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ABREVIATIONS

ADCC : cytotoxicité dépendante de 1’anticoprs (Antibody dependant cellular cytotoxicity)
AICD : induction d’apopotose sur les cellules activées (activation-induced cell death)
BCR : récepteur du LB de type immunoglobuline de surface (B cell receptor)

CD : Antigenes de surface appelés cluster of differenciation

CDR: Complementary Determining Region, region variable d’'un TCR ou BCR.
CMY : Cytomégalovirus

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CPA : Cellules présentatrices d’antigenes

CPM : coups par minute

CSH : Cellules souches hématopoiétiques

CSP : Cellules souches périphériques

CTL : Lymphocytes T cytotoxiques (Cytotoxic T lymphocyte)

DC : Cellules dendritiques (Dendritic cells), mDC (myeloid Dendritic cells),

pDC (plasmacytoid Dendritic cells)

DFS: survie sans rechute (Disease Free survival)

DLI: injection de lymphocytes du donneur (Donor Lymphocyte Infusion)

EBYV : Virus Epstein-Barr

EFS : Survie sans événement (Event free survival) équivalent de DFS (disease free survival)
G-CSF: Granulocyte colony stem factor

GITMO: groupe italien de transplantation de moelle osseuse (Gruppo Italiano Transpianti
Midollo Osso)

GVH : Réaction du greffon contre 1’hote (Graft versus host)

GVHa : Réaction aigué€ du greffon contre 1’hote

GVHc : Réaction chronique du greffon contre I’hote

GVL : Réaction du greffon contre la leucémie (Graft versus leukemia)

GVT : Réaction du greffon contre la tumeur (Graft versus Tumor)

HPE : expansion péripthérique homéostatique (Homeostatic peripheric expansion)
HR : Hazar ratio

HHV6 : 6¢me Herpés virus humain (Human herpes virus)

HLA : Complexe majeur d’histocompatibilit¢ de ' Homme (Human leucocyte antigene)
HSYV : Virus Herpés simplex

IC : Intervalle de confiance

IFNy : Interféron gamma

IL : interleukins

IT: index de transformation

KGF : Keratinocyte Growth Factor

LAL : Leucémie aigué lymphoblastique

LAM : Leucémie aigué my¢loblastique

LB : Lymphocyte B

LLC : Leucémie lymphoide chronique

LMC : Leucémie my¢loide chronique

LMMCJ : Leucémie myélomonocytaire chronique juvénile

LMNH : Lymphome malin non hodgkinien

LPS : lipopolysaccharide

LT : Lymphocyte T

MA : my¢loablatif
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MAT : Microangiopathie thrombotique

MVO : Maladie veino-occlusive

mHA : minor Histocompatibilté Antigen

n : nombre de patients

NK: lymphocyte Natural Killer

NKT: lymphocyte Natural Killer T

NMA : (conditionnement) non myéloabaltif

NOD : récepteur cytosolique de I’'immunité innée (cytosol nucleotide-binding oligomerization
domain)

NS : non significatif

OS : Survie globale (overall survival)

p : Puissance statistique du test

PNN : Polynucléaire Neutrophile

PHA : Phytohemagglutinine

PMA iono : Phorbol merystate acetate ionomycine

PTLD : post-transplantation lymphoproliferative disorders

RAG enzyme: Recombination Activating gene enzyme, enzyme de recombinaison des génes du
TCR et BCR.

RI : reconstitutio immunitaire

SAB : sérum AB

SAL : Sérum anti-lymphocytaire

SDRA : Syndrome de détresse respiratoire aigué

SMD : syndrome my¢lodysplasique

SMP : Syndrome my¢éloprolifératif

TCR : T cell receptor

TEC: Cellules épithéliales thymiques (Thymic epithelial cells)

TH1 et TH2 : LT4 orienté vers une réponse cytotoxique (1) ou humorale (2) (helperl et
helper?2)

TLI : Irradiation centrée sur les organes lymphoides (fotal [ymphoid irradiation)

TLR : récepteur de I’'immunité innée (7oll like receptor)

TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha

TRM : Mortalité liée a la toxicité du traitement (7oxicity related mortality)

TREC : T Cell Receptor Excision Circles, cercle d’excision épisomale du géne du TCR.
TTL : Test de Transformation lymphoblastique

VZV : Virus varicelle-zona
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INTRODUCTION

L’allogreffe de cellules souches hématopoic¢tiques (CSH) est a I’heure actuelle le seul
traitement curatif de nombreuses hémopathies malignes, certaines tumeurs solides, nombreuses
hémoglobinopathies et déficits immunitaires. Le greffon contient des cellules souches
hématopoiétiques mais aussi des lymphocytes T (LT) matures du donneur. L’effet bénéfique
des LT sur la bonne prise de greffe, la reconstitution immunitaire du receveur et 1’effet anti-
tumoral (graft versus leukemia, GVL) est contrebalancé par un effet néfaste majeur : la maladie
du greffon contre 1’hote (GVH) compliquée d’une morbi-mortalité élevée. Cette complication
s’observe particulicrement lorsque la greffe est réalisée avec des CSH issues de donneur non
apparenté avec une incompatibilit¢ HLA. Pour limiter 1’incidence de la GVH dans ces greffes,
nombreux traitements immunosuppresseurs, notamment I’administration de Sérum Anti-
Lymphocytaire (SAL) lors du conditionnement du receveur ont permis de réduire I’incidence et
la sévérit¢ de la GVH. Cependant, a I’heure actuelle, est débattue la question de la dose
optimale de SAL a administrer. Selon les ¢études, a des doses ¢levées, le SAL pourrait
effectivement diminuer I’incidence de la GVH aigué et chronique séveres mais favoriser la
rechute par diminution de I’effet GVL. Nombreux centres ont constaté qu’une forte dose de
SAL, de facon inattendue, augmente la mortalité par toxicité du traitement (TRM) du fait
d’infections opportunistes fatales. C’est dans ce contexte de la littérature que nous avons voulu
comparer deux doses de SAL (Fresenius) dans une étude rétrospective menée au Centre
Hospitalier Universitaire de Nancy. Nous avons ¢étudié tout d’abord la reconstitution
immunitaire pour déterminer I’impact de la dose de SAL sur ’incidence des infections. Dans
un second temps, nous avons pris en compte I’impact sur la survie du receveur et sur tous les

conflits immunologiques d’une allogreffe (rechute, rejet, GVH, infections...).

24



GENERALITES

PARTIE 1: GENERALITES SUR PALLOGREFFE DE
CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

I. DEFINITION [1]
A. Indications actuelles

Initialement réservée aux hémopathies malignes (les leucémies aigués, la my¢lodysplasie), les
indications de D’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) se sont peu a peu
¢largies aux lymphomes et tumeurs solides, a des pathologies non malignes (aplasie médullaire,
hémoglobinopathies), des déficits immunitaires, certaines maladies métaboliques voire
certaines maladies congénitales comme la leucodystrophie métachromatique ou 1’ostéopétrose.
Elle a pour but d’éradiquer le clone malin dans les hémopathies malignes : par myélo-ablation
du receveur lors du conditionnement puis par réaction immunologique des lymphocytes T du
donneur contre les cellules de I’hote [2]. Dans les autres cas, il s’agit schématiquement de
remplacer une moelle déficiente par une autre moelle fonctionnelle ou apporter un systéme

immunitaire compétent.

B. Source du greffon
Un greffon peut provenir de 3 sources : la moelle osseuse, le sang périphérique et le sang

placentaire.

C. Choix du donneur
Les allogreffes sont réalisées :

- Pour 30 % a partir de cellules souches hématopoiétiques prélevées chez un frere ou
une sceur du patient, HLA compatible (greffe géno-identique).

- Pour les patients restants, une allogreffe peut étre envisagée a partir d’un donneur
non apparenté. Dans un peu plus de 90% des cas, le greffon est prélevé chez un
volontaire sain, inscrit sur un fichier. Une allogreffe entre un donneur non apparenté
et un receveur est caractérisée par le degré de compatibilité pour les antigéenes HLA

de classe I (A, B et C) et de classe II (DR, DQ) qui doit étre au minimum de 8/10.
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Cette compatibilit¢ conditionne les complications immunologiques post-greffe et
donc le pronostic des patients greffés. Dans environ 5% des cas, on a recours a une

greffe de sang placentaire.

D. Conditionnement
Il existe deux types de conditionnement. Le conditionnement myé¢loablatif (MA) obéit

théoriquement a deux objectifs : I’immunosuppression de 1’hote (nécessaire a la prise du
greffon), et la destruction des cellules hématopoiétiques de 1’hdte, permettant d’assurer la
vacuité médullaire et de détruire un éventuel clone malin. Ce conditionnement est a la fois
immunosuppresseur et myélotoxique. La soumission a ces impératifs n’a pas la méme
importance selon les indications de la greffe et selon le degré de compatibilit¢ HLA entre
donneur et receveur.

Le conditionnement non my¢loablatif (NMA) se base sur le principe que la destruction de la
moelle du receveur par le conditionnement n’est pas indispensable a la prise de greffe qui
pourrait étre assurée par les lymphocytes alloréactifs du donneur. Ainsi, 1’effet anti-tumoral, ou
I’effet du greffon contre la leucémie (GVL) plus que le conditionnement va permettre
I’allogreffe. Ce conditionnement a pour avantage une moindre toxicité et peut étre proposé a
des patients plus agés et/ou plus fragiles.

Le choix entre les deux conditionnements dépend de: la maladie initiale, I’état clinique du

receveur, et le degré de compatibilit¢ HLA entre donneur et receveur.

E. Complications post-greffes
L’allogreffe s’accompagne schématiquement d’une morbi-mortalité¢ secondaire a la toxicité du

conditionnement, a la réaction du greffon contre I’hdte ou « graft versus host disease » (GVH)
et au déficit immunitaire post-greffe. L’incidence et la gravité de ces complications dépendent a
la fois de parametres propres au receveur (age, statut de I’hémopathie) et des modalités de la
greffe (type de conditionnement, compatibilit¢ HLA entre donneur et receveur, prophylaxie de

la GVH, source du greffon). On déplore des complications immunologiques ou d’autres types.
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1/ Complications immunologiques
La premiére cause de morbi-mortalité post-greffe a I’heure actuelle est la GVH. A I’inverse, le
probléme du rejet touche moins de 10% des greffés car le greffon de cellules souches
hématopoiétique est injecté chez un receveur profondément immunodéprimé [3]. La seconde
complication post-greffe et la reconstitution immunitaire lente qui favorise les infections
opportunistes (le non soi). Cette reconstitution immunitaire lente favorise aussi les cancers par
la baisse de I’immunosurveillance (soi modifi¢). La GVH, par son mode d’action mais aussi par
I’utilisation d’immunosuppresseurs forts pour la juguler, va d’autant plus ralentir la
reconstitution immunitaire. Le receveur est alors soumis a tout type d’infection pour laquelle le

systéme immunitaire spécialisé est déficient.

2/ Autres complications
Les complications précoces comprennent :

- la maladie veino-occlusive (MVO)

- la microangiopathie thrombotique (MAT)

- les pneumopathies interstitielles (fréquemment associées a un syndrome de détresse
respiratoire aigué SDRA)

- les complications neurologiques
Les complications tardives sont: les néoplasies secondaires. Puis d’autres complications
peuvent étre citées : oculaires (cataracte), endocriniennes (thyroidiennes, gonadiques, retard de

croissance).

F. Rechute
La plupart des rechutes surviennent dans les 2 ans qui suivent la greffe, sur les cellules de

I’hdte. La maladie du greffon contre I’hote aigué puis chronique témoigne d’un combat
immunologique permanent contre la persistance de cellules leucémiques résiduelles apres le
conditionnement. Ainsi les facteurs favorisant la rechute sont : une greffe en phase avancée de
la maladie, mais surtout une prophylaxie de la GVH comportant une T déplétion ex vivo et
I’absence de GVH. La prise en charge de la rechute est différente en fonction du moment de
survenue par rapport a la greffe et de I’importance de cette rechute (moléculaire, caryotypique,

hématologique ou clinique). L’injection de lymphocytes du donneur a transformé leur pronostic.
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II. EFFET de l1a GREFFE contre la TUMEUR ou la LEUCEMIE

L’allogreffe a amélioré la survie sans évenement des patients atteints d’hémopathies malignes
du fait de la réponse allo-immune du donneur sur les cellules malignes : 1’effet Graft versus

Leukemia (GVL) ou Graft versus Tumor (GVT).

A. Antigénes cibles

1/ Les antigenes mineurs d’histocompatibilité (mHA)
Si les antigénes cibles restent pour la plupart inconnus a 1’heure actuelle, différents arguments
indiquent le role des antigénes mineurs d’histocompatibilité :
- Dincidence de rechute augmentée en cas de greffes syngéniques par rapport aux
greffes allogéniques [4]
- la GVH est associée a une moindre rechute : le caractére immunogene des mHA

permettrait une activation des LT du donneur, provoquant la GVL et la GVH [5].

La reconnaissance d’un mHA sélectivement exprimé par les cellules hématopoiétiques induirait
un effet GVL sans GVH; celle d’un mHA largement exprimé (cellules hématopoiétiques et

¢épithéliales) induirait une GVH et/ou un effet GVL.

2/ Les protéines associées a la leucémie

I s’agit d’antigénes tumoraux comme la protéine de fusion BCR-ABL.

3/ Les protéines du soi non-polymorphiques

Certains antigenes de différenciation hématopoiétique sont surexprimés par les cellules
leucémiques (comme la protéinase 3). Ils sont présentés sur les Cellules Présentatrices
d’Antigénes (CPA) du donneur ou du receveur par le CMH I aux LT CD8+ du donneur et le
CMH 1I aux LT CD4+ du donneur. Leur existence contribuerait ainsi aux réactions GVL

observées en ’absence de GVH.

4/ La perte d’expression de ligands inhibiteurs ou la surexpression de ligands
activateurs des cellules NK

La perte d’expression des molécules du soi (CMHI) par les cellules leucémiques déclenche la

cytotoxicité des cellules NK du fait de la disparition du signal inhibiteur des NK. Notons que la
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cellule tumorale peut exprimer des molécules du stress qui vont au contraire activer la cellule

NK contre sa cible (voir ci-dessous).

B. Cellules impliquées
Les lymphocytes T (auxiliaire CD4+ et suppresseur CD8+), les lymphocytes NK et NKT, les

macrophages et les cellules dendritiques sont impliqués dans 1’effet GVL. Leurs implications
respectives varient en fonction de la nature de I’antigéne cible. Les lymphocytes T8 et NK

jouent un role majeur dans 1’élimination par cytotoxicité des cellules tumorales.

1/ Les lymphocytes T

L’effet GVL dépend principalement de 1’expansion périphérique des lymphocytes T du greffon.
Une déplétion des lymphocytes T matures du greffon réduit fortement I’effet GVL. Ainsi, une
injection de lymphocytes T du donneur ou DLI (Donor Lymphocyte Infusion), a été réalisée
chez un patient atteint de leucémie my¢loide chronique (LMC) en rechute apres allogreffe de
CSH. 11 s’avere que la DLI est composée de différents clones de lymphocytes T cytotoxiques

(CTL) spécifiques de la LMC puisqu’elle a permis sa mise en rémission [6].

a. Les LT CD8+ (LT8)
Par la reconnaissance d’un allo-peptide présenté sur une molécule HLA I de la CPA, les LTS8
sont initiés a la réponse allogénique. Apres reconnaissance de ce méme signal sur une cellule

allogénique au systeme hématopoiétique greffé, ces LTS8 deviennent effecteurs cytotoxiques.

b. Les LT CD4+ (LT4)
Par la reconnaissance d’un allopeptide présenté par une molécule HLA II sur la CPA les LT4
sont initiés a la réponse allogénique. /n vitro, les clones de LT4 pourvus d’un effet cytotoxique
sont capables de supprimer la formation de colonies de cellules leucémiques. Mais ils sont
surtout producteurs de cytokines aux effets divers, telles que I'IL-2 et I'IL-12 pour le
recrutement et I’activation des LTS8 et des NK. IIs sécretent aussi I’'IFNy et le TNFa qui ont un
effet direct par I’inhibition des cellules tumorales, ou un effet indirect via les LTS8 par la
surexpression de leurs ligands de mort. Les lymphocytes T4 seraient les principaux acteurs de

I’effet GVL car la déplétion des LT8 en vue de diminuer la GVH altererait peu la GVL [7].

29



c. Les cellules iNKT
Les lymphocytes NKT expriment concomitamment un TCR et un marqueur NK (le CD16). Au
sein de cette population, les NKT invariants sont caractérisés par une chaine alpha invariante
du TCR (Va24Jal8) qui leur confere la capacité a reconnaitre des glycolipides, comme
I’antigéne glycolipidique a-galactosylcéramide (a-GalCer) présenté par des molécules CD1d
[8-9]. Ce glycolipide induit une activation rapide et massive des iNKT qui produisent alors des
cytokines (IL-4 et I'I[FN-y) et peuvent réguler, influencer d’autres cellules du systéme
immunitaire et orienter la réponse immune vers la tolérance ou une réponse cytotoxique,
notamment anti-tumorale [10-12]. Chez la souris il a été suggéré que les lymphocytes iNKT, en
tant que puissants immunomodulateurs, pouvaient contrdler la GVH aigué sans altérer 1’effet

GVL apres allogreffe de CSH [13].

2/ Les cellules NK

Les NK contribuent a provoquer la lyse des cellules tumorales selon deux voies :

1) ’ADCC (A4ntibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) : le récepteur FcgR (CD16) a la
surface des NK fixe les immunoglobulines G qui opsonisent les cellules tumorales et ainsi
déclenche la cytotoxicité de la cellule NK vis-a-vis de cette cellule tumorale [14].

2) la non-reconnaissance du soi ou « missing-self » (figure 1) : les NK regoivent un
signal négatif de I’interaction de leurs récepteurs inhibiteurs avec le HLA-I (une cellule du soi),
et un signal positif provoqué par I’engagement des récepteurs activateurs reconnaissant le soi
modifié¢ ou le non-soi. Si ces 2 signaux (inhibiteur, activateur) sont de méme intensité, la cellule
NK reste quiescente. Cependant, si la cible perd 1’expression de HLA 1 (par exemple dans
certaines tumeurs) 1’engagement des récepteurs activateurs n’est plus neutralis¢ et la cellule
cible est détruite par cytotoxicité. Dans les greffes haplo-identiques, une inadéquation dans le
couple récepteur inhibiteur des NK du donneur / HLA 1 du receveur peut étre observée, et
générer une population de cellules NK capables de lyser les cellules hématopoiétiques du
receveur.

3) la surexpression de soi modifi¢ a la surface des cellules tumorales (comme les
molécules exprimées en cas de stress type MIC-A, MIC-B) va engendrer un signal activateur

supérieur au signal inhibiteur et déclencher la cytotoxicité du NK (figure 2).
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Figure 1 : la non-reconnaissance du soi ou « missing self», d’aprés Immunobiology 7*™ édition, Garland
Science 2008.

A.En situation autologue le signal qui inhibe ’activation du lymphocyte NK contre-balance le signal qui
active le lymphocyte NK. Il en résulte I’absence de déclenchement de la cytotoxicité.

B. En situation allogénique, lorsque le récepteur inhibiteur ne reconnait plus le HLA, le signal inhibiteur du
NK est aboli et ne contre-balance plus le signal activateur. Il en résulte une lyse de la cellule cible.
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Figure 2 : Activité antitumorale des lymphocytes NK d’aprés Immunobiology, 7°™
2008.
La lyse de la cellule cible est consécutive a la surexpression a sa surface de ligands activateurs de la cellule

NK dépassant le seuil du signal inhibiteur par reconnaissance du HLA de classe 1.

édition, Garland Science

Les NK alloréactifs peuvent aussi tuer les cellules dendritiques du receveur, diminuant
I’incidence de la GVH [15] et éliminer les cellules hématopoiétiques du receveur améliorant la

prise de grefte [16].

3/ Les cellules présentatrices d’antigénes, CPA (dendritiques et les macrophages)

Les cellules dendritiques et les macrophages sont des cellules présentatrices d’antigénes,
modulatrices de 1’effet GVL. Elles présentent aux lymphocytes T les peptides tumoraux sur le
HLA accompagnés de signaux de co-stimulation, et ainsi amorcent I’activation des LT vis-a-vis
de ce peptide [17]. Les cellules T immunocompétentes du donneur peuvent reconnaitre les
complexes HLA-antigénes présentés par :

- les CPA du donneur (reconnaissance indirecte)

- les CPA du receveur (réaction croisée de la reconnaissance directe).
Une étude récente dans un modeéle murin a mis en évidence I’importance du maintien d’un état
de chimérisme mixte plutét que complet par la contribution des CPA du receveur dans la

survenue d’un effet GVL sans GVH séveére [18].
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Initiation de la réponse allo-immune:
Activation des LT via Présentation directe via les
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Figure 3 : Réles hypothétiques des différentes populations lymphocytaires dans la GVL [19]

Initiation de la réponse anti-tumorale: la CPA (une DC) présente des peptides tumoraux ou des mHA...
apprétés sur le CMH (signal 1 d’activation des LT) et des molécules de co-stimulation (signal 2 d’activation
des LT) et sécréetent nombreuses cytokines (signal 3)

Les LT totalement activés entrent en prolifération, deviennent blastiques et effecteurs. Les LT4 sécrétent
des cytokines de type TH1 pour favoriser la réponse cellulaire cyototoxique essentiellement médiée par les
NK et les LT CD8 appelés alors CTL (Cytotoxic T lymphocyte).
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III. LA MALADIE DU GREFFON CONTRE I’HOTE

A. Définition

Un greffon hématopoiétique comprend des cellules souches capables de reconstituer
durablement 1’hématopoicse, et des cellules immunocompétentes susceptibles de reconnaitre
I’hdote comme étranger. La problématique de la GVH est une mortalité et une morbidité élevées
a court et long terme (TRM, Tranplantation related Mortality), méme si elle améliore la survie
sans rechute (DFS, Disease Free Survival, la survie sans rechute post-greffe). Le transfert des
cellules immunocompétentes permet aussi :
- La reconstitution immunitaire du receveur et donc diminue le risque d’infections
opportunistes liées a 'immunodépression.
- Un effet anti-tumoral par I’effet du greffon contre la leucémie ce qui explique 1’intérét
des DLI.

- Laprévention du rejet de greffe en attaquant le systéme immunitaire de 1’hote.

On distinguait classiquement la GVH aigué€ survenant moins de 100 jours apres la greffe, et la
GVH chronique survenant plus de trois mois apres la greffe [20]. Cette définition n’est pas
satisfaisante puisque la GVH aigué et la GVH chronique ont des présentations cliniques et une
physiopathologie différentes. La récente classification consensus du National Institutes of
Health distingue une GVH aigué de présentation tardive (aprés J100), et un « overlap
syndrome » qui correspond a la présentation concomitante d’une GVH chronique et aigué [21].
La GVH aigué se manifeste classiquement dans les 20/40jours post greffe et plus tard lors de
conditionnement atténué. La GVH chronique est : soit progressive (extension de la GVH aigué),

soit quiescente (apres un intervalle libre) soit de novo (non précédée de GVH aigu€) [22].

B. Epidémiologie

Selon les séries, 20 a 60% des patients adultes allogreffés a partir d’un donneur HLA-identique
apparenté présentent une GVH aigué. Un tiers des malades atteints de GVH aigu€ meurt de ses
conséquences directes ou indirectes. La mortalité peut atteindre jusqu’a 90% des patients
greffés atteints de GVH aigué€ de grade III. Les allogreffes non apparentées de patients adultes
sont compliquées, selon les séries, de 45 a 80% de GVH aigué [23].

Les facteurs favorisants sont :

- L’age ¢élevé du receveur
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- Le sexe féminin du donneur de part son allo-immunité acquise. De plus les antigénes
mineurs codés par les génes du chromosome Y sont présentés par une petite fraction du
complexe majeur d’histocompatibilit¢ des cellules du receveur homme. Le groupe
d’allogreffés « receveur de sexe masculin/donneur de sexe féminin » présente un plus
faible taux de rechute, et un plus fort taux de GVH.

- L’intensité du conditionnement. La mort des cellules saines a renouvellement rapide
(peau, muqueuse, tube digestif) permet le relargage d’antigénes, de cytokines... a la
base de I’initiation et I’intensité de la GVH aigué [24].

- La disparit¢ HLA (figure 3). Depuis les techniques récentes de biologie moléculaire
pour typer le HLA et trouver la meilleure compatibilité donneur/receveur, mais aussi
depuis les progres en termes de prophylaxie de la GVH, I’incidence de la GVH aigué de
sévere (grade II a IV) n’est pas accrue en greffe non apparentée HLA compatible 10/10
comparativement a une greffe géno-identique. Par contre, plus il y a de disparit¢ HLA,
plus I’incidence de la GVH aigué augmente [25]. La GVH peut survenir lors d’une
greffe intra-familiale HLA compatible sur la base de la disparité des antigénes mineurs

d’histocompatibilité [26].

Grades llI-lV Acute GVHD
CML Unrelated Transplants
(Mtx and Csp)

== Allele Match
Single Class |
0.8 Multiple Class |
Single Class Il
Class | and Class Il

Probability

40 60 B0 100
Days after Transplantation

Figure 4 : Incidence de la GVH aigué sévére en fonction des disparités HLA entre donneur et receveur [27]
Plus il ya de disparité HLA plus ’incidence de la GVH aigué sévére est importante.

La GVH chronique globale atteint selon les études 25-35% des patients greffés en géno-

identique contre 50% des patients greffés en phéno-identique (greffe non apparentée).
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Quand le recours est fait a une greffe de sang placentaire, le degré de compatibilité est exigé a
4/6 au minimum, pour obtenir les mémes résultats en terme de rejet et de GVH qu’une

allogreffe non apparentée de moelle ou de CSP.

-Le type de greffon. L’incidence de la GVH aigué de grade II a IV est d’environ 45% en
cas de greffon de moelle osseuse versus 58% en cas de cellules souches périphériques. Cette
différence significative se retrouve pour la GVH chronique : 42% en cas de greffon de moelle,
versus 56% en cas de CSP [28]. L’incidence de la GVH aigué de grade 11 a IV dans les greffes
de sang placentaire comparées aux greffes de moelle osseuse est discrétement inférieure mais

I’incidence de la GVH chronique semble la méme [29].

C. Physiopathologie
La physiopathologie de la GVH est complexe et encore incomplétement connue.

1/ Mécanismes imputés dans la GVH aigué

On décrit schématiquement trois phases (figure 5) [30] :

Premiére phase : durant le conditionnement, des I¢€sions tissulaires de I’épithélium et de

I’endothélium aboutissent a la sécrétion par les cellules de 1’hote de cytokines de
I’inflammation telles que le Tumor Necrosis Factor (TNF-a) et les interleukines (IL-1...). Ces
cytokines entrainent une surexpression des molécules d’adhésion et du CMH (responsables de
la reconnaissance des antigénes majeurs et mineurs de 1’hote par les cellules immunitaires du

donneur notamment les LT sur les CPA).
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Figure S : Physiopathologie de la GVH aigué [30]

La phase 1, due au conditionnement, est inflammatoire ; elle est caractérisée par un relargage massif de
lipopolysaccharide (LPS) au niveau de I’épithélium intestinal endommagé. La phase 2 correspond a
Pactivation des CPA du donneur et du receveur, ainsi que les lymphocytes allo-réactifs dans ce contexte
inflammatoire. La phase 3 est une phase effectrice des LT allo-réactifs vis-a-vis des cellules cibles (tube
digestif, foie, peau).

Deuxieéme phase : Les allo-antigénes, une fois apprétés sur le CMH, sont présentés par les

CPA aux lymphocytes T du donneur. Les antigénes présentés par le CMH de classe I activent
les lymphocytes T8, ceux présentés par le CMH de classe II activent les lymphocytes T4
(signal 1). Ce premier contact antigenes/récepteur du lymphocyte T n’aboutit a une activation
du lymphocyte T que lorsque les molécules de co-stimulation sont en jeu (signal 2). Ces
interactions entrainent des modifications biochimiques intracellulaires conduisant a une
activation de protéines kinases C et de tyrosine kinase, et ainsi a la transcription des geénes de
prolifération comme celui de I’'IL2. Les cytokines produites en réponse a une stimulation par
des allo-antigénes sont principalement de type TH1, c'est-a-dire les cytokines de :

- Tactivation, I’expansion et la différenciation lymphocytaire T du donneur avec

acquisition de la cytotoxicité
- Dactivation des cellules phagocytaires de I’héte et du donneur

- laréponse NK du donneur.
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Troisiéme phase : Les lymphocytes T et les lymphocytes NK induisent 1’apoptose des

cellules cibles par toxicité directe des cytokines sécrétées ou par la voie granzyme-perforine

ou la voie fas/fas ligand (ligand de mort/récepteur de mort).

2/ Mécanismes imputés dans la GVH chronique

La GVH chronique peut apparaitre au décours d'une GVH aigué soit immédiatement, soit apres
un intervalle libre. Dans 30 % des cas, elle peut également survenir de novo, c'est-a-dire sans
antécédent de GVH aigué. La GVH chronique, comme la GVH aigué, est induite par les
lymphocytes T présents dans I'inoculum du donneur. Outre des phénomeénes d'allo-immunité, il
semble exister dans la GVH chronique des phénomenes d'auto-immunité avec des réactions des
lymphocytes T du donneur contre des antigénes présents aussi bien chez I'hote que chez le
donneur [31]. Ainsi, il a ét¢ mis en évidence des anticorps anti-plaquettes, anti-érythrocytes,
anti-kératinocytes, anti-muscle lisse, anti-cytosquelette ou antinucléaires. D’autre part, les
caracteres cliniques de la GVHc sont proches de certaines maladies auto-immunes. Des études
expérimentales et cliniques semblent indiquer 1’apparition, lors de GVHc, d’une atrophie thymique
et d’une perte de la fonction sécrétoire de 1’épithélium thymique. S’installe une thymopoicse
aberrante caractérisée par 1’absence de destruction des clones LT autoréactifs [32-33]. D’un point
de vue clinique, une diminution des taux de rechutes est observée chez les patients atteints de
GVHc [34]. Cependant, les déces rencontrés lors de GVHc sévere sont souvent liés a des
complications infectieuses. Ainsi, la combinaison des effets positifs et négatifs de la GVHc la rend

difficile a controler

D. Manifestations cliniques
1/ GVH aigué

La GVH aigué atteint surtout la peau sous forme d’un érythéme morbilliforme, plus ou moins
prurigineux, prédominant sur le visage, les faces d’extension des membres, les paumes et moins
souvent le thorax. Son évolution se fait vers la confluence des 1ésions qui deviennent pourpres.
Le stade avancé est caractérisé par un décollement provoqué (signe de Nikolsky) localisé puis
diffus, voire un décollement spontané (épidermolyse). Le deuxiéme organe le plus touché est
le tube digestif, avec une symptomatologie trés polymorphe et peu spécifique : nausées,

vomissements, douleurs abdominales, diarrhée aqueuse ou hémorragique. Enfin, 1’atteinte
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hépatique se manifeste plus sur le plan biologique (cytolyse et surtout cholestase sans

insuffisance hépato-cellulaire) [35].

2/ GVH chronique
Dans la forme chronique, le tableau clinique est d’un grand polymorphisme en raison de la

multiplicité des organes cibles possibles. Elle peut mimer des maladies auto-immunes telles
que la sclérodermie, le syndrome sec de Gougerot-Sjogren et la cirrhose biliaire primitive. Les
organes les plus souvent atteints sont: la peau, la cavité oropharyngée, le foie, les yeux,
I';esophage et les voies respiratoires supérieures. L'intestin gréle, le poumon, les muscles le sont
plus rarement. Les mécanismes conduisant a la fibrose sont mal connus ; dans la peau, les
lymphokines sécrétées par les lymphocytes T activeraient les mastocytes, ceux-ci induisant a

leur tour la production de collagéne par les fibroblastes [36].

E. Diagnostic

En fonction du nombre et de la sévérité des localisations de la maladie, on classe la GVH aigué
en quatre grades, décrits par Glucksberg [37] (annexe 1).
La GVH chronique a été longtemps classée en forme limitée et extensive [38] (annexe 2), pour
orienter la thérapeutique. Depuis 2003, 1’équipe d’Akpek ef al. a rapporté I’existence de trois
facteurs de risque associés au pronostic : atteinte cutanée extensive, thrombocytopénie, début
progressif. Ainsi les patients atteints de GVH chronique sont classés en trois groupes selon leur
score de pronostic : favorable, intermédiaire et haut risque. Plus récemment, la classification
consensus [21] a décrit la GVH chronique selon une nouvelle méthode de score prenant en
compte I’impact fonctionnel. Un score pour chaque organe est attribu¢ selon la sévérité¢ de
I’atteinte : de 0 (pas d’atteinte) a 3 (atteinte sévere). Aprés avoir attribué un score a chaque
organe, il est retenu un diagnostic de :
* Forme mineure (GVHc 1) : atteinte de 1 ou 2 organes de score I maximum
* Forme modérée (GVHc 2) :

- atteinte d’un organe (score 2),

- ou au moins 3 organes (de score 1 maximum)

- ou atteinte des poumons (score 1)
* Forme sévere (GVHe3) :

- atteinte d’au moins un organe (score 3)

- ou atteinte du poumon (score 2)

Un traitement est recommandé dés la forme modérée.
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F. Thérapeutique

1/ Préventive
- Immunosuppression post-greffe : 1’association de ciclosporine A et de méthotrexate,

ou de ciclosporine A et de mycophénolate mofétil (selon les indications) est couramment
utilisée. La ciclosporine A est parfois remplacée par le tacrolimus. Par ailleurs le sérum anti-
lymphocytaire utilis¢é au moment du conditionnement pour limiter les risques de rejet, effectue
une déplétion T (détaillée dans la partie 3).

- Manipulation du greffon avant la greffe : la déplétion en lymphocytes T se fait par
sélection positive des cellules souches CD34. Cette technique a pour inconvénients : une
augmentation du rejet ou de non-prise du greffon, une aggravation du déficit immunitaire post-

greffe, I’abolition de I’effet GVL et donc un risque de rechute plus élevé.

2/ Curative
- GVH aigué : le traitement curatif est indiqué pour les GVH de grade supérieur a I. La

corticothérapie est initialement employée. En cas d’échec, il faut recourir & une association a
d’autres immunosuppresseurs voire des anticorps monoclonaux (anti-récepteur de I’IL2, anti-
TNFa).

- GVH chronique : si son meilleur traitement préventif reste la prévention de la GVH
aigu€, son traitement curatif repose sur la ciclosporine A et la corticothérapie. D’autres
immunosuppresseurs comme le thalidomide, le mycophénolate mofétil sont utilisés. La

photothérapie extracorporelle a montré de bons résultats surtout sur 1’atteinte cutanée isolée.
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PARTIE 2 : LA RECONSTITUTION HEMATOLOGIQUE ET
IMMUNOLOGIQUE APRES GREFFE

I. BASES FONDAMENTALES

A. Impact de la reconstitution immunitaire sur la rechute, GVL, GVH

Apres allogreffe de CSH, tous les patients développent une immunodéficience profonde
consécutive:

- au conditionnement pré-greffe,

- alalyse des cellules T résiduelles du receveur par les T allogéniques du donneur,

- aux traitements immunosuppresseurs pour prévenir ou traiter la GVH.
Ces facteurs cumulés bloquent la reconstitution immunitaire et ainsi augmentent 1’incidence
des infections et de la rechute de la maladie initiale. Malgré la bonne prise de greffe dans le
tissu hématopoiétique du receveur, I'immunité n’est fonctionnelle qu’aprés plusieurs mois

voire plusieurs années apres la greffe.

B. Principaux acteurs du syst¢tme immunitaire reconstitué
Tout le systéme immunitaire du donneur va remplacer celui du receveur. Ce systéme

immunitaire est composé :

- d’une immunité innée (qui comprend les cellules dendritiques, les macrophages, les

monocytes les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les cellules NK)

- et une immunité adaptative (qui comprend essentiellement les lymphocytes T et B).
Grace a la production de médiateurs solubles et de facteurs de croissance dans le
microenvironnement médullaire, les CSH transplantées vont se différencier en précurseurs
lymphoides ou myéloides. Ces précurseurs vont rapidement se différencier en effecteurs

cellulaires.

1/ L’immunité innée

L’immunité innée est la premiére a se reconstituer chez le receveur. Trés schématiquement, elle
agit de fagon non spécifique comme une premicre ligne de défense de 1’organisme :
- Les PNN attirés au niveau du site infectieux, par des facteurs chimiotactiques,
phagocytent le pathogene.
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- Les macrophages se lient via les opsonines aux germes encapsulés et les phagocytent
au niveau splénique (Streptococcus pneumoniae et les Klebsiella). Le déficit de ce type de
défense correspond aux états d'asplénie apres irradiation corporelle totale.

- La reconnaissance de motifs conservés au sein des pathogenes, les PAMPS (pathogen-
associated molecular patterns) par des récepteurs (des cellules dendritiques entre autres),
principalement les TLR (7oll like receptor) et les NOD (cytosol nucleotide-binding
oligomerization domain), initie deux voies principales de transduction du signal. Une qui régule
la production de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1 et TNFa et ’autre les interférons
de type 1 (alpha et béta). Ainsi, la reconstitution en 2 a 4 semaines de cette immunité innée va
constituer la clé de voute pour engendrer la GVH aigué dés la sortie d’aplasie du receveur mais
aussi étre la premicre ligne a fournir une réponse anti-infectieuse. Par exemple, parmi les
cellules dendritiques, nous distinguons les cellules dendritiques my¢éloides (mDC) et
plasmacytoides (pDC). Alors que les pDC sont importantes dans I’immunité anti-virale et anti-
tumorale par la production d’interféron de type 1, les mDC localisées dans les tissus, capturent,
apprétent et présentent les antigénes et instruisent le systétme immunitaire adaptatif. Par
exemple, le LPS reconnu par les TLR4 a la surface des DC et des macrophages entraine la
sécrétion d’IL-12. L’IL-12 a son tour stimule la production d’IFNy par les cellules NK. L’IFNy
active la réponse anti-microbienne (syntheése d’oxyde nitrique et superoxyde), augmente la
fonction phagocytique des macrophages, et induit la syntheése de chémokines pro-inflammatoire
orientant le systéme adaptatif vers une réponse TH1 (figure 6). Cette réponse est a la fois la
base d’une réponse anti-microbienne et a I’initiation de la GVH. Nous comprenons que toute
manipulation visant a diminuer la GVH affaiblira le syst¢tme immunitaire et augmentera le

risque d’infections opportunistes.
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Figure 6 : Connexions entre réponse innée et adaptative nécessaire a la réponse anti-infectieuse et la
réponse anti-tumorale.

2/ La réponse immune adaptative

La réponse immune adaptative est composée de deux principaux effecteurs : les lymphocytes B
et les lymphocytes T.

L'immunité humorale est sous le contrdle des immunoglobulines (Ig) et des lymphocytes B.
Les LB activés vont devenir des plasmocytes capables de synthétiser des immunoglobulines
soit grace a la coopération LB et LT4 (voie T-dépendante) soit indépendamment des LT4.
Selon le pathogéne, un clone plasmocytaire s’expandra le mieux, sécrétant un type particulier
d’immunoglobulines. Les anticorps des trois classes d'immunoglobulines favorisent la
phagocytose de l'agent pathogeéne. Dans le type de déficit de I’immunité humorale, le risque
infectieux est constitué par les infections bactériennes et virales.

L’activation des LT nécessite la présentation de 1’antigene sur le CMH dans un contexte de co-
stimulation présent sur la CPA. Il s’en suit une expansion clonale cellulaire et une mémoire vis-
a-vis de D’antigéne rencontré. La réponse lymphocytaire T est utile contre un antigene
pathogéne mais aussi un antigene tumoral. Elle est délétere lorsque le TCR reconnait un allo-

antigene ou un allo-HLA et entraine la prolifération oligoclonale d’un clone T allo-réactif :
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c’est la GVH. L’éducation des thymocytes nouveaux du donneur dans le thymus du receveur,

est capitale pour I’induction de tolérance et pour la réponse anti- infectieuse [39].

II. CHRONOLOGIE [40]
La reconstitution immunitaire n’est pas corrélée a la reconstitution d’un taux cellulaire, et ce

d’autant plus pour le systtme immunitaire adaptatif. Malgré un taux normal de LT circulants,
ceux-ci conservent longtemps une mauvaise prolifération aux antigénes spécifiques ou aux
mitogenes. Ils peuvent aussi avoir un défaut de cytotoxicité et sécréter un profil cytokinique
différent. De méme, la production d’immunoglobulines et d’anticorps a certaines vaccinations

n’est pas rétablie concomitamment au taux de LB circulants.

A. De J0 a 4 semaines : ’immunité innée
1/ Les cellules granuleuses

Apreés la greffe de CSH, une période limitée dans le temps de neutropénie favorise le
développement d’infections opportunistes bactériennes et fongiques (Candida, Aspergillus). La
sortie d’aplasie caractérisée par la reconstitution d’un taux de PNN>1.10°/L prévient ces
infections. La normalisation des granulocytes (PNN puis monocytes puis macrophages) a lieu
entre 2 et 4 semaines. Cette reconstitution est soumise aux facteurs liés a la greffe tels que la
source du greffon et le conditionnement. Ainsi, la durée de la neutropénie est plus courte lors
d’une greffe de CSP comparée a une greffe de moelle osseuse [41]. Un taux normal de PNN ne
signe pas une fonctionnalité normale. On observe des défauts de chimiotactisme, de production
d’anions superoxydes et de bactéricidie au moins dans les 2 mois suivant la greffe (ce d’autant

que le patient est traitée pour GVH par corticoides).

44
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Figure 7 : Chronologie de la reconstitution immunitaire post-greffe et ses complications infectieuses[42].
Apparaissent apreés la greffe (JO) : les granuleux (PNN), puis les lymphocytes NK, puis les LT (CD8 puis
CD4) et enfin la coopération T-B permet au LB de sécréter des immunoglobulines (IgM puis IgG puis IgA).
Les infections virales sont trés probables depuis la greffe (surtout une récurrence de ’HSV) et pendant
toute la période d’immunosuppression lymphocytaire T profonde décrite jusqu’a S5 mois environ, en
I’absence de GVH.

La période d’agranulocytose post-greffe favorise les infections bactériennes

Si cette période se prolonge, et s’il y a adjonction de la corticothérapie pour une GVHa, les infection
mycotiques peuvent survenir.

2/ Les cellules NK

Les NK recouvrent un taux normal dans les 1 & 2 mois post-greffe, de fagon indépendante de :
la source du greffon, du conditionnement, de 1’age du patient et de la survenue de GVH [43].
Les premiers NK sont CD56™" et CD16%™™¢ | ¢'est-a-dire d’un phénotype compatible avec une
forte production cytokinique et une faible cytotoxicité. Puis, les CD56%™™ apparaissent avec
une plus faible sécrétion cytokinique mais une puissante cytotoxicité [44]. La reconstitution du
répertoire des récepteurs inhibiteurs et activateurs est graduelle. Elle débute 6 mois a 1 an apres
I’allogreffe de CSH, contrastant ainsi avec la rapide cinétique de reconstitution de la population
NK globale [45]. Les cellules NK contribuent a la défense précoce contre les infections virales

(leur reconstitution est accélérée en cas d’infection 8 CMV).
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3/ Les cellules dendritiques

La reconstitution des cellules dendritiques est rapide et dépendante de la source du greffon.
Globalement, le taux de mDC revient a la normale avant les pDC. Il a été montré que les DC
nouvellement produites dérivent du donneur. Cette reconstitution est soumise aux facteurs liés
a la greffe : elle est d’autant plus rapide que le donneur est apparenté, avec un conditionnement

non my¢loablatif, et que le greffon ne subit pas de sélection CD34+[46].

B. Aprés 1 mois: ’immunité adaptative
1/ L’immunité humorale

a. Taux de LB circulants

Les LB circulants sont a des taux trés faibles dans le sang circulant pendant 2 & 3 mois apres la
greffe. Le lymphocyte B nécessite ce temps minimum, en 1’absence de GVH, pour suivre toutes
les étapes de son ontogénie dans la moelle osseuse du receveur, depuis la CSH transfusée. Les
lymphocytes B rencontrés apres 1’allogreffe de CSH présentent un phénotype naif les premiers
mois : expression du précurseur antigénique précoce CD10, puis des marqueurs CDlc, CD5,
CD23 et CD38, et des immunoglobulines membranaires IgM et IgD. Ensuite, en I’absence de

GVH, le phénotype B mature (CD19+ CD20+) apparait 3 a 6 mois apres ’allogreffe de CSH.

b. La fonctionnalité du LB

La fonctionnalité du LB est mesurée par la production d’immunoglobulines (Ig) dans le sérum.
Cette fonctionnalité s’acquiert tard dans 1’année aprés la greffe: normalisation des IgM en
premier (2-6 mois), suivie de celle des IgG (3-18 mois), puis de celle des IgA (6-36 mois). Les
taux d’Ig sont supranormaux 1 a 2 ans aprés greffe. L’analyse des répertoires des chaines
lourdes des BCR révele une oligoclonalité au cours des premiers mois, avec retour a la norme
dans les 4 a 6 mois. Cependant, la reconstitution des clones lymphocytaires B reste précoce et

contraste avec celle, plus tardive, des lymphocytes T.

¢. Impact des lymphocytes B

Réponse anti-infectieuse : Une déficience de I’immunité protectrice humorale envers les
pathogénes viraux et bactériens est observée apres greffe. En effet, la diminution des Ig

circulantes, les changements de classe d’Ig altérés et la perte de la complexité des
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réarrangements des genes des Ig [47] conduit a un défaut global de production
d’immunoglobulines.

Aussi le défaut de production des sous-types d’IgG (IgG2 et IgG4) peut diminuer la réponse T
indépendante a certains antigénes polysaccharidiques exprimés par des pathogénes comme le
Streptococcus pneumoniae. Les anticorps produits par une réponse T-dépendante sont produits
a un taux normal a partir d’un an apres la greffe. Ainsi, le risque bactérien perdure longtemps,
du fait d’une réponse anticorps protecteur sub-optimale conditionnée d’une part par le faible
taux de LB, mais aussi par un défaut de coopération B-T (LT4). Les stratégies de
supplémentation du receveur par des immunoglobulines polyvalentes intra-veineuses ont
montré un intérét vis-a-vis de I’incidence des infections dans les greffes de CSH issues de

donneur non apparenté [48].

L’érythroblastopénie :

Lors d’une greffe présentant une incompatibilité sanguine ABO, la persistance d’anticorps anti-
A (plus rarement, anti-B) peut inhiber pendant plusieurs mois I’implantation des progéniteurs
érythroides du donneur chez le receveur et provoquer une érythroblastopénie. Lors de greffes
non my¢loablatives, la persistance plus longue de lymphocytes B du receveur semble

augmenter le risque d’érythroblastopénie persistante [49-50].

Les GvH aigué et chronique sont toutes deux associées a une reconstitution B retardée. Les
lymphocytes B du donneur reconnaissent des antigénes mineurs d’histocompatibilité
spécifiques du receveur, deviennent des plasmocytes avec sécrétion d’anticorps dirigés contre
ces antigenes. Ainsi, le Rituximab (un anticorps monoclonal chimérique anti-CD20, donc anti
lymphocytes B) est efficace chez certains patients atteints de GVH chronique réfractaire [51].
Par ailleurs, la présence d’anticorps anti-antigénes mineurs (mHA codés par le chromosome Y)
chez le receveur homme greffé par un donneur féminin a été associée a la survenue d’'une GVH

chronique et a la maintenance de la rémission.
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2/ L’immunité cellulaire

a. Les LT conventionnels

La reconstitution immunitaire lymphocytaire T est globalement plus rapide que celle des LB
car elle n’attend pas les étapes de I’ontogénie du LT. Notons qu’il existe des LT conventionnels
avec un TCRop et des LT avec un TCRyd. Ces derniers ont un TCR spécialisé dans la
reconnaissance des protéines de choc thermique (cellules cancéreuses), et des ligands non
peptidiques (phosphorylés ou lipidiques de mycobactérie par exemple). Il semble que ces LT ne
soient pas restreints au CMH, il faut les considérer comme de I’immunité innée, impliquée dans

la défense anti-infectieuse et anti-tumorale.

Taux de LT circulants. La reconstitution du pool lymphocytaire T s’organise selon trois
sources :

- les lymphocytes T résiduels du receveur,

- les lymphocytes T matures du greffon,

- les lymphocytes T naifs issus de la différenciation intrathymique des cellules souches et

progéniteurs du donneur chez le receveur.

Schématiquement, la voie thymo-indépendante constitue la source majeure de lymphocytes T
les 3 a 6 premiers mois. En effet, la majorité des lymphocytes T sont originaires de I’expansion
périphérique des lymphocytes T matures du greffon. Leur phénotype est généralement de type
mémoire, bien que les lymphocytes T4 naifs puissent également subir une certaine expansion
périphérique tout en maintenant leur phénotype naif [52]. La voie thymo-indépendante est plus
efficace dans la population LT8 que LT4. Il apparait alors une grande proportion d’une
population T avec des marqueurs d’activation notamment CD28+ et HLA-DR+ au sein des LT.
Dans un second temps, la prise de greffe des progéniteurs hématopoiétiques et le ré-
enclenchement de la fonction thymique permettent la libération de lymphocytes T matures
naifs. La thymopoiése ne devient significative qu’apres 6 mois suivant la greffe chez les jeunes
adultes, et semble quasi-inexistante aprés 60 ans [53]. De fait, la reconstitution des LT se fait
essentiellement sur les LT8 mémoires avec comme conséquences :
I’inversion du ratio CD4/CDS,
- la diminution du pool de cellules naives

- laperte de la diversité du répertoire T.
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Fonctionnalité. La fonction T est diminuée pendant 6 a 12 mois, avec un degré variable
selon la source du greffon et la GVH. Leur dysfonction est due aux effets déléteres de la GVH
qui :

- augmente I’apoptose des LT par I’AICD,

- ralentit I’éducation thymique par des dommages de I’épithélium thymique

- modifie le troisiéme signal nécessaire a ’activation optimale des LT par modification de

I’environnement cytokinique.

L’impact. La qualité de la reconstitution thymo-dépendante présente un impact clinique
important. La faible thymopoi¢se post-greffe est associée a une augmentation du risque
d’infections opportunistes et de GVH [54]. Une immunodéficience peut persister malgré un

taux de lymphocytes T normal mais avec un répertoire du TCR restreint.

b. Les LT Régulateurs

Les cellules T régulatrices (Treg) contrélent les réactions immunitaires et induisent la tolérance
périphérique. Les Treg (CD4+ CD25 fort) sont principalement générées dans le thymus, (mais
aussi dans les organes lymphoides périphériques) ou elles rencontrent les antigénes du soi.
Elles pourraient, dans le cadre particulier des allogreffes de CSH, par contact direct, supprimer
les réponses LT4 et LTS8 spécifiques d’auto- ou d’allo-antigénes [55]. Leurs capacités

fonctionnelles ne semblent pas altérées apres la greffe, méme en cas de GVH [56].

c. LesiNKT
Le nombre de NKT invariants semble diminué chez les patients atteints de GVH aigué et
chronique extensive. Chez la souris, ils diminuent la survenue de GVH aigué sans affecter
I’effet GVL. Chez les patients soumis a un conditionnement de type TLI (Total Lymphoid
Irradiation) + SAL, une trés bonne reconstitution iNKT post-greffe s’est associée a une forte
diminution de la GVH aigué sévere (de grades II-IV). Or, ce conditionnement, préserve les

iINKT du receveur et augmente donc leur fréquence par rapport aux autres lymphocytes [57].

C. Reconstitution immunitaire a long terme

Des ¢tudes a long terme (plus de 20 ans apres 1’allogreffe de CSH) ont mis en évidence une
immunité normale chez les patients greffés : les taux des cellules mononucléées circulantes

¢taient comparables a ceux de leurs donneurs respectifs. Cependant, une persistance de
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lymphocytes T (notamment LT4) avec un répertoire du TCR restreint chez des patients adultes

plus de 5 ans apres allogreffe peut se voir [58].

ITII. FACTEURS INFLUANCANT LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE

A. L’age du receveur
Chez les enfants, le thymus est généralement plus fonctionnel que chez 1’adulte et permet une

cinétique plus rapide de reconstitution d’un répertoire lymphocytaire T diversifi¢ et fonctionnel.
Ainsi la cinétique de reconstitution de LT naifs est plus rapide et plus ¢levé dans la population
pédiatrique. Cette reconstitution plus rapide est corrélée a une meilleure protection contre les

infections.

B. La source du greffon
La reconstitution immunitaire apres greffe de CSP est généralement caractérisée par une

récupération plus rapide du taux normal de cellules my¢éloides puis lymphoides comparée aux
greffes de moelle. Mais, le G-CSF augmente le nombre de monocytes a activité
immunosuppressive via la sécrétion d’IL10 et des DC qui orientent les LT vers une réponse TH2
dans le greffon. Ainsi, il altére la réponse immunitaire du receveur contre les infections

bactériennes et virales.
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Figure 8 : Immunorégulation de la reconstitution immunitaire par le G-CSF [59]
Le G-CSF a des effets immunomodulateurs sur la GVH et la réponse anti-infectieuse par 3 principaux
mécanismes :

- Surexpression de GATA3 des LT avec orientation TH2

- Génération de LT Trl produisant de I’IL10

- Induction de CPA régulatrices qui induisent des LT régulateurs

Par contre les receveurs de sang de cordon placentaire ont un taux d’infections dans les
50 jours post-greffe plus élevé et principalement des infections bactériennes attribuées a un

retard d’apparition des PNN et lymphocytes fonctionnels dans le sang périphérique.
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C. La manipulation du greffon
1/ La déplétion T du greffon

Pour diminuer I’incidence de la GVH, la déplétion lymphocytaire ex vivo se solde par un risque
accru d’infections et de rechute de la maladie initiale [60]. Les lymphocytes T matures du greffon
constituent la principale source de lymphocytes T les premiers mois apres 1’allogreffe. Une

déplétion lymphocytaire T compromet la reconstitution immunitaire précoce.

2/ Le Campath® (alemtuzumab)

L’alemtuzumab est un anticorps monoclonal humanisé contre I’antigéne CD52 exprimé sur les
cellules lymphoides et sur les cellules de la lignée monocytaire. Il est utilisé dans le cadre de
déplétions lymphocytaires T in vivo, manipulations associées a des taux tres faibles de GVH
aigué et chronique [61]. Cependant, il présente des effets indésirables :

- un retard de la reconstitution immunitaire (lymphocytes T)

- une augmentation de I’incidence des infections virales [62]

- une augmentation de la fréquence des rechutes [47]

3/ La sélection CD34+

Cette méthode de sélection positive des progéniteurs CD34+ respecte la reconstitution T mais
avec une réponse proliférative retardée, une augmentation du pourcentage de cellules LT4
mémoires et un répertoire du TCR restreint. La reconstitution B semble par contre plus rapide,
et NK intacte. Au total les patients recevant un greffon sélectionnés en CD34 ont une période

d’immunosuppression plus longue.

D. Le conditionnement
Aprés un conditionnement, il ne persiste que trés peu de lymphocytes T du receveur. Les

conditionnements NMA permettent la persistance d’un nombre significatif de lymphocytes T
résiduels du receveur [63]. La persistance de lymphocytes du receveur aprés conditionnement
NMA est associée a une augmentation du risque de rejet de la greffe, une diminution du risque de
GVH et une protection contre les infections virales (particuliérement le CMV) les premiers mois
suivant la greffe. Ce conditionnement réduit la toxicit¢é muqueuse, la myélosuppression et
accélére la RI fonctionnelle méme si la morbidité infectieuse reste élevée (taux d’infections

bactériennes aprés 3 mois plus €levé, attribu¢ a la fludarabine).

52



E. Degré de compatibilité du greffon et maladie du greffon contre I’hote
1/ Familial vs non familial

Le choix d’un donneur non familial augmente les disparités (HLA et mHA), donc les

alloréactions (GVH, rejet), et entrave la reconstitution T.

2/ Polymorphisme génétique des HLA et mHA

La reconstitution thymo-indépendante est influencée par les rencontres antigéniques et peut

induire des expansions clonales massives.

IV. CONSEQUENCES CLINIQUES DE LA RI

A. Les complications infectieuses
Si la GVH cause 15% de mortalité post-greffe en condition HLA géno-identique, les infections

sont la cause de 17% de mortalit¢ et 21% en condition de greffe non apparentée. Les
complications post-greffe précoces ne sont plus la cause de cette mortalité du fait des nouvelles
mesure de prophylaxie infectieuse et le recours au G-CSF. Par contre les agents viraux,

fongiques sont une menace infectieuse majeure entre J50 et J180 [64].

1/ Durant la période de neutropénie (PNN< 0,5.10°/L) : infections bactériennes et

fongiques

L’altération de la barriere digestive secondaire au conditionnement par chimiothérapie et/ou
radiothérapie et 1’utilisation de cathéters centraux sont des facteurs de risque infectieux. Parmi
les infections bactériennes documentées, environ 70 % sont dues a des cocci @ Gram positif
(principalement staphylocoque a coagulase négative en rapport avec 1’utilisation de cathéters
veineux centraux et streptocoques du fait de conditionnements de greffe lourds responsables
d’une toxicité muqueuse importante) [65]. Un tiers des infections bactériennes est du a des
bacilles a Gram négatif : entérobactéries ou bacilles pyocyaniques (par translocation digestive).
La symptomatologie d’une infection est souvent pauvre, du fait de 1’absence de signe
inflammatoire, et la fiévre est souvent le seul signe d’infection. Le pourcentage de fievres
cliniquement ou microbiologiquement documentées varie selon les études entre 20 et 65%. Les
points d’appel clinique les plus fréquents sont : les foyers pulmonaires, les infections sur site de

cathéter et les infections a point de départ buccal ou pharyngé. Les mesures préventives ont
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largement diminué 1’incidence de ces infections (décontamination digestive par des

antibiotiques et antifongiques non absorbables ...).

2/ Les infections virales

Le risque d’infection virale est principalement di a des herpes virus et plus occasionnellement

I’adénovirus, le rotavirus et les entérovirus.

a. Le virus Epstein Barr (EBV)
L’EBV est un virus ubiquitaire (90% de la population mondiale séropositive) persistant apres la
primo-infection dans les LB sous une forme latente. L'infection latente est sous le contrdle des
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de I'EBV. La réponse humorale ne joue qu'un role
mineur dans le controle de la phase latente de 'EBV. En allogreffe de CSH les receveurs
immunodéprimés présentent un risque de développer des proliférations incontrolées de
lymphocytes B du donneur infectés et transformés par I'EBV. Les facteurs de risque principaux
de ces syndromes lymphoprolifératifs B (PTLD, post-transplantation lymphoprolferative
disorder) sont [66] :
-Le degré de disparit¢ HLA entre le donneur et le receveur,
-L'utilisation d'une déplétion en lymphocyte T du greffon a titre de prophylaxie de la GVH,
-Le traitement de la survenue d'une GVH aigué de grade IV par administration du sérum anti-
lymphocytaire,
-La pathologie initiale d’indication de la greffe médullaire,
-Une deuxieme greffe aprés échec de la premiere transplantation.
Plus de 50 % des lymphoproliférations EBV-induites apparaissent précocement entre le
deuxiéme et le quatriéme mois post-greffe. Ce pourcentage décroit progressivement passé 4
mois, et I’incidence du PTLD est quasi-nulle au dela du huitiéme mois. Cette incidence corréle
avec le taux de LT, la réponse aux mitogenes et la réponse aux antigenes de I’EBV qui sont

atteints respectivement en moyenne a six, sept et neuf mois apres greffe [67].

b. Adénovirus
L’adénovirus est un virus ubiquitaire a l'origine d'infections souvent bénignes, parfois
épidémiques dans les communautés. Aprés la contamination par voie aérienne ou digestive, le
virus se multiplie localement dans les cellules de 1'épithélium et l'infection se propage de

proche en proche, les destructions cellulaires entrainant une inflammation locale. Chez
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I'immunocompétent, une réaction immunitaire par production d'anticorps spécifiques précede la
guérison. Chez l'immunodéprimé, l'infection peut se disséminer et entrainer une maladie qui
engage fortement le pronostic vital. Trois stades d'infection peuvent étre définis :

-le portage asymptomatique qui correspond a la détection du virus dans un prélévement sans
symptomes cliniques,

-l'infection probable, définie par la mise en évidence du virus dans deux prélévements (d'un
méme site ou de sites différents) associée a des symptomes cliniques,

-la maladie, définie par la détection du virus dans un site normalement stérile (sang, biopsie)
associée a des symptomes cliniques.

L'association entre l'infection séveére a adénovirus et l'immunodéficience de type cellulaire
suggere que l'adénovirus est normalement controlé par la réponse immunitaire cellulaire. Les
infections a adénovirus se développent apres greffe, plus tot chez les enfants (< 30 jours) que
chez les adultes (> 90 jours). En dehors des mesures d'isolement et d'hygi¢ne habituelles, il
n'existe aucune prophylaxie spécifique de ces infections. Le traitement antiviral des infections a
adénovirus est encore décevant : plusieurs molécules ont été proposées (ribavirine, ganciclovir,
vidarabine) mais elles n'ont pas fait la preuve de leur efficacité dans des études a grande échelle.
Le cidofovir, actif in vitro sur les adénovirus, pourrait présenter un intérét surtout s'il est
administré précocement. Le transfert adoptif de lymphocytes T cytotoxiques anti-adénovirus

constitue une nouvelle voie thérapeutique en cours d'évaluation.

¢. Cytomegalovirus [68]

Bien que les sujets sains CMV séropositifs ne présentent aucune évidence d'infection active, la
fréquence des précurseurs cytotoxiques CMV-spécifiques reste trés élevée dans le sang
périphérique. Cette fréquence persistant tout au long de la vie, suggere que la réponse T et plus
particuliérement CD8 joue un role actif dans la protection de I'hote vis-a-vis d'une réactivation
virale. Le défaut de protection rencontré a 1’égard du CMV peut étre expliqué dans les 2 premiers
mois post-greffe par une déficience quantitative des CD8+ spécifiques. Entre 3 et 6 mois, le nombre
de cellules T spécifiques du virus revient a la norme, excepté pour les patients qui développent
I’infection ou n’hébergent pas le virus (receveurs séronégatifs pour le CMV).

La GVH aigué et le déficit de fonctions LT4 (auxilliaires) influencent la cinétique de la
reconstitution d’une immunité cellulaire spécifique du CMV. Il existe ainsi, une corrélation
entre la présence ou l'absence d'une prolifération T CMV spécifique (mesurée par test de
transformation lymphoblastique) et le développement d'une activité T cytotoxique protectrice

contre 1’infection a CMV.
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3/ Infections micro-organismes tels que Toxoplasma gondii ou Pneumocystis
jiroveci
Elles surviennent en général plus tardivement que les infections virales et sont d’autant plus
fréquentes que le déficit de 'immunité spécifique est profond. Les infections mycotiques
surviennent dans 11% des cas, dont plus de 80% d’entre elles sont des infections a Candida spp.
et Aspergillus spp. [69]. Les facteurs prédisposant sont : la longueur de la neutropénie, une
mucite, la GVH et les traitements pour la GVH (notamment les corticoides), la lymphopénie T4,

la présence de cathéters centraux.

B. GVH/GVL
Une thymopoiése altérée (répertoire TCR altéré) est corrélée a la survenue de la GVH,

d’infections opportunistes et de manifestations auto-immunes qui pourraient étre associées a

des sélections intrathymiques déficientes [70].

1/ La thymopoiése

La puissance tolérogene du thymus s’illustre par le fait que, parmi 100 précurseurs T ayant
migré dans le thymus, seulement 2 a 5 cellules T matures naives, a la fois compétentes et
tolérantes, seront exportées en périphérie. L’éducation des lymphocytes T dans le thymus
comprend plusieurs étapes :
- La sélection positive de clones T restreints au CMH du soi générés au cours de la
recombinaison aléatoire des segments de geénes codant pour les parties variables du
TCR

- la délétion des clones T autoréactifs (sélection négative)

Le résultat de ces processus de sélection est que le répertoire des lymphocytes T a la sortie du
thymus est restreint au HLA du soi et tolérant a la plupart des antigénes autologues. Les
lymphocytes T issus de la différenciation des cellules souches chez I’hdte assurent la
reconstitution immunologique & long terme, sans GVH puisqu’issus de la maturation intra-
thymique. Trois facteurs principaux vont altérer les cellules épithéliales thymiques (TEC) :

- Les régimes de conditionnement pré-greffe : des études murines ont montré [71] une
diminution dose-dépendante des TEC, une chute des taux intrathymiques de transcrits d’IL7.
L’IL7 est responsable de la prolifération, survie et différenciation des thymocytes immatures
puis la maturation T et I’exportation des lymphocytes T [72]. Certaines études suggerent que

I’administration de KGF (Keratinocyte Growth Factor) avant ou pendant le régime de
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conditionnement permettrait de protéger les TEC et améliorerait la reconstitution immunitaire
apres greffe [73].

- La survenue d’'une GVH endommage I’architecture thymique par des infiltrats lymphocytaires
T alloréactifs dans le thymus et par une production intra-thymique de facteurs pro-
inflammatoires. La GVH détruit ainsi la distinction entre zones corticale et médullaire et
augmente I’expression sur les TEC de molécules de co-stimulation favorisant la destruction
des thymocytes éduqués [74].

- Le Sérum anti-lymphocytaire a une cytotoxicité propre vis-a-vis des thymocytes et serait

partiellement responsable des dommages du microenvironnement thymique.

2/ L’HPE : ’expansion périphérique homéostatique

Apres allogreffe de CSH, une lymphopénie T s’installe du fait :
- du régime de conditionnement qui détruit les lymphocytes T de I’hote et réduit la
thymopoicse
- d’une augmentation de 1’apoptose périphérique des lymphocytes T matures par la
GVH et les immunosuppresseurs.
La toxicité de la greffe (conditionnement, GVH, immunosuppresseurs), associée a une fonction
thymique décroissante avec 1’age, favorise 1I’expansion homéostatique des cellules T matures
périphériques (HPE) du greffon [75]. Plusieurs mécanismes homéostatiques expliquent ’HPE :
- le recrutement de lymphocytes T avec un seuil d’activation du TCR abaissé :
nombreuses molécules de co-stimulation [76].
- les cytokines massivement sécrétées apreés le conditionnement constituent aussi les

signaux de survie majeurs des lymphocytes T.

L’HPE ne restaure pas complétement les taux de lymphocytes T. En effet, la polyclonalité
périphérique dépend des spécificités de TCR disponibles et des combinaisons peptide-HLA a la
source des expansions. L’efficacité de ’HPE des LTS8 (surtout de phénotype mémoire) est plus
importante que celle des LT4. Ces produits d’expansions périphériques sont susceptibles de

provoquer une GVH [77-78].
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V. TECHNIQUES D’EVALUATION DE LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE

A. Phénotypage lymphocytaire
1/ Phénotype non spécifique

La cytométrie en flux est I’outil le plus fréquemment employé dans I’évaluation de la
reconstitution immunitaire apres greffe.
» Lymphocytes T totaux CD3+
* Lymphocytes T auxiliaires CD3+ CD4+
» Lymphocytes T cytotoxiques CD3+ CD8+
* Lymphocytes T cytotoxiques naifs CD3+ CD8+ CD45RA+
* Lymphocytes T cytotoxiques mémoires CD3+ CD8+ CD45RO+
» Lymphocytes T auxiliaires naifs CD3+ CD4+ CD45RA+
* Lymphocytes T auxiliaires mémoires CD3+ CD4+ CD45RO+
* Lymphocytes NK CD3- CD56+
* Lymphocytes NKT CD3+ CD56+. Le sous-type NKT invariant est détect¢ a 1’aide du
tétramere du CD1d, qui n’est pas fait en routine.
» Lymphocytes B CD19+ (ou CD20+, ou Ig de surface)
La ségrégation entre lymphocytes naifs et mémoires basée exclusivement sur I’expression de
I’isoforme du CD45 est peu fiable, étant donné que la population CD8+CD45RA+ contient des
cellules partageant certaines caractéristiques phénotypiques avec les cellules activées au cours
du premier contact antigénique. Cependant nous considérerons dans notre étude cette définition

comme suffisante, par manque d’autres marqueurs de surface réalisés en routine.

2/ Analyses de tétraméres MHC : spécificité antigénique particuliére

Les tétrameres permettent d’identifier les lymphocytes T dont le TCR reconnait un complexe

antigene-HLA particulier (figure 9).
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Figure 9 : Principe de la technique de cytométrie par tétraméres (d’aprés Immunobiology 7™M édition,
Garland Science 2008).

Des molécules HLA sont associées 4 un peptide d’une part, a la biotine d’autre part. Ce complexe interagit
avec la streptavidine, elle-méme complexée a un fluorochrome (FITC). La stoechiométrie est de 4 molécules
de biotine pour 1 de streptavidine, assurant de la sorte une avidité suffisante du complexe vis-a-vis des
TCR. En raison de sa nature, cette application est limitée aux peptides présentés sur un HLA dont I’alléle
est le plus fréquent dans la population.

B. Quantification des cercles d’excision des TCR (TREC)
Les TCR (T-cell Receptor) sont des protéines dimeres qui appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines et qui sont codées par quatre genes différents (a, b, d et g). 95% des LT
périphériques expriment un TCR de type af, tandis que 5% environ expriment un TCR de type
vd. La partie variable amino-terminale des TCR, responsable de la reconnaissance de
I’antigéne, est codée par une combinaison des segments géniques « variable (V) », « diversité
(D) » et « jonction (J) » pour les chaines B et J, et par une combinaison des segments V et J
pour les chaines a et y. Un quatriéeme segment « constant (C) » encode les domaines constants
du TCR. Le réarrangement des segments géniques a 1’origine de la diversité du répertoire des
cellules T, se produit essentiellement dans le thymus. Il est catalysé¢ par I’action de deux

enzymes, RAG-1 et RAG-2 (Recombination Activating Gene 1 et 2).
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Lors des réarrangements, RAG1-RAG2 induisent la formation d’« épingles a cheveux » aux
extrémités codantes de I’ADN et différentes enzymes provoquent le clivage de ces « épingles a
cheveux » et la soudure des extrémités codantes. Apres ligation des extrémités codantes,
I’ADN recombiné sera transcrit et traduit. Par ailleurs, un fragment d’ADN se retrouve excisé
de ’ADN génomique donc en dehors de I’appareil chromosomique. Ses extrémités se lient:
épisomique, circularisé, il devient un TREC, cercle d’excision du TCR. Présents dans les
thymocytes et les lymphocytes T matures, les TREC ne semblent pas présenter de rdle
spécifique.
Ces TREC sont présents dans les lymphocytes T matures qui quittent le thymus et ne sont pas
dupliqués lors des divisions cellulaires subséquentes : ils sont le biomarqueur de référence de la
thymopoiese. En cas d’expansion périphérique exacerbée des lymphocytes T matures, les taux
de TREC peuvent étre artificiellement diminués malgré une activité thymique normale. La
vitesse de reconstitution immunitaire apres greffe dépendrait de 1’activité thymique pré-greffe
chez le receveur [79]. De plus, plusieurs études ont mis en évidence une corrélation entre le
taux de LT4 naifs et le taux de TREC apres la greffe [75]. D’ailleurs, les principaux facteurs
associés a une fonction thymique déficiente (taux de TREC faibles) sont similaires a ceux
associés a des taux plus faibles de LT4 naifs. Parmi ceux-ci :

- un age avancé du receveur,

- la survenue d’une GVH chronique

- une déplétion en lymphocytes T du greffon.

C. Diversité du répertoire TCR
L’analyse de la diversité clonale des lymphocytes T périphériques permet [80]:

- de déterminer la compétence du systétme immunitaire apres greffe, puisqu’une large
diversité est synonyme de réponses efficaces a des stimuli variés ;
- de détecter une réponse immunitaire en cours, reflétée par une dominance mono ou

oligoclonale.

Une analyse du répertoire TCR peut étre réalisée par cytométrie en flux ou détection
moléculaire. La partie variable de la chaine o du TCR posseéde trois domaines hypervariables
ou Complementarity Determining Regions (CDR), tandis que la chaine  en compte quatre. Les
CDR3 des chaines a et § jouent un rdle clef dans la définition de la reconnaissance antigénique
et sont générés par d’intenses réarrangements des segments V, D et J puis par insertion/
délétion au hasard de nucléotides de jonction. Au final, des produits de tailles hétérogénes

assurent a chaque lymphocyte T un TCR unique. Le spectratyping (immunoscope) évalue la
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diversité du répertoire T a tout moment par I’examen du polymorphisme de longueur du CDR3
dans une population lymphocytaire. Une analyse similaire évalue la diversit¢ des CDR3 des
chaines lourdes des immunoglobulines des lymphocytes B [81].

Les individus sains présentent un répertoire TCR hautement diversifi¢ avec une distribution
gaussienne d’approximativement 8 fragments au sein de chaque famille de CDR3. Apres greffe
allogénique, une contraction du pool de lymphocytes T et une réduction de la diversité des TCR
sont clairement associés a une immunodéficience clinique [82]. La reconstitution du systéme
immunitaire est caractérisée par 1’émergence de populations de cellules T mono- ou
oligoclonales reflétant des réponses immunitaires spécifiques envers un antigéne en particulier :
antigenes allogéniques (GVH et GVL), antigénes viraux tels que CMV ou EBV. La diversité
clonale des lymphocytes B périphériques est aussi réduite apres greffe allogénique, mais la
reconstitution rapide de I’immunoscope contraste avec celle des cellules T. Cette différence
pourrait refléter la synthése continue de lymphocytes B rencontrée tout au long de la vie, par

comparaison avec le déclin de la fonction thymique chez 1’adulte.

D. Evaluation de la capacité fonctionnelle
L’analyse des fonctions lymphocytaires permet d'apprécier si des populations cellulaires

normales en nombre et en phénotype présentent bien une fonction immunitaire intacte.

1/Test de sécrétion de cytokines : ELISA/ELISpot

Ces tests permettent la quantification des cytokines constitutives ou induites in vitro, de
populations sécrétrices (figure 10). Les techniques les plus utilisées sont le marquage

intracytoplasmique et I’ELIspot (single-cell Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).
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Figure 10 : Principe de réalisation d’un ELISPOT.
Lors d’un ELISpot, les cellules T fraichement isolées sont cultivées sur un tapis d’anticorps spécifiques de la
cytokine d’intérét. Les cellules T individuelles sécrétent des cytokines qui se lient aux anticorps et forment
des « spot », qui seront visualisés par adjonction d’un second anticorps couplé a la peroxydase. Le nombre
de spots révéle le nombre de cellules T sécrétrices.

2/ Tests lymphoprolifératifs

Les tests lymphoprolifératifs sont basés sur I’incorporation de thymidine tritiée dans les noyaux
de cellules en mitose. Les cellules stimulées par des mitogenes ou des antigénes vont proliférer

de fagon plus ou moins importante en fonction de leur fonctionnalité.

3/ Cytotoxicité

La fonction cytotoxique peut étre évaluée grace a une mesure de la lyse de cellules cibles
marquées au °'Cr. Aprés 4 heures de co-culture (cellules cytotoxiques et cellules cibles), le *'Cr
libéré dans le milieu a la suite de la destruction des cibles permet de calculer ’indice

cytotoxique.
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PARTIE 3: LE SERUM ANTI-LYMPHOCYTAIRE DANS
L’ALLOGREFFE DE CSH

La plupart des allogreffes de CSH a I’heure actuelle sont réalisées avec un donneur non
apparenté. Ces greffes sont associées a un risque plus élevé de complications immuologiques.
La principale complication est la GVH. Or, la mortalité liée a la greffe (TRM) pour ces patients
atteints de GVH aigué grade I, 11, III, IV est respectivement : 27, 43, 68, 92% [83]. Pour la
GVH chronique, la TRM est de 28% si elle est limitée et de 48% si elle est extensive [84]. De
nombreuses stratégies pour prévenir la survenue de la GVH sévére ont été développées. Le
sérum anti-lymphocytaire (SAL) est une préparation d’immunoglobulines polyclonales de type
IgG et IgM, produites chez le lapin ou le cheval, contre des LT humains [85]. 1l est utilisé
depuis une trentaine d’années en greffe de CSH, avec un mode d’administration dans le
conditionnement qui permet de réaliser une allogreffe de CSH en condition non apparentée

avec une TRM proche de la greffe en condition apparentée HLA-identique [86].

I. LES SERUMS ANTI-LYMPHOCYTAIRES en ALLOGREFFE DE CSH

A. Les produits commercialisés
- ATGAM (Pharmacia, Pitscataway, NJ) produit par I’'immunisation de chevaux contre les
thymocytes humains.
- Thymoglobuline (Genzyme, Cambridge, MA) produit par I’immunisation de lapins contre des
thymocytes humains.
- SAL-Fresenius (SAL-F, Fresenius, Allemagne) produit par I’immunisation de lapin contre les
cellules de lignées jurkat.

Ce dernier a été privilégié pour le conditionnement des patients traités au CHU de Nancy.

B. Le SAL Fresenius
Le SAL-Fresenius est extrait de sérum de lapins préalablement immunisés par des

lymphoblastes T humains. Il est composé d’immunoglobulines hautement purifiées avec une

activité spécifique contre les lymphocytes T humains.
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1/ Mécanismes d’action

a. Les essais in vitro

Le sérum anti-lymphocytaire contient des anticorps dirigés contre les antigénes exprimés sur
les LT humains. Le SAL le plus étudi¢ est le SAL de type thymoglobulines. On peut citer tout
de méme pour le SAL Fresenius des anticorps dirigés contre les antigénes : CD2, CD3, CD4,
CDS8, CDl11a, CD25, CD44, CD45, HLA-DR, HLA I chaine lourde, B2 microglobuline. Ainsi,
il entraine une déplétion T par effet cytotoxique [87]. Il entraine aussi un blocage des molécules
impliquées dans 1’activation du LT (CD28...), affecte leur capacité de homing (liaison aux
intégrines...) et leur activité cytotoxique [88]. L’activité cytotoxique du SAL dépend de sa
concentration sérique:

- >100pug/mL : opsonisation des LT et phagocyose par les macrophages, lyse dépendante

du complément (LT4 et LT8)
- ades taux plus faible il induit I’ADCC (Antibody dependent cytotoxicity cell)

- alaconcentration <lpg/mL le SAL-Fresenius n’est plus fonctionnel.

Son activité n’est pas restreinte aux LT, puisque des données in vitro ont montré que les
cellules dendritiques de patients traités par SAL, incubées avec le complément de celui-ci, sont
5 fois moins vivantes que les patients non traités [89]. Le SAL Fresenius pourrait aussi induire
un signal d’apoptose vis-a-vis de cellules de lignées leucémiques myé¢loides et lymphoides
(effet anti-tumoral), et vis-a-vis des LB et monocytes (cellules support de la GVH chronique)
[90-91]. Les cellules NK et les cellules souches hématopoiétiques seraient résistantes a ce
signal d’apoptose, voire les CSH entreraient plus rapidement en prolifération sous 1’effet du

SAL [92]. Ces données malheureusement qu’in vitro, manque d’études complémentaires.

b. Modes d’action in vivo

Les effets cytotoxiques du SAL in vitro sont observés a une concentration de 100pug/mL. Cette
concentration est atteinte in vivo quand des doses de SAL Fresenius sont utilisés a au moins
20mg/kg [93]. La concentration efficace du SAL dans le sérum des patients est difficile a
déterminer, mais il a été montré qu’elle est dose-dépendante. Plus la dose administrée est
¢levée, plus la concentration efficace sérique est €levée, plus I’effet du SAL est fort [94].
L'effet immunosuppresseur du SAL persiste au-dela de sa durée d'application effective. Ainsi,
lorsque la concentration sérique atteint 100ng/mL, quelques heures apres I’administration, les

LT du receveur sont déplétés. Du fait d’un taux résiduel persistant plusieurs semaines, le SAL
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induit une déplétion T in vivo des LT repeuplant du donneur (moindre incidence de la GVH,
mais diminution aussi de ’effet GVL). In vivo, les mDC et pDC circulantes, 2 cellules pivot
dans I’initiation de la GVH, sont aussi moins nombreuses. Les mécanismes probables sont la
reconnaissance d’antigenes tels que CD1a, CMHI et II, CD11a et CD86 exprimés a la surface
des DC. Cette liaison induit la lyse médiée par le complément de la DC [95]. Certaines études
suggerent, par contre, qu’a des concentrations sériques supérieures (250pg/mL, soit une
administration de plus de 30mg/kg de SAL-Fresenius), le SAL aurait aussi une cytotoxicité vis-

a-vis des lymphocytes B, les plasmocytes et donc une activité anti-my¢lomateuse [96-97].

c. Spécificité d’action

Le SAL-Fresenius est treés largement dépourvu d'anticorps réagissant de manicre croisée contre

les érythrocytes, les protéines plasmatiques humaines ou les membranes basales glomérulaires.

2/ Pharmacologie

a. Pharmacocinétique

Le SAL-Fresenius étant administré par voie intraveineuse, sa biodisponibilité est de 100%. En
tant qu'anticorps antihumain, il est une protéine dont la dégradation est semblable aux protéines
propres. On ne connait aucun métabolite non-physiologique. La demi-vie du SAL-Fresenius est
d'environ 14 jours chez un allogreffé¢ de CSH. Les études de clairance indiquent que le SAL
peut rester dans le sang jusqu’a 2 mois post-greffe [98]. Il y a deux phases de clairance : une
précoce et rapide, 1’« alpha-clairance » pendant les 4 premiéres semaines post-greffe et une
lente, la « béta-clairance » pendant les 4 semaines suivantes [99]. Le processus de clairance
dépend d’une combinaison de facteurs incluant les protéines de dégradation et I’absorption a la
surface des cellules lymphocytaires. La variabilité selon les patients inclut le diagnostic, 1’age,
le poids, catabolisme protéique, le statut de la maladie au moment de la greffe, le turn-over

cellulaire et donc 1’absorption d’anticorps.

b. Pharmacodynamie
L’effet anti-lymphocytaire du SAL est moins le fait de sa persistance dans le sang

(pharmacocinétique) que son effet de novo thymique (pharmacodynamie).
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3/ Indications reconnues en allogreffe de CSH

Le SAL-Fresenius est utilis¢ en combinaison avec d'autres immunosuppresseurs pour la

prophylaxie et le traitement de la GVH et du rejet en allogreffe de CSH.

4/ Effets secondaires

Les effets secondaires les plus fréquemment observés sont: les nausées, les ascensions
thermiques et les vertiges. Les états fébriles a plus de 40 °C ainsi que les frissons sont rares et,
dans la plupart des cas, s'estompent au cours des premiers jours de traitement. Pendant ou peu
apres la perfusion, une réaction anaphylactique peut survenir. Le risque est présent surtout dans

les trois premiers jours de traitement.

Comme avec les autres protéines hétérologues, une maladie sérique peut survenir aprés §-14

jours de traitement.

II. IMPACT SUR LA GVH ET GVL

La premicre utilisation de sérum anti-lymphocytaire lors du conditionnement d’allogreffe de
CSH a été réalisée en prophylaxie du rejet d’une seconde greffe chez des patients atteints
d’aplasie médullaire [ 100]. De nombreuses études ont analysé par la suite I’impact sur la survie
globale (OS), la survie sans rechute (DFS), et la mortalité liée a la toxicité de la greffe (TRM).
La méme équipe a mis en ¢évidence par la suite que ['utilisation du SAL dans le
conditionnement prévenait la survenue de la GVH [101]. De 1a, nombreuses études se sont
concentrées sur I’impact du SAL sur les conflits immunologiques (GVH et GVL). Par contre,

peu d’études ont détaillé I’impact du SAL sur la reconstitution immunitaire apres la greffe.

A. Impact sur la GVH aigué et chronique
1/ Les essais randomisés

Il y a quatre principaux essais randomisés testant I’hypotheése que le SAL prévient la survenue
de la GVH.
Le premier a évalué I’intérét d’un traitement précoce de la GVHa plutdt qu’une prophylaxie

[102]. Cette étude s’est confirmée plus tard avec le traitement de la GVHa corticorésistante par
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le SAL-Fresenius et les thymoglobulines [103]. Aucune de ces études n’a montré un intérét
curatif du SAL et tous les patients ainsi traités sont décédés d’infections.

Le second, publi¢ par 1’équipe de Ramsay en 1982 [104], a étudi¢ 1’effet bénéfique du SAL
utilisé en prophylaxie de la GVH. Il montre que les greffes apparentées HLA-identiques avec
du SAL dans le conditionnement ont une moindre incidence de la GVHa sévéere (21% contre
48%) par rapport aux patients ne recevant pas de SAL. Mais I'intérét du SAL dans les greffes
géno-identiques n’a pas ¢€té confirmé par d’autres équipes, surtout avec I’évolution des
conditionnements [105] .

Le troisiéme rapport et le quatrieme rapport a citer, ont évalué¢ I’intérét du SAL dans le
conditionnement d’allogreffe de CSH issues de donneurs non apparentés -indication
classiquement retenue a I’heure actuelle. L’équipe de Bacigalupo [106] a étudié des patients
randomisés pour recevoir ou pas du SAL de type thymoglobulines dans le conditionnement.
Les patients sans SAL ont une incidence de GVHa sévére quatre fois supérieure et 1’incidence
d’une GVHc extensive deux fois plus importante que le groupe ayant recu 15mg/kg de
Thymoglobulines. Les études GITMO [106-107] ont ensuite discuté I’intérét de la dose ¢élevée
de 15mg/kg versus une dose plus faible de 7,5mg/kg avec un suivi médian allant de 2 a 4 ans.
La prophylaxie de la GVHc par 7,5mg/kg de thymoglobulines a ét¢ définie comme facteur
prédictif d’une meilleure qualit¢ de vie, avec moins d’atteinte pulmonaire, un arrét des
immunosuppresseurs plus rapide et une TRM a 4 ans moins ¢€levée [108]. L’équipe de Finke, a
I’issus d’une étude multicentrique sur 201 patients, a étudié I'intérét de 1’administration de
60mg/kg de SAL-Fresenius lors du conditionnement. L’incidence de la GVHa séveére était
diminuée de moitié par ’administration de SAL et I’incidence de la GVHc diminuée a 12,2%
(versus 42,6% quand le conditionnement ne comprend pas de SAL). Cependant, la survie
globale, la survie sans rechute et la mortalité par infections étaient comparables dans les deux

groupes [109].

2/ Les études comparatives non randomisées

Nombreuses études rétrospectives convergent aussi vers la conclusion que I'utilisation du SAL
lors du conditionnement de la greffe diminue 1’incidence et la sévérité de la GVH.

Nous exposons dans un premier temps, les études sur I’impact de I’administration de SAL dans
le conditionnement de patients appariés pour les facteurs de risque de survenue de la GVH
(annexe 3). La principale de ces ¢études, a été réalisée entre les centres de Seattle et Huddinge

[110]. Les patients ont été apparié€s selon leurs caractéristiques cliniques et leurs facteurs de
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risques prédictifs de la survie apres la greffe. Les patients recevant du SAL (Huddinge) versus
ceux qui n’en regoivent pas (Seattle) ont une incidence bien moindre de la GVHa (grade II :
12% vs 55% et de grade III-IV 0% vs 30%). Le groupe de Hambourg [111] a confirmé ces
résultats dans une ¢tude monocentrique comparant des patients greffés pour LAM en condition
apparentée.

Ensuite il nous faut citer les études qui ont comparé deux groupes de patients avec des greffes
de risques différents en termes de complications immunologiques (annexe 3). Ces études ont
évalué I’'impact bénéfique de 1’administration du SAL sur la diminution de I’incidence de ces
complications. Les études canadienne d’Alberta [112] et ultérieurement de Seattle [113], ont
compar¢ des patients recevant une greffe non apparentée (donc a plus fort risque de GVH) avec
du SAL (Thymoglobulines 4,5mg/kg) dans le conditionnement, aux greffes apparentées, sans
SAL dans le conditionnement. L’incidence de la GVHa sévére est réduite dans le groupe traité
par du SAL et I’incidence de la GVHc est aussi réduite ou similaire dans les deux groupes.
L’¢étude de Finke [114] a comparé des patients allogreffés avec des CSH issues de donneur non
apparent¢ HLA identique (sans SAL dans le conditionnement) versus des patients allogreffés
avec un donneur HLA différent (avec SAL dans le conditionnement, Fresenius a 60-90mg/kg).
Cette étude, ainsi que des études plus récentes ou le typage HLA se réalise grace a la biologie
moléculaire [115-116] montrent que 1’incidence de la GVHa et GVHc, ainsi que 1’OS, la DFS
et la TRM sont identiques dans ces deux types de greffe grace a 1’adjonction de SAL. Par
contre, certains auteurs mentionnent une tendance plus ¢élevée a la rechute (sensible aux DLI),
et une augmentation de I’incidence des infections, non mortelles, comme I’EBV.

Enfin, nous citons les études qui ont mis en évidence I’impact de la dose administrée de SAL
(annexe 4). L’équipe de Meijer a comparé 3 doses de Thymoglobulines administrées dans le
conditionnement [117]. L’incidence de la GVHa pour 4, 6 ou 8mg/kg de thymoglobulines
administrées est respectivement de 44%, 4% et 0%. L’incidence de la GVHc est respectivement
de 44%, 11% et 8%. Au total, entre 6 et 8mg/kg, la prévention de la GVH est la meilleure ;
I’OS et la TRM sont comparables. Pour le SAL Fresenius, 1’é¢tude de la dose optimale a
administrer est controversée. Par exemple 1’équipe d’Ayuk [118] compare deux doses de SAL-
fresenius (30 vs 60mg/kg/j) lors du conditionnement pour allogreffe de CSH issues de donneurs
non apparentées. Ces patients greffés pour hémopathies malignes n’ont aucun impact
significatif sur 1’incidence de la GVHc, mais la TRM a 2 ans est meilleure pour la dose de

30mg/kg du fait d’'une moindre incidence infectieuse.
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B. Impact sur la GVL
Des ¢études in vitro montrent un effet du SAL sur des lignées leucémiques (cellules Jurkat,

Daudi, lymphoblastique DG75, my¢loblastique U937, érythroleucémie K562...). In vivo, deux
¢tudes principales sont a citer. La premicre [96] a montré que le SAL Fresenius ajouté au
conditionnement d’allogreffe pour myélome permet, comme attendu, de diminuer 1’incidence
de la GVHa (de 22% a 11%) et de la GVHc (de 65% vs 23%). Le SAL permet aussi
d’augmenter ’EFS a 3 ans de 27% a 39%. Ces observations s’accompagnent d’une réponse
globale et d’un taux de rémission compléte a J100 meilleure pour le groupe traité avec le SAL,
ce d’autant que la dose est supérieure a 30mg/kg. L’activité anti-myélomateuse du SAL est
supposée sur la base d’immunoglobulines dirigées contre certains antigénes candidats : anti
CD20, CD40, CD52, CD138, CD74 et IL6R. Le SAL serait ainsi capable de déclencher une
cytotoxicité (contre les plasmocytes) dépendante du complément [91]. La deuxiéme étude [119]
a compar¢ la greffe de moelle osseuse non apparentée chez 97 patients atteints de LMC en
phase chronique. 31 patients recevaient une dose inférieure a 60mg/kg de SAL-fresenius, et 66
patients une dose supérieure a 60mg/kg. La dose de 60mg/kg suffisait & diminuer I’incidence
du rejet et de la GVHa. Par contre, une dose supérieure a 60mg/kg permettait de diminuer la
rechute avec une DFS améliorée de 68% vs 39% et une OS augmentée de 72% vs 52%.

Au total, au travers de la littérature se dessine une problématique évidente de la dose optimale
de SAL : la dose <40 mg/kg semblerait suffisante pour diminuer I’incidence de la GVHa sans
augmenter la TRM par infections ; la dose > 60mg/kg augmenterait aussi 1’incidence des
infections graves par retard de la reconstitution immunitaire mais pourrait augmenter la DFS

par une moindre incidence de rechutes.

II1. IMPACT SUR LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE

A. Impact de la dose
Quelques ¢études ont essayé d’ajuster au mieux la dose minimale de SAL qui diminuerait
I’incidence et la sévérité de la GVH sans engendrer de conséquence sur la reconstitution
immunitaire. Ainsi, I’utilisation de SAL-Fresenius a une faible dose de 25mg/kg associée a un
conditionnement hautement immunosuppresseur permet de diminuer I’incidence de la GVH
aigué sévere de plus de 90% dans les greffes haplo-identiques [120] ou avec des
Thymoglobulines a une dose de 6 a 10mg/kg [91].
Trois principales études sont a citer dans 1’étude de la RI selon la dose de SAL administrée.
La premiere, réalisée par I’équipe de Meijer [121] a étudié la RI de greffés de moelle osseuse

non apparentée, aprés un conditionnement comprenant du SAL comparativement a la RI des
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patients greffés avec une moelle osseuse apparentée sans SAL dans le conditionnement. Le
groupe ayant regu du SAL a une incidence plus faible de la GVHa et la GVHc mais un retard
de la RI des LT (CD4 et CD8) dans les 6 mois post-greffe. Par contre le taux de LB et NK
circulants n’est pas altéré par rapport aux allogreffes avec donneur apparenté. D’ailleurs 1’étude
similaire de Saito [122] montre que c’est surtout le nombre de LT4 (naifs CD45RA et
mémoires RO+) circulants qui est en moyenne plus faible dans le sang des receveurs
conditionnés avec du SAL. Leur fonctionnalité mesurée par la réponse a la PHA est aussi plus
tardive.

L’étude pédiatrique de Duval a comparé I’effet d’'une forte dose de SAL par rapport & une
faible dose. Chez 31 enfants allogreffés en condition non apparentée, les thymoglobulines sont
administrées lors du conditionnement soit a faible dose (7,5 mg/kg) soit forte dose (15,5
mg/kg/j). Le SAL retarde d’autant plus la reconstitution immunitaire et accroit le risque
infectieux que sa dose est élevée [123]. La reconstitution des LT totaux (notamment des LT4)
et des LB, est plus lente dans le groupe ayant regu la forte dose. La RI des cellules NK et des
LTS8 est similaire dans les deux groupes. Ainsi les LT4 atteignent le taux circulant considéré
comme requis chez I’enfant pour limiter les infections opportunistes de 100/ul a 8 mois (vs 4
mois) et les LB ont un taux reconstitu¢ a 16 mois (vs 8 mois). Le délai de la RI est donc doublé
lorsque la forte dose de SAL est administrée, avec comme conséquence clinique le taux de
mortalité due aux infections opportunistes plus éleve.

Enfin, I’é¢tude de Fehse, a identifi¢ un retard de la RI (SAL-Fresenius 60-90 mg/kg versus
Omg/kg) des LT4, incluant les cellules naives CD4+ CD45RA+ et les mémoires CD4+
CD45R0+ pendant plus de 6 mois post-greffe [124]. Par contre la mortalité due aux infections
opportunistes n’était pas plus élevée. De méme, 1’étude rétrospective de Nakai [125]
d’allogreffe de CSP apparentée (HLA identique ou non) a montré que méme si les
antigénémies CMV sont plus élevées et plus rapides a apparaitre dans le groupe traité avec du
SAL, I’incidence de I’infection 8 CMV est identique dans les deux groupes. Ces résultats sont

probablement dus a la bonne prise en charge préemptive par le ganciclovir.

B. Les différences selon le type de SAL
Un rapport de ’EBMT en 2004 suggérait qu’il y avait non seulement un effet dose mais aussi

une différence entre le SAL-Fresenius et les autres SAL qui entraineraient une déplétion T plus
profonde. Parmi les receveurs de CSH, I’administration de SAL issus de cheval est associé¢ a un

retard de RI (taux circulant et fonctionnalité¢ des LT). Le déficit en LT persiste plus de 6 mois
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post-greffe alors que 1’administration de SAL issus de lapin, & dose équivalente, atteint
rapidement un taux sub-thérapeutique (<lpg/mL). Dés J30, le taux circulant de SAL est en
dessous d’une activité (t1/2 14 j). Ainsi, le déficit en LT se corrige dés J60. Il n’y a par contre

aucune corrélation avec la RI des NK et LB dans les 100 premiers jours post-greffe.
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MATERIELS ET METHODES

I. TYPE D’ETUDE
Il s’agit d’une étude rétrospective a visée comparative de deux dose de SAL (forte dose

>60mg/kg et faible dose <60mg/kg). L’objectif principal est de déterminer la conséquence
clinico-biologique de la dose de SAL sur la reconstitution immunitaire. Nous avons étudié, par
ailleurs, I’impact sur la survie globale et I’incidence des principaux conflits immunologiques

que connait le receveur.

II. POPULATION ETUDIEE
A. L’échantillonnage

La population source est constituée par I’ensemble des patients, adultes et enfants, allogreffés
au CHU de Nancy dans le secteur de transplantation médullaire, enregistrés consécutivement
dans la base informatique de données « SEQUELLES » de greffe du Professeur Bordigoni
depuis 1981 (base de données constitué sous Excel). La base de données sources contient des
informations complétées par un recueil spécifique effectu¢ dans les dossiers médicaux de greffe
et de consultations de chaque patient.

L’échantillon sur lequel ce travail a porté, correspond aux patients allogreffés entre juin 2000 et
janvier 2010. La répartition des caractéres pré-greffe des patients inclus dans cette étude est

homogene dans les 2 bras (SAL forte dose et SAL faible dose, tableau I)

B. Prophylaxie et traitement de la GVH
La prophylaxie de la GVH comporte soit 1’association de ciclosporine A et mycophénolate

mofétil, soit I’association de ciclosporine A et méthotrexate (administration de 15 mg/m*a J1 et
de 10mg/m® a J3, 6 et 11). La ciclosporine est débutée les 24 heures précédant la greffe, la
posologie initiale est de 3 mg/kg/jour puis elle est adaptée secondairement en fonction des
dosages plasmatiques résiduels (taux entre 200 et 300 ng/ml).

L’administration de sérum antilymphocytaire (SAL) joue un réle dans la prophylaxie de la
GVH, mais aussi un role important dans la prévention du rejet. Le sérum anti-lymphocytaire a

¢té administré a la dose totale de 40mg/kg ou 90 mg/kg sur 3 jours (a J-5, J-3 et J-1).

C. Typage HLA

La compatibilit¢ HLA entre le donneur et le receveur est indispensable. Le groupage HLA doit

étre réalis¢ sur deux prélévements sanguins différents en lymphotoxicité d’une part et en
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biologie moléculaire d’autre part. la technique de lymphotoxicité détermine les antigénes HLA
de classe I (A,B) et de classe II (DR, DQ). En biologie moléculaire, le typage HLA est étudié
au niveau générique pour les antigéenes HLA de classe I (A, B, Cw) et au niveau allélique pour
les antigénes de classe I (4 digits, DRB1, DQBI, DPBI, DQA). Nous parlons de donneur
compatible 10/10°™ quand le donneur et le receveur sont HLA A, B, C, DR et DQ identiques.

D. Prophylaxie infectieuse
Tous les patients sont maintenus dans un environnement protégé : par les mesures d'isolement,

le traitement de l'air (flux laminaire), la décontamination des surfaces et la décontamiantion
digestive anti-bactérienne et antifongique qui va de paire avec la stérilisation de la nourriture.

Les infections opportunistes sont systématiquement prévenues par différentes mesures :

v" Une prévention spécifique des infections 2 Pneumoystis jiroveci et Toxoplasma
gondii est réalisée par cotrimoxazole (Bactrim®) per os ou intraveineux a la dose de 30
mg/kg /prise un jour sur deux.

v Prévention des infections 8 CMV. Les produits sanguins transfusés sont irradiés a 25
Gy. Les receveurs CMV- recoivent des produits sanguins CMV-. A ces mesures
s’associe un traitement préemptif avec la surveillance deux fois par semaine de la
charge virale CMV par PCR et la mise en route d’un traitement par ganciclovir si
I’ADNémie est positive a deux reprises.

v Perfusion d’immunoglobulines polyvalentes intraveineuses a la dose de 100 mg /kg
/semaine jusqu’au J100, poursuivie au moins jusqu’au sixi€éme mois avec espacement
des perfusions en fonction du dosage résiduel IgG et de la synthése IgM.

v Les infections fongiques sont prévenues par I’administration de fluconazole en
intraveineux de J-10 a J30, puis un relais par itraconazole deés la reprise alimentaire
possible.

v Prévention des herpés virus par acyclovir, valacyclovir
En cas de séropositivité prégreffe du receveur pour varicelle — zona ou herpés simplex,
un traitement par acyclovir 3x5 mg/kg/j Zovirax® est instauré jusque j360.

Toute neutropénie fébrile est traitée par une bi-antibiothérapie intra-veineuse a large

spectre.
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II1. ETUDE DE LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE
A. Etude par cytométrie en flux de la reconstitution immunitaire lymphocytaire
L’analyse du phénotype des différents sous-types lymphocytaire a été réalisée a différents
temps apres la greffe : a J60, J100, J180 et J360. Les patients sont prélevés par ponction
veineuse ou via le cathéter central. Les leucocytes totaux et le pourcentage de lymphocytes sont

déterminés par automate (hématimétrie).

L’immunophénotypage des populations lymphocytaires T
Les marquages sont effectués avec des anticorps spécifiques couplés a un fluorochrome
particulier. Les lymphocytes T sont définis comme cellules CD3+. Ces LT CD3+ sont marqués
pour leur TCRap et TCRyd. Parmi tous les LT nous distinguons deux sous-types :
-les LT auxiliaires, CD3+ CD4+.
Parmi eux, nous distinguons les CD3+CD4+ CD45RA+ dits naifs et les CD3+CD4+CD45RO+
dits mémoires.Les LT CD3+ CD4+ sont marqués séparément pour CD28, CD38, HLADR. Les
LT4 CD25+ peuvent contenir des LT activés et des LT régulateurs. En 1’absence du niveau
d’expression du CD25 et d’autres marquages spécifiques des Tregs (comme foxp3 par
exemple), nous ne pouvons pas distinguer ces deux populations au sein des LT4 CD25+. Nous
n’avons donc pas pris en compte cette population dans notre étude.
-les LT cytotoxiques, CD3+CD8+.
Parmi eux, nous distinguons les LT cytotoxiques CD3+CD8+ CD45RA+ naifs, les CD3+
CD8+ CD45RO+ mémoires. Avec les mémes fluorochromes, les LT CD3+ CD8+ sont
marqués séparément pour CD28, CD38, HLA-DR.
L’immunophénotypage des populations lymphocytaires B : les LB sont CD19+, et les plus
immatures définis comme CD19+ CD5+
L’immunophénotypage des autres populations lymphocytaires
Les lymphocytes NK sont définis CD3- CD16+ CD56+
Les lymphocytes NKT sont définis CD3+ CD16+ CD56+. Le phénotypage des NKT invariant
n’a pas été réalisé.

B. Etude par de la fonctionnalité de la reconstitution immunitaire lymphocytaire
Tests de transformations lymphoblasiques (TTL)
L’analyse des TTL a été réalisée a différents temps post allogreffe : a J60, J100, J180 et J360

de la greffe. Les cellules mononucléées des patients sont mises en culture en plaques 96 puits a

fond plat sous un volume de 100pul, a la concentration de 1.10° cellules par mL de milieu
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RPMI 10% SAB, en présence de mitogénes (PHA ou PMA ionomycine) pendant 96 heures ou
d’antigenes spécifiques (aspergillus ou CMV) pendant 144 heures. La suspension cellulaire est
répartie distribuée en triplicate. Les puits contenant les suspensions cellulaires en présence du
milieu RPMI 10% SAB sont des témoins négatifs. Au cours des 18 dernieres heures
d’incubation la thymidine tritiée est incorporée. A I’issue de I’incubation, la culture cellulaire
est précipitée sur un filtre. Ce filtre est passé sur un compteur 3. Le nombre de cpm (coups par
minute) comptés sur le filtre indique le taux d’incorporation de la thymidine qui est

proportionnel a la prolifération cellulaire.

IV. ANALYSE STATISTIQUE

L’analyse statistique se décompose en 3 étapes :

- L’analyse descriptive : les variables quantitatives ont été décrites par la moyenne,
I’écart-type et la médiane, les variables qualitatives par des pourcentages.

- L’analyse comparative : nous avons recherché les facteurs associés a la probabilité¢ de
survenue d’une complication immunologique de type GVHa, GVHc, rechute, infections
virales, bactériennes, mycotiques et parasitaires. Les facteurs étudiés étaient : 1’age, le
conditionnement, le niveau de risque, le diagnostic initial, la compatibilit¢ HLA, la
source du greffon, la dose de SAL, la survenue d’une GVH aigué et chronique séveres.
Nous avons utilisé des modeles de régressions logistiques bivariées puis multivariées
dans lesquels les variables « candidates » significativement liées a la probabilité d’avoir
la complication étudiée a I’issu de ’analyse bivariée ont été inclues.

- L’analyse de survie. Nous avons décrit puis recherché la présence de facteurs
pronostiques de la survie globale, de la survie sans événement et la mortalité toxique
des patients greffés. La date d’origine était la date de greffe. Le recul a été fixé a 1 et 2
ans de la greffe. La méthode graphique de Kaplan-Meier a ét¢ utilisée pour représenter
la fonction de survie globale, de survie sans évenement et de mortalité lice a la toxicité
du traitement. Le test du Log Rank (analyse bivariée) et le modéle de régression de Cox
(analyse multivariée) ont permis d’étudier I’effet des différents parameétres testés
individuellement puis indépendamment les uns des autres sur la survie des patients.

Pour I’ensemble des analyses effectuées le risque alpha a été fixé a 5%. Les analyses ont été

effectuées sous le logiciel SAS v9.2.
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RESULTATS

I. CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION ETUDIEE

A. En pré-greffe (Annexe 5)
1/ Age a la greffe

On décompte 121 patients receveurs dont 51 enfants (42,2%) et 70 adultes (57,8%), soit une

moyenne d’age de 25,1 ans [6 mois-64 ans].

2/ Diagnostic
Ameégacaryocytose Sarcome Myélome Déficitimmunitaire
congénitale ’Ewing 1% congénital

2% 1% 2%

Autres

Hémoglobinopathies
3%

3%

Myélodysplasie
3%

SMP
7%

Lymphomes
7%

Aplasie
médullaire
9%

Figure 11 : Indications d’allogreffe de CSH.

1/Leucémies :

-aigués (56%): 32% leucémies aigués myéloblastiques (LAM), 24% leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL)

-chroniques(10%) : 7% leucémies myéloides chroniques et autres syndromes myéloprolifératifs (SMP)
chromosome Philadelphie négatif (Phi-), 3% leucémies lymphoides chroniques (LLC).

2/Syndrome myélodysplasique (6%) dont 3% de leucémies myélomonocytaires chroniques juvéniles
(LMMQ)),

3/Tumeurs solides et hémopathies autres (13%) :

- les lymphomes hodgkiniens et non hodgkinien (LMNH) (7%)

- les myélomes multiples (1%)

-les sarcomes d’Ewing (1%), rhabdomyosarcomes (1%), épendymome (1%), gliome (1%), embryome (1%).
4/Hémopathies non malignes : aplasies médullaires idiopathiques (9%), maladie de Fanconi (2,5%), déficits
immunitaires (2%) et d’autres maladies héréditaires (amégacaryocytoses 2%).
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3/ Délai entre le diagnostic et la greffe

Le délai entre le diagnostic et la greffe est calculé pour I’ensemble des patients, y compris les
pathologies non cancéreuses, ce qui explique sa longueur de 2 ans et 7 mois, soit 987 jours en

moyenne mais de 481 jours en médiane (soit environ 1 an et 3 mois).

4/ Groupe a risque

Les greffes a haut risque sont déterminées par le diagnostic initial (maladies malignes) et le
statut de la maladie avant la greffe (au-dela de la premiére rémission compléte pour les
hémopathies malignes aigués, au-dela de la phase chronique pour les LMC ou en cas de
rémission partielle pour les tumeurs solides). Elles se répartissent ainsi dans notre échantillon:
0 Greffes a haut risque : 60,3%

0 Greffes a bas risque : 39,7%

5/ Compatibilité HLA

La compatibilité donneur-receveur est pour 66% des patients 10/10¢me, pour 31,4% des patients

9/10= et pour 1,6% des patients 8/10,

6/ Source de greffon
Deux sources principales sont a considérer dans notre étude :

0 Moelle osseuse : 60,3 %

0 Cellules souches périphériques : 39,7 %

7/ Compatibilité ABO

L’incompatibilité majeure est définie par la présence dans le plasma du receveur d’anticorps
anti-A ou anti-B réactifs avec les globules rouges du donneur (par exemple, lorsque le donneur
est du groupe A et le receveur du groupe O).

L’incompatibilit¢ mineure est définie par la présence dans le plasma du donneur d’anticorps
anti-A ou anti-B réactifs avec les globules rouges du receveur (par exemple, lorsque le donneur
est du groupe O et le receveur du groupe A). La répartition est dans cette ¢tude :

0 Compeatibilité : 40,5%

0 Incompatibilité mineure : 24%

0 Incompatibilité majeure : 34,7%
0}

Incompatibilité bidirectionnelle : 0,8%
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8/ Statut CMYV donneur/receveur

Donneurs positifs : 75 (62 %)
Receveurs positifs : 77 (63,6%)
Couples donneur positif/ receveur négatif : 24 (19,8 %)

o O O O

Couples donneur négatif/ receveur positif : 26 (21,5 %)

9/ Sexe

Donneurs hommes : 81 (67 %)
Donneurs femmes : 40 (33 %)

Couples donneur femme/ receveur homme : 24 (19,8 %)

o O O O

Couples donneur homme/ receveur femme : 25 (20,6%)

10/ Conditionnement

0 Le conditionnement myéloablatif a été administré a 52 patients (43 % des patients de
’¢étude), dont 27 patients (45,7 %) avec irradiation corporelle totale (12 Gray en 6 fractions sur
3 jours), 22 patients (37,3%) avec busulfan (dose > 16 mg/kg), et 3 patients avec un autre type
de conditionnement.

L’irradiation corporelle totale ou le busulfan est associé pour 36 patients avec du
cyclophosphamide, 4 patients ont recu du VP16, 5 de I’aracytine, 2 du thiotepa et 2 du platine.
0 Le conditionnement non my¢loablatif a concerné 69 patients (57 % des patients), dont 47
patients (68,1%) avec Fludarabine + Melphalan et 31,9% patients avec un conditionnement
autre.

0 Le sérum anti-lymphocytaire (SAL) : 69 (57%) des patients ont recu une faible dose (SAL
Fresenius 40mg/kg) et 52 (43%) patients ont recu une forte dose (SAL Fresenius 90 mg/kg).
Les deux groupes ont une répartition des parametres homogenes : parameétres influencant la

survie, les conflits immunologiques et la reconstitution immunitaire (Tableau I).

Tableau I : Comparaison de la population étudiée dans le groupe ayant bénéficié de 40mg/kg de SAL versus
le groupe ayant recu 90mg/kg de SAL.
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Paramétres 40mg/kg de SAL (n=69) 90mg/kg de SAL (n=52) p=
Age 23,94 ans en moyenne [0-60,5] 26,56 ans en moyenne [1-64] 0,68
21,65 ans de médiane 24,34 ans de médiane
Source du greffon Moelle osseuse : 42 (60,8%) Moelle osseuse : 30 (57,7%) 0,72

CSP : 27 (39,2%) CSP : 22 (42,3%)
Cellules injectées = Cellules CD34+ : 4,94.10%/kg Cellules CD34+: 4,60.10°/kg 0,52
(moyenne/kg) LT: 14,6.10"/kg LT: 10,77.107/kg 0,13
Niveau de risque = Haut risque : 40 (57,9%) Haut risque : 29 (55,7%) 0,54
Faible risque : 29 (42,1%) Faible risque : 19 (44,3%)
Compatibilité HLA-identique : 45 (65,2%) HLA-identique : 35 (67%) 0,81
HLA HLA-incompatible : 24 (34,8%) HLA incompatible : 17 (33%)
Conditionnement = My¢lo-ablatif: 31 (45%) My¢élo-ablatif : 30 (57,7%) 0,61
Non my¢lo-ablatif : 38 (55%) Non my¢lo-ablatif : 29 (42,3%)
Prophylaxie de la = Ciclosporine+Cellcept® : 32 (46,3%) = Ciclosporine+Cellcept® : 27 (52%) 0,83
GVH Ciclosporinet+méthotrexate : 32 Ciclosporine+méthotrexate : 25
Autres : 5 (7,2%) (48%)

B. En post-greffe (annexe 6)

1/ Présence d’une maladie du greffon contre ’hote (GVH)
0 GVH aigué : 82 receveurs sont atteints de GVHa (soit 67% de notre échantillon). Parmi ces
patients, selon la classification de Glucksberg (annexe 1), 11 patients sont atteints de GVH de
grade I (soit 13,4% de notre échantillon), 59 patients atteints de GVHa de grade II (48%), 8
patients de GVHa de grade III (9,7 %) et 4 patients de GVHa de grade 1V(4,8%).
0 La GVH aigué cutanée est survenue chez 50 patients (41,3%). La GVHa du tube digestif
touche 54 patients (44,6%) et la GVHa hépatique 14 patients (11,5%).
0 GVH chronique : a été classée selon Akpek pour 120 patients. 76 patients n’ont pas de
GVHc ou ont une forme limitée (63,3%) et 44 patients ont une forme extensive (44,4%). Selon

la classification NIH, 59 patients sont évaluables, 49,2% ont une GVHc sévere.
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2/ Infections

Les complications infectieuses €taient réparties de la facon suivante :

0 Bactériennes : 49 patients (40,5 %), dont 28 (soit 57,1 % des patients ayant une infection
bactérienne) avec sepsis a Staphylocoque a coagulase négative. La survenue du sepsis a un
délai médian par rapport a la greffe de 11 jours [de J-6 a J 1401].

0 Mycosiques : 16 patients (13,2 %) dont 6 (37,5%) déces.

0 Virales : 112 (92,5 %) patients ont connu au moins une infection virale au décours de
’allogreffe dont 26,9% patients infectés par cytomégalovirus (CMV), 25% par Epstein Bar
virus (EBV), 21,4 % par adénovirus, 11,6% par des virus respiratoires (influenza, virus
respiratoire syncitial, parainfluenza...), 5,3 % par HHV6 et 5,3% par herpes simplex virus

(HSV), enfin 4,5% par varicelle zona virus (VZV).

3/ Survenue de cancers secondaires

On dénombre 6 patients (5%) atteints d’un cancer 1i¢ a I’'immunodépression du patient dont les

2/3 sont représentés par le PTLD.

4/ Survenue de la rechute

La rechute de la maladie initiale a concerné 24 patients (19,8 %). Son délai médian de survenue

est de 217 jours soit 7 mois environ apres la greffe [46-1255 jours].

II. ETUDE DE LA MORTALITE DE NOTRE POPULATION GREFFEE

A. Survie globale
1/ Description de la population.

Le suivi médian est de 21,3 mois [0,2-121,9]. La survie globale médiane est de 649 jours a la
date de dernicres nouvelles soit un peu plus de 21 mois. La survie globale a 1 an est de 67,7%.
La survie globale a 2 ans est de 57%.
Les 3 facteurs pronostiques qui diminuent la survie globale a 1 an sont:

- Au moins une incompatibilit¢ HLA,

- la survenue d’une GVH aigué sévere (II-1V)

- et la survenue d’'une GVH chronique extensive
La survie globale a 2 ans est diminuée par 5 facteurs pronostiques :

- I’age, notamment la population adulte (>18ans),
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- le niveau de risque (notamment les receveurs considérés a haut risque)
- I’incompatibilit¢ HLA (au moins une incompatibilité¢ entre donneur et receveur)
- la survenue d’une GVHa sévere

- et la survenue d’une GVHc extensive

2/ Impact des caractéristiques cliniques

Nous détaillerons la survie globale a deux ans
a. Age receveur/donneur

La survie globale est de 72,55% pour les enfants et de 47,76% pour les adultes (p =0,01).

b. Délai entre le diagnostic et la greffe
La durée médiane entre le diagnostic et la greffe est de 481 jours. Nous avons retenu cette
valeur pour 1’évaluation de la survie. Si le délai entre le diagnostic et la greffe est inférieur a
481 jours, la survie a un an est de 67,2%. Si le délai est supérieur a 481 jours, la survie a un an
passe a 63%. Par contre la survie médiane des patients ayant un délai entre le diagnostic et la
greffe inférieur a 481 jours est de 585 jours a la date de dernicres nouvelles contre 857 jours
pour les patients avec un délai supérieur entre la greffe et le diagnostic. Ce critére d’évaluation
des patients est fortement biais¢ par le fait que le délai entre le diagnostic et la greffe est
souvent le plus long en cas d’hémopathie non maligne. Ces patients ont une meilleure survie,

entre autre grace, entre autre, a la moindre incidence de la rechute.

c. Compatibilit¢ HLA
Les greffés en HLA-identiques 10/10:"ont une OS de 62%, de 55,5% pour les 9/10eme et de 0%
pour les 8/10: (p=0,01).

d. Compatibilit¢ ABO
Il n’y a pas de différence statistiquement significative en terme de survie entre les différents
groupes de compatibilitt ABO (compatible, incompatibilit¢ mineure, majeure ou

bidirectionnelle) (p = 0,78).

e. Statut CMV
La survie a deux ans est de 57,9% pour les couples donneur et receveur CMV négatif et de
70 % pour les couples donneur et/ou receveur CMV positif (p = 0,14).

f. Sexe receveur/donneur
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La survie globale est de 58,2% pour les couples donneur-receveur hommes, de 62,5% pour les
couples donneur-receveur femmes et de 52,17% lorsque le receveur est de sexe masculin et le

donneur de sexe féminin (p =0,75).

3/ Impact des caractéristiques de la prise en charge

a. Groupe de risque
Dans le groupe des greffes a bas risque, une différence de survie est statistiquement
significative a deux ans ; la survie est de 68,7% dans le groupe des greffes a bas risque versus
51,4% dans le groupe des greffes a haut risque (p =0,03). Notons que le diagnostic initial est un
paramétre important si nous classons les leucémies aigués et chroniques en un groupe

(appeléehémopathies malignes) compar¢ a toutes les autres indications de greffe (appelé autre).

b. Source du greffon
La différence de survie globale si le greffon est issus de moelle osseuse ou de CSP n’est pas
statistiquement significatif : survie de 53,5% en cas de greffe de CSP et de 65,9% en cas de
greffe de moelle osseuse (p =0,18).

c. Type de conditionnement
La survie a 2 ans est de 57,5% aprés un conditionnement a intensité réduite, moins toxique,
versus 59,6% aprés un conditionnement myéloablatif (p= 0,88), la toxicité initiale d’un
conditionnement my¢loablatif pouvant E&tre nivelée par le risque de rechute aprés un

conditionnement a intensité réduite.
d. Sérum anti-lymphocytaire forte dose/faible dose

La survie a 1 an puis 2 ans des patients ayant recu une forte dose de SAL est de 73,2% puis

59,6% versus 69,3% puis 57,6% pour les patients ayant recu une faible dose (p =0,83).
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Figure 12 : Survie globale a 1 an en fonction de la dose de SAL administrée aux patients.
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Figure 13 : Survie globale a 2 ans en fonction de la dose de SAL administrée aux patients.
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4/ Impact des événements post-greffe

a. Survenue d’une GVH aigué
On distingue deux profils différents : en I’absence de GVH aigué€ ou en cas de grade I comparé
a la GVH aigué sévere de grade II-IV. La survie a deux ans est respectivement de 61,2% contre
42% (p=0,02). Notons qu’en cas de GVH aigué de grade IV la survie a un an est de 0%
(p<0,0001).

b. Survenue d’'une GVH chronique
A deux ans, la survie est de 9% dans le groupe de patients qui a présenté¢ une GVH chronique

extensive, contre 62% dans ’autre groupe (p < 0,0001).

B. La survie sans maladie

La DFS est la survie sans rechute. Le délai médian de survenue de la rechute est de 6,2 mois
[1,5-41,1]. La survie sans événement est strictement comparable a la survie globale. Nous
observons que, parmi les 20,25% des patients ayant eu un événement, a 1’exception de 3
patients qui ont rechuté et ne sont pas décédés au recul fixé, tous les autres sont décédés apres

leur rechute (courbes quasi superposables).

Courbe de Survie (mortalité globale)
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Figure 14 : Courbe de la survie globalea 2 ans.
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Survie sans événement
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Figure 15 : Courbe de la survie sans événement a 2 ans.

C. Mortalité liée a la toxicité du traitement
1/ Mortalité liée a la toxicité du traitement

La mortalité liée a la toxicité du traitement (TRM) englobe 1’ensemble des déces non liés a une
rechute. Le délai médian de décés est de 8,7 mois [0,6-46]. La mortalité¢ a 1 an est de 32,3% des
patients et a 2 ans de 43%. A la date des derni¢res nouvelles, 56 patients de I’étude sont
décédés soit 46,2%. Dans notre étude la TRM a un an est influencée par les mémes facteurs
explicatifs qu’a 2 ans. C’est pourquoi nous présentons ci-dessous les résultats de la TRM a 2

ans.

2/ Caractéristiques cliniques

a. Age receveur/donneur
La mortalité liée a la greffe est chez ’enfant de 14% et de 32% chez 1’adulte (p=0,01) a 2 ans
post-greffe.

b. Compatibilit¢ HLA
A deux ans de la greffe, on observe: une TRM de 19% en cas de greffe phéno-identique

10/10¢me, contre 35% en cas de greffe phéno-identique 9/10eme et 8/10+ (p=0,05)
c. Statut CMV

La TRM est de 50% lorsque le donneur est séronégative pour un receveur séropositif, versus

20% dans les autres couples sérologiques (p=0,05).
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d. Maladie initiale (diagnostic)
Le diagnostic de la maladie n’influence pas la TRM qui est a 2 ans de 25% en cas
d’hémopathies malignes de type leucémies aigués et chroniques versus 24% pour toutes les

autres indications de greffe (p=0,76).

3/ Caractéristiques de la prise en charge

a. Groupe de risque

La TRM est de 15% pour les patients a faible risque et de 31% pour les patients a haut risque
(p=0,02).

b. Source du greffon
La TRM est de 30% en cas de greffe de CSP et de 15% en cas de greffe de moelle osseuse (p
=0,03).

c. Type de conditionnement
Le type de conditionnement my¢loablatif vs non my¢loablatif n’influence pas la TRM a deux

ans (p =0,16) de la greffe.

d. Dose de SAL
La prophylaxie de la GVH par SAL implique 29% de TRM pour les patients ayant recu une

forte dose de SAL dans le conditionnement versus 18% pour ceux ayant recu une faible dose,

(p=0,17).

4/ Evénements post-greffe

a. Survenue d’une GVH aigué

La TRM est de 22% en cas de GVHa de grade 0-1 et de 26% en cas de GVHa sévere (p=0,75).
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b. Survenue d’'une GVH chronique
La TRM est de 19% si le patient ne présente pas de GVHc ou une GVHc limitée versus 35% en

cas de GVHc extensive, mais cette différence n’est pas statistiquement significative (p =0,12)

D. Analyse multivariée
Les variables candidates pour [’analyse multivariée sont celles significatives en analyse

univariée (soit p < 0,05).

1/ Facteurs pronostiques de la survie globale a deux ans

Les facteurs indépendants de mauvais pronostic sont :
- L’age (> 18 ans)

- Le diagnostic initial (leucémies aigué€s et chroniques)
- Le niveau de risque (¢éleve)

-la survenue d’'une GVHa sévere

- la survenue d’'une GVHc extensive

Le facteur de bon pronostic est la compatibilit¢ HLA 10/10 entre le receveur et le donneur.

Tableau II : Analyse multivariée des facteurs impactant sur la survie globale.

HR p
Age
Enfant 56[2,4-13,2] 0,0001
Adulte 1
Diagnostic
Autre 4,1[1,9-8,38] 0,0003
Hémopathie maligne 1

Les facteurs qui ne sont pas significatifs dans ce modé¢le de régression de Cox multivariée sont :
le niveau de risque a la greffe, la survenue de la GVHa et chronique séveres et le degré de
compatibilit¢ HLA.

2/ Facteurs pronostiques de la survie sans événements a deux ans

Les facteurs indépendants de mauvais pronostic retenus sont les mémes que ceux retenus pour

la survie globale.
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Tableau III : Analyse multivariée des facteurs impactant sur la survie sans événement.

HR p
Age
Enfant 31[1,6-6,3] 0,0014
Adulte 1
Diagnostic
Autre 3,7[1,8-7,7] 0,0004
Hémopathie maligne 1

Les facteurs qui ne sont pas significatifs dans ce modéle de régression de Cox multivariée
sont les mémes que dans I’analyse multivariée de la survie globale: le niveau de risque a la

greffe, la survenue de la GVHa séveére et chronique extensive et le degré de compatibilité¢ HLA.

3/ Facteurs pronostiques de la mortalité toxique a deux ans

Tableau IV : Analyse multivariée des facteurs impactant sur la mortalité par toxicité du traitement.

HR p
Age
Adulte 29[1,2-6,9] 0,0167
Enfant 1
Greffon
Cellules souches périphériques 3,7[1,6-9] 0,0032
Moelle osseuse 1
Niveau de risque
Elevé 29[1,2-7] 0,0159
Faible 1

Les facteurs qui ne sont pas significatifs dans ce modele de régression de Cox multivariée sont:

le statut sérologique CMV donneur/receveur et le degré de compatibilit¢ HLA.

ITII. LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE POST-GREFFE

A. La reconstitution immunitaire biologique
1/ Définition des normes biologiques

a. Humorale
Ig G>8g/L
IgA> 0,9g/L
IgM> 0,6g/L
La reconstitution immunitaire humorale n’a pas pu étre évaluée compte tenu du fait que les
patients bénéficiant de SAL dans leur conditionnement sont des patients greffés avec des

donneurs non apparentés, et qu’ils ont donc tous bénéficié d’immunoglobulines polyvalentes
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en perfusions prophylactiques, de fagon hebdomadaire, au décours des premiers mois post-

greffe.

b. Cellulaire

-Valeur attendue des taux circulants cellulaires

* chez ’adulte :
* Lymphocytes : >1000 cellules/ul
* LT : 60-80 % des lymphocytes totaux ou > 1000/pul
* LT4 : >450/ul
« LTS8 : >200/ul
* LB : >50/pul
* NK : >50/pl
* T4/T8 : >0,8

* chez ’enfant : on retient les mémes valeurs sauf pour les lymphocytes > 1000/pl,
LT4> 100/ul, LB >200/ul et NK> 100/pl
-Valeur attendue d’une activité cellulaire : TTL PHA et PMA (cpm) >100000, TTL aspergillus
et CMV (IT) >3

2/ Récupération d’un taux lymphocytaire T normal

Notre étude déplore malheureusement de nombreuses données manquantes (n= nombre de
patients) a chaque date post-greffe établie (J60, J100, J180, J360). Nous n’avons donc pas
réalis€ une analyse séparée de la population pédiatrique. Nous avons considéré toute la
population, le seuil de normalit¢ de chaque paramétre étant le plus haut fixé pour les deux

populations.

= Les lymphocytes totaux circulants ont un taux normal pour 50% des patients récupéré
entre J180 et J360.

= A J60, la probabilité¢ d’avoir ce taux est de 5% (n=4/80)

= A J100, cette probabilité est de 15,9% (n=11/69)

= A J180, elle est de 33,3% (n=21/63)

= A J360, elle atteint 62,7% (n=32/51)
En analyse univariée, les facteurs de risque influengant favorablement la probabilité d’atteindre
un taux de lymphocytes > 1000/ul sont :
- L’absence de GVHa sévére (p = 0,008), notamment a J180
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- L’absence de GVHc extensive (p = 0,0006), notamment a J360

En analyse multivariée seule la GVHc extensive est a retenir comme influengant la

reconstitution du taux de lymphocytes circulants.

= Les lymphocytes T (CD3+) circulants sont considéré normaux au-dela d’un taux de

1000/pul

A J60, la probabilité d’avoir ce taux est de 9,9% (n=8/81)
A J100, cette probabilité est de 1,59% (n=1/67)

A J180, elle est de 4,8% (n=3/63)

A 1360, elle atteint 0% (n=0/50)

Compte tenu du faible nombre de patients avec un seuil aussi ¢levé de LT circulants, aucun

test statistique n’a été réalisé.

La reconstitution des LT4 est aussi trés lente a obtenir, parmi les 121 patients, 50% ont
atteint un taux de CD4 supérieur a 500/ ul entre J180 et J360.

A J60, la probabilité d’avoir ce taux est de 9% (n=7/78)

A J100, cette probabilité est de 19,1% (n=13/68)

A J180, elle est de 27% (n=17/63)

A J360, elle atteint 56,9% (n=29/51)

En analyse univariée, les facteurs de risque influengant favorablement la probabilité d’atteindre

un taux de CD4 > 500/ pl sont :

- L’age pédiatrique (p <0,0001)

- Le conditionnement non my¢loablatif (p = 0,0124)

En analyse multivariée, seul 1’age influence la reconstitution immunitaire LT4.

= La reconstitution des LTS8 : 50% des patients ont atteint un taux de LTS8 supérieur a

250/pul entre J100 et J180. La reconstitution des lymphocytes T8 est moins lente a
obtenir que les LT4:

A J60, la probabilit¢ d’avoir un taux de lymphocyte CD8 >250/ul est de 21,8%
(n=15/76)

A J100, cette probabilité est de 42,6% (n=29/68)

A J180, elle devient constante 60,3% (n=38/25)

A J360, elle intéresse 74% des patients (n=37/50)
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En analyse univariée, nous retenons que le diagnostique initial d’hémopathie maligne (p=0,05 a
J100 et p=0,0009 a J360) et la survenue d’une GVHc extensive (p=0,02 a J360) ralentissent la
RI des LTS. Le statut sérologique positif du donneur vis-a-vis du CMV semble amélioré a J180
la reconstitution des LT8 (p=0,06). Aucun facteur de risque en analyse multivariée n’a

influencé la probabilité d’atteindre un taux de LT8 >250/ul dans cette étude.

= La reconstitution du ratio T4/T8:

= A J60, la probabilité¢ d’avoir un taux ratio T4/T8>0,8 est de 30,1% (n=22/73)

= A J100, cette probabilité est de 20,9% (n=14/67)

= A J180, 23,8% (n=15/63)

= A J360, 40% (n=20/50)
En analyse univariée, nous retenons que 1’age adulte (p=0,005 a J60 et p=0,001 J360), le
diagnostique initial d’hémopathie maligne de type leucémie aigué¢ ou chronique (p=0,002 a
J60), notamment le niveau de risque élevé (p=0,005 a J60 et p=0,004 a J360) et la survenue de
GVHc extensive (p=0,05 a J360) ralentissent la RI du ratio T4/T8. En analyse multivariée seuls
I’hémopathie maligne et le niveau de risque influencent la probabilité d’atteindre un taux

T4/T8>0,8 dans cette étude.

= La reconstitution des LB : un taux de LB supérieur a 200/ul est atteint entre J180 et
J360 pour 50% des patients.

= A J60, la probabilité¢ d’avoir un taux de lymphocyte B>200/ul est de 18,5% (n=15/81)

= A J100, cette probabilité est de 16,2% (n=11/68)

= A J180, la probabilité est de 33% (n=21/63)

= AJ360,elle est de 62% (n=31/50)
En analyse univariée, les facteurs de risque diminuant la probabilité d’atteindre un taux de
LB>200/pl sont : ’age> 18 ans (p = 0,002), le conditionnement myéloablatif (p=0,06) et la
survenue d’une GVHc extensive (p = 0,006).

En analyse multivariée, seul 1’age et la GVHc extensive a J360 influence la reconstitution des
LB.
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= La reconstitution NK
La reconstitution des cellules Natural Killer est la plus précoce a obtenir. Environ 50% des
patients ont un taux supérieur a 100/ pl a J60. La population de cellules Natural Killer reste
majoritaire jusqu’au J100 puis garde un taux quasi constant durant les mois suivants :

= A J60, la probabilité d’avoir un taux de cellules Natural Killer >100/ ul est de 43%

= A partir de J100 elle est de 78% +/- 11
- En analyse univariée, le facteur de risque influencant la probabilité d’atteindre un taux de NK
>100/ pl est :

v' Le statut sérologique positif du receveur vis-a-vis du CMV (p = 0,05)

3/ Récupération d’une fonctionnalité des lymphocytes circulants

= Les TTL PHA sont considérés comme positifs lorsque le résultat est >a 100000 cpm.
= A J60, la probabilité¢ d’avoir ce taux est de 4,7% (n=4/86)

= A J100, cette probabilité est de 10% (n=8/80)

= A JI80, elle est de 23,8% (n=19/80)

= A J360, elle atteint 49,1% (n=28/57)

En analyse univariée, les facteurs influencant le résultat des TTL PHA sont:

- L’age du receveur : a J360 65,5% de la population pédiatrique a recouvré¢ un TTL PHA>
100000 versus 32,1% dans la population adulte (p=0,01)

- La GVH aigué sévere : des J100, seulement 40% des patients atteints de GVHa sévere ont un
TTL PHA positif versus 62,5% des patients atteints de GVHa grade I ou sans GVH (p=0,05). A
J360, les TTL PHA sont positifs chez : 0% des patients atteints d’'une GVHa grade IV, 43,3%
des patients atteints de GVHa sévére et 66,7% des patients sans GVHa ou avec une GVHa de
grade I (p=0,06).

- La GVHc extensive influence des J100 la reconstitution immunitaire fonctionnelle : 25% des
patients atteints ont des TTL PHA> 10000 a J100 versus 61% lorsque le receveur ne présente
pas de GVH chronique ou une GVH chronique limitée (p= 0,008)

L’analyse multivariée ne retient que la GVHc extensive comme paramétre influengant la RI

fonctionnelle évaluée par les TTL PHA.

Notons deux remarques a 1’issus de cette étude :
1/ 45,2% des patients avec un greffon de moelle osseuse ont atteint un TTL PHA >100000

contre 53,8% avec un greffon de CSP (p= 0,51). Malgré une tendance pour une meilleure

92



reconstitution fonctionnelle de I'immunité lorsque le greffon est riche comme dans les CSP,
cette différence avec la moelle osseuse n’est pas statistiquement significative.

2/ 60,9% des patients ayant recu une forte dose de SAL ont recouvré un TTL PHA positif a
J360 contre 41,2% des patients ayant bénéfici¢é de SAL faible dose. Cette différence n’est pas

statistiquement significative (p=0,14).

= Les TTL PMA sont considérés comme positifs lorsque le résultat est > a 100000 cpm.
Or, dans notre population, un nombre suffisant de patients pour I’étude statistique des
facteurs influencant la récupération d’un TTL PMA positif, se voit a J100, soit plus
rapidement que pour les TTL PHA.

= A J60, la probabilité d’avoir ce taux est de 22,6% (n=19/84)

= A J100, cette probabilité est de 39% (n=30/77)

= A JI80, elle est de 51,9% (n=41/79)

= A J360, elle atteint 64,3% (n=36/56)

En analyse univariée, les facteurs influengant les TTL PMA sont:

- L’age du receveur: la population pédiatrique récupere plus vite une fonctionnalité
lymphocytaire que la population adulte : a J180 34,3% versus 15,6% (p=0,05) et a J360 65,5%
versus 32,1% (p=0,01).

- La source du greffon n’influence les TTL que précocement apres la greffe. A J100, 4,1% des
patients avec un greffon de moelle osseuse ont atteint un TTL PMA >100000 versus 19,4%
avec un greffon de CSP (p= 0,02). Cette différence disparait deés J180 (22,7% des patients
greffés avec moelle osseuse versus 25,7% des patients avec CSP (p=0,71))

- La GVH aigué sévere ralentit la reconstitution immunitaire fonctionnelle (TTL PMA positifs
a J100 pour 18,2% des patients indemnes de GVHa ou de grade 1 versus 4,3% des patients
atteints de GVHa sévére (p=0,04). A J360, 39,5% des patients atteints d’'une GVHa sévére et
61,1% des patients atteints de GVHa de grade 0-I1 ont un TTL PMA positif (p=0,08).

- La GVHc extensive influence les TTL PMA a partir de J180 : 14,7% des patients atteints de
GVHc extensive ont un TTL PMA positif versus 31,1% (p=0,08). Cette différence devient
fortement significative a J360 : 25% versus 61,1% (p=0,008).

En analyse multivariée, nous retenons la source du greffon a J100 et la GVHc extensive a J360.

Notons que la dose de SAL > 60mg/kg semble ralentir la reconstitution immunitaire

fonctionnelle lymphocytaire a J100 (7,9% des patients ayant recu SAL 90 ont un TTL PMA
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positif versus 11,9% ayant recu SAL 40, p=0,54) et a J180 (16,7% des patients ayant recu SAL
90 ont un TTL PMA positif versus 29,7% ayant recu SAL 40, p= 0,17). Par contre la forte dose
de SAL semble au contraire améliorer le pourcentage de patient ayant une RI fonctionnelle a
J360 (60,9% des patients ayant re¢cu 90 mg/kg de SAL ont un TTL PMA positif versus 41,2%
des patients ayant regu 40 mg/kg de SAL, p=0,14). Malheureusement ces données ne sont pas

statistiquement significatives.

= Les TTL vis-a-vis d’antigénes spécifiques comme 1’Aspergillus et le CMV sont

considérés comme positifs lorsque le résultat en IT >3.

Le TTL vis-a-vis de I’aspergillus. Dans notre population, un nombre suffisant de patient
récupere ce seuil de positivité vis a vis de I’aspergillus vers J360. En dec¢a de cette date, du fait
d’un trop faible nombre de patients ayant recouvré un TTL asp positif, nous ne pouvons évaluer
I’impact de facteurs capables de ralentir la RI fonctionnelle.

= A J60, la probabilité¢ d’avoir ce taux est de 5,4% (n=3/56)

= A J100, cette probabilité est de 11,5% (n=7/61)

= A JI80, elle est de 29,4% (n=15/51)

= A J360, elle atteint 50% (n=20/40)
En analyse univariée, les facteurs de risque influengant favorablement la probabilité d’atteindre
un TTL aspergillus IT>3 sont :
-L’age du receveur. En effet, a 1360, 70,6% de la population pédiatrique a recouvré un TTL asp
positif versus 34,8% dans la population adulte (p=0,02)
-Le conditionnement myeloablatif ralentit la RI fonctionnelle vis-a-vis de 1’aspergillus (37%
des patients traités avec conditionnement myéloablatif ont un TTL asp positif contre 76,9% des

patients avec conditionnement non myéloablatif) p=0,015.

En analyse multivariée, seul 1’age est un facteur a retenir.

Notons que 66,7% des patients ayant recu une forte dose de SAL ont recouvré un TTL asp
positif a J360 versus 40% des patients ayant bénéficié de SAL faible dose. Cette différence
n’est pas statistiquement significative (p=0,10), mais une fois de plus le SAL a forte dose
semble favoriser une reconstitution immunitaire fonctionnelle a J360, trés probablement par la

diminution de I’incidence de la GVHc (nous le verrons ultérieurement).
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Le TTL vis-a-vis du CMV est positif lorsque I’'IT>3.
= A J60, la probabilité¢ d’avoir ce taux est de 5,6% (n=4/71)
= A J100, cette probabilité est de 10% (n=7/70)
= A J180,elle est de 15,5% (n=11/71)
= A J360, elle est de 16% (8/50)
Compte tenu du trop faible nombre de patients ayant un TTL CMV positif a chaque temps,

aucune analyse des facteurs influengant la reconstitution immunitaire n’a pu étre appliquée.
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Tableau V : Facteurs pronostics de la reconstitution immunitaire évaluée par la normalité des taux de
cellules mononuclées circulantes sanguines.

Evénement

Lymphocytes

> 1000/l
CD3 > 1000/l

CD4 > 500/ul

CDS§ > 250/pl

Ratio T4/T8>0,8

CD19 > 200/pl

NK > 100/pl

Facteurs significatifs p en multivariée

en analyse univariée
- GVH aigué sévere NS
- GVH chronique extensive 0,0006

Pas de facteur compte tenu du

faible nombre de patients

- Age <10*
- conditionnement NS
- hémopathie maligne NS

- GVHc extensive NS
-statut sérologique CMV donneur + NS

- Age

- hémopathie maligne 0,002
- niveau de risque 0,004
- GVHc

- Age NS

- Conditionnement NS
- GVHc extensive <0,0001

- Statut sérologique CMV donneur+

Jour post-greffe

de significativité

J360

J 360

J 360
J 360

J 360
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Tableau VI : Facteurs pronostics de la reconstitution immunitaire fonctionnelle.

Evénement Facteurs significatifs en| p en multivariée | Jour post-greffe
étude univariée de significativité
TTL PHA - Age NS
>100000 cpm - GVH aigué sévere (1I-1V) NS
- GVH chronique extensive 0,008 J 100
TTL PMA - Age NS
>100000 cpm - Source greffon 0,002 J100
- GVH aigué sévere NS
- GVH chronique extensive 0,008 J180+360
TTL aspergillus - Age 0,02 J 360
>3 1T - Conditionnement NS
TTL CMV Aucun facteur n’a été identifié NS
>3 IT
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B. Cinétique de la reconstitution immunitaire en fonction de la dose administrée de
SAL

1/ Leucocytes

Le taux de leucocytes circulants est indépendant de la dose de SAL, et semble équivalent dans

les deux groupes étudiés.

Taux moyen leucocytes J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 4631,40/ul 4021,32/ul 4753,16/ul 5955,86/ul
(n=43) (n=37) (n=38) (n=20)
Groupe 90mg/kg de SAL 4501,18/ul 4086,47/ul 4372,40/ul 5585,91/u1
(n=34) (n=30) (n=25) (n=22)
7000,00
p=0,87 p=0,9 p=0,48 p=0,66
_ 6000,00 -
2
§ 5000,00 -
)
2 4000,00 -
2
& 3000,00 - m—A0meg,/kg de SAL
[=]
% 1000,00 -
0,00 T T ]
J60 J100 J180 J360
Jours post-greffe

Figure 16: Reconstitution du taux de leucocytes circulants
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2/ Lymphocytes

Le taux de lymphocytes circulants a tendance a étre plus €élevé en moyenne a J100 chez les
receveurs d’une forte dose de SAL. Cette tendance s’inverse a J180. A J360, il n’y a pas de

différence majeure entre les deux groupes étudiés.

Taux moyen lymphocytes J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 573,67/ul 791,46/ul 1139,89/ul 1487,10/ul
(n=45) (n=39) (n=38) (n=29)
Groupe 90mg/kg de SAL 632,34/ul 955,60/ul 879,88/l 1353,41/ul
(n=35) (n=30) (n=25) (n=22)
160000 1 p=0,78 p=0,48 p=0,23 p=0,6
T 1400,00 -
a 120000 A
2
o 1000,00 -
=
2 o
_§_ 200,00
_E §00.00 - ——40mg/kg de SAL
-I.é 200,00 — GOMg kg de SAL
[=]
2 200,00 -
0,00 -

160 J100 J180 J360

Jours post-greffe

Figure 17 : Reconstitution du taux de lymphocytes circulants
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3/ Lymphocytes T

Le taux de LT suit I’évolution du taux de lymphocytes totaux : plus ¢élevé a J100 chez les
receveurs d’une forte dose de SAL, cette tendance s’inverse a J180. A J360, il n’y a pas de

différence majeure entre les deux groupes étudiés.

a. Totaux
Taux moyen LT J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 324,17/ul 477,72/ul 692,18/l 866,68/
(n=47) (n=39) (n=38) (n=28)
Groupe 90mg/kg de SAL 242,53/l 540,43/l 411,32/l 768,27/ul
(n=34) (n=28) (n=25) (n=22)
000090 pops9 p=0,76  p=0,03  p=0,52
900,00
800,00
= 700,00 4
K 500,00 -
Q
T 500,00 4
_E 40000 s 10mig/kg e SAL
S 300,00 - e 90Mg/kg dlé SAL
200,00
100,00 -
0,00 1
J&o J100 180 1360

Jours post-greffe

Figure 18 : Reconstitution du taux de lymphocytes T circulants

Au sein des LT, nous avons distingué les LT avec un TCR classiques af} et les LT avec un TCR
v6. Ces deux sous-types ont une évolution similaire aux LT totaux. On note leur taux moyen

plus diminué a J60 chez les patients traités par 90mg/kg de SAL.
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Taux moyen LTof J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 277,55/l 611,18/ul 630/ul 777,67/l
(n=20) (n=22) (n=27) (n=21)
Groupe 90mg/kg de SAL 148,80/l 755,53/ul 441,63/ul 663,64/ul
(n=15) (n=17) (n=16) (n=11)
900,00 -
800,00 - p=0,12  p=0,65 p-0,22 p-0,88
700,00 -
=
~ (600,00 ~
Q.
; 500,00 -
% 400,00 ——40mg/kg de SAL
S 300,00 - ——090mg/kg de SAL
200,00 -
100,00
0,00 : : |
J60 J100 J180
Jours post-greffe
Figure 19 : Reconstitution du taux de lymphocytes Taf circulants.
Taux moyen LTyd J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 13,25/ul 23,76/ul 35,15/ul 81,60/ul
(n=20) (n=22) (n=27) (n=20)
Groupe 90mg/kg de SAL 5,2/ul 55,53/ul 28,63/ul 74,45/ul
(n=15) (n=17) (n=16) (n=11)
90,00 -
&0,00 -
5 70,00
w 60,00 -
.
5 50,00 -
5
p 40,00 ——0mg/kg de SAL
-~
E 30,00 7 ——90mg/kg de SAL
< 20,00 -
10,00 +
0,00 . .

Jours post-greffe

J60 J100 J180 1360

Figure 20 : Reconstitution du taux de lymphocytes Tyé circulants.
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b. LT4
= LT4 totaux
L’évolution du taux de LT4 circulants semble ralentie chez le receveur d’une forte dose de
SAL de fagon constante sur les 6 premiers mois suivant la greffe. Cette différence entre les

deux groupes est statistiquement significative a J180. Le taux circulant de LT4 n’atteint un taux

moyen comparable dans les 2 groupes qu’a J360.

Taux moyen LT4 J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 69,36/l 98,77/ul 160,29/l 287,07/l
(n=44) (n=39) (n=38) (n=29)
Groupe 90mg/kg de SAL 49,85/ul 74,03/l 114,52/ul 288,45/ul
(n=34) (n=29) (n=25) (n=22)
350,00 -
p=0,34 p=0,24 p=0,06 p=0,98
300,00 +
2 250,00
g
— 200,00 -
[}
D
'E 150,00 - ——40mg/kg de SAL
S 100,00 - e 90mg/kg de SAL
50,00 -
0,00 T T
160 J100 J180 J360
lours post-greffe

Figure 21 : Reconstitution du taux de lymphocytes T4 circulants.

= LT4 phénotypes activés : Le SAL a de nombres immunoglobulines dirigées contre les
molécules de co-stimulation, prévenant ainsi [’activation des cellules
immunocompétentes. Le SAL pourrait diminuer I’expression du CD28 sur les LT et sa
voie de stimulation par une activité agoniste anti-CTLA4 [126]. C’est pourquoi nous
nous sommes intéressés aux LT circulants avec un phénotype activé.
LT4+ CD28+
Les LT4 avec un phénotype activé (CD28+ ou CD38+ ou HLADR+) ont des taux moyens ,

dans les deux groupes étudiés , quasi-comparables.
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Taux moyen LT4 CD28+ J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 62,16/pl 92,81/ul 157,96/ul 253,90/ul
(n=19) (n=22) (n=28) (n=20)
Groupe 90mg/kg de SAL 45,13/pl 85,94/ul 138,53/l 184,58/ul
(n=16) (n=18) (n=17) (n=12)
300,00 +
p=0,48  p=0,78 p=0,61 p=0,7
3 250,00 -
&
N 200,00
[ ]
=
5 150,00 -
S ——40mg/kg de SAL
[H]
-E 100,007 ——90mg/kg de SAL
2 50,00 -
0,00 :
J60 J100 J180 1360
Jours post-greffe
Figure 22 : Reconstitution du taux de lymphocytes T4 CD28+ circulants.
LT4+ CD38+
Taux moyen LT4 CD38+ J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 32,16/pl 53,23/ul 103,00/pl 196,85/ul
(n=19) (n=22) (n=28) (n=20)
Groupe 90mg/kg de SAL 24,31/ul 67,94/ul 66,35/ul 176,00/ul
(n=16) (n=18) (n=17) (n=12)
250,00 -
p=0,61 p=0,60 p=0,12 p=0,76
3 200,00 -
N
+
]
8 150,00 -
<
E ——40mg/kg de SAL
; 100,00 1 ——50mg/kg de SAL
=]
£
2 50,00 -
0,00 T 1
Je0 J100 J180 1360
Jaurs post-greffe

Figure 23 : Reconstitution du taux de lymphocytes T4 CD38+ circulants.
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LT4+ HLADR+

Taux moyen LT4 HLADR+ J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 40,68/l 62,77/ul 53,68/ul 53,80/ul
(n=19) (n=22) (n=28) (n=20)
Groupe 90mg/kg de SAL 30,44/ul 68,50/ul 63,65/ul 51,17/ul
(n=16) (n=18) (n=17) (n=12)
80,00 -
= 70,00 - p=0,57 p=0,81 p=0,71 p=0,33
S~
£ 60,00 -
(a]
< 50,00 -
I
= 40,00 -
§ 30,00 - ——40mg/kg de SAL
= ——90mg/kg de SAL
€ 20,00 - me/ke de
Q
Z 10,00 -
0,00 ; .
160 1100 J180 1360
Jours post-greffe

Figure 24 : Reconstitution du taux de lymphocytes T4 HLA-DR+ circulants.

= LT4 naifs
La reconstitution des LT4 naifs est diminuée notamment a J180 chez les patients ayant recu

une forte dose de SAL. Cette différence disparait voire s’ inverse a J360.

104



Taux moyen LT4 naifs J60 J100 J180 J360

Groupe 40mg/kg de SAL 1,05/ul 4,42/ul 28,27/ul 102,00/ul
(n=20) (n=24) (n=30) (n=20)
Groupe 90mg/kg de SAL 14,41/ul 13,94/l 5,35/l 117,83/l
(n=17) (n=18) (n=17) (n=12)
140,00
= 12000 . P=0,36 p=0,48 p=0,01 p=0,78
= 120,
+
T 100,00 -
[Tl
<
S gooo0
s . ik
E 60.00 - 40mg/kg de SAL
b e O0mMeg/kg de SAL
5 40,00
E
3 2000 -
0,00 : . .
160 1100 J180 1360
Jours post-greffe

Figure 25 : Reconstitution du taux de lymphocytes T4 naifs circulants.
= LT4 mémoires

La récupération du taux de LT4 mémoires semble totalement indépendante de la dose de SAL

administrée lors du conditionnement (n= identique au n pour les LT4 naifs).

Taux moyen LT4 mémoires J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 87,60/ul 97,46/ul 125,43/ul 179,55/ul
Groupe 90mg/kg de SAL 58,24/ul 107,28/ul 128,18/ul 137,92/ul

£a0.5% p=0,45  p=0,72 p=043  p=0,17
= 130,00
-
160,00
& 140,00
& 120,00

3
—
(=]
(=]
(=]
<

s A Omg/kg de SAL
w— 9 0mg/ kg de SAL

NombredelT4 C
o
=1
[=1
(-]

J&o JL0O J180 J360

Jours post-greffe

Figure 26 : Reconstitution du taux de lymphocytes T4 mémoires circulants.
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c. LTS8
= totaux :
Le taux moyen de LTS8 circulants est diminué¢ chez le receveur d’une forte dose de SAL de
facon statistiquement significative a partir de J180 (p=0,02), alors qu’a J100 ce taux semblait

étre plus élevé (p=0,72). Nous faisons la méme observation pour les LTS8 avec un phénotype
CD28+, CD38+, HLADR+.

Taux moyen LTS8 J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 270,52/ul 356,33/ul 490,45/ul 555,00/ul
(n=44) (n=39) (n=38) (n=29)
Groupe 90mg/kg de SAL 256,71/ul 423,14/ul 253,56/ul 431,95/ul
(n=34) (n=29) (n=25) (n=21)
600,00 p=0,93 p=0,72 p=0,02 p=0,3
500,00 -
2
2 400,00
S 300,00 .
o w4 0mg/kg de SAL
L2
£ 200,00 —— 90mg/kg de SAL
=
100,00 -
0,00
160 J100 1180 1360

Jours post-greffe

Figure 27 : Reconstitution du taux de lymphocytes T8 circulants.
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Figure 28 : Reconstitution du taux de lymphocytes T8 CD28+ circulants.
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Figure 29 : Reconstitution du taux de lymphocytes T8 CD38+ circulants.
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Figure 30 : Reconstitution du taux de lymphocytes T8 HLA-DR+ circulants.
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= LTS8 naifs
La reconstitution des LT8 naifs suit ma méme évolution que les LT8 totaux, mais elle est

statistiquement indépendante de la dose de SAL administrée lors du conditionnement.

Taux moyen LTS8 naifs

J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 60,42/ul 90,27/ul 123,82/ul 208,80/l
Groupe 90mg/kg de SAL 11,44/p1 199,00/ul 99,18/ul 136,50/ul
250,00 5
p=0,05 p=0,37 p=0,69 p=0,39
E 20000 -
g 150,00 -
2
E 100.00 ——40mg/kg de SAL
% = G0mg/kg de SAL
£ 50,00
0,00 +

JBo J100 J180 1360

Jours post-greffe

Figure 31 : Reconstitution du taux de lymphocytes T8 naifs circulants.

= LT8 mémoires
Le taux de LT8 mémoires augmente rapidement dans les deux groupes jusque J100,

probablement par expansion homéostatique.
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Taux moyen LT8 mémoires

J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 173,05/pul 407,27/l 242,11/ul 281,45/ul
(n=19) (n=22) (n=28) (n=20)
Groupe 90mg/kg de SAL 76,75/l 407,67/l 178,00/l 193,67/l
(n=16) (n=18) (n=17) (n=12)
450,00 _
p=0,12 p=0,99 p=0,33 p=0,32
400,00 -
< 350,00
+
2 30000 |
n
% 250,00 -
5
g 200,00 = 40mg/kg de SAL
E 150,00 - —00mg/kg de SAL
£ 100,00 -
=
50,00 -
0,00 . ; .
160 1100 1180 1360)
Jours post-greffe

Figure 32 : Reconstitution du taux de lymphocytes T8 mémoires circulants.

d. NKT
Le taux de lymphocytes NKT circulants suit la méme évolution que les LT conventionnels.
Augmenté a J100 chez le receveur d’une forte dose de SAL, a J180, ce taux est inférieur au

taux moyen des NKT des receveurs ayant recu une faible dose de SAL (p=0,08).
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Taux moyen NKT J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 23,13/ul 25,43/ul 35,40/l 33,26/l
(n=23) (n=21) (n=30) (n=23)
Groupe 90mg/kg de SAL 14,31/ul 65,15/ul 17,18/ul 32,62/ul
(n=16) (n=20) (n=17) (n=13)
7000 7 50,45 p=0,35 0-0,08 0-0,975
60,00 -
2 50,00 -
|_
=
Z 40,00 +
4
g 30,00 - —40mg/kg de SAL
5 20,00 - —90meg,/kg de SAL
10,00 +
0,00 T T 1
J60 J100 J180 J360
Jours post-greffe

Figure 33 : Reconstitution du taux de lymphocytes NKT circulants.

4/ Lymphocytes B

La reconstitution du taux de LB circulants est diminuée en moyenne chez les patients ayant

recu la dose de 40 mg/kg de SAL, mais cette différence n’est pas statistiquement significative.
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Taux moyen LB J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 58,34/ul 52,77/ul 123,37/ul 223,72/ul
(n=47) (n=39) (n=38) (n=29)
Groupe 90mg/kg de SAL 62,15/ul 82,03/ul 177,32/ul 360,48/l
(n=34) (n=29) (n=25) (n=21)
400,00
p=0,88 p=0,33  p=0,32 p=0,09
350,00 4
— 300,00
<
@ 250,00
&Y
T 20000 4
A e 30mg/kg de SAL
£ 150,00 -
P e 90Mg/kg de SAL
100,00 A
50,00 -
0,00
J60 1100 J180 1360
Jours post-greffe

Figure 34 : Reconstitution du taux de lymphocytes B circulants.
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5/ NK

Le taux de lymphocytes NK est rapidement reconstitué¢ (avant J100). Le taux de lymphocytes
NK circulants est plus élevé chez les patients ayant recu 90mg/kg de SAL (J100, p=0,03), puis

devient comparable dans les deux groupes.

Taux moyen NK J60 J100 J180 J360
Groupe 40mg/kg de SAL 164,17/ul 235,26/l 257,68/ul 279,68/l
(n=46) (n=38) (n=38) (n=28)
Groupe 90mg/kg de SAL 192,88/l 344,21/l 234,88/ul 190,19/ul
(n=34) (n=29) (n=25) (n=21)
400,00
p=0,27  p=0,03 p=0,66 p=0,16
350,00 A
—= 300,00 4
.:: -
X 250,00 -
@
T 200,00 -
= w— 4 0mg/kg de
_g 150.00 - 40mg'kg de SAL
2 — O0M gk de SAL

100,00 4
50,00

0,00 -

160 J100 J180 1360

Jours post-greffe

Figure 35 : Reconstitution du taux de lymphocytes NK circulants.

AU TOTAL:

Les taux des leucocytes et lymphocytes totaux circulants chez le receveur semblent
indépendants de la dose de SAL administrée dans le conditionnement. Cependant, la forte dose
de SAL favorise la reconstitution d’un sous-type cellulaire de I’immunité innée :

-aJ100 : Lymphocytes NK (p=0,03)

Et ralentit la reconstitution de :

-a J180 : lymphocytes T totaux (p=0,03) ; notamment les NKT (p=0,08), les LT CD4+ de
phénotype naifs CD45RA+ (p=0,01) et les LT CD8+ totaux (p=0,02)

A J360, les moyennes des taux des lymphocytes (tous sous-type confondus) sont proches

quelque soit la dose de SAL administrée.
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Sil’on teste un effet "temps", on observe une évolution dans le temps du taux des lymphocytes
T totaux et notamment des LT4 (naifs) qui est statistiquement ralentie pour les patients ayant
recu une forte dose de SAL. Nous n’observons pas cet effet « temps» pour les autres types

cellulaires étudiés.

C. L’incidence des infections
Les infections (bactériennes, mycotiques, parasitaires et virales) sont plus fréquentes chez les

adultes 75,7% versus 43,1% chez les enfants (p=0,0003) et chez les receveurs CMV
séropositifs greffés avec un donneur CMV séronégatif (p<0,0001). Pour les raisons d’une trop
faible incidence d’infections mycotiques (n=16) nous étudierons 1’impact du SAL uniquement

sur I’incidence des infections bactériennes et virales.

1/ Facteurs explicatifs d’une infection bactérienne

a. Caractéristiques cliniques
* Age receveur/donneur

L’incidence d’une infection bactérienne est de 52,9% chez 1’adulte et de 23,5% chez 1’enfant

(p=0,001).

e Compatibilit¢ HLA
L’incidence des infections bactériennes est quasi-similaire quelque soit le degré de
compatibilit¢ HLA. Ainsi, 42,5% des greffés en HLA identique 10/10°™ présente une infection
bactérienne, 36,8% des greffes 9/10°™ et 33,3% des greffes 8/10™ (p=0,81)

e Statut CMV
De fagon intéressante, le statut sérologique CMV du donneur et du receveur semble influencer
la reconstitution immunitaire anti-bactérienne. En effet, 45% des couples D-/R- ont présenté
une infection bactérienne, 35,3% pour le couple D+/R+, 24% pour le couple D+/R-. Par contre
64% des couples a risque accru d’infection a CMV (D-/R+) ont présenté une infection
bactérienne (p=0,025). Traités par ganciclovir, ces patients présentent souvent une neutropénie

secondaire au traitement, favorable aux infections bactériennes.
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e Maladie initiale
Le diagnostic d’hémopathie maligne (notamment les leucémies aigués), probablement du fait
des chimiothérapies préalables pour obtenir la rémission compléte avant greffe, favorise la

survenue d’infection bactérienne (p=0,04) comparé aux autres diagnostics.

b. Caractéristiques de la prise en charge
* Groupe de risque
Les patients a faible risque présentent moins d’infections bactériennes (37,7%) comparés aux

patients a fort risque (44,2%) sans atteindre de significativité statistique (p=0,58)

* Source du greffon
L’incidence d’infection bactérienne est plus élevée (47,2%) pour les receveurs de moelle

osseuse que pour les receveurs de cellules souches périphériques mobilisées (30,6%) (p=0,06).

* Type de conditionnement
Le type de conditionnement n’influence pas I’incidence d’infections bactériennes (37,7% en
conditionnement myéloablatif versus 44,2% en non my¢loablatif, p=0,47). La discrete tendance
a une plus forte incidence d’infections bactériennes dans le conditionnement non myéloablatif
peut s’expliquer par la présence de fludarabine souvent administrée dans ce type de

conditionnement.

* Dose de SAL
La dose de SAL dans le conditionnement n’influence pas sur I’incidence des infections

bactériennes (SAL 40=40,6% versus SAL 90= 40,4%) p=0,98.

c. Evénements post-greffe
*  Survenue d’une GVH aigué
La survenue d’une GVHa sévere n’influence pas I’incidence des infections bactériennes. En
effet, 40,8% de ces patients contre 40% des patients sans GVHa ou avec une GVHa de grade |

ont présenté dans I’année une infection bactérienne (p=0,92)
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e Survenue d’une GVH chronique
La GVHc extensive augmente le risque d’infections bactériennes chez 59,1% des patients

contre 28,9% des patients présentant soit pas de GVHc soit une forme limitée (p=0,0012).

2/ Facteurs explicatifs de la survenue d’une infection virale

a. Caractéristiques cliniques
«  Age receveur/donneur
L’incidence d’une infection virale est de 64,3% chez 1’adulte et de 64,7% chez I’enfant
(p=0,96). Cependant, lorsqu’on étudie dans le détail I’incidence des infections virales,
I’incidence des infections a adenovirus est supérieure dans la population pédiatrique : 25,5%

des enfants greffés présentent au moins une infection a adénovirus contre 15,7% des adultes

(p=0,01).

* Le statut sérologique D/R CMV
De fagon attendue le statut sérologique du couple R/D impacte sur I’incidence d’infections
virales notamment CMV, avec 76% d’infections virales pour le couples D-/R+ versus 44%

pour un autre couple, par exemple D+/R- (p=0,05).

e Compatibilit¢ HLA
La compatibilit¢ HLA n’influence pas la survenue de complications infectieuses virales dans

notre population (HLA identique 10/10™ : 62,5%, 9/10°™ 68,4% et 8/10°™ 66,7%) p=0.81.

e Maladie initiale

Le diagnostic initial n’influence pas la survenue d’infection virale (p=0,49).

b. Caractéristiques de la prise en charge
* Groupe de risque
Les patients a haut risque ne font pas plus d’infections virales que les patients a faible risque

(60,3% versus 70% ; p=0,23)
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* Source du greffon
L’incidence d’infections virales est similaire chez les receveurs de moelle osseuse (68,1%) que

chez les receveurs de CSP (59,2%) p=0,31.

* Type de conditionnement
L’incidence des infections virales est similaire pour les patients ayant bénéficié d’un

conditionnement myé¢loablatif : 62,3% versus 67,3% pour le conditionnement NMA (p=0,57).

* Dose de SAL
La dose de SAL dans le conditionnement ne modifie pas 1’incidence globale des infections
virales (SAL40 63,8% versus SAL90 65,4%) p=0,85. Cependant, 32,7% des patients ayant recu
une forte dose de SAL ont au moins une infection a EBV contre 15,7% des patients ayant recu
une faible dose de SAL (p=0,04). De méme 26,9% des patients ayant re¢u une forte dose de
SAL ont au moins une infection a adénovirus contre 14,5% des patients ayant recu une faible

dose de SAL (p=0,07).

c. Evénements post-greffe
* Survenue d’une GVH aigué
La GVHa sévére accroit l'incidence des infections virales (71,8% des patients versus 54%)
p=0,04. Ce résultat se vérifie de fagon statistiquement significative notamment vis-a-vis de
I’adénovirus . 29,6% des patients atteints de GVHa sévere présentent au moins une infection a

adénovirus contre 6% des patients ayant soit pas de GVHa soit une GVHa grade I (p=0,0004).

e Survenue d’une GVH chronique
La GVHc extensive ne semble pas favoriser la survenue d’infections virales globales (67,2%
versus 61,1%) p=0,49. Cependant, vis-a-vis de 1’adénovirus 36,4% des patients atteints de
GVHc sévere présentent une infection contre 10,5% des patients n’ayant pas de GVHc ou une

GVHC limitée (p=0,0006).
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D. L’incidence de 1a GVHa
1/ Définition

La GVH aigué survient classiquement dans les 100 premiers jours aprés la greffe. Le
diagnostic est présumé sur les symptomes cliniques et confirmé par les biopsies de I’organe cible
(essentiellement la peau, le tube digestif, le foie, le poumon). Elle engage le pronostic vital

lorsqu’elle est dite sévere (du stade I a IV).

2/ Facteurs explicatifs

a. Caractéristiques cliniques
+ Age receveur/donneur
De fagon inattendue, il n’y a pas de différence significative dans notre échantillon en terme
d’incidence de la GVHa sévére entre la population pédiatrique (55%) et la population adulte

(62,5%, p=0,43)

* Compatibilit¢ HLA
On remarque une incidence diminuée de la GVHa sévére lorsque la compatibilit¢ HLA
receveur-donneur est en 10/10. 53,8% des patients greffés en compatibilit¢ HLA 10/10 sont
atteints de GVHa sévere contre 68,3% des patients greffés en compatibilit¢ HLA 9/10 ou 8/10
(p=0,01).

e Maladie initiale

Le diagnostic initial n’influence pas la survenue de GVHa sévere (p=0,31)

b. Caractéristiques de la prise en charge
* Groupe de risque
Le groupe de risque au moment de la greffe n’influence pas 1’incidence de la GVHa sévére

(56,3% pour le groupe de faible risque et 60,3% pour le groupe de haut risque) p=0,66.
* Source du greffon

La source du greffon n’influence pas I’incidence de la GVHa sévere : 61,1% des receveurs de

greffons de moelle osseuse versus 55,1% des receveurs de CSP (p=0,51).
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* Type de conditionnement
Le conditionnement influence de fagon statistiquement significative 1’incidence de la
GVHa sévere: 47,8% des patients traités avec un conditionnement atténué versus 73,1% des

patients traités avec un conditionnement my¢loablatif (p=0,0047).

* Dose de SAL
La dose de SAL dans le conditionnement est indépendante de 1’incidence de la GVHa sévére :
58% des patients ayant recu 40 mg/kg de SAL et 59,6% des patients ayant recu 90 mg/kg de
SAL sont atteints de GVHa sévere (p=0,85).

E. L’incidence de la GVHc¢
1/ Définition

La GVH chronique, survenant classiquement au dela des 100 premiers jours apres la greffe
a des manifestations trés variables d’un patient a 1’autre. Le diagnostic est présumé cliniquement
(symptdmes ressemblant a certaines maladies auto-immunes) et confirmé histologiquement sur des

biopsies de 1’organe cible.

2/ Facteurs explicatifs

a. Caractéristiques cliniques
»  Age receveur/donneur
Comme attendu, la population pédiatrique a une incidence diminuée de la GVHc extensive

(26% des patients) comparée a la population adulte (44%) p=0,03.

* Compatibilit¢ HLA
Lorsque la compatibilité HLA est de 10/10 entre le donneur et le receveur, 31,6% des patients

sont atteints de GVHc extensive contre 46,3% pour les couples D/R avec au moins une

incompatibilité HLA (p=0,10).

* Maladie initiale
Le diagnostic initial n’influence pas la survenue de la GVHc : 38,9% des patients greffés pour
leucémies (aigués ou chroniques) et 34,8% des patients greffés pour d’autres indications

(p=0,65).
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b. Caractéristiques de la prise en charge
* Groupe de risque
38,3% des patients ayant une greffe de haut risque ont une GVHc extensive et 35,6% des

patients ayant une greffe de faible risque (p=0,76).

* Source du greffon
Les patients greffés de moelle osseuse présente la méme incidence de la GVHc extensive (38%)

que les patients greffés avec des CSP (34,7%) p=0,7

* Type de conditionnement
Comme pour la GVHa, le conditionnement my¢loablatif est plus pourvoyeur de GVHc (45,1%

des patients) comparés au conditionnement non my¢loablatif (30,4%) p=0,09.

e Dose de SAL
La dose de SAL n’influence pas I’incidence de la GVHc extensive: 39,1% des patients ayant
recu du SAL a 40mg/kg versus 33,3% des patients traités avec 90 mg/kg de SAL (p=0,5). Par
contre elle I’incidence la GVHc sévere (selon la classification NIH) : 29,2% des patients

conditionné avec du SAL a la dose de 90mg/kg contre 62,9% des patients ayant bénéficié¢ de

SAL a 40mg/kg (p=0,01).

c. Evénements post-greffe
En accord avec la littérature, la survenue d’une GVH aigué augmente la probabilit¢ d’une

GVHc sévere a 48,6% versus 20% des patients sans GVHa préalable (p=0,001).

F. L’incidence de la rechute
1/ Définition

La plupart des rechutes surviennent dans les 2 ans qui suivent la greffe, sur les cellules de

I’hote. Elle peut étre moléculaire, caryotypique, cytologique ou clinique.
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2/ Facteurs explicatifs

a. Caractéristiques cliniques
+ Age receveur
La population pédiatrique présente moins de rechute (13,7%) que la population adulte (24%),

mais cette différence n’est pas statistiquement significative.

* Compatibilit¢ HLA
L’incompatibilit¢ HLA entre donneur et receveur semble ne pas étre en faveur d’une moindre

rechute dans notre échantillon, qui est de 1’ordre de 19% (p=0,94)

b. Caractéristiques de la prise en charge

* Groupe de risque
La catégorisation en faible et haut risque n’est pas liée a une moindre rechute ou non. Celle —ci

est dans les deux groupes de 1’ordre de 19% p=0,8.

* Source du greffon
Les patients greffés avec des CSP présentent pour 24,5% d’entre eux une rechute contre 16,7%
des patients greffés avec moelle osseuse, sans que cette différence soit statistiquement

significative (p=0,29)

* Type de conditionnement
Le conditionnement myé¢loablatif est associ¢ a une plus forte proportion de patients en rechute
27,5% contre 9,6% chez les patients ayant bénéficié d’un conditionnement non myéloablatif,

p=0, 01.

* Dose de SAL
La dose de SAL dans le conditionnement n’influence pas la rechute qui est de 17,4% chez les

patients ayant regu la dose de 40mg/kg versus 23,1% chez les patients ayant re¢u la dose de 90

mg/kg (p=0,44).
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3/ Evénements post-greffe

* Survenue d’une GVH aigué
L’absence de GVHa semble plus liée a la rechute puisque 24% des patients rechutent contre

16,9% des patients atteints de GVHa mais cette tendance n’est pas significative statistiquement

(p=0,33).

e Survenue d’une GVH chronique
La GVHc semble prévenir la rechute qui est de 23,7% si le patient est indemne de GVHc
versus 13,6% en cas de GVHc, mais sans que cette différence n’atteigne une pertinence

statistique p=0,17.

Tableau VII : Analyse multivariée des facteurs influencant les conflits immunologiques

Conflits immunologiques Analyse univari¢e Analyse multivariée
GVHa sévere Conditionnement MA Conditionnement MA
GVHc extensive Age Age
Conditionnement MA Conditionnement MA
GVHa GVHa
GVHc sévere Age Age
Dose SAL Dose SAL 40
GVHa GVHa
Rechute Conditionnement NMA Conditionnement NMA
Diagnostic leucémie Diagnostic leucémie

Au total, en analyse multivariée, nous retenons les mémes parameétres qu’en analyse univariée.
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Tableau VIII : Comparaison du devenir de la population ayant recu 40mg/kg de SAL versus la population

ayant recu 90mg/kg de SAL.

Paramétres 40mg/kg de SAL (n=69) 90mg/kg de SAL (n=52) p=
Rechute 17,4% 23,1% 0,44
Rejet 5% 1% NS
GVH aigué
Globale 71% 71% 0,9
Sévere (grade 11-1V) 58% 59% 0,85
Sévere (grade I1-1V) 10,1% (n=7) 9,6% (n=5) NS
GVH chronique
Globale 67% 46% 0,85
Extensive 39,1% 33% 0,51
Sévere (classification NIH)  62,9% 29,2% 0,01
Infections bactériennes 40,6% 40,4% 0,98
Infections virales
Globales 63,8% 65,4% 0,85
EBV 15,9% 32,7% 0,02
CMV 29% 21,2% 0,32
Adénovirus 14,5% 26,9% 0,07
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DISCUSSION

Depuis la premicere transplantation de CSH avec donneur non apparenté, réalisée avec succes en
1980 [127], le nombre des indications de ce type de greffe n’a cessé de croitre. A ce jour, au
Centre Hospitalier Universitaire de Nancy, les allogreffes de CSH issues de donneur non
apparenté sont les greffes le plus souvent réalisées. Les limites de ces greffes ont été largement
décrites dans les années 90 du fait des conflits immunologiques hdte-receveur majorés
(incidence plus ¢levée du rejet de la greffe, de la GVH aigué et chronique sévéres et lenteur de
la reconstitution immunitaire biologique avec survenue d’infections opportunistes fréquentes et
fatales) [128]. Les résultats de ces greffes se sont considérablement améliorés grace aux
techniques de biologie moléculaire pour le typage HLA et ainsi une meilleure définition de la
compatibilit¢ HLA entre le donneur et le receveur, mais aussi grace a ’emploi de déplétion T
du greffon ex vivo ou in vivo [129].

Notre étude a inclus 121 patients allogreffés de CSH issues de donneurs non apparentés sur une
période de 10 ans. Pendant cette période, les stratégies de détermination de la compatibilité
HLA receveur-donneur, la prise en charge de la prophylaxie de la GVH et la prophylaxie
infectieuse ont été comparables. Par contre, certains parametres connus pour influencer la GVH,
la GVL et la reconstitution immunitaire sont trés hétérogenes (age, conditionnement...). Le
nombre de patients dans notre population ne nous a pas permis d’apparier les patients selon ces
parameétres. Malgré cette hétérogénéité, les deux groupes de patients (ceux ayant regu 40mg/kg
de SAL versus ceux ayant recu 90mg/kg) sont restés homogenes : I’age, le conditionnement, la
source du greffon et sa richesse, le diagnostic initial et le niveau de risque au moment de la
greffe étaient répartis de fagon équivalente dans les deux groupes.

Il faut aussi citer les limites d’une étude rétrospective. La décision de la dose de SAL
administrée s’est faite de fagon non randomisée. L’impact de la dose de SAL sur le devenir du
patient est a interpréter avec la notion que cette dose a ét¢ déterminée par le clinicien, en
fonction des paramétres pré-greffe du patient. Par ailleurs, I’étude s’accompagne de
nombreuses données manquantes biologiques et parfois des prélévements réalisés a +/- 10 jours
de la date retenue (J60+/-10, J100+/-10, J180+/-10 et J360+/-10). Cependant, notre étude
apporte plusieurs enseignements sur I’impact de la dose de SAL sur la survie des patients, et

sur les conflits immunologiques.
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I. MORTALITE

Selon la littérature, la dose et le moment de I’administration du SAL par rapport a la greffe ont
un impact significatif sur le devenir des patients allogreffés de CSH issues de donneurs non
apparentés. C’est d’ailleurs dans ce contexte d’allogreffe de CSH non apparentées que I’impact
positif du SAL administré lors du conditionnement a été bien documenté comme diminuant
I’incidence et la sévérité de la GVHa et la GVHc [130]. Par contre, la répercussion de la dose
utilisée de SAL est controversée sur la survie des patients [104, 131]. Ainsi, pour les
thymoglobulines, une dose optimale entre 6 et 8mg/kg a été identifiée et recommandée en
fonction d’un schéma précis d’administration [106] [117, 132] [112]. Par contre, les quelques
¢tudes sur la dose administrée de SAL-Fresenius et ses conséquences sur la survie des
receveurs d’allogreffe de CSH non apparentées sont contradictoires. Dans une étude
rétrospective étudiant des patients atteints de LMC [119], recevant une allogreffe de CSH
issues de donneurs non apparentés, la survie globale (OS) et la survie sans maladie (DFS)
¢taient meilleures chez les patients recevant du SAL a une dose supérieure a 60mg/kg comparé
a ceux recevant moins de 60mg/kg. Ceci était en partie expliqué par une moindre incidence de
la GVHa et une tendance a une moindre GVHc sans augmenter la rechute. Mais il est a noter
que parmi les 31 patients ayant bénéficié du SAL a une dose inférieure a 60mg/kg, 18
recevaient une dose de 40mg/kg et 11 recevaient seulement 20mg/kg. Cette répartition
hétérogéne dans le groupe SAL<60mg/kg pouvait expliquer le devenir sombre de ces patients
par morbi-mortalit¢ due a la GVHa. Cependant, du fait de ces résultats, le SAL-Fresenius a une
dose de 60mg/kg (ou plus) a été recommandé dans le conditionnement d’allogreffe de CSH non
apparentée. Une étude plus récente menée par une équipe allemande, a montré que la mortalité
liée a la greffe (TRM) est en fait plus ¢élevée dans le groupe recevant plus de 60mg/kg, par une
incidence et une sévérité plus ¢€levée d’infections opportunistes fatales. La dose de SAL
inférieure ou égale a 40mg/kg semblait, selon cette étude, permettre une meilleure DFS [118].
Notre étude a mis en évidence, en analyse multivariée, des facteurs de risques liés a la survie
(OS, DFES et TRM) déja démontrés dans la littérature. D’une part, la population pédiatrique a
une meilleure survie globale, une meilleure survie sans rechute. La moindre incidence de la
TRM est le reflet d’une GVH aigué et chronique plus rare et souvent moins sévere chez
I’enfant, notamment par une meilleure thymopoiese. De méme, de fagon attendue, le diagnostic
de leucémie (aigué€ ou chronique surtout de niveau de risque élevé), a I’opposé des lymphomes,
my¢lomes, et autres pathologies médullaires non malignes, diminue la survie globale,

notamment par I’incidence augmentée de la rechute. Par ailleurs, le greffon de cellules souches
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mobilisées (CSP) est associ¢ a une TRM plus élevée que le greffon de moelle osseuse. 1l faut
discuter probablement 1’augmentation de 1’incidence de la GVH chronique extensive chez les
patients greffés avec des CSP. Une autre explication est que le greffon de cellules souches
mobilisées est souvent injecté aprés un conditionnement non my¢loablatif dans notre étude. Ce
conditionnement comprend de la fludarabine qui peut entrainer une immunodépression plus
marquée que les autres chimiothérapies utilisées pour le conditionnement et donc favoriser les
infections (p=0,03). Ceci étant, notre ¢tude ne révele aucune corrélation entre la dose de SAL
administrée lors du conditionnement de la greffe et ’OS, la TRM et la DFS. Nous pouvons
donc conclure, selon notre étude, qu’il n’y a pas d’avantage a administrer une forte dose de

SAL-Fresenius pour la survie des patients greffés avec un donneur non apparenté.

I1. LES COMPLICATIONS IMMUNOLOGIQUES

Une des premieres ¢tudes a avoir mis en évidence I'impact du SAL sur la RI est 1’étude
effectuée sur une population pédiatrique a I’hdpital Robert Debré [123]. Elle a montré un
ralentissement de la reconstitution immunitaire des lymphocytes T notamment les LT4 et les
lymphocytes B dans le groupe ayant re¢u une forte dose de SAL (thymoglobulines, Sangstat
15mg/kg versus 7,5mg/kg). L’étude de Fehse [124], s’est intéressée plus particulierement au
SAL-Fresenius. Le SAL administré a 60-90mg/kg comparativement a I’absence de SAL dans le
conditionnement était associé a un retard de la reconstitution des LT4. Les LT4 naifs avaient un
taux circulant reconstitué plus de 2 ans apres la greffe. Les LB et les LTS8 étaient aussi diminués
avec une reconstitution atteinte plus de 3 et 8 mois respectivement apres la greffe. Aux vues
d’une incidence plus ¢élevées d’infections opportunistes chez les patients recevant une forte
dose de SAL-Fresenius (plus de 60mg/kg), dont un plus grand pourcentage d’entre elles
mortelles, d’autres études ont supposé que la reconstitution immunitaire de ces patients était
ralentie de facon dose-dépendante [114]. C’est pourquoi, nous nous sommes proposés d’étudier
I’impact réel que le SAL Fresenius avait sur la reconstitution immunitaire post-greffe évaluée
sur deux plans :

1/Point de vue biologique :

- Etude des taux circulants de 'immunité cellulaire

- Etude de la fonctionnalité des cellules de I’immunité

2/Point de vue clinique :

- Incidence du rejet de greffe
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- Incidence sur la GVHa et GVHc
- Incidences des infections bactériennes, virales, mycotiques

- Incidence de la rechute

A. Le déficit immunitaire
1/ Biologique

La reconstitution des différents sous-types cellulaires immunitaires apres 1’allogreffe de CSH
se fait a différents temps. Elle est sous I’influence plus ou moins du profil cytokinique du
receveur (notamment pour le systéme immunitaire inné), de I’expansion homéostatique des
cellules immunitaires et de la thymopoiese (pour le systéme immunitaire adaptatif).
Schématiquement, nous rappelons :

- Apres la greffe, il suit une période d’agranulocytose dite d’aplasie médullaire, pour laquelle
les PNN récupérent un taux suffisant (selon la littérature) : a 14 jours lors d’une greffe de CSP,
a 21 jours en cas de greffe de moelle et approximativement a 30 jours lors des greffes de sang
placentaire. Dans notre étude, le délai de prise de greffe était similaire dans les deux groupes
(médiane de 18 jours dans le groupe SAL 40 et 20 jours SAL90, p=NS) et le taux moyen de

leucocytes n’est pas influencé par la dose de SAL administrée toute I’année suivant la greffe.

- Les 100 premiers jours apres la greffe sont caractérisés par un déficit en immunité cellulaire
notamment par un taux réduit des LT cytotoxiques : les lymphocytes NK et LT CD8+. Cette
période est donc a haut risque d’infections virales et fungiques. La récupération du taux normal
des lymphocytes T circulants se fait tout d’abord par I’expansion périphérique des LT
mémoires en réponse aux cytokines et la présence d’allo-antigénes. Puis, le relais se fait par la
production effective de thymocytes matures. Cette cinétique et notamment vraie pour les LT4.
Le taux de LT4 notamment de phénotype naif (dépendant de la production thymique) se
reconstitue plus tard que celui des LTS8, ce qui entraine une inversion du ratio CD4/CDS8 les
premiers mois apres la greffe. Notre étude de la cinétique de la reconstitution immunitaire par
I’étude des taux circulants des différents lymphocytes T, B et NK mais aussi du ratio CD4/CD8
n’a pas mis en évidence de différence entre le groupe ayant recu 40mg/kg et celui ayant recu
90mg/kg de SAL. Mais nous le savons, ce n’est pas parce le taux de LT atteint un taux
satisfaisant (par exemple LT4>500/ul) avec la méme cinétique dans les deux groupes, qu’il n’y

a pas de différences importantes au sein de ces taux qui restent longtemps inférieurs a la
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normale. En effet, un taux particulier de LT4 peut conditionner 1’incidence de telle ou telle
infection opportuniste. Dans ’analyse plus fine des taux moyens de ces cellules de I’immunité,
nous avons observeé des différences entre les deux groupes ¢tudiés. Le taux de lymphocytes T
(qui met plus de un an dans les deux groupes pour récupérer une valeur moyenne supérieure a
1000 cellules/pL) est influencé par la dose de SAL administrée. A J60, le taux de LT circulants
est plus faible chez les receveurs traités avec du SAL a forte dose. Cette observation est
probablement due a une plus forte déplétion T in vivo du greffon du fait d’un taux résiduel
sérique plus élevé lors des 14 premiers jours post-greffe (seuil de 100pg/mL a atteindre pour
obtenir une cytotoxicité dépendante du complément). Cette tendance s’inverse a J100, avec en
moyenne des taux lymphocytaires T plus élevés chez les receveurs d’une dose de SAL de
90mg/kg : lymphocytes T conventionnels (p=0,76), notamment les LT8 de phénotypes
mémoires, mais aussi les NKT (p=0,35). Cette reconstitution lymphocytaire T accrue serait
cohérente avec une moindre incidence de la GVH aigué et donc un moindre recours aux
immunosuppresseurs. Cependant 1’incidence de la GVH aigué est la méme dans les deux
groupes (en moyenne 58%, p=0,85). Toutes ces observations sont a interpréter avec prudence
puisqu’aucune significativité statistique n’a ét¢ mise en évidence. Par contre, le taux de
lymphocytes NK est plus ¢levé a J100 chez ces mémes patients ayant recu la forte dose de SAL
(p=0,03). L’explication la plus probable de cette reconstitution accrue (LT+NK) serait une
expansion périphérique en réponse a des pathogeénes. En effet, ces taux plus élevés s’observent
surtout pour les LT de phénotypes mémoires et activés. Or, le SAL est connu pour bloquer les
molécules de co-stimulation des LT et il a été décrit comme diminuant le taux de LT HLA-DR
circulants [124]. Donc ces LT s’expandent probablement par stimulation antigénique de
pathogénes favorisés par la forte dose de SAL. En fait, c’est I’incidence des infections a EBV et
a adénovirus qui est plus €levée dans ce groupe, avec une date de début d’infection en médiane
de 67 jours et 48 jours respectivement.

A J180, le taux moyen de LT des patients ayant recu 90mg/kg de SAL est & nouveau inférieur
au taux moyen des LT des patients ayant re¢u 40mg/kg de SAL (p=0,03). C’est & ce moment de
la greffe que la thymopoiese prend le relais de la reconstitution immunitaire. A plus de 6 mois
de la greffe, le SAL n’est plus présent dans le sang. Il peut influencer, a ce moment, la RI par
son effet anti-thymocytaire direct. Nous supposons, sans confirmation objective (étude des
TREC non faite), que la thymopoicse est plus ralentie par la forte dose de SAL. En effet, un des
bons reflets de cette thymopoicse est 1’apparition d’un taux de LT4 notamment naifs a un taux
normal dans le sang circulant. Or, c’est cette sous-population dont le taux est le plus abaissé en

moyenne (p=0,01). Le LT4 est la clé de voute des réponses anti-infectieuses, et son taux dans le
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sang conditionne I’incidence des infections opportunistes notamment les infections virales. Ces
infections virales plus fréquentes (EBV et adénovirus) dans le groupe ayant recu 90mg/kg de
SAL ne sont pas pour autant plus séveres. Elles connaissent dans plus de 80% des cas une
évolution favorable (comme dans le groupe ayant recu 40mg/kg de SAL).

A J360, les taux de LT (LT4 et LT8), LB, lymphocytes NK et NKT sont comparables dans les
deux groupes. Remarquons que le taux moyen de LT4 naifs est supérieur dans le groupe ayant
recu 90mg/kg de SAL. Cette observation est probablement due a une meilleure fonction
thymocytaire par une moindre incidence de la GVHc sévere. De plus, la RI fonctionnelle
semble aussi meilleure dans le groupe ayant recu 90mg/kg de SAL. En effet, environ 2/3 de ces
patients ont recouvré des TTL PHA, PMA et aspergillus positifs a J360 contre seulement 40%
dans I’autre groupe. Cette différence n’est pas statistiquement significative (p=0,10) ; on peut
tout de méme supposer qu’une forte dose de SAL (>60mg/kg) permet une reconstitution
immunitaire fonctionnelle meilleure a un an de la greffe (par diminution de I’incidence de la
GVH chronique sévére et donc un moindre recours thérapeutique & des immunosuppresseurs, et

une moindre atteinte thymique par la maladie).

- En ce qui concerne I'immunité humorale, malheureusement, compte tenu d’une substitution
systématique en immunoglobulines polyvalentes des receveurs de greffe non apparentée, le
dosage des IgA, G, M n’a pas pu étre exploité. La forte dose de SAL ne ralentit pas la cinétique
de récupération du taux de LB circulants contrairement aux études précédentes [123]. Trois
arguments convergent dans notre étude : la forte dose de SAL-Fresenius semble au contraire
favoriser la reconstitution des LB a J360 (taux moyen supérieur, p=0,09) ; elle ne ralentit pas
I’apparition du contingent le plus immature de phénotype CD19+ CD5+. Enfin, le groupe ayant
recu la plus forte dose de SAL n’a pas présenté plus d’infections bactériennes a germes
encapsulés. En effet, nous le savons, le défaut de mémoire B entraine un taux circulant
d’immunoglobulines diminué¢ avec une vulnérabilit¢é du patient aux bactéries telles que
Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae. Les patients peuvent obtenir cependant
un titre protecteur d’anticorps vis-a-vis de ces pathogeénes grace a la vaccination. Cette réponse
a la vaccination n’a pas pu étre exploitée dans notre étude du fait d’un grand nombre de
données manquantes.

Le taux circulant des cellules de I’immunité n’est bien stir qu’un mauvais reflet de la déplétion
in vivo dans les organes lymphoides et autres sites soumis aux effets du SAL. C’est pourquoi il

est indispensable d’étudier I’impact clinique sur les infections et la GVH.
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2/ Clinique

Selon la littérature, la dose de SAL dans le conditionnement, lorsqu’elle est ¢élevée (plus de
60mg/kg), permet une meilleure prévention des conflits immunologiques hote/greffon, mais
permettrait une plus forte incidence d’infections opportunistes, plus ou moins séveres [118]. Par
exemple, le SAL retarde la reconstitution des LT4 spécifiques du CMV. Or, l'infection a CMV
(PCR dans le sang positive) constitue la principale cause de morbidité et de mortalité¢ par
infection apres ’allogreffe de CSH. Son origine est exogene (greffon, produits sanguins) ou
endogene (réactivation). L’incidence des infections a CMV dans notre étude est de 24,8% (30
patients sur 121). Ces infections débutent en moyenne 57,5 jours aprés la greffe [22-379jours].
La maladie a CMV (atteinte d’organe en plus d’une preuve biologique de réactivation du CMV)
est détectée dans 5,7% des cas. Le CMV n’est jamais responsable de déces dans cette cohorte.
Les antiviraux (en particulier le ganciclovir) sont toxiques, responsables d'une neutropénie qui
favorise I'émergence d’infections bactériennes dans notre étude (p=0,04) et mycoses. Ainsi, 2
patients sur 7 traités pour une infection a CMV ont présenté une mycose soit 28,6% des
patients (alors que 11% des patients en dehors d’une infection a CMV ont au moins une
infection mycotique dans I’année post-greffe). La reconstitution de l'activité¢ T auxiliaire CMV
spécifique est reflétée par les TTL CMV. En effet, dans notre cohorte, 100 % des patients pour
lesquels aucune activité proliférative spécifique du CMV a J60 n'est démontrée développent ce
type d'infection entre J100 et J180, contre 0 % des patients quand cette activité est démontrée.
Cependant, la reconstitution des LT fonctionnels vis-a-vis du CMV est trés lente :quelque soit
la dose de SAL administrée. L’incidence de la maladie a CMV reste rare dans notre échantillon
et équivalente dans les deux groupes comparés (5/69 patients du groupe SAL 40 versus 4/52
patients du groupe SAL 90). La forte dose de SAL ne semble pas modifier I’incidence du CMV
dans notre étude, mais compte tenu d’un nombre insuffisant de patients ayant recouvré une

activité T vis-a-vis du CMV, nous devons interpréter ces résultats avec prudence.

L’infection a EBV (détection d’'une ADNémie EBV par technique PCR) compliquée d’un
lymphome du transplanté (PTLD) est aussi particulierement a risque chez les patients recevant
du SAL. Les facteurs de risque couramment décrits d’un PTLD sont [133] : la T déplétion ex
vivo ou in vivo [134], la GVH aigué€ sévére et au moins deux incompatibilités HLA entre
donneur et receveur [135]. D’autres facteurs de risque ont été discuté comme 1’age du receveur
supérieur a 50 ans, une deuxieme allogreffe de CSH [66] et un taux ¢élevé de CD34 injecté
(>1.35.10°/kg) [136]. L’incidence du PTLD passé de 1,1% a 3,6 ou 8% en présence de 1, 2 ou

3 facteurs de risque [66]. Le seul facteur de risque a 1 an est la GVHc extensive. Dans notre
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étude nous avons mis en évidence un effet dose du SAL administré. La dose de SAL a 90mg/kg
favorise I’apparition d’une ADNémie EBV positive chez les patients avant J180 sans accroitre
I’incidence des PTLD. L’incidence des infections graves a EBV (lymphome du transplanté) est
trés rare et reste équivalente dans les 2 groupes (2/69 patients dans le groupe SAL 40 et 1/52
patients dans le groupe SAL 90).

D’autre part, les infections a adénovirus sont décrites dans notre échantillon chez 25,5 % des
enfants et 15,7 % des adultes. Les facteurs de risque reconnus d’incidence accrue d’infection a
adénovirus ont ét¢ mis en évidence dans notre échantillon : la population pédiatrique, la
survenue d’une GVH aigué sévére et d’'une GVH chronique extensive. Nous notons que
I’administration d’une forte dose de SAL augmente I’incidence de I’infection a adénovirus sans
sévérité. L’évolution de I’infection a adénovirus n’est défavorable que trés rarement dans notre

¢chantillon. De facon équivalente dans les 2 groupes étudiés : 1/69 patients connait une évolution

défavorable dans le groupe SAL 40 et 1/52 dans le groupe SAL 90.

Au total, une plus forte dose de SAL lors du conditionnement du receveur favorise la survenue
d’infections virales a adénovirus et EBV et non a CMV. Cependant, I’incidence des infections
virales et la morbi-mortalité qui en découle sont identiques quelque soit la dose de SAL utilisé dans
le conditionnement. Nous pouvons dire que la forte dose de SAL favorise I’incidence des infections
virales non graves, du fait d’une plus forte déplétion LT4. La bonne stratégie pré-emptive, et les
traitements anti-viraux permettent de juguler ces infections. Ainsi, la forte dose de SAL n’augmente

pas la mortalité par infections.

B. Les conflits immunologiques entre donneur et receveur
1/ Le rejet de greffe

Le risque de rejet est tres faible dans les circonstances habituelles de greffe (de 1 a 2% selon les
¢tudes) en raison de I’immunosuppression induite chez le receveur par le conditionnement. Dans
notre étude 5 patients ont rejeté leur greffon (soit 4,1%), dont 3 d’entre eux greffés pour syndrome
myélodysplasique. Parmi eux, 4 patients avaient regu du SAL a 40mg/kg lors du conditionnement
et 1 seul patient avait recu la dose de 90mg/kg. Malheureusement, aux vues de ce faible effectif,
nous ne pouvons tirer aucune conclusion sur I’impact de la dose de SAL Fresnius sur I’incidence du

rejet de grefte.
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2/ La maladie du greffon contre I’hote

La GVH survient dans prés de 30% des cas apres une allogreffe familiale géno-identique et peut
atteindre plus de 80% des cas apres une allogreffe phéno-identique. Dans notre étude environ 58%
de notre population greffée en phéno-identique ont présenté une GVHa et 67% une GVHc. Selon
notre ¢tude, la dose administrée minimale de SAL a 40mg/kg suffirait a prévenir I’incidence de
la GVH aigué sévere (II-1V) aussi bien qu’une forte dose de 90mg/kg : 58% des patients ayant
recu SAL40 et 59,6% des patients ayant recu SAL 90 sont atteints de GVH aigué sévére
(p=0,85). De méme, la dose de SAL n’influence pas I’incidence globale de la GVHc. Par contre,
elle influence I’incidence de la GVHc sévere selon les criteres NIH: 29,2% des patients sont
atteints de GVHc sévere lorsque le conditionnement contenait du SAL a la dose de 90mg/kg
contre 62,9% des patients ayant bénéficié de SAL a 40mg/kg (p=0,01). Le SAL a forte dose
permet donc de diminuer de moitié I’incidence de la GVH chronique sévére, sans accroitre le
taux d’infections mortelles. Il permettrait donc, a long terme une bien meilleure qualité de vie
des patients comme 1’a montré 1’é¢tude de Bacigalupo avec un recul de plus de 4ans [108]

(performans status supérieur, arrét des immunosuppresseurs plus rapide, TRM meilleure).

3/ La rechute

Méme si la rechute touche un peu plus de patients dans le groupe ayant regu du SAL a forte
dose (17,4% chez les patients ayant recu la dose de 40mg/kg versus 23,1% chez les patients
ayant regu la dose de 90 mg/kg (p=0,44)), il semble que I’effet GVL soit préservé. Pourtant la
dose de SAL influence la récupération d’un taux circulant de lymphocytes NK, LT4 et LTS, 3
sous-types connus comme support de la GVL. En effet, un essai [137] a utilisé des transfusions
de lymphocytes du donneur déplétées en LT8 afin de réduire l'incidence des maladies du
greffon contre 1'hote. Cet essai montre que les LT4, plus ou moins associés aux lymphocytes
NK, sont capables d'exercer un effet anti-leucémique patent sans déclencher de maladie du
greffon contre 'hote grave. Dans notre étude, si le taux de lymphocytes NK est plus élevé a
J100 dans le groupe recevant une forte dose de SAL, un taux de lymphocytes T4 est
sensiblement inférieur pendant toute I’année suivant la greffe dans ce méme groupe, et un taux

de LTS est aussi plus bas a J180.
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Au total, la dose de SAL administrée aux patients lors du conditionnement n’influence aucun
des critéres de jugement clinique testés :

- Incidence des infections post-greffes

- Incidence de la GVHa sévére et la GVHc extensive,

- Incidence de la rechute

La forte dose de SAL diminue par contre I’incidence de la GVH chronique sévere au bénéfice
d’une reconstitution immunitaire fonctionnelle meilleure et une meilleure qualité¢ de vie. A la
question : Pourquoi la diminution de moiti¢ de I’incidence de la GVHc sévére n’influence pas
la survie globale ou par la survie par non toxicité du traitement a 2 ans? Nous pouvons proposer
deux explications :

- la GVH chronique sévere n’augmente pas la mortalité car elle véhicule I’effet GVL et donc
diminue le taux de rechute [138]. Mais dans cette ¢tude, le taux de rechute est équivalent dans
les deux groupes comparés.

- la seconde explication semble la plus probable; la GVHc sévére impacte sur la survie
seulement aprés plusieurs années de recul. L’étude de Bacigalupo [107] a confirmé 1’effet
positif du sérum anti-lymphocytaire forte dose sur la réduction d’incidence de la GVHc
extensive et aprés 4 ans de recul une meilleure qualité de vie (performans status supérieur et
moindre recours aux immunosuppresseurs). L’ impact sur la survie de la moindre GVHc sévére

nécessite trés probablement un recul de plus de 10 ans [139].

132



CONCLUSION

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques ne cesse d’accroitre ses indications, or
seulement 30% des patients greffés pourrons bénéficier d’une greffe HLA compatible
apparentée. Un nombre croissant d’allogreffes réalisées en conditions non apparentées pose le
probléme de la principale limite de cette thérapeutique : I’incidence de la maladie du greffon
contre 1I’hote (GVH) grevée d’une morbi-mortalité ¢levée. Il a été clairement démontré ces 20
derniéres années I’intérét dans ce type de greffe de I’administration de sérum anti-
lymphocytaire (SAL) en prophylaxie (lors du conditionnement du receveur) pour diminuer
I’incidence et la sévérit¢ de la GVH. La tendance est actuellement de diminuer les doses
administrées de SAL avec pour le SAL de type thymoglobulines une dose de 7,5mg/kg admise.
Malheureusement, trés peu d’études ont considéré le SAL-fresenius, et encore moins les
conséquences sur la reconstitution immunitaire du receveur en fonction de la dose administrée.
Nous avons, dans cette étude rétrospective, comparé 2 doses de SAL-Fresenius administré a
121 patients allogreffés de CSH issues de donneurs non apparentés : a la dose de 40mg/kg
(n=69) ou a une dose de 90mg/kg (n=52). Aucune différence statistiquement significative n’a
¢été mise en évidence entre les 2 groupes en termes de mortalité par toxicité (TRM), survie sans
rechute (DFS) ou survie globale (OS). De fagon surprenante, 1’incidence de la GVH était trés
peu modifiée par I’administration d’une forte dose de SAL (seule I’incidence de la GVHc
sévere est plus élevée dans le groupe SAL-40). La RI est globalement similaire dans les deux
groupes :

- le taux des lymphocytes circulants est peu modifi¢. Les NK, semblent, en moyenne,
augmentés a J100 dans le groupe SAL-90. A J180, les patients du groupe SAL-90 ont
un taux de LT plus bas (LT8, LT4 et NKT). Ces perturbations de la reconstitution
immunitaire sont corrélées a une plus grande incidence des infections a EBV et
adénovirus (notamment le déficit des LT4, cellules centrales dans la réponse anti-
infectieuse). Finalement, a J360 tous les taux circulants lymphocytaires sont équivalents
dans les deux groupes.

- sur le plan fonctionnalité, selon les tests de transformation lymphoblastique (TTL), pour
un taux €quivalent de lymphocytes circulants a J360 dans les deux groupes, une plus
forte proportion de patients dans le groupe SAL 90 a récupéré une activité.

Au total, nous retenons donc que la dose de 40mg/kg est a envisager comme suffisante pour

prévenir la GVH aigué sévere. La dose de 90mg/kg sans engendrer de répercussion majeure
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clinico-biologique sur la RI permettrait de réduire de moiti¢ I’incidence de la GVH chronique

sévere et donc d’améliorer la qualité de vie des patients.
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ANNEXES

Annexe 1 : Classification de Glucksberg
Stades de sévérité des atteintes viscérales au cours de la maladie aigué du greffon contre
I’hote.
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Grades de sévérité de la maladie aigu€ du greffon contre 1’héte.

145



Annexe 2. Classification de la GVH chronique limitée et extensive

Classification de la GVH chronique

GvHD limitée : 1 1ésion décrite, avec une biopsie positive (cutanée ou labiale), sans autre
manifestation de GVHc

lésions orales

dysfonctionnement hépatique modéré

plaques papulosquameuses (n<6), rash maculopapulaire ou lichénoide <20% de la surface
corporelle ou
dépigmentation <20% ou érythéme <50% de la surface corporelle

sécheresse oculaire

lésions vaginales ou vulvaires

GvVHD extensive : implication d’au moins 2 organes avec des signes de GVHc et une
biopsie positive

scores de performance clinique <60%, perte de poids >15%, infections récurrentes en
association avec

Iésions cutanées supérieures a celles définies dans la GVHc limitée

sclérodermie

onycholyse ou onychodystrophie accompagnée d’une manifestation de GVHc repérée dans un
organe

diminution de la motricité du poignet ou de la cheville

contractures

bronchiolite oblitérante

fasciite ou sérosite

biopsie gastro-intestinale positive

biopsie ou tests fonctionnels hépatiques positifs, en association avec une cGvHD repérée dans
un organe
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Annexe 3. Etudes rétrospectives sur 1’intérét de I’administration du SAL dans le conditionnement de ’allogreffe de CSH

Etude Type étude SAL GVHa GVHc Rechute Survie TRM
globale

1/ Patients appariés pour les facteurs de risque impactant sur la GVH et la survie
Remberger [110]  Prospectif Thymoglobulines : N NS N 7 NS
2002 Patients appariés sur leurs facteurs pronostics 10mg/kg

Greffes non apparentées
Schetelig [105] Retrospectif, géno-identique, conditionnement Fresenius : = N = = =
2004 NMA 40mg/kg (limitée)
Fehse [124] Retrospectif Fresenius N\ N A = = car
2003 Greffe géno-identique 60 a 90mg/kg Ainfections

2/ Etude des allogreffes apparentées versus non apparentées
Duggan [112] Retrospectif Thymo 4,5mg/kg = = = = =
2002 Non apparenté (SAL) et apparenté (sans SAL),

tous HLA identique
Deeg [113] Non apparenté (SAL, HLA 8/8 ou 7/8) et Thymo 4,5mg/kg = = = = =
2006 apparenté (sans SAL, HLA identique) et bmg/kg

3/ Etude des allogreffes non apparentées HLA-identiques versus HLA-différent
Finke [114] Retrospectif Fresenius = = Dépend du Dépend du =
2003 Comparaison HLA identique 8/8 (pas de SAL) 60 a 90mg/kg niveau niveau

vs différent 6-7/8 (SAL) risque risque
Ayuk [115] Retrospectif Fresenius = = = = =
2008 Comparaison HLA identique 8/8 (pas de SAL) 90mg/kg

vs différent 7/8 (SAL)
Kroger [116] Typage par biologie moléculaire HLA 1, B, C,  Fresenius 90mg/kg = = = = =
2009 DRBI1, DQBI1 (10/10 versus 9/10 versus 6-

8/10)




Annexe 4. Impact de la dose de SAL

Etude Type ¢étude Type greffe SAL comparés Dose GVHa GVHc Rechute Survie
retenue globale
Bacigalupo  Prospectif Non Thymoglobulines  15mg/kg N N NS N NS
2001 Suivi médian : 2 ans apparentée 1/ 15mg/kg
2/ 7,5mg/kg
3/ Omg/kg
Bacigalupo  Retrospectif Non Thymoglobulines  7,5mg/kg N N = A
2002 Suivi médian : 4 ans apparentée 1/ 15mg/kg
2/ 7,5mg/kg
3/ Omg/kg
Schleuning  Retrospectif, recherche de la dose optimale de Non Fresenius de 20a > 60mg/kg N N N A
2003 SAL, greffe pour LMC en phase chronique apparentée 120mg/kg
Meijer Retropectif Non Thymoglobulines  6mg/kg N N = =
2003 Comparaison doses, greffon partiellement T apparentée 1/ 8mg/kg
dépléte 2/ 6mg/kg
3/ 4mg/kg
Mohty Rétrospectif Apparentée  Thymoglobulines >7,5mg/kg N NINS A =
2003 Comparaison doses dans le conditionnement 1/2,5mg/kg
NMA pour greffes de haut risque 2/ 7,5mg/kg
3/ 10 mg/kg
Ayuk Retrospectif Non Fresenius 30mg/kg = = N A
2008 Greffe pour Hémopathie maligne apparentée 1/ 60mg/kg
2/ 30mg/kg
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Annexe 5. Caractéristiques des patients

Patients descriptifs nombre
Sexe homme 80
femme 41
Age Enfant 51
Adulte 70
Diagnostique LAM 39
LAL 29
Aplasie médullaire 11
Lymphomes 9
Leucémie myéloide chronique 8
myélodysplasie 4
LMMCJ 4
Leucémie lymphoide chronique 4
Hémoglobinopathies 3
Amégacaryocytose congénitale 2
Sarcome d’Ewing 1
Myélome 1
Déficit immunitaire congénital 2
Autres 4
Risque élevé 73
faible 48
Conditionnement myéloablative 52
non myéloablative 69
Dose de SAL frésénius | Forte dose 90mg/kg 52
Faible dose 40mg/kg 69
Prophylaxie de la GVH | cyclosporine+MTX 58
cyclosporine+cellcept 59
cyclosporine+solumédrol 1
Déplétion T ex vivo 1
cyclosporine seule 1
Incompatibilité ABO compatibilité 49
Incompatibilité majeure 42
Incompatibilité mineure 29
Incompatibilité bidirectionnelle 1
Incompatibilité HLA 10/10 80
9/10 38
8/10 3
Origine du greffon Moelle osseuse 73
Cellules souches mobilisées 48
Sang placentaire 0
Statut CMV D-/R- 20
(Donneur/Receveur) D+/R+ 51
D+/R- 24
D-/R+ 26
Richesse du greffon Cellules nucléées (10%/kg) 5,06
Cellules CD34 (10°/kg) 4,8
LT (10/kg) 13,7
CFU-GM (10%/kg) 192,3
Sexe Donneur/receveur | Homme/ homme 56
(D/IR) Femme/ femme 16
Homme / femme 25
Femme/ homme 24




Annexe 6. Devenir post-greffe des patients

Devenir des patients descriptifs Nombre
Cancers secondaires Lymphome EBYV induit 4
Carcinome pulmonaire 2
Rechute de la maladie | oui 24
non 97
Rejet de greffe oui 5
non 116
Infections virales CMvV 30
EBV 28
adénovirus 24
VRS 13
HHV6 6
HSV 6
\74Y% 5
GVH aigué grade | 11
grade Il 59
grade Il 8
grade IV 4
no 39
GVH chronique limitée 16
extensive 44
aucune 60
Déces rechute 20
Infections 6
Pneumopathie interstitielle 6
Déchéance multi viscérale 7
GVH aigué 3
GVH chronique 3
MVO 1
Cancer secondaire 1
Toxicité conditionnement 1
autre 1
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RESUME

Le sérum anti-lymphocytaire (SAL) administré lors du conditionnement pour une allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques (CSH) diminue 1’incidence et la sévérité de la maladie du
greffon contre 1’hote aigué€ et chronique (GVHa et GVHc). La reconstitution immunitaire (RI)
a été peu ¢étudiée. Des études suggerent une incidence plus €levée d’infections mortelles en cas
de forte dose de SAL (> 60mg/kg). Nous avons, dans une étude rétrospective, comparé 2 doses
de SAL-Fresenius administré a 121 patients allogreffés de CSH issues de donneurs non
apparentés. Le SAL a ét¢ administré a la dose de 40mg/kg (n=69) ou a une dose de 90mg/kg
(n=52). Aucune différence statistiquement significative n’a été mise en €vidence entre les 2
groupes en termes de mortalité par toxicité, survie sans rechute ou survie globale. L’incidence
de la GVHa sévere est strictement identique dans les 2 groupes (58%, p=0,85), par contre
I’incidence d’une GVHc séveére est plus élevée dans le groupe SAL-40 (62,9% vs 29,2%
p=0,01). Les taux circulants des lymphocytes, notamment les NK, semblent, en moyenne,
augmentés a J100 dans le groupe SAL-90 (344,21/ul vs 235,26/ul, p=0,03). A J180, ces
patients ont une RI plus lente (LT : 411,32/ul vs 692,18/ul, p=0,03 dont LT4 naifs 5,35/ul vs
28,27/ul, p=0,01, LT8 et NKT, p=0,08). Ceci est corrélé¢ a une plus grande incidence des
infections non graves a EBV (32,7% vs 15,7% des patients, p=0,04) et adénovirus (26,9% vs
14,5%, p=0,03). La RI fonctionnelle selon les tests de transformation lymphoblastique (TTL)
est discréetement augmentée dans le groupe SAL-90 (NS). Finalement, la dose de 90mg/kg
semble recommandée pour améliorer la qualité de vie des patients, sans accroitre la TRM par
infections opportunistes ; mais une étude prospective est nécessaire pour confirmer ces
résultats.
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