaire
par apoptose qui constitue une importante voie de destruction tissulaire dans la GvH. L'influence d’un
polymorphisme du géne de Fas (-670Fas alléle G), qui augmenterait son expression, a été étudiée chez 160
donneurs et receveurs soumis a une procédure d’allogreffe a conditionnement myélo-ablatif. La présence de
I'allele G chez le receveur a été associée a une augmentation de la GvH aigué et chronique (respectivement
81 vs 58 % et 82 vs 54 %)'. On note également dans le groupe ‘alléle G’ une fréquence plus grande de
survenue d’au moins un épisode infectieux majeur (63 vs 36 %, p=0,01) avec une diminution de la survie sans

infection (45 vs 102 jours).
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Objectifs de I’étude

Il. OBJECTIFS DE L'ETUDE

Nous avons souhaité étudier, dans la population de patients allogreffés au CHU de Nancy depuis
1981, I'impact sur I'évolution post-greffe de polymorphismes de génes codant pour des cytokines ou

des molécules de I'immunité innée.

Parmi les nombreux exemples précédemment décrits, notre choix s’est porté sur I'analyse des
polymorphismes SNP8, SNP12, SNP13 du géne NOD2/CARD15 d’'une part, et sur celle des
polymorphismes de type SNP IL-67*G/C et IL-10°%°C/A ainsi gue des répétitions en tandem VNTR

situées dans l'intron 2 du gene IL-1Ra d’autre part.

Grace a la mise au point des différentes techniques de génotypage de ces quatre polymorphismes
réalisée par le Dr F Namour dans le service de Biochimie du Pr JL Guéant, une premiére cohorte de 133
patients a été étudiée de maniére rétrospective, a partir d’'un prélévement sanguin et d’un prélevement

buccal correspondant respectivement aux statuts donneur et receveur.

A partir de 2006, cette étude s’est poursuivie par une analyse prospective de tous les donneurs et
tous les receveurs allogreffés dans le service de Transplantation Médullaire du Pr P Bordigoni. De

janvier 2006 a avril 2008, 96 couples donneurs / receveurs ont été inclus dans I’étude prospective.

L'objectif de cette étude est de déterminer I'impact de I'existence de ces polymorphismes chez le
donneur et/ou le receveur sur I'évolution post-greffe, en termes de survenue de GvH aigué, de GvH
aigué séveére (de grade IlI-1V), de GvH aigué digestive, de GvH chronique, de GvH chronique pulmonaire.
Nous avons également souhaité évaluer si ces polymorphismes pouvaient influer sur la survenue de

rechutes post-greffe, sur la toxicité liée a la procédure (TRM) et sur la survie globale.
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l1l. MATERIELS ET METHODES

Il.A. Couples donneurs / receveurs

Une premiére cohorte rétrospective est constituée de 133 couples donneur / receveur soumis a une
procédure d’allogreffe entre 1981 et 2005. Dans cette cohorte ont été inclus tous les patients
allogreffés encore suivis en 2006, c’est-a-dire toujours vivants et non perdus de vue au moment du
recrutement. Le statut donneur est étudié a partir d’un prélévement de sang total sur EDTA (réalisé en
post-greffe) pour les patients présentant un chimérisme 100 % donneur. Le statut receveur est
déterminé a partir de I’ADN extrait d’un prélévement endo-buccal ou d’un échantillon sanguin pré-

greffe.

La cohorte prospective a inclus tous les patients (et leurs donneurs) allogreffés a partir de 2006 dans
le service de Transplantation Médullaire du CHU de Nancy, soit 96 entre janvier 2006 et avril 2008. Les

statuts donneur et receveur ont été déterminés a partir de prélevements de sang total pré-greffe.

Concernant les greffes de sang placentaires, puisque nous ne disposions pas de matériel suffisant, le
statut donneur a été étudié grace a un préléevement sanguin post-greffe du receveur (réalisé aux
alentours de J100 en cas de chimérisme complet). Nous avons exclu le statut donneur dans les quelques
situations d’allogreffe de double sang placentaire, ne pouvant déterminer si le cordon typé vers J100

était le seul a participer aux complications post-greffe.

Un consentement éclairé a été signé par chaque patient (ou par les parents lorsque le receveur était
un enfant mineur) et chaque donneur vivant de cellules souches hématopoiétiques, apres accord du

comité local d’éthique lors de I'obtention du PHRC.

I1.B. Procédures de traitement

Tous les patients allogreffés ont été retenus dans cette étude, sans sélection selon le type
d’allogreffe. Les procédures de traitement sont discutées pour chaque patient en comité de greffe, en
fonction de I'indication de la greffe, de la pathologie sous-jacente, des donneurs disponibles et de la

situation clinique actuelle du patient.

- Processus de sélection du donneur : I'allogreffe est réalisée en situation géno-identique (apparentée)
lorsqu’un donneur HLA-compatible est trouvé dans la fratrie. En I'absence de donneur familial
compatible, une recherche de donneur volontaire non apparenté est réalisée sur le fichier international
de greffes. La disponibilité d’un donneur HLA-compatible 9/10 ou 10/10 permet son recrutement ; dans
le cas inverse, est envisagée une greffe de simple ou double sang placentaire en fonction de la richesse

du greffon et du poids du patient.
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- Choix du type de conditionnement : un conditionnement myélo-ablatif est préféré pour les patients les
plus jeunes (< 45 a 50 ans) en I'absence de comorbidités, d’antécédents de chimiothérapie lourde ou
d’infection évolutive. Les conditionnements myélo-ablatifs associent le plus souvent ICT -irradiation
corporelle totale 12 Gy- et Cyclophosphamide, ou Busulfan et Cyclophosphamide. Pour les patients non
éligibles pour une allogreffe a conditionnement standard, est préféré un conditionnement a intensité
réduite (‘mini-allogreffe’), plus ou moins ablatif ou immunosuppresseur selon I'indication de la greffe,

de type Fludarabine/Melphalan, Busulfan/Fludarabine ou ICT 2 Gy/Fludarabine principalement.

- Choix du type d’immunosuppression : le choix du type de prophylaxie de la GvH est fonction du
conditionnement, de l'indication et du statut de la maladie a la greffe. Sont utilisées principalement les
associations Ciclosporine/Méthotrexate pour les greffes myélo-ablatives et Ciclosporine/MMF pour les
greffes a intensité réduite. Une déplétion lymphocytaire par sérum anti-lymphocytaire SAL ou plus

rarement Mabcampath est généralement associée au conditionnement.

- Prophylaxie anti-infectieuse : une décontamination digestive non sélective et non absorbable
(associant aminoside et glycopeptide) était administrée a tous les receveurs avant le début du
conditionnement, associée a l'utilisation de Métronidazole dans le but de diminuer I'incidence de la
GvH aigué digestive. Une prophylaxie antifongique par Triflucan puis Sporanox est réalisée des le début
du conditionnement, élargie par Voriconazole ou plus récemment par Posaconazole en cas de nécessité

d’une corticothérapie pour GvH.

- Traitement de la GvH : la survenue d’une GvH aigué de grade Il a IV prouvée histologiquement conduit
au début d’une corticothérapie intraveineuse a 2,5 mg/kg/jour pendant 14 jours suivie d’une

eme

décroissance progressive; en cas de cortico-résistance, le traitement de 2 ligne est une
immunothérapie anti-IL-2. Le traitement des GvH de grade | (digestive haute isolée par exemple) repose
sur une corticothérapie a 1 mg/kg/j +/- associée a un traitement local par ENTOCORT®. La GvH chronique
était documentée histologiquement pour les atteintes cutanées ou digestives. Une atteinte pulmonaire
liée a la GvH était suspectée par la clinique, et confirmée par la réalisation d’explorations fonctionnelles
respiratoires et d’un scanner a haute définition (mais rarement prouvée par biopsie pulmonaire). La
prise en charge d’une GvH chronique extensive associe en premiére ligne I'association de Ciclosporine
et d’une corticothérapie a 1 mg/kg. Les traitements de la GvHc cortico-résistante peuvent comporter
des photophéreses et des associations d’'immunosuppresseurs (MMF, sirolimus...) selon des procédures

codifiées dans le service.

- Traitement des infections : en cas de survenue d’une infection bactérienne ou d’une aplasie fébrile est
débutée une antibiothérapie de type Ceftazidime/Teicoplanine ; la surveillance des PCR virales conduit
au traitement pré-emptif de réactivations par Ganciclovir ou Valganciclovir pour le CMV, Foscavir pour
I"'HHV®6, Cidofovir pour I’Adénovirus. Les infections fongiques font I'objet de prises en charge spécifiques

selon les recommandations internationales.
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Il.C. Génotypage des polymorphismes

L'ensemble des génotypages a été réalisé dans le service de Biochimie du Pr JL Guéant par le Dr F

Namour et son équipe.

La détection des polymorphismes SNP 8 (Arg702Trp), 12 (Gly908Arg) et 13 (Leul007fsinsC) de
NOD2/CARD15, ainsi que IL-67%G/C et IL-10™%%C/A, repose sur une technique de PCR en temps réel
utilisant des sondes d’hybridation de type FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfert) ; ce systeme
permet de réaliser des courbes de fusion, la distinction des alléles étant fonction de la température de
fusion. La détection du polymorphisme de type VNTR du gene de I'lL-1Ra (au niveau de l'intron 2) est

réalisée par PCR conventionnelle avec détection par électrophorése en gel d’agarose.

Pour tous les échantillons, I’/ADN génomique est extrait grace a un kit KIAGEN a partir de sang total
ou a partir d’'un prélévement buccal pour les patients inclus dans I’étude rétrospective, afin d’obtenir le

statut pré-greffe. La concentration de ’ADN est mesurée par spectrophotométrie.

- Génotypage des SNP 8, 12 et 13 du géne NOD2/CARD15

Les réactions sont réalisées dans une plaque 96 puits pour un volume final de 10 pL. Pour chaque
échantillon sont mélangés 2 uL du MIX LC 480 5X, 0,5 uM de chaque amorce sens et anti-sens, 0,2 pM
de chaque sonde marquée et 2 puL d’ADN génomique. Les amorces sens et anti-sens sont
respectivement 5’AGC CGC ACA ACC TTC AGA TCA C 3’ et 5’ GGT GCA GCT GGC GGG AT 3’ pour le SNP8
(Arg702Trp), 5 GGG AGG AGG ACT GTT AGT TCA T 3’ et 5'CTG ATC TCC CCA AGA AAA CTG 3’ pour le SNP12
(Gly908Arg), 5'TCT TCT TTT CCA GGT TGT CCA A 3’ et 5’AAA AAC TGA GGT TCG GAG AGC TAA 3’ pour le SNP13
(Leu1007fsinsC). Les conditions de PCR sur Lightcycler® (Rochediagnostics™) sont les suivantes : aprés
une premiere dénaturation a 95° pendant 10 min, la réaction d’amplification comprend 45 cycles avec
une dénaturation a 95° pendant 10 sec, une hybridation a 60° pendant 10 sec et une élongation a 72°
pendant 10 sec. Les courbes de fusion sont réalisées apres 30 min a 95° et 60 min a 40°. Le résultat du

génotypage est déduit de la température de fusion de chaque échantillon selon le tableau 2.

SNP Allele Génotypage Température de fusion (Tm)

Homozygote sauvage EC 66°

SNP 8 Hétérozygote cT 66° & 52°
Homozygote muté 1T 52°
Homozygote sauvage GG 61°

SNP12 Hétérozygote GC 61° & 53°
Homozygote muté CcC 53°
Homozygote sauvage wt/wt 56°

SNP13 Hétérozygote wt/insC 56° & 62°
Homozygote muté Ins C/ins C 62°

Tableau 2 : Détermination allélique des SNP de NOD2 selon la température de fusion.
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- Génotypage des polymorphismes IL-6""* G/C et IL-10°* C/A

Selon le méme principe, sont mélangés pour chaque échantillon 2 pL du MIX LC 480 5X, 0,5 uM de
chaque amorce sens et anti-sens, 0,2 uM de chaque sonde marquée pour IL-6"7*G/C ou 0,15 UM pour
IL-10°%°C/A, 2 UM de MgCI2 pour IL-677*G/C, et 2 puL d’ADN génomique. Les amorces sens et anti-sens
sont respectivement 5 TTA CTC TTT GTC AAG ACA TGC CA 3’ et 5’ ATG AGC CTC AGA CAT CTC CAG 3’ pour IL-67G/C,
5" TCA TTC TAT GTG CTG GAG ATG G 3’ et 5’ CCT AGG TCA CAG TGA CGT GG 3’ pour IL-10°%°C/A.

Les conditions de PCR sont : 95° pendant 10 min, puis amplification par 40 cycles pour IL-6™"7'G/C et

50 cycles pour IL-10°%

C/A avec une dénaturation a 95° pendant 5 sec, une hybridation a 60° pendant 5
sec pour IL-6™7*G/C, 59° pendant 10 sec pour IL-10°°%C/A pendant 10 sec et une élongation a 72°
pendant 15 sec pour IL-6™7*G/C, 25 sec pour IL-10°%2C/A. Les courbes de fusion sont réalisées apres 30
minutes a 95° et 1 heure a 40° pour IL-67*G/C ou 2 h a 40° pour IL-10°%°C/A. Les températures de

fusion pour chaque génotype sont précisées dans le tableau 3.

SNP Allele Génotypage Température de fusion (Tm)
Homozygote sauvage GG 63°
IL-677'G/C Hétérozygote GC 63° & 55°
Homozygote muté CcC 55°
Homozygote sauvage CC 62°
IL-10°%C/A Hétérozygote CA 62° & 50°
Homozygote muté AA 50°

-174 -592

Tableau 3 : Détermination allélique des SNP IL-6 ~"G/C et IL-10”""C/A selon la température de fusion.

- Génotypage des polymorphismes VNTR de I'intron 2 du géne IL-1Ra

La détection du nombre de répétitions a I'intérieur de I'intron 2 du géne IL-1Ra a utilisé une réaction
d’amplification classique avec révélation par électrophorese, selon une technique décrite en 1993%.

Sont mélangés pour chaque échantillon 5 uL de tampon de PCR 10X, 0,5 pM/uL de chaque amorce
sens et anti-sens, 0,06 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl2, Taqg DNA 5 U/uL, et 2 uL d’ADN génomique. Les
amorces sens et anti-sens sont respectivement 5’ CTC AGC AAC ACT CCT AT 3’ et 5’ TCC TGG TCT GCA GGT AA 3'.

Une dénaturation initiale est réalisée a 96° pendant 1 min, suivie d’une réaction d’amplification
classique de 30 cycles composés d’'une dénaturation a 96° pendant 1 min, une hybridation a 60°
pendant 1 min et une élongation a 70° pendant 2 min. Aprés le dernier cycle, une derniére élongation
est réalisée a 72° pendant 7 min et la révélation se fait par électrophorese sur gel d’agarose a 1,5 %.
L’alléle est déterminé en fonction du nombre de répétitions qui découle lui-méme de la taille (en paires

de bases) du produit de PCR correspondant a la bande détectée (Tableau 4).
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Allele Nombre de répétitions Taille (en paires de bases)
Al 4 410
A2 2 240
A3 5 500
A4 3 325
A5 6 595

Tableau 4 : Détermination des alléles d’IL-1Ra selon le nombre de répétitions VNTR.

Le résultat du génotypage des polymorphismes du géne de I'lL-1Ra est exprimé en termes d’alléles.

II.D. Analyse statistique

Les données cliniques ont été recueillies par I'étude des dossiers de chaque patient, et par recoupement

avec les données saisies informatiquement par le Pr P Bordigoni dans un fichier Excel.

L’analyse statistique a été réalisée par Bernard Herbeth (INSERM-CHU Nancy) a 'aide du logiciel SAS. Les
critéres principaux d’étude (variables dépendantes) sont les taux de survenue de GvH aigué, GvHa digestive,
GvH chronique et GvH pulmonaire, ainsi que les taux de rechute, de toxicité liée a la procédure et la survie

globale.

Les associations entre les taux de survenue de GvH et les différents groupes mutés ou non ont été

recherchées par un test du Khi 2 ou un test de Fisher lorsque I’échantillon était réduit (analyse univariée).

Ensuite le modele de régression logistique multivarié a été utilisé pour analyser les relations entre les
caractéristiques pré-greffe et la probabilité de survenue de GvH. Les résultats sont exprimés sous forme

de risque (ou de probabilité ou Odds Ratio OR).

21



Résultats

l1l. RESULTATS

lllLA. Caractéristiques de la population étudiée

Les caractéristiques des allogreffes sont résumées dans le tableau 5.

Caractéristiques Nombre (%)

Adultes / Enfants 118 (51,5%) / 111 (48,5 %)
Age médian 23 ans [0,3 — 64,5]
Diagnostic LAM / MDS 77 (33%) / 16 (7 %)
LAL 44 (20 %)
LMC / autres SMP 15 (7%) / 5 (2%)
Hodgkin / LNH 9 (4%) / 10 (4,5 %)
LLC 4 (2%)
Aplasies médullaires 16 (7 %)
Hémoglobinopathies 9 (4%)
Déficits immunitaires 10 (4 %)
Maladies métaboliques 9 (4%)
Tumeurs solides 4 (2%)
Risque* Haut risque 102 (45 %)
Bas risque 127 (55 %)
Type de greffe Familiale 130 (57 %)
Non apparentée 99 (43 %)
Conditionnement Myélo-ablatif 130 (57 %)
Intensité réduite (RIC) 99 (43 %)
Greffon Moelle 132 (57 %)
Csp 78 (32 %)
Cordon(s) 14+9 (11 %)
Prophylaxie de la GvH CSA / MTX 108 (47 %)
CSA / MMF 86 (38%)
Déplétion SAL Frésénius ou Thymo 140 (61 %)
lymphocytaire Ex vivo ou Campath 6 (3%)
Aucune 82 (36 %)
Décontamination digestive avec Métronidazole 200 (87 %)
Taux de CD34 médian 3,58.10°/ Kg [0-9,9]

Tableau 5 : Caractéristiques des couples donneurs / receveurs.

ére

* Risque défini selon le statut de la maladie (au-dela de la 1°® RC, de la phase chronique pour les LMC...)".
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Cette étude comporte 118 adultes et 111 enfants, d’age médian de 23 ans. Les diagnostics ayant conduit
a l'allogreffe sont variés (principalement des leucémies aigués, et une proportion relativement importante
de pathologies non malignes telles des aplasies médullaires, des déficits immunitaires, des maladies
métaboliques). Quarante-cing pour cent des greffes étaient de haut risque. La greffe était réalisée dans 57 %
des cas en situation géno-identique, et dans 57 % des cas aprés conditionnement myéloablatif. La source du
greffon était principalement médullaire (57 %), de part la forte proportion d’enfants, avec 1/3 de greffes a
base de CSP et 11 % de cordons répartis en 14 simples et 9 doubles cordons. Seulement 3 % des greffes
comportaient une T-déplétion ex vivo, mais 61 % des patients ont recu du SAL. A noter que prées de 90 % des

receveurs avaient recu une décontamination digestive associée a du Métronidazole.

La fréquence de la GvHa est de 67 %, celles de la GvHa de grade Il a IV et de la GvHa digestive de 56 % et

41,5 %. 42 % des receveurs encore en vie a J100 ont présenté une GvHc, et 6 % une forme pulmonaire.

l11.B. Fréquence des polymorphismes

111.B.1. Fréquence des SNP de NOD2/CARD15

La fréquence des polymorphismes de NOD2 est similaire aux données publiées dans la littérature,
d’environ 15 a 20 % (Tableau 6). Dans notre population, le SNP8 est le plus fréquent (9,6 % chez le donneur

et 11,7 % chez le receveur). Parmi les 178 couples donneur / receveur pour lesquelles nous disposons de

données a la fois pour le donneur et le receveur, il existe une mutation chez le donneur et chez le receveur
dans 10 cas pour le SNP8 (5,6 %), 2 cas pour le SNP12 (1,1 %) et 5 cas pour le SNP13 (2,8 %).

DONNEUR N =209 RECEVEUR N =197

SNP 8 SNP 12 SNP 13 SNP 8 SNP 12 SNP 13
Absence de 189 203 198 173 193 183
mutation (WT) 90,4 % 97,1 % 94,7 % 87,8 % 98 % 92,9 %
Mutation 20 6 11 23 4 14
hétérozygote 9,6 % 2,9% 5,3% 11,7 % 2% 7,1%
Mutation 0 0 0 1 0 0
homozygote 0% 0% 0% 0,5% 0% 0%

Tableau 6 : Fréquence des polymorphismes de NOD2 chez le donneur et le receveur.

23



Résultats

l11.B.2. Fréquence des polymorphismes des génes des cytokines

Les polymorphismes IL-6"7*G/C, IL-10°°°C/A et VNTR IL-1Ra (présence de I'allele 2) sont relativement
fréquents dans notre population : entre 31 et 56 % (Tableau 7), avec une fréquence d’homozygotes de 3
al12%.

174

G/C est le plus rencontré, dans 56 % des cas chez les donneurs et 50 %
-592

Le polymorphisme IL-6
chez les receveurs. Le SNP IL-107°°C/A est retrouvé chez pres de la moitié des receveurs et 40 % des
donneurs, et I'allele 2 du polymorphisme VNTR d’IL-1Ra est présent chez 31 % des receveurs et 39 %

des donneurs.

RECEVEUR

IL-10°°°C/A  IL-1Raalléle2  IL-6"°G/C  IL-10°°°C/A  IL-1Ra alléle 2

IL-67*G/cC

n =209 n =207 n =207 n =194 n =195 n =159
Absence de 92 125 126 96 100 109
mutation (WT) 44 % 60 % 61 % 50 % 51% 68,5 %
Mutation 92 67 69 78 82 44
hétérozygote 44 % 32,5% 33% 40 % 42 % 28 %
Mutation 25 15 12 20 13 6
homozygote 12 % 7,5 % 6% 10% 7% 3,5%
Total 117 82 81 98 95 50
56 % 40 % 39% 50 % 49 % 31,5%

Tableau 7 : Fréquence des polymorphismes IL-67G/C, IL-10°°°C/A et VNTR (alléle 2) IL-1Ra.
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llI.C. Impact des polymorphismes sur l'incidence de la GvH aigué

l1I.C.1. Impact des SNP de NOD2/CARD15

Nous avons étudié I'impact de chaque SNP donneur et chaque SNP receveur sur l'incidence de la GvHa.
Dans le groupe ‘SNP8 Donneur muté’, on note une diminution de la GvH aigué a 45 %, vs 68 % dans le
groupe wild type (p=0,037), ainsi qu’une diminution significative de la GvHa digestive a 20 %, vs 43 % dans le

groupe non muté (p=0,027).

Nous n’avons pas retrouvé de différence en termes de GvHa sévere (grade Ill-IV). Dans le groupe ‘SNP8

Receveur muté’, les diminutions de GvHa et GvHa digestive ne sont pas statistiquement significatives
(Tableau 8).

. SNP 8 DONNEUR SNP 8 RECEVEUR
Incidence de

GvH WT Mutation 3 WT Mutation 3
n= 189 n=20 n=173 n=24
GvHa 68 % 45 % 0,037 70 % 54 % NS
GvHa digestive 43 % 20% 0,027 46 % 29% NS
GvHa sévere o o o o
(grade III-IV) 4,8% 5% NS 6,3 % 0% NS

Tableau 8 : Impact du SNP8 de NOD2 sur l'incidence de la GvH aigué.

Par ailleurs, les taux de GvHa, GvHa digestive et GvHa de grade lll-IV ne sont pas différents entre les

couples mutés ou non pour les SNP12 et 13.

l11.C.2. Impact des polymorphismes des genes des cytokines

IL-677*G/C

Alors gqu’il n’a pas été mis en évidence de différence de taux de survenue de GvH aigué et de GvHa
digestive entre les groupes ‘polymorphique’ et ‘sauvage’ pour le géne de I'IL-6, il existe une augmentation
significative du taux de GvH aigué de grade IlI-IV, a 11,7 % pour le groupe muté (alléles GC ou CC), vs 1,7 %

pour le groupe non muté (p=0,027).

IL-10°%°C/A

On observe une diminution du taux de GvH aigué dans le groupe ‘donneur muté pour I'lL-10’ (alleles AC
ou AA), a 57,3 %, vs 71,2 % pour le groupe non muté (p=0,039). Il n'est pas observé de différence

significative entre les groupes mutés ou non chez le receveur.
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IL-1Ra VNTR (alléle A2)

Il existe une augmentation non significative du taux de survenue de GvH aigué, a 83 % dans le groupe

‘donneur homozygote pour I'alléle A2/A2’, vs 65 % pour les autres alléles (NS).

l11.D. Impact des polymorphismes sur I'incidence de la GvH chronique

111.D.1. Impact des SNP de NOD2/CARD15

Nous avons également étudié I'impact de chaque SNP de NOD2 sur I'incidence de la GvHc.

La fréquence de la GvHc et de la GvHc digestive n’est pas différente entre les groupes SNP8 mutés et non
mutés. En revanche, il existe une augmentation de la GvH chronique pulmonaire dans le groupe ‘Donneur

muté pour le SNP8’, a 21 %, vs 5,9 % dans le groupe non muté (p=0,028). Dans le groupe ‘SNP8 muté

Receveur’, l'incidence de la GvHc pulmonaire est augmentée a 15,7 % mais ce n’est pas statistiguement
significatif (Tableau 9).

SNP 8 DONNEUR ‘ SNP 8 RECEVEUR
Incidence de

GvH WT Mutation B WT Mutation B
n=186 n=15 n=169 n=20
GvHc 45 % 33% NS 44 % 50 % NS
GvHc digestive 20 % 21 % NS 25% 26 % NS
GvHc pulmonaire 5,9 % 21% 0,028 53% 15,7 % 0,077

Tableau 9 : Impact du SNP8 de NOD2 sur l'incidence de la GvH chronique.

A noter que les incidences de GvH chronique, digestive ou pulmonaire, ne sont pas différentes entre

les groupes mutés ou non pour les SNP12 et 13.

111.D.2. Impact des polymorphismes des génes des cytokines

IL-6"7*G/C

Dans le groupe ‘receveur muté pour IL-6™"7%G/C, il existe une augmentation significative du taux de GvH
chronique, a 53 % pour les alléles GC ou CC, vs 38 % pour l'alléle sauvage GG (p=0,02). Dans ce méme
groupe, nous constatons une augmentation significative de la GvHc pulmonaire, avec un taux de survenue
de 6,7 % pour les hétérozygotes (allele GC), 21 % pour les homozygotes (allele CC), vs 3,3 % pour le groupe
‘allele sauvage GG’ (p=0,02).

Il n’est pas retrouvé de différence en cas de polymorphisme présent chez le donneur uniquement.
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IL-10°%°C/A

Nous n’avons pas mis en évidence d’association entre ce polymorphisme du géne codant pour I'lL-10 et la

survenue de GvH chronique.

IL-1Ra VNTR (alléle A2)

Il existe une augmentation du taux de GvH chronique si le donneur présente l'allele A2 du
polymorphisme VNTR de facon homozygote, avec un taux de GvHc a 83 % (allele A2/A2), vs 41 % pour les
autres génotypes (p=0,014).

lILE. Impact des polymorphismes sur les autres complications post-greffe

La protéine NOD2 intervenant dans la surveillance anti-microbienne, nous avons souhaité évaluer si
les polymorphismes de NOD2/CARD15 étaient associés a une augmentation de I'incidence des sepsis
survenant apreés allogreffe de CSH. Il n’a pas été mis en évidence de différence entre les groupes mutés
ou non, que ce soit chez le receveur ou le donneur, en termes d’incidence de sepsis avant J100 (défini
par une bactériémie ou un sepsis sévere nécessitant un remplissage vasculaire ou un transfert en

réanimation).

Nous n’avons pas mis non plus en évidence de lien entre la présence d’'un polymorphisme de
NOD2/CARD15 et une augmentation du taux de rechute, de la toxicité liée a la greffe (TRM) ou une

diminution de la survie.

En revanche, la mortalité liée a la procédure (non liée a une rechute) est augmentée a 50 % dans le
groupe ‘donneur homozygote pour l'allele A2 d’IL-1Ra (allele A2/A2)" (n = 12), vs 10 % pour les autres
alleles (p=0,049).
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lILLF. Intérét de I'impact du SNP 8 de NOD2 sur I’évolution post-greffe

lI.F.1. Analyse multivariée

En analyse multivariée, deux variables sont associées de facon indépendante a une incidence moindre de
GvH aigué digestive : le statut SNP8 donneur muté et un taux élevé de CD34. Le statut haut risque de la
greffe est également un facteur indépendant, associé a une plus importante incidence de GvHa digestive
(Tableau 10).

Concernant la GvH chronique pulmonaire, le SNP8 donneur muté est le seul facteur associé de fagon

indépendante a un sur-risque de GvHc pulmonaire.

SNP 8 D muté 0,28 [0,09-0,91] 0,0
GvH aigué .
. . CD34 >4.10 0,446 [0,24 —0,83] 0,01
digestive
Greffe de haut risque 2,284 [1,24-4,22] 0,008
St e SNP 8 D muté 5,682 [1,18 —27,40] 0,03
ulmonaire
s Greffon de CSP 3,237 [0,31 - 34] 0,05

Tableau 10 : Impact pronostique de la présence chez le donneur du SNP8 de NOD2 en analyse multivariée.

lll.LF.2. Sous-analyse de la population pédiatrique

Nous avons réalisé une analyse de sous-groupe de notre population pédiatrique, qui comporte 111

enfants, dont 33 ont été étudiés de maniere prospective.

L’age médian est de 6 ans, et les diagnostics sont constitués par plus d’un tiers de pathologies bénignes
(la répartition précise est la suivante: 30 LAL, 22 LAM, 11 aplasies médullaires, 8 leucémies myélo-
monocytaires chroniques juvéniles, 9 déficits immunitaires, 9 maladies métaboliques, 8
hémoglobinopathies, 6 LMC et 2 autres syndromes myéloprolifératifs, 3 tumeurs solides, 2 maladies de
Hodgkin et 2 lymphomes non hodgkiniens). La majorité des greffes était réalisée avec un greffon médullaire

(70 %), apres conditionnement myélo-ablatif (79 %).

La fréquence des SNP n’était pas différente de notre population globale (Tableau 11).
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DONNEUR RECEVEUR
N =107 N=93

SNP8 SNP12 SNP13 SNP8 SNP12 SNP13
Absence de 100 103 104 82 89 88
mutation (WT) 93,5 % 96,3 % 97,2 % 88,2 % 95,7 % 94,6 %
Mutation 7 4 3 11 4 5
hétérozygote 6,5% 3,7% 2,8% 11,8% 4,3% 5,4 %

Tableau 11 : Fréquence des SNP de NOD2 dans la population pédiatrique.

L'étude de la GvH aigué a montré une incidence significativement diminuée dans le groupe SNP8
donneur, a 29 %, vs 71 % pour les donneurs non mutés. La diminution de la fréquence de la GvHa digestive

n’est pas significative (Tableau 12).

L’analyse multivariée ne retrouve que le statut haut risque de la greffe comme facteur indépendant (OR a
3,5[1,09 - 3,55], p=0,006).

SNP 8 DONNEUR SNP 8 RECEVEUR

Incidence de GvH

WT Mutation Mutation

n =100 n=7 n=_382 n=11
GvHa 71% 29% 0,028 73 % 45 % 0.051
GvHa digestive 45 % 14,3 % 0,09 48 % 36 % NS
GvHc 35% 28 % NS 36 % 36 % NS
GvHc pulmonaire 2% 17 % 0,03 3% 0% NS

Tableau 12 : Impact d'un SNP 8 chez le donneur dans la population pédiatrique.

Concernant la GvH chronique, il existe également dans ce sous-groupe pédiatrique une augmentation de
I'incidence de la GvH chronique pulmonaire, a 17 % dans le groupe ‘SNP8 donneur’ par rapport a 2 % pour le
groupe non muté (p=0,03). Il n’y avait aucun cas de GvHc pulmonaire dans le sous-groupe ‘SNP8 receveur’
(Tableau 12).

29



Discussion - Perspectives

IV. DISCUSSION — PERSPECTIVES

Cette étude a permis de mettre en évidence une importance de la présence d’un polymorphisme de type
SNP 8 de NOD2/CARD15 chez le donneur : il existe en effet, dans notre cohorte d’allogreffés, un impact de
ce polymorphisme sur les complications post-allogreffe, en termes de diminution de la GvH aigué et de la
GvHa digestive et en termes d’augmentation de la GvH chronique pulmonaire, notamment dans la

population pédiatrique.

Ces résultats rejoignent ceux publiés par une équipe allemande en 2006°’. La ‘localisation’ de la mutation
(sur les cellules du receveur ou du donneur) semble avoir une importance toute particuliere, puisque
plusieurs études ont montré que I'existence de mutations de type SNP chez le receveur était associée a une
augmentation de la survenue de GvHa séveres et une augmentation de la toxicité liée a la procédure
(TRM)*. Les hypothéses pour expliquer ces résultats (paraissant discordants) se basent sur la

physiopathologie de la GvH et certaines constatations sur des modéles expérimentaux.

- LU'existence d’'une mutation chez le receveur fait suspecter une diminution de la réaction immune
déclenchée par la présence de bactéries au contact des cellules épithéliales digestives et par voie de
conséquence une altération des défenses anti-microbiennes avec augmentation potentielle des
translocations bactériennes (comme cela a été montré dans des modeles expérimentaux’') pouvant

expliquer une morbidité et une mortalité accrues.

- En présence d’un polymorphisme chez le donneur, on peut envisager qu’il existe une altération de la
réponse immune dérivée des cellules du donneur, soit une diminution des réponses Thl médiées par la voie
NFkB ; or la polarisation Th1 est la base de I'activation des LT qui constitue, selon le modéle de Ferrara’, la
20me phase du processus qu’est la GvH : cette altération des réponses Th 1 peut par conséquent participer a

la diminution de la réaction allogénique du greffon contre I’'héte.

Une autre hypothéese émise par I’équipe d’E Holler est celle d’une signification pronostique différente des
polymorphismes de NOD2 en fonction du type de décontamination intestinale utilisée®. L'intérét de
I'utilisation d’'une décontamination anti-anaérobie par Métronidazole avait déja été démontré en 1999 dans
le but de diminuer I'incidence de la GvH aigué’. Par ailleurs, il a été montré que I'impact sur la GvH des SNP
de NOD2 était différent selon si la décontamination utilisée était sélective ou dirigée a la fois contre les
bactéries Gram négatif et Gram positif®®. Dans notre population, la faible incidence de GvH aigué en
présence de SNP de NOD2 peut vraisemblablement aussi étre expliquée par I'utilisation d’'une part de
Métronidazole par voie intraveineuse (débuté avant le conditionnement) et d’autre part d'une

décontamination digestive totale non sélective visant a la fois les Gram positif et Gram négatif.

A noter que dans I'étude allemande dont nos résultats sont les plus proches®, I'incidence globale de la
GvHa est similaire (65 %) mais I'incidence de GvH digestive est plus faible (24 %, contre 40 % dans notre

cohorte).
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Concernant la GvHc pulmonaire, nos résultats se rapprochent de ceux d'une étude européenne
multicentrique ®* qui décrit une incidence globale de bronchiolite oblitérante de 3 %, augmentée a 22 %
lorsqu’il existe une mutation variant de NOD2 chez le receveur. Dans notre population, la fréquence
d’atteinte pulmonaire au cours de la GvHc est de 6 % et augmentée a 21 % en présence d’un

polymorphisme SNP 8 de NOD2 chez le receveur.

Les analyses concernant les autres polymorphismes (SNP12 et 13) ne sont pas significatives, mais

probablement les effectifs étaient insuffisants pour les SNP12 et 13, moins fréquents dans notre étude.

Cette étude a également permis de mettre en évidence un impact négatif de la présence chez le receveur
d’un polymorphisme IL-6™*G/C (allele GC ou CC), avec augmentation de la survenue de GvH aigué de
grade lll-1V, et augmentation des taux de GvH chronique et de GvHc pulmonaire, comme cela avait déja
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été montré par plusieurs équipes™ . Enfin, cette étude confirme des résultats précédemment publiés

592

sur I'association entre un polymorphisme du géne de I'lL-10”°°C/A chez le donneur et une diminution

de la GvH aiguée.

Nous poursuivons les inclusions dans I'étude prospective afin d’éliminer le biais de sélection lié aux

patients analysés de fagon rétrospective.

Si ces résultats se confirment, le statut pré-greffe de NOD2 (et notamment du SNP8) pourrait étre pris en
compte dans le processus de sélection des donneurs, en association aux autres critéres, et d’autant plus si le
receveur est porteur d’un polymorphisme SNP IL—6’174G/C. En I'absence de multiples donneurs disponibles,
cela pourrait conduire, cas de choix d’un donneur ‘muté’, a une attitude ‘pré-emptive’ de surveillance accrue
de la fonction respiratoire qui pourrait étre réalisée a domicile afin de détecter précocement une atteinte
pulmonaire, comme nous le faisons actuellement pour certains patients atteints de GvH chronique
extensive. La cohorte pédiatrique mise a jour (avec inclusions jusqu’en 2009) est d’ailleurs en cours d’analyse

afin de valider ces premiers résultats.

Enfin, cette étude sur I'impact des polymorphismes de NOD2/CARD15, qui avait fait 'objet d’une
communication orale au congrés 2008 de la SFGM-TC, a particulierement intéressé I'’équipe du Pr Jean-Paul
Vernant de I'hopital de la Pitié Salpétriere. Le Dr Nathalie Dhédin, qui avait travaillé sur I'impact d’un
polymorphisme d’un récepteur a une chimiokine CX3CR1 sur la survenue de GvH cutanée, a proposé de
poursuivre ce travail en collaboration : ainsi, nous avons prévu d’analyser I'impact de ces polymorphismes de
NOD2 dans une population de 99 allogreffés suivis a la Pitié; parallelement, le Dr Dhédin étudie

actuellement I'influence des polymorphismes de CX3CR1 dans notre population nancéenne.

Le double objectif est de progresser dans la connaissance de la physiopathogénie de la réaction du
greffon contre I'hGte et de déterminer des facteurs pré-greffe prédictifs de I’évolution a I'échelon individuel,

afin d’adapter la stratégie immunosuppressive ou la surveillance.
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