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INTRODUCTION

Généralités sur I’allogreffe

I) Historigue de la greffe de cellules souches hématopoiétiques

Initialement destinée a pallier 'hématopoiése détruite par une irradiation, la
greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est aujourd’hui utilisée pour
supplémenter une hématopoiése défaillante, exercer un effet allogénique contre des
hémopathies malignes, apporter un enzyme manquant ou supplémenter un systéme
immunitaire défaillant.

Aprés les explosions atomiques au Japon, a la fin de la seconde guerre
mondiale, de nombreux scientifiques ont étudi€ comment protéger les humains
contre les irradiations. Les premiéres expériences d’allogreffe sont réalisées chez la
souris et le chien par E.D Thomas. Dés 1956, émerge I'idée que la greffe de moelle
osseuse pourrait exercer un effet thérapeutique contre les pathologies malignes(1).

Chez I'hnomme, la premiere allogreffe est réalisée en 1957 par E.D Thomas(2)

chez 2 patients atteints de leucémie aigiie lymphoide en phase avancée, qui ont recu
une irradiation corporelle a dose létale puis, une greffe d’'un jumeau (greffe
syngénique). Les patients ont reconstitué une hématopoiese mais sont décédeés de
rechute. En 1965 G.Mathé(3) est le premier a décrire une prise de greffe a long
terme et démontre le chimérisme et 'effet anti-leucémique de l'allogreffe.
Cependant, devant les décés lies a l'effet du greffon contre I'héte (GVH), qui
correspond a une attaque des cellules et tissus du receveur par les cellules du
donneur, le nombre de greffe allogénique diminue. Puis, grace a la description des
groupes HLA par Dausset(4), I'intérét pour I'allogreffe de CSH est relancé en utilisant
des donneurs géno-identiques issus de la fratrie.

Ensuite, les modalités de greffes ont changé, avec une augmentation des
allogreffes avec donneur non apparenté, rendues possible grace a I'amélioration de
la résolution des typages HLA. La découverte de la ciclosporine a permis de prévenir
la réaction de GVH.

La mise en évidence de I'antigéne CD34+ a permis d’améliorer les contréles
gualitées sur les greffons. De nouvelles sources de cellules souches
hématopoiétiques sont mises en évidence dans le sang périphérique et dans le sang
placentaire. En 1988, est réalisée la premiére greffe de sang placentaire par E
Gluckman(5). Actuellement, la majorité des allogreffes sont réalisées avec des
cellules souches périphériques. Les conditionnements de la greffe ont également
évolué afin, de rendre possible l'allogreffe pour des patients plus agés, c'est
'avénement des conditionnements non myéloablatifs(6).

Les soins de supports anti infectieux ont également progressé avec les flux
laminaires, la surveillance de l'antigénémie aspergillaire, les nouvelles drogues
antifongiques, la mise en place de traitements antiviraux contre les herpeés virus, dés
la détection d’ADN viral, avant méme l'infection (traitement préemptif)...

13401 allogreffes ont été rapportées par | « European Bone Marrow
Transplantation » (EBMT) en 2011. En France en 2012, 1721 allogreffes ont été
réalisées dont 1011 non apparentées et 710 apparentées.
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1) Déroulement de I’allogreffe

Le patient recoit un conditionnement par chimiothérapie, plus ou moins une
irradiation corporelle, puis il recoit une transfusion d’'un greffon contenant les cellules
souches hématopoiétiques du donneur. (Figure 1)
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A.1 Les sources cellulaires
On dispose de 3 sources de greffon :

La moelle est la source historique de CSH. Elle est prélevée chez le donneur sous
anesthésie générale au niveau des crétes iliagues. On peut prélever entre 10 et
20ml/kg de volume de moelle de donneur. Elle permet une sortie d’aplasie en
environ 20 jours.

Les cellules souches périphériques (CSP) sont obtenues par aphérése aprés
mobilisation des CSH chez le donneur par injection de facteur de croissance
granulocytaire (G-CSF). Elles permettent une sortie d’aplasie en environ 15 jours. De
part la mobilisation par GCSF, les cellules injectées sont plus matures et on observe
plus de GVH avec ce type de greffon.

Récemment, Anasetti et al(7) ont montré en situation de greffe non apparentée, qu’il
n’y a pas de différence en termes de survie apres allogreffe de moelle ou de CSP.
Cependant, on observe plus de non prise avec les greffes de moelle et plus de GVH
survenant a plus de 100 jours post greffe avec les CSP.

Le sang placentaire est collecté a la naissance des bébés dans des maternités
habilitées, puis cryoconservé dans des banques. Ces banques sont développées,
afin d’'une part d’augmenter la diversité des typages HLA et d’autre part d’assurer
une disponibilité rapide des greffons. Cette source de greffon présente plusieurs
inconvénients tels qu’'une moindre richesse en CSH, avec une sortie d’aplasie plus
tardive, en environ 30 jours et un retard de reconstitution immunitaire, du fait de
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limmaturité des cellules injectées. De plus, on ne pourra pas réaliser de réinjection
de lymphocytes de donneur a distance.

A.2 Les donneurs

En premiere intention, on recherche toujours un donneur familial. Dans 30%,
des cas, on trouve un donneur compatible en intrafamilial. En I'absence de donneur
familial compatible et selon I'indication de greffe, on recherchera dans le fichier des
donneurs volontaires et dans les banques de sangs placentaires. En effet, par
exemple, pour les allogreffes en situation de 1°° rémission, dans la plupart des
protocoles, on n’acceptera que des donneurs 10/10 alors qu’en situation de rechute
on acceptera des donneurs 9/10 ou des sangs placentaires. Dans certaines
indications, telles que les leucémies a caryotype défavorable, en I'absence de
donneur 10/10, on acceptera d’emblée un donneur 9/10 ou un sang placentaire.
Dans 40% des cas, on dispose d’un donneur de fichier 10/10.

Actuellement, on observe un engouement pour les greffes haplo-identiques
correspondant a des greffes réalisées avec la meére, le pere ou un enfant. Ce type de
greffe était jusqu’alors plutdt réservé a certaines indications telles que les déficits
immunitaires, mais, grace a une modification de l'immunosuppression en post
allogreffe (injection de cyclosphoshamide), ces greffes sont maintenant réalisées par
certaine équipe, dans le cadre de pathologies malignes (8).

A.3 Compatibilité HLA

En France, il est réalisé un typage de 12 antigénes HLA. La compatibilité HLA

est évaluée au niveau allélique pour les antigénes de classe | HLA-A, -B, -Cw et de
classe Il DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA, DQB, DPB. Une compatibilit¢ 10/10
correspond a une identité donneur/receveur HLA-A,-B, -C, DQ et DR.
Le greffon doit étre au moins 8/10 HLA compatible et au mieux 10/10 pour la moelle
et les CSP. Pour le sang placentaire, I'immaturité du systéme HLA du nouveau-né
exige une moindre compatibilité HLA, avec au mieux une compatibilité 6/6
correspondant a une compatibilité générique HLA-A, HLA-B et allélique HLA-DR.

Le conditionnement réalisé avant la greffe a 3 objectifs :
-un effet anti tumoral, permettant d’éradiquer des cellules tumorales résiduelles.
-un effet myélosuppresseur, permettant de « faire de la place » dans la niche
hématopoiétique.
-un effet immunosuppresseur, pour lutter contre la réaction de rejet du receveur
contre le greffon.
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Ce conditionnement peut étre plus ou moins de type myéloablatif et plus ou
moins immunosuppresseur (figure 2) en fonction des comorbidités du receveur, du

type de pathologies sous-jacentes (Figure 3)
L’utilisation des conditionnements d’intensité réduite (RIC) a permis de greffer des

patients plus agés, autrefois réfutés a la greffe(6).
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Figure 2 : Conditionnement en fonction de I'immunosuppression et de 'immunoablation
d’aprés Kassim, BMT 2005 (9).
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Figure 3: Effet recherché du conditionnement selon le type de pathologie sous-jacente.

Le conditionnement comporte une association de chimiothérapies ou bien une
association chimiothérapie et irradiation corporelle. Pour les leucémies aigles
myéloides (LAM), le plus souvent il s’agit de I'association busulfan intra veineux et
cyclophosphamide et pour les leucémies aigties lymphoides (LAL), le plus souvent il
s’agit de I'association irradiation corporelle et cyclophosphamide.
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On observe une prise du greffon dans 95% des greffes. Avant la greffe, des
marqueurs génétiques, pour lesquels il y a une différence entre le donneur et le
receveur, sont identifiés. Ces différences correspondent au polymorphisme allélique
au niveau de short tandem repeats. Ainsi, on évalue en PCR compétitive le
pourcentage d’ADN du donneur et du receveur sur les cellules sanguines, c’est la
chimere. Celle-ci permet de détecter la réapparition de cellules d’origine receveur
aprés la greffe. On peut réaliser cette chimére sur sang total ou sur population
séparée aprés tri cellulaire, ce qui permet de suivre la chimere myéloide et
lymphoide. Pour s’assurer de la prise du greffon, on réalise une chimére a j30.
L’objectif est d’avoir un receveur 100% donneur au niveau des cellules sanguines.

En cas de conditionnement non myéloablatif, on observe souvent une chimere
mixte a j30. Au-dela de j30, on surveille régulierement la chimére chez le receveur
car la réapparition ou 'augmentation en cas de chimére mixte de 'ADN du receveur
dans les cellules sanguines est anormale et fait redouter une rechute. On peut étre
ameneé a réinjecter des lymphocytes du donneur (DLI) pour renforcer le greffon et
avoir une chimére 100% donneur.

IV) Résultats de I'allogreffe
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transplantation for early leukemia according to type of graft and
developmant of GVHD.

Figure 4 : Probabilité de survenue de rechute en fonction de la survenue de GVH, de la
déplétion en lymphocytes T d’aprés Horowitz Blood 1990(10)

L’allogreffe est une immunothérapie, car au dela de l'effet dose de la
chimiothérapie administrée dans le conditionnement, c’est l'effet « graft versus
leukemia » (GVL), ou « graft versus tumor » (GVT), en cas de tumeur solide qui est
recherché. Cet effet GVL ou GVT correspond a I'action des lymphocytes du donneur
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sur les cellules résiduelles de la maladie chez le receveur. C’est cet effet GVL qui est
corrélé a I'absence de rechute. Horowitz(10) a montré que la rechute est liée a la
survenue ou non de GVH, au type de GVH (GVH aigle survenant avant J100 ou
GVH chronique survenant aprés J100) et au type de greffon (syngénique ou non, T
déplété ou non) (Figure 4). Ainsi on admet qu'en cas de greffe syngénique I'effet
GVL est quasi inexistant alors qu’en cas de survenue de GVHa et GVHc l'effet GVL
est maximal puisque le risque de rechute est minimal.

A.1) Les antigénes mineurs d’histocompatibilités

Cet effet GVL est possible en raison de la présence de différences entre le
donneur et le receveur, telles que les antigénes mineurs d’histocompatibilité (MiHAS).
Ces antigenes mineurs correspondent au polymorphisme des génes qui conduit a un
polymorphisme protéique et a un polymorphisme peptidiqgue. Ces MiHAs entrainent
une réponse immune moindre. Un méme HLA peut présenter plusieurs MiHAs ainsi,
le HLA du receveur peut présenter des MiHAs du receveur et du donneur. Les MiHAs
ubiquitaires sont responsables de la GVH et les MiHAs présents sur les cellules
malignes sont responsables de I'effet GVL ou GVT. (11)

A.2) H-Y
H-Y est présent chez ’homme et absent chez la femme.

A.3) Les lymphocytes Natural Killer

Les lymphocytes « natural killer » (NK), via leurs récepteurs Killer cell
Immunoglobulin-like Receptors, (KIR) par difféerents mécanismes de cytotoxicité
(Fas/FasLigand, perforine/granzyme, TRAIL) peuvent détruire les cellules tumorales.

L’activation des lymphocytes NK peut se faire, via une action concertée entre
les récepteurs KIR inhibiteurs et KIR activateurs de cytotoxicité, par la
reconnaissance de I'absence de molécule HLA a la surface des cellules tumorales.
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Polymorphisme KIR
A la surface des lymphocytes NK, le répertoire des récepteurs KIR est variable selon
les individus et difféere donc entre le donneur et le receveur.
En fonction de la prédominance des signaux activateurs et inhibiteurs les
lymphocytes NK s’activent et mettent en place une cytotoxicité ou bien restent
inactifs (figure 5).

PRINCIPES D’ENGAGEMENT DES CELLULES NK

Cible Cible

s

FNy

>[asmerizos: <

F‘
A4

Figure 5 : Activation des NK en fonction de la balance des signaux activateurs et inhibiteurs.

Toutes allogreffes confondues, la survie globale aprées allogreffe est de 50%.
La survie globale est trés variable selon le délai diagnostic-greffe, le type de
pathologie a l'origine de l'indication de la greffe (figures 6 et 7). Ainsi, dans la
décision d’allogreffe il faut mettre en balance pour un patient donné le risque lié a la
procédure d’allogreffe et le risque lié a 'histoire naturelle de la maladie.
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Elle survient, le plus souvent, dans les 2 années qui suivent la greffe. Le
risque de rechute est variable selon le type de pathologie ayant indiqué la greffe
(figures 6 et 7). Elle peut étre anticipée par le suivi de la maladie résiduelle et du
chimérisme. En cas de rechute moléculaire ou de chimérisme mixte, on peut d’abord
diminuer 'immunomodulation puis, en cas d’échec, réinjecter des lymphocytes du
donneur, DLI, afin d’exercer un effet GVL.

Probabilité de survie, de TRM et de rechute aj100 aprés la greffe
selon le score de risque EBMT

100-

Score Risque
EBMT

Survie __ TRM e REL - Survie _'TRM _ REL

MAC MAC MAC RIC RIC RIC

Mortalité liée a la transplantation, TRM ; Rechute, REL ; Conditionnement myéloablatif,
MAC ; Conditionnement d’intensité réduite, RIC ; Score de risque EBMT cf annexe 1

Figure 6 : Probabilité de survie, de mortalité liée a la transplantation (TRM) et de rechute a
j100 selon le score de risque EBMT. D’aprés EBMT handbook : Haematopoietic Stem Cell
Transplantation édition 2012(12).
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Probabilité de survie, de TRM et de rechute a 3 ans aprés la greffe selon le
score de risque EBMT
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Mortalité liée a la transplantation, TRM ; Rechute, REL ; Conditionnement myéloablatif,
MAC ; Conditionnement d’'intensité réduite, RIC ; Score de risque EBMT cf annexe 1

Figure 7 : Probabilité de survie, de TRM et de rechute a 3 ans apres la greffe selon le score
de risque EBMT. D’aprés EBMT handbook édition 2012(12).

Avec les conditionnements actuels, le rejet de greffon est exceptionnel et
correspond a moins de 5% des allogreffes. L'immunosuppression du
conditionnement et la dose de cellules CD34+ sont les 2 éléments importants pour
éviter le rejet.
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La mortalité liee a la transplantation (TRM), correspond a I'ensemble des
déceés non liés a la rechute.

E.1) GVH

La GVH correspond a l'attaque par les cellules du donneur des cellules du
receveur. Environ 70% des patients développent une GVH aigie ou chronique, dont
30% des patients décéderont.

Elle peut étre de type aigue ou chronique, avec anciennement, une distinction
en fonction du délai de survenue apres la greffe. La GVH aigie (GVHa)
correspondait a des manifestations survenant dans les 100 premiers jours apres la
greffe. Cependant, avec les nouveaux conditionnements d’intensité réduite, on
observe des manifestations cliniques typiques des GVHa aprés j100. Ainsi, depuis
2005(13) la distinction entre GVHa et GVH chronique (GVHc) est basée sur le type
des manifestations cliniques et non plus sur le délai de survenue (figure 8).

Delais post Signes Signes
greffe GVHa GVHc
Gvh Aigue
Classique <100j
oui non
Persistante,
récurrente, >100j
présentation
tardive
Gvh Chronique
Classique Pas de délai non oui
Overloap oui
syndrome
Figure 8 : Classification du type de GVH : GVHa ou GVHc d’aprées Filipovich BBMT
2005(13).

GVHa

La GVHa est la premiere cause de décés a court terme aprés la greffe. Elle
touche environ 50% des patients allogreffés.

Physiopathologie de la GVHa (figure 9)

Le modéle de Ferrara (14)

Au cours de la GVHa, on observe en premier une phase d’initiation de la
réaction immunitaire du donneur contre le receveur qui est liée au relargage de
cytokines pro inflammatoires (TNFa, IL6 et IL1) par les tissus endommagés par le
conditionnement. Ces cytokines augmentent I'expression des molécules d’adhésion
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et 'expression des molécules HLA. Ce qui conduit a faciliter la reconnaissance des
antigenes majeurs et mineurs d’histocompatibilité par les lymphocytes T matures du
donneur.

Une deuxieme phase consiste en I'activation des lymphocytes T du donneur
par les cellules présentatrices de I'antigeéne du receveur. En réponse les lymphocytes
de type TH1 du donneur vont proliférer et produire des cytokines de type TH1 : IL2 et
IFNy. Ces cytokines vont activer des lymphocytes T cytotoxiques (CTL), et NK, et
aider les macrophages a produire de I'lL1 et du TNF a.

Puis, pendant |a troisieme phase, les CTL et les NK qui ont été activés vont
rejoindre les tissus endommagés, via l'effet chimio-attractant, des cytokines et
provoquer des lésions tissulaires a leur tour. Les macrophages, apres activation par
les cytokines TH1 et recevant un second signal, via le LPS relargué par les tissus

endommagés a la premiére étape, vont également participer a cette destruction
cellulaire.

1 Recipient conditioning

Tissue damage

Small
intestine

U B
. ie %
IL-12 Target cell
‘ Perforin apoptosis
~, FasL
2 A @ TNF -2 /
Donor » Cellular and
Tcell inflammatory

activation effectors

Figure 9 : Physiopathologie de la GVHa d’aprés Ferrara Seminars in Hematology 2006(15).

Ce modéle est surtout valable pour les greffes avec conditionnement
myéloablatif. Les greffes d’intensité réduite entrainent moins de lésions tissulaires
initialement.

Criteres de Billingham

Pour que la réaction de GVHa ait lieu, Billingham a défini des critéres :
- Le receveur doit étre incapable de rejeter le greffon.
-Le greffon doit contenir des cellules immunocompétentes.
- Receveur et donneur doivent présenter des allo antigénes différents.
- Les cellules effectrices doivent étre capables de migrer pour rejoindre les tissus
cibles(16).
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Les facteurs de risque de GVHa

Les facteurs de risque de survenue dune GVHa sont la présence
d'incompatibilités HLA, 'age avancé, le donneur de sexe féminin, l'intensité du
conditionnement, 'immunisation antérieure du donneur, les greffons de type CSP, la
séropositivité pour le cytomégalovirus (CMV) du receveur et une indication de greffe
pour une maladie en phase avancée.

Prophylaxie de la GVHa

Une prophylaxie de la GVHa sera instaurée. Elle sera fonction du type de
conditionnement, du type de donneur apparenté ou non, et du statut de la maladie a
la greffe. Cette prophylaxie vise principalement a « éteindre » les lymphocytes T soit
en réalisant une T déplétion in vivo par sérum anti lymphocytaire (SAL) ou in vitro
soit en inhibant leur prolifération (méthotrexate, mycophenolate mofetil) ou leur
activation (inhibiteur de la calcineurine tel que la ciclosporine).

Les différents types d’atteintes

L’atteinte cutanée correspond a un érytheme morbilliforme, plus ou moins
étendu, pouvant dans les atteintes les plus sévéres, conduire a un décollement
cutané.

L’atteinte hépatique est de type cholestase avec un ictere, une augmentation
de la bilirubine, des phosphatases alcalines, et de la 5’nucléotidase.

L’atteinte digestive peut correspondre a une simple anorexie comme a des
vomissements ou des diarrhées plus ou moins profuses.

Quelgue soit I'atteinte, il faut toujours éliminer des diagnostics différentiels tels
gu’une infection ou une toxicité médicamenteuse.

Pour aider au diagnostic, on peut réaliser des biopsies avec étude en
anatomopathologie a la recherche d’une infiltration par des cellules T allo réactives.
Celles-ci attaquent, avec prédilection, les assises épithéliales basales de I'épiderme,
entrainant 'apoptose des cellules malpighiennes basales, voire dans les formes les
plus graves de I'ensemble de I'épiderme.
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Classification

Selon le score de Glucksberg(17), on classera la GVHa en fonction de
'importance des atteintes de la peau, du foie et du tube digestif (figure 10).

Stade Peau Foie (bili) TD (diarrhées)

0 Pas de rash < 34 pmol/l < 500ml/j

1 <25%SC 34-50 pmol/l 500-1000 ml)

2 25-50% SC 51-102 pmol/l 1000-1500 ml/

3 >50% SC 103-255 pmol/ > 1500ml/;

4 Eryhtrodernme/ > 255 nmol/l > 1500 mlj + dls
bulles/desquamation abdos +/- 1leus

Grade Peau Foie (bili) TD (diarrhées)

I Stlou2 St0 St0

I St0-2 Stl St 0-1

1 St3 St 0-1 St 0-1

III St 0-2 St 0-2 5t 0-2

I St3 St0-3 St 0-4

v St 0-4 St0-4 St 0-4

Figure 10 : Score de Glucksberg(17).

Traitement (18).

Le traitement de premiére ligne consiste en 'administration de corticoides type
méthylprednisone, a la dose de 2 mg/kg, puis en fonction de la réponse a 14 jours on
réalisera une décroissance de la corticothérapie.

En cas de cortico-résistance ou de cortico-dépendance, des traitements de
deuxiéme ligne sont proposés. Il n'y a pas de consensus sur le traitement de 2°™°
ligne. On peut utiliser, du mycophénolate mofétil, des anti-TNFa, des inhibiteurs du
récepteur de l'interleukine2, du sérum antilymphocytaire ou la photophérése extra-
corporelle, des bolus de méthotrexate ou des injections de cellules souches
mésenchymateuses (MSC).
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GVHc

La GVHc est la principale cause de morbi-mortalité tardive non liée a la
rechute. Les déces sont principalement liés aux infections causées par
limmunodéficience, liée a la GVHc et a son traitement. Cependant, c’est la GVHc qui
est associée a 'effet GVL et donc a un moindre risque de rechute.

Elle associe un déficit immunitaire et des symptémes cliniques similaires a ceux
rencontrés dans des pathologies auto-immunes.

Physiopathologie

La physiopathologie de la GVHc est moins établie que celle de la GVHa.

On émet des hypotheses (19,20) :
-Le conditionnement entraine des Iésions au niveau du thymus conduisant a une
défaillance dans la sélection des lymphocytes permettant la survie de lymphocytes
auto réactifs, d’ou les symptdmes d’auto-immunité observés.
-Le conditionnement entraine [l'activation de macrophages qui vont en retour
synthétiser du TGF, qui en se fixant aux fibroblastes va induire la production de
collagéne. Cet exces de collagene peut expliquer les formes de GVHc type
sclérodermie.
-Un défaut de collaboration entre les lymphocytes T et les lymphocytes B est
également évoqué, conduisant a l'utilisation de thérapeutiques telles que le rituximab
pour traiter la GVHc.

Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques(13) sont tres variables pouvant atteindre de
nombreux organes. Au niveau cutané, on peut observer des sclérodermies, des
sécheresses oculaires, des lichens endobuccaux. Au niveau pulmonaire, on observe
surtout des anomalies obstructives telles que la bronchiolite oblitérante ou les
pneumopathies organisées(21). On peut également observer des cytopénies.

Facteur de risque

Le principal risque de la GVHc est I'antécédent de la GVHa. Les autres
facteurs de risque sont les greffons de type CSP, I'dge avancé, un donneur féminin,
un donneur non apparenté, une incompatibilité HLA.
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Classification de la GVHc (figures 11 et 12)

Grade Type d'atteinte
Limite Atteinte cutanee localisée et/ou atteinte hépatigue
Extensif Atteinte cutanée localisée ou atteinte hépatique

additionnee a l'une des atteintes suivantes :

-Histologie hépatique montrant une hépatite
chronigue agressive, une necrose ou une cirrhose,

-Atteinte oculaire (Schirmer <5mn)
-Atteinte salivaire ou buccale démontrée par biopsie
-Atteinte de tout autre organe

Figure 11: Ancienne classification de la GVHc d’aprés Shulman Am J Med (22).

Depuis 2005, selon le degré et le nombre d’organes cibles atteints, on classe la
GVHc en légere, modérée ou sévere (figure 12).

Grade de Atteinte
GVH Atteinte maximale -
. pulmonaire
chronique
Légére
29% 1 ou 2 organes atteints Non
Et
Score max =1
Modérée 1-2 organes et score max=2 Score =1
42% Ou
= 3 organes et score max=1
1 score=3
Ou Score =2
Séveére =3 organes et score >1
28%

Figure 12: Tableau classification grade de sévérité de la GVH chronique D’apres Filipovich
BBMT 2005(13)

Traitement de la GVHc

Le traitement de premiére ligne comporte des corticoides avec plus ou moins
de la ciclosporine, selon la sévérité des atteintes.(23)

Le traitement de 2éme ligne(24) n’est pas codifié, mais certains traitements
semblent plus efficaces sur certaines atteintes. Par exemple, on reconnait I'efficacité
de la photochimiothérapie extra corporelle en cas d’atteinte cutanée et des
inhibiteurs de la tyrosine kinase dans les formes sclérodermiques. D’autres
traitements sont utilisés en 2°™° ligne : le rituximab, les inhibiteurs de mTor... Des
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thérapeutiques innovantes, telles que [linjection de cellules souches
mésenchymateuses, offrent des perspectives intéressantes.

Le traitement de la GVHc doit associer des prophylaxies anti infectieuses et
des mesures associées telles que les larmes artificielles, le support nutritionnel et la
creme solaire protectrice.

Survie

La survie de la GVHc est fonction du grade de la GVH allant d’'une survie
globale a 5 ans de 83% en cas de forme légere a 46% en cas de forme sévere
(figure 13). L’atteinte d’'organe la plus grave est I'atteinte pulmonaire.

Grade de GVH Survie globale Mortalité liée a
chronique abans cGVH
Légere
29% 83% 0%
Modérée 77% 9%
42%
Séveére 46% 30%
28%

Figure 13 : Survie en cas de GVH chronique en fonction du grade de sévérité d’aprés Perez-
Simon BBMT 2008(25) .

E.2) Autres complications de la greffe :

Les autres complications, a court terme, de la greffe sont représentées par les
cystites hémorragiques, les pathologies de I'endothélium: les maladies veino-
occlusives, les micro-angiopathies thrombotiques, le syndrome de prise de greffe, le
syndrome de fuite capillaire, les pathologies neurologiques (encéphalopathie post-
conditionnement...), le syndrome de pneumopathie idiopathique...

La greffe est aussi associée a des complications a long terme liées au
conditionnement telles que les cancers secondaires (thyroide, mélanome...), les
troubles endocriniens (infertilité, syndrome métabolique)...

Ce sont ces complications a long terme et la GVHc qui ont un impact sur la qualité de
vie des patients guéris de leur pathologie initiale.
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Les Maladies veino-occlusives (MVO)

Physiopathologie

L’endothélium des cellules sinusoidales et les hépatocytes sont le site
primaire de la toxicité, ensuite il y a un syndrome d’obstruction des sinusoides avec
des anomalies de la microcirculation. Puis apparaissent des microthromboses des
veinules et des sinusoides. Ensuite, on observe un stade hypercoagulant avec une
baisse de I'antithrombine, de la protéine C et du facteur VII et une augmentation de
la phospholipase Al. Enfin, on observe une hypertension portale et une fibrose puis
une nécrose hépatocellulaire conduisant a un syndrome hépato rénal. Le stade
terminal est une défaillance multi-organe.

Epidémiologie

L’incidence est de 10 a 15% des greffes. Les principaux facteurs de risque
sont 'age jeune (moins de 4 ans), l'utilisation de busulfan dans le conditionnement,
les greffes non apparentées, 'ostéopétrose.

Prophylaxie
Une prophylaxie est réalisée en surveillant le taux de busulfan, en évitant les

hépatotoxiques et en administrant de I'héparine a 100Ul/kg et de [lacide
ursodésoxycholique.

Diagnostic
Cliniguement on observe un ictére, une rétention hydro sodée avec prise de

poids et cedémes, une ascite et une hépatomégalie douloureuse.

Un écho doppler des veines hépatiques retrouve une augmentation des résistances
et parfois une inversion du flux porte.

Au niveau biologique on observera une thrombopénie réfractaire aux transfusions, un
temps de thrombine diminué avec une baisse du facteur VIl et une diminution de
I'antithrombine.

On peut également réaliser une biopsie hépatique (par voie transjugulaire). On
observera une réduction concentrigue non thrombotique de la lumiere des petites
veines intra hépatiques. Une biopsie normale n’exclue pas le diagnostic.

Les critéres diagnostiques sont définis soit par les criteres de Seattle (Mc
Donald) soit par les critéres de Baltimore (Jones) :

_Les critéres de Seattle correspondent a la présence dans les 20 jours aprés
la greffe de 2 criteres parmi un ictere, une bilirubine supérieure a 2mg/dl, une
hépatomégalie plus ou moins douloureuse, une prise de poids de plus de 2%.

_Les critéres de Baltimore correspondent a la présence dans les 21 jours
aprés la greffe d’'une augmentation de la bilirubine & plus de 2mg/dl et deux des
signes suivants: hépatomégalie plus ou moins douloureuse, ascite, prise de poids de
plus de 5%.

Il est nécessaire d’écarter les diagnostics différentiels tels qu’une infection,
une GVH hépatique, une toxicité médicamenteuse.

43



Traitement

Le traitement est symptomatigue avec une restriction hydro sodée,
médicamenteux avec des diurétiques, une supplémentation en albumine afin de
maintenir un volume intra vasculaire suffisant pour la perfusion rénale, des
antalgiques.

Le traitement spécifique est le défibrotide qui agit en diminuant le taux de
phospholipase Al qui est I'inhibiteur principal de la cascade de fibrinolyse. En cas de
MVO tres sévére une transplantation hépatique peut étre nécessaire.

Evolution

La mortalité attribuable & la MVO est comprise entre 18 et 28%. Pour les MVO
sévere elle atteint 75 & 95%.

La Microangiopathie thrombotique (MAT)

Physiopathologie

Il s’agit d’'une pathologie de I'endothélium, il n’y pas de déficit en ADAMTS 13.
On observe une dysfonction endothéliale généralisée conduisant a I'activation
intravasculaire des plaquettes et a la formation de thrombi riches en plaquettes dans
la microcirculation. On observe également une hyperapoptose des cellules
endothéliales (FAS dépendante) de la microvascularisation au niveau du systeme
nerveux central, de la peau, et des reins.

Epidémiologie
L’incidence est trés variable 2-21%.

Diagnostic
Les criteres diagnostiques sont retenus par l'international working groupe de

'EBMT sont : une schizocytose supérieure a 4%, une thrombopénie inferieure a
50G/L ou en baisse des plaquettes de plus de 50%, une augmentation durable des
LDH, une baisse de I'hnémoglobine ou une augmentation des besoins transfusionnels
en culot globulaire, une baisse de I'haptoglobine.

Selon la quantité de schizocytes, le taux de LDH et la clinigue on grade la
MAT (tableau 1).

Grade |LDH |Schizocytes clinique
(%)
0 N ou 1=1.2 Absence
1 N > 1.3 Infraclinique
2 1 1.3-4.8 Minime
3 0 4.9-9.6 Modérée
4 0 > 9.7 Sévere

Tableau 1 : Gradation des MAT.
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Traitement

On commence par suspendre les traitements immunosuppresseurs
pourvoyeur de MAT : les inhibiteurs des calcineurines (la ciclosporine et le
tacrolimus), les inhibiteurs de m-Tor (le sirolimus et I'everolimus).
L’intérét des échanges plasmatiques est conteste.
Un traitement par soliris, actuellement utilisé dans les syndromes hémolytiques et
urémiques atypiques, est proposé par certaines équipes (26).

Le syndrome de fuite capillaire

Physiopathologie
Il s’agit de la fuite extravasculaire des liquides intravasculaires.

Epidémiologie

Les facteurs favorisants sont [utilisation de facteurs de croissance
hématopoiétiques et les greffes non apparentées.
L’incidence n’est pas connue.

Diagnostic
Pour poser le diagnostic il faut 3 criteres majeurs ou 2 criteres majeurs et plus

d’1 critére mineur.

Les criteres majeurs sont une hyperthermie supérieure ou égale 37°3 non expliquée,
un rash supérieur a 25% de la surface corporelle, un cedéme pulmonaire non
cardiogénique.

Les criteres mineurs sont une altération de la fonction hépatique, une insuffisance
rénale (créatinine qui double), une prise de poids de plus de 2.5%, et une
encéphalopathie transitoire non expliquée.

Traitement

II faut arréter le G-CSF et associer des traitements symptomatiques :
corticoides a 2 mg /Kg/j, restauration d’'une volémie efficace avec albumine et
déplétion hydro sodée, restriction hydrique voir une épuration extra-rénale.

Evolution

En cas de progression le risque est d’observer un syndrome de défaillance
multi-organes dont le taux de mortalité est élevé.
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Le syndrome de prise de greffe

Physiopathologie

Le syndrome de prise de greffe est lié au relarguage massif de cytokines
proinflammatoires par les tissus endommagés par le conditionnement et par la
dégranulation des polynucléaires neutrophiles.

Epidémiologie
L’incidence varie de 8 a 12%.Les facteurs de risque sont l'utilisation de facteur
de croissance hématopoiétique et les greffes de CSP.

Diagnostic
Ce syndrome survient dans les 96h encadrant la sortie d’aplasie. Pour poser

le diagnostic il faut 3 criteres majeurs ou 2 criteres majeurs et 1 critére mineur.

Les criteres majeurs sont une hyperthermie d’origine non infectieuse, un rash de plus
de 25% de la surface cutanée ou des infiltrats pulmonaires. Les criteres mineurs
sont une diarrhée, une prise de poids, une insuffisance rénale, une atteinte du
systeme nerveux central.

Traitement

Le traitement comporte une corticothérapie a 0.5 a 10 mg/Kg (en moyenne 1
mg/Kg) avec décroissance sur 1 semaine, un arrét du GCSF, et un traitement
symptomatique avec restriction hydrique, restauration d’'une volémie efficace
(macromolécules et déplétion hydro-sodée).

Evolution

Avec la mise en place d’'un traitement précoce, on observe une résolution
compléte en 1 a 5 jours dans plus de 80% des cas.
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F.1) Reconstitution immunitaire

Le conditionnement a un réle plus ou moins myéloablatif conduisant a une
destruction des précurseurs granulocytaires. Il a également un role
immunosuppresseur, en éradiquant presque totalement les lymphocytes du receveur,
pour éviter les rejets du greffon par le systeme immunitaire du receveur. Ainsi, en
post allogreffe on observe a la fois un défaut de I'immunité innée et de l'immunité
adaptative.

La reconstitution immunitaire apres greffe sera liée & :

-une expansion des lymphocytes matures et naifs contenus dans le greffon

-une granulopoiese et une lymphopoiése de novo a partir des CSH contenus dans le
greffon.

De nombreux facteurs interferent dans la reconstitution immunitaire :
-pour le receveur : I'age, le type de conditionnement (myéloablatif ou non), I'utilisation
de sérum anti lymphocytaire, la pathologie initiale.
-la source de CSH : moelle, cellules souches périphériques, sang placentaire, les
manipulations du greffon
-I'évolution post greffe avec la survenue de GVH et d’infections.

On observe, dans un premier temps, une défaillance de 'immunité innée, liée
a une destruction par le conditionnement a la fois des muqueuses qui constituent le
premier obstacle aux pathogenes et a la fois des CSH conduisant a une neutropénie.
Durant cette phase, le patient sera principalement exposé aux bactéries et aux
infections fongiques. Selon le type de greffon, cette phase a une durée variable allant
de 14 jours pour un greffon de cellules souches périphériques a 21 jours pour un
greffon médullaire et jusqu’a 30 jours en cas de sang placentaire. Il faut noter que la
restauration d’'un nombre seuil de polynucléaires neutrophiles a plus de 500/ul ne
suffit pas. En effet, ces PNN ne sont pas immédiatement fonctionnels. Initialement,
on observe une diminution du chimiotactisme, de la production d’ions superoxyde et
de la bactéricidie (27).

Les cellules Natural Killer (NK) retrouvent a la fois, des niveaux normaux et une
fonctionnalité dées les 2 premiers mois qui suivent la greffe et ceci indépendamment
du type de greffon ou de la présence de GVH. On note précocement une expansion
des NK CD56 « bright » CD16 low qui sont capables de produire des cytokines (28),
une forte activité « «lymphokine activated killer » et peu de cytotoxicité naturelle et
meédiée par les anticorps .

Les cellules dendritiques également retrouvent des niveaux normaux précocement.

Au niveau de limmunité adaptative, le déficit immunitaire observé, apres
lallogreffe, est lié a une défaillance de production et d’éducation thymique des
lymphocytes. On observe, également, un défaut périphérique de présentation de
I'antigene.
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Il est important de noter, que ce n’est pas seulement un chiffre seuil de lymphocytes
qui permet de prédire une reconstitution immunitaire satisfaisante mais, surtout une
évaluation satisfaisante des capacités fonctionnelles des lymphocytes.

Lymphocytes T (27)

Dans un premier temps, on observe une expansion des lymphocytes T
mémoires du donneur, qui étaient contenus dans le greffon, conduisant a une faible
diversité du répertoire T responsable d’'une moindre réponse anti-infectieuse. On
observe une prédominance de CD8 avec une inversion du rapport CD4/CD8. Puis,
dans un second temps ce met en place une production de novo, a partir du thymus
du receveur, de lymphocyte T naif.

Au total, durant la premiere année post allogreffe, la lymphopoiese a partir de la
différenciation des CSH du donneur est altérée de part :

-Des anomalies de la niche hématopoiétique du fait de I'age et du conditionnement
entrainant une faible production de précurseurs lymphocytaires.

-Un défaut d’entrée des progéniteurs lymphoides au niveau du thymus(29).

-Une altération de la thymopoiése du fait de I'dge, du conditionnement et de la GVH
(30), ce qui conduit a une diminution de la capacité de production de lymphocytes T
naifs avec une faible diversité du répertoire des récepteurs T, entrainant une
augmentation du risque d’infections opportunistes et de rechute.

L’étude des T cell receptor Rearrangement Excision DNA Circles (TREC) permet
d’estimer cette production de lymphocytes T naifs et montre un défaut de
thymopoiése jusqu’a 3 a 6 mois apres la greffe.

Lymphocytes B

Des 3 mois, aprés la greffe les lymphocytes B retrouvent des niveaux quasi
normaux. Cependant, la restauration d’'une production des immunoglobulines pourra
durer 2 ans. Avec notamment un délai avant la production d'lgG2 et IgG4 permettant
une protection vis-a-vis des germes encapsulés. Les anticorps dirigés contre des
antigénes régulierement rencontrés, tels que le CMV, retrouvent leur niveau d’avant
la greffe, a la différence de ceux dirigés contre des antigenes moins rencontrés tels
qgue le tétanos, la poliomyélite. |l est donc important d’avoir une stratégie vaccinale
précoce en post allogreffe.

F.2) Les infections en post allogreffe

Les infections demeurent une cause de morbi-mortalité importante en post

allogreffe. Cependant, au cours de la derniere décennie, on note une diminution de
la mortalité liée aux infections, probablement en lien avec 'amélioration de mesures
de supports, de nouvelles molécules anti-infectieuses et les conditionnements de
toxicité réduite(31).
Les principaux facteurs de risque d’infection aprés la greffe sont le statut de la
pathologie hématologique avant la greffe, les comorbidités du patient, le degré
d'immunosuppression lié au conditionnement et a la prophylaxie de la GVH, la
rupture des premieres de défense (mucite).
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En fonction du type de déficit immunitaire on observera différents types
d’infections, ce qui permet de séparer en 3 phases la période post allogreffe (figure
14).

-une phase précoce de JO a J30

Durant cette phase, le patient est le plus a risque d’infections de tout type puisqu’on
rencontre a la fois une défaillance de I'immunité innée et de 'immunité adaptative.
De plus, les patients ayant eu une irradiation au cours de leur conditionnement ont
une asplénie fonctionnelle

Les principaux pathogénes rencontrés durant cette phase sont les bactéries a gram
positif et négatif, les candida et I'herpes simplex virus (HSV).

Les patients ayant eu un conditionnement d’intensité réduite ont moins d’infections
liées a la neutropénie et a la mucite.

-une phase intermédiaire de J30 a J100
Les principaux pathogénes rencontrés durant cette phase, sont les virus avec
notamment le CMV et les champignons avec notamment 'aspergillus.

-une phase tardive apres J100

Les infections survenant durant cette période sont liées a la présence de GVH qui
compromet la reconstitution immunitaire.

La persistance d’'une asplénie fonctionnelle liée au conditionnement et a la présence
d’'une GVH conduit a un risque d’infection a germes encapsulés.

A cette phase, il existe une relation claire entre le nombre de lymphocytes CD4 et la
survenue de certaines infections telles que la toxoplasmose ou les infections a
mycobactéries.
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Figure 14 : Différentes phases infectieuses en post allogreffe d’aprés Tomblyn BBMT
2009(32).
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Le greffon

Le greffon comprend différents types cellulaires : les cellules nucléées totales,
les globules rouges et les plaquettes. Parmi les cellules nucléées totales, il y a les
cellules souches qui permettent la prise de greffe.

Nous n’évoquerons que les greffons de type médullaire et CSP.

) Composition du greffon

Les cellules nucléées totales (CNT) correspondent aux leucocytes et aux
érythroblastes.

B.1) Généralites sur les cellules souches

Les cellules souches ont la capacité de proliférer, de s’auto renouveler et de se
différencier en éléments matures. Elles effectuent des divisions symétriques
lorsqu’elles donnent 2 cellules identiques et des divisions asymétriques lorsqu‘elles
donnent naissance a 2 cellules filles différentes : une cellule souche et une cellule

différenciée (figure 15).
. . Division symétrigue

Division asymétrique
Figure 15 : Division cellulaire symétrique et asymétrique

Les cellules souches ont différents potentiels de différenciation.

Les cellules souches totipotentes correspondent aux cellules embryonnaires jusqu’a
8 blastoméres soit jusqu’au stade blastocyste. Elles sont capables de reconstituer un
individu entier.

Les cellules souches pluripotentes correspondent aux cellules embryonnaires a partir
du stade blastocyste. Elles sont capables de donner tous les types tissulaires, hormis
les annexes embryonnaires.
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Les cellules souches multipotentes sont capables de reconstituer tous les types
cellulaires issus du méme feuillet embryonnaire.

Les cellules souches unipotentes ne donnent qu’un type cellulaire mais conservent
leur capacité d’auto-renouvellement.

Chez I'adulte, on distingue plusieurs types de cellules souches multipotentes : les
cellules souches multipotentes généralistes et les cellules souches multipotentes
spécialisées.

Parmi les cellules souches multipotentes spécialisées, on trouve les CSH, les
cellules épidermiques.

Parmi les cellules souches mutipotentes généralistes, on trouve les cellules souches
meésenchymateuses.

B.2) Les cellules souches hématopoiétiques

Au cours du développement, les CSH naissent au niveau de la
splanchnopleure para aortique (33-35), puis colonisent le foie foetal et finalement
s’établissent au niveau de la moelle osseuse (figure 16).

E7 | E8 | Ee [E10[E11 [E12 [E13[E14[E15[E16  Adulte
1-5 [13-20[22-29[36-42| Somites

o

MOELLE
OSSEUSE

R;\TE
Figure 16 : Localisation de 'hématopoiése au cours de 'embryogenese.
splanopleure paraortique, SPoA ; Aorte-gonade_mesonephros , AGM

Les CSH sont des cellules souches multipotentes, donc capables de
reconstituer un type tissulaire dans son ensemble. Elles possedent des propriétés
d’auto renouvellement, de prolifération, et ont la capacité de se différencier en tous
les éléments figurés du sang. Ainsi, il a été montré, que chez la souris, apres
irradiation létale, qu’'une seule cellule souche hématopoiétique est capable de
reconstituer une hématopoiése compléte et durable(36—-39).
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L’hématopoiése

L’hématopoiése est I'ensemble des processus, qui assure la production
constante et régulée des différentes cellules sanguines (figure 17). La moelle
osseuse contient une hiérarchie de progéniteurs hématopoiétiques a différents
niveaux de maturation. Elle produit environ 10* cellules par jour, pour permettre une
homéostasie des cellules sanguines, puisque celles-ci ont une durée de vie limitée
(tableau 2). La production médullaire peut également augmenter en cas de besoin
exceptionnel, tel qu’une infection ou une hémorragie ...
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Figure 17 : Schéma de 'hématopoiése

Nombre Durée de vie | Production par jour
Globules rouges | 20.10™ 120 jours 200.10°
Polynucléaires | 0.5.10% | 24 heures 50.10°
neutrophiles
Plaguettes 10™ 7 jours 100.10°

Tableau 2 : Production quotidienne et durée de vie des cellules du sang
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Les différents tests d’évaluation indirects des CSH

On ne peut pas évaluer directement le nombre de CSH médullaire ainsi
différentes techniques permettent d’évaluer indirectement leur nombre (figure 18).

Les Différents test d’évaluation des CSH
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Figure 18 : Schéma de I'hématopoiése avec les différents tests d’évaluation des CSH
Tests in vitro

-CFU : colonies formant unité : on met en évidence de maniére rétrospective la
présence des progéniteurs clonogéniques hématopoiétiques. On cultive des cellules
issues de préléevement médullaires sur milieu semi solide pendant 14 jours, puis on
observe le nombre de colonies. Le milieu semi-solide permet d’immobiliser les
cellules, ainsi on est certain que la colonie observée a pour origine une seule cellule
(figurel9).
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Figure 19 : Les progéniteurs clonogeniques hématopoiétiques. Colonies formant unité, CFU-
GM ; colonies formant unité érythroide, CFU-E

-LTC-IC : Long terme culture-initiating cell : on observe, rétrospectivement, la
présence de LTC-IC initiale. On cultive pendant 5 semaines les cellules médullaires
sur un stroma (cellules souches mésenchymateuses), puis on cultive pendant 14
jours sur milieu semi solide. On compte le nombre de colonies obtenues a l'issu des
14 jours. Pour obtenir une estimation du nombre de LTC-IC initiales, on fait le rapport
entre le nombre de cellules initialement plantées et le nombre de colonies obtenues.

Test in vivo

-LT-RC : Long terme repopulating cell : Il s’agit du seul test permettant de prouver la
présence de CSH dans une population de cellules. Il consiste dans un premier temps
en l'injection des cellules a étudier dans une souris |étalement irradiée. Au bout de
20 semaines aprés l'injection primaire les LT-RC sont mise en évidence. Puis on
teste le sang, la rate, le thymus et la moelle osseuse (MO) de la souris receveuse
par cytométrie en flux pour établir le degré de contribution des LT-RC issues de
l'injection primaire a la reconstitution du systéme hématopoiétique de la souris
greffée. Cette injection primaire permet donc de tester la multipotence des CSH
immatures initialement présente. D’autre part différentes doses de la MO de cette
souris sont injectées dans une deuxieme souris receveuse létalement irradiée, pour
tester la capacité des LT-RC a reconstituer son systeme hématopoiétique ; on parle
de reconstitution secondaire. Cette 2°™° injection permet de tester leur potentiel
d’autorenouvellement.
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Isolement de la CSH directement

Pour la greffe, il est nécessaire de quantifier rapidement et directement le
nombre de CSH juste avant la greffe et non de maniére différée avec des évaluations
rétrospectives (CFU, LTC-IC, LT-RC). Pour quantifier directement les CSH, on peut
quantifier en cytométrie le nombre de cellules porteuses de certains antigenes de
surface reflétant le phénotype cellulaire.

Chez la souris(40)

L’équipe de Weissman(41,42) a montré que l'injection de cellules médullaires
exprimant I'antigéne stem cell-1, Sca-1, ayant une faible expression de Thyl.1l et
n‘'exprimant pas de marqueurs de lignage, lin-, permet de reconstituer une
hématopoiese durable et de maintenir en vie des souris adultes de type C57BL/Ka-
Thy-1.1, irradiées létalement. Ikuta et Weissman(43) ont montré que les cellules
médullaires Sca-1*, Lin", Thy-1.1" qui exprimaient un protooncogéne de la famille des
tyrosines kinase, c-kit étaient capables d’une activité de reconstitution multi lignées a
long terme. Osawa et al (44)ont montré que les cellules médullaires CD34°"", c-kit",
Sca-1", Lin" correspondent aux CSH de souris. Il a également été montré que les
CSH murines exprimaient une pompe a efflux des colorants tel que le HOESCHT.
En cytométrie, aprés mise au contact de Hoesht, les CSH sont sur le coté : side
population(SP) (45).

Au total chez la souris les CSH sont définies par le phénotype suivant : CD34-, lin-,
Sca+, c-kit+, SP-.

Chez 'homme(46,47)

Afin d’isoler la CSH, deux hypotheses ont été posées :
_La présence sur les CSH de marqueurs de surface qui disparaissent avec la
maturation.
_Les cellules leucémiques, puisque bloguées dans leur maturation, possedent les
marqueurs CSH.

Ainsi des souris ont été immunisées avec des cellules leucémiques et parmi les
anticorps obtenus, ceux ayant une forte affinité pour les cellules de 'immunité et une
faible affinité pour les cellules sanguines matures, ont été étudiés. Cela a permis
l'identification d’'un anticorps murin nommé My10, fixant 1% des cellules normales de
la moelle osseuse. Les cellules fixant le Myl0, possédent des propriétés d’auto
renouvellement in vitro. Toutes les CSH humaines, les progéniteurs
hématopoiétiques en cours de différenciation et les cellules endothéliales expriment
le My10, les autres cellules humaines n’expriment pas My10.

Actuellement My10 est nommé CD34+.

La fraction de cellules CD34+ CD38- correspond aux cellules CD34+ les plus
immatures, donc multipotentes, capables de reconstituer 'hématopoiése dans des
souris non-obese diabetic/severe comined immunodeficiency (NOD/SCID) ou rag2™
v, (48) Les cellules CD34+CD38- correspondent & environ 0.1% des cellules
médullaires totales.

Chez I’lhomme les CSH sont CD45+ CD34+ CD38- .
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B.3)CD34+(49)
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Figure 20 : Structure CD34 D’aprés Krause Blood 1996(49).

L’antigéne CD34+ est une protéine transmembranaire de type |, fortement
glycosylée, qui est membre de la famille des sialomucines (49) (figure 20). Il existe
différentes formes de CD34+ plus ou moins glycosylées. CD34+ est exprimé sur les
CSH, sur les progéniteurs hématopoiétiques et sur les cellules endothéliales des
petits vaisseaux. L’expression de TARNm de CD34+ est détectée au niveau du foie,
de la rate, de la moelle osseuse et du thymus et aussi au niveau du cceur, des
poumons, des muscles squelettiques, des reins et du cerveau feetal et adulte.

Il existe 3 classes d’anticorps anti-CD34 classés selon leur capacité a
reconnaitre le CD34 apres traitement enzymatique : neuraminidase, chymopapaine,
O glycoprotease. La classe | est totalement ou partiellement sensible a la
neuraminidase et aussi sensible aux glycoprotéases, la classe Il est sensible
uniguement aux glycoprotéases et la classe Ill est insensible aux 3 enzymes.

Fonctions

Les roles du CD34 ne sont pas clairement élucidés, mais on pense que c’est
un marqueur impligué dans [l'adhésion cellulaire et Ila différenciation
hématopoiétique.

Adhésion

CD34 serait impliqué dans I'adhésion des CSH au stroma médullaire. En effet,
comme le sont classiguement les molécules d’adhésion, le CD34 est une
sialomucine de surface fortement glycosylée. De plus, les cellules CD34 injectées en
intra veineux sont capables de se domicilier dans la niche hématopoiétique.
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On pense, que les différents niveaux de glycosylation de la molécule CD34
influencent la localisation des CSH et des progéniteurs hématopoiétiques.

Différenciation hématopoiétique

CD34 serait également impliqué dans la différenciation hématopoiétique, en
maintenant les cellules dans un stade d’immaturité. En effet, on observe dans les
cellules leucémiques de souris, que I'on veut différencier par I'lL6 ou le leukemic
inhibitory factor, une diminution de 'TARNm de CD34, suivie d’'une différenciation
morphologique des blastes en cellules matures. La forme complete de CD34 est
associée a un blocage au stade immature, alors que la forme tronquée de CD34
n’inhibe pas la différenciation(50).

Des expériences de Knock-out de CD34 chez la souris montrent des valeurs
périphériques de cellules sanguines normales, avec cependant une baisse des
CFU, ce qui suggére un moindre nombre de progéniteurs hématopoiétiques(49).

Applications cliniques du CD34

Diagnostic et sous classification des leucémies :

Environ 40% des leucémies aigues myéloides expriment le CD34. Notamment
toutes les LAM avec translocation t(8;21) expriment le CD34. Cependant, le CD34
est a la fois retrouvé dans des leucémies de bon et de mauvais pronostic, ainsi il ne
peut étre considéré comme un facteur pronostique indépendant.

Utilisation du CD34 pour quantifier les progéniteurs hématopoiétigue et les CSH :

L’utilisation d’anticorps anti CD34 en cytométrie en flux a permis de réaliser
des contréles qualités sur les greffons. On peut, notamment, contrbler la persistance
de CD34 apres les manipulations sur le greffon.

Evaluation CD34+ en cytométrie

La méthode d’évaluation des CD34 en cytométrie fait 'objet d’'un consensus
international : la méthode de I’ « International Society of Hematotherapy and Graft
Engineering » (ISHAGE) (51) consistant en des fenétrages successifs (cf annexe 2).
L’évaluation des CD34+ est toujours réalisée en faisant un comarquage CD34 et
CD45 pour cibler les leucocytes. On utilise un anticorps anti-pan leucocytaire CD45,
gui doit reconnaitre toutes les isoformes de CD45. De plus, on réalise un marquage
7-amino-actinomycine d (7aad), qui pénétrera uniquement dans les cellules mortes,
ainsi on ne comptabilisera que les cellules 7aad- correspondant aux cellules
vivantes.

Il faut utiliser des anticorps anti CD34 de classe lll, car ils reconnaissent les
épitopes résistants aux 3 enzymes, ainsi la reconnaissance a lieu quelque soit I‘état
de glycosylation de la molécule CD34

En double plateforme

C’est la méthode historique de quantification du nombre de CD34 en 2 étapes.
En premier, on quantifie le nombre de cellules nucléées totales avec un appareil a
hémogramme, puis on quantifie parmi les cellules nucléées totales le pourcentage
de CD34+CD45+ viables en cytométrie. Le résultat final de CD34+ est obtenu en
rapportant le pourcentage de CD34+CDA45+ viables au nhombre de CNT.
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Nombre de CD34+= CNT X % CD34+CD45+7aad-

Cette méthode en 2 temps présente 2 inconvénients :

-Elle cumule les risques d’incertitude de 2 techniques successives.

-Elle établie la quantité de CD34+ en appliquant le pourcentage de cellules CD34+
donné sur les CNT qui comprennent a la fois les leucocytes et également les
érythroblastes.

En simple plateforme

En simple plateforme, on quantifie directement le nombre absolu de cellules
CD34+ sur le cytométre en flux. On utilise un tube contenant un nombre connu de
billes, dans lequel le marquage des CD34 est effectué. Le cytométre fait un rapport
entre le nombre de billes comptées et le nombre d’évenements CD34+ comptés et
donne ainsi directement un résultat en valeur absolue par la formule suivante :

Nombre événements CD34+ comptés X nombre de billes dans tubes _ CD34+/uL

Nombre de billes comptées volume de échantillon

Contenu en CD34+ des greffons

La médiane de CD34+ dans un greffon médullaire est de 2 & 3x10°%kg de
receveur. La médiane de CD34+ dans un greffon de CSP est de 8x10%kg de
receveur.
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1) La prise de la greffe

Apres l'injection en périphérie les CSH vont s’installer dans la niche
hématopoiétique, c’est le principe de la domiciliation ou homing.

En 1978, Schofield décrit la niche hématopoiétique comme «un endroit
spécifiqgue qui permet de maintenir les capacités des CSH».
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Figure 21 : Un modele de la niche hématopoiétique dans les os long d’aprés Shiozawa
Leukemia 2008(52)

a) os long
b) coupe transversale os long
c)les différentes niches : la niches endosteale ou niche ostéoblastique et la niche vasculaire
d) Les CSH peuvent se mobiliser et se différencier en progéniteurs hématopoiétiques,
poursuivre leur différenciation en cellules sanguines matures puis passer dans les vaisseaux
sanguins. Les CSH peuvent également rester quiescente. Les CSH peuvent directement
passer dans le sang sans étape de différenciation soit spontanément (moins de 1%) soit
aprés mobilisation par facteur de croissance granulocytaire. Le homing correspond a la
domiciliation des CSH dans la niche hématopoiétique.
e) Les ostéoblastes et les CSH communiguent via des facteurs solubles.
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La niche hématopoiétique comporte les CSH et des cellules non hématopoiétiques :
les ostéoblastes, les cellules souches mésenchymateuses, les cellules
endothéliales...

Les propriétés de la niche hématopoiétique sont (53):
-d’avoir une structure asymétrique pouvant orienter vers la quiescence, la
prolifération (division symétrique) ou la différenciation (division asymétrique)
-de permettre un ancrage physique des CSH via des ligands, des sélectines et des
intégrines (VLA-4) situées sur les cellules stromales. Cet ancrage conduit au
maintien des CSH en phase de quiescence GO.
-de générer des facteurs solubles extra-cellulaires régulateurs : CXCR4/SDF1,
SCF...
SDF1 est produit par les cellules stromales médullaires et se fixe sur son récepteur
CXCRA4 situé sur les CSH. La présence de SDF1 sur CXCR4 induit une modification
du cytosquelette des CSH via une signalisation impliqguant JAK2. Cette modification
du cytosquelette permet de maintenir 'ancrage des CSH dans la niche. SDF1 est
chimiotactique pour les CSH via un gradient de concentration et c’est lui qui est
responsable du phénomeéne de homing.

Aprés la greffe on observe 2 phases successives de reprise de
’hématopoiéese liées a la présence dans le greffon de précurseurs hématopoiétique
a différents stades de maturation. Une premiére phase de récupération précoce
correspondant a la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques déja engagés
dans la différenciation puis une seconde phase correspond a la différenciation des
CSH multipotentes.

La sortie d’aplasie correspond a des CNT supérieures a 1G/L, a des neutrophiles
supérieurs a 0.5G/L et des plaquettes supérieures a 20 G/L.

C.1) Greffon médullaire

Apres le prélevement médullaire, on peut réaliser différentes manipulations
sur le greffontelles que la réduction de volume, la désérythrocytation, la
déplasmatisation, le tri CD34.

Réduction de volume

Afin d’avoir suffisamment de CSH, on préléve environ 20ml/kg de moelle chez
le donneur. Ce volume est souvent trop conséquent pour étre directement greffé
chez le receveur. Une réduction de volume est réalisée par réalisation d'une
centrifugation permettant I'obtention de 3 couches dont une couche leucocytaire
appelée « buffy coat», une couche correspondant au plasma et une couche de
globules rouges. Ensuite le surnageant est retiré.
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Notion d’incompatibilité ABO
30 a 40% des greffes sont réalisées en situation d’incompatibilité ABO(54).

Incompatibilité majeure

L'incompatibilité majeure correspond a la présence chez le receveur
d’anticorps naturels anti-A et/ou anti-B dirigés contre les hématies du donneur.
Cette incompatibilité est retrouvée chez 10 a 15% des couples donneur-receveur
HLA compatibles.
Elle a pour conséquence une augmentation des besoins transfusionnels apres greffe
et une reprise tardive de I'érythropoiése chez les receveurs dont les titres d’anticorps
sont élevés avant la greffe. Il a été observé des anticorps de type receveur jusqu’a
600 jours aprés la greffe. En cas de conditionnement d’intensité réduite il peut
persister de facon prolongée des anticorps du receveur dirigés contre les
progéniteurs érythroides ayant pour conséquence un retard de production des
hématies de type donneur par rapport au conditionnement myéloablatif.
Actuellement, Pour éviter cette incompatibilité, on réalise une désérythrocytation du
greffon avant la greffe(55).

Incompatibilité mineure

L’'incompatibilité mineure correspond a la présence chez le donneur
d’anticorps dirigés contre les antigénes A et/ou B des hématies du receveur. Elle
peut étre a l'origine d’'une hémolyse immédiate par intéraction des anticorps du
donneur et des hématies du receveur.

Pour prévenir cette réaction une déplasmatisation du greffon est réalisée.

Incompatibilité complexe

L'incompatibilité complexe correspond a la situation ou il y a incompatibilités
majeure et mineure.

Collins et al (56)ont montré que la déplasmatisation ne conduit pas a une
perte significative de CD34+ apres la manipulation, alors que la désérythrocytation
conduit & une perte significative médiane de 38% de CD34+ aprés manipulation
(p<0.01).

Sélection CD34
Principe

On réalise sur le greffon médullaire un tri CD34 a l'aide d’'une sélection
immunomagnétique : des microbilles magnétiques recouvertes d’anticorps anti-CD34
fixent les cellules CD34+, puis la séparation des cellules est ensuite effectuée par
passage dans un champ magnétique.

Intérét

L’objectif est d’éliminer un maximum de lymphocyte T responsable de la GVH.
Ce type de manipulation peut étre indiquée en situation haplo-identique et quand
indication d’allogreffe est une pathologie non maligne telle que les maladies
métaboliques, les aplasies, les déficits immunitaires. En cas de pathologie maligne,
le risque est de perdre les lymphocytes T responsables de I'effet GVL.
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C.2) Greffon de CSP

Incompatibilité majeure

En cas de greffon de CSP, on ne réalise pas de désérythrocytation en raison
du risque de perte cellulaire trop important. En cas d’'incompatibilité majeure, les CSP
sont prélevées avec un hématocrite la plus faible possible (idéalement<5%). Et si
I’hématocrite est trop élevé, une hyperhydratation chez le receveur est réalisée au
moment de la greffe.

Incompatibilité mineure

Il est décrit des cas d’hémolyses mortelles et précoces en cas d’'incompatibilité
mineure. L’hémolyse est alors liée a la synthése par le greffon, plus précocement
actif qu’'un greffon médullaire, d’anticorps dirigés contre les antigenes du systeme
ABO du receveur dont les hématies persistent encore.
Ainsi en cas d’incompatibilité mineure on réalise une déplasmatisation.

Impact des cellules CD34+

L'impact de la dose de cellules CD34+ a d’abord été étudié dans les
autogreffes de CSP.
Pour les autogreffes, aprés chimiothérapie myéloablative, plusieurs études ont
montré une relation entre la dose de CD34 administrée et la sortie d’aplasie. Faucher
et al (57), rapportent, dans une étude concernant 93 patients autogreffés, qu’'une
dose de CD34+ supérieure ou égale & 3x10°%kg, permettait une récupération des
granuleux et des plaquettes significativement plus précoce. Weaver et al(58), dans
une étude portant sur 692 patients autogreffés atteints de pathologies malignes,
concluent qu’un seuil minimal de CD34+ ne peut pas étre défini mais qu’'une dose
supérieure & 5x10%kg CD34 semble étre optimale pour une récupération
hématopoiétique rapide. Dans une étude portant sur 59 patients autogreffés atteints
de divers cancers, Dercksen et al(59) ont montré qu’'une dose de CD34+, supérieure
a 6 x10%kg, augmentait significativement la vitesse de récupération plaquettaire
(p<0.001), mais n’avait pas d’'impact significatif sur la récupération des granuleux.

Récemment, Lanza et al(60) ont montré en étudiant 397 autogreffes en
analyse multivariée, qu’une quantit¢ de CD34+ supérieure ou égale a 4x10°%kg
obtenue en une seule procédure d’aphérése est associée a un meilleur devenir post
greffe (p=0.001). De plus, ils ont montré, également en analyse multivariée, que
linjection d’une quantité de CD34+ supérieure a 5x10°%kg est associée & un meilleur
devenir post autogreffe (p<0.0001), ceci n’était pas valable pour les autogreffes dans
le cadre de leucémies aigies. En effet, dans le cadre d’autogreffes pour leucémies
aigues en premiére rémission, en analyse multivariée, il a été montré qu’'une quantité
de CD34+ supérieure a 7.16x10°kg entraine plus de rechute et moins de survie sans
leucémie(61).

Actuellement, la quantité de CD34+ recommandée a administrer, en cas
d’autogreffe est de plus de 5x10°/kg et au minimum de 2x10° CD34/kg(62,63).
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E.1) Impact des CNT

Greffon de CSP

Les greffons de CSP, de part leur méthode d’obtention par aphérése aprées
mobilisation par GCSF, sont actuellement toujours évalués en CD34+ et non en
CNT.

Greffon médullaire

En 1977, Storb note pour la premiére fois, qu'il faut au moins 3x10® CNT/kg
pour assurer la prise de la greffe dans les cas de greffe pour aplasie (64).
Sierra et al(65), dans une étude portant sur 174 greffes de moelle, relévent un lien
significatif entre une quantité de CNT supérieure & 3.65 x10%kg et une sortie
d’aplasie plus précoce et une moindre incidence de GVHa sévére.

Dominietto et al(66), rapportent 905 allogreffes de moelle en 2002. La dose
médiane de CNT injectée est de 3.4 x 10%/kg. lls montrent qu’une augmentation de la
guantité de CNT dans le greffon est associée, en analyse mutivariée, a moins de
TRM.

Pour 'EBMT, la dose cible de CNT, en cas de greffon médullaire, doit étre
supérieure a 2 x10%kg de receveur(12).

E.2) Impact des CD34+

L'impact des CD34+ est difficile a évaluer, car il faut prendre en compte
d’autres parameétres tels que le caractere apparenté ou non apparenté ainsi que la T
déplétion.

Greffon de CSP

Situation de greffes apparentées

Mohty et al (67), rapportent 100 allogreffes apparentées de CSP pour
leucémies aiguies et chroniques. lls montrent qu’'une augmentation de la dose de
CD34+ est associée a une reconstitution plus rapide des neutrophiles et des
plaquettes (p=0.03 et p=0.007 respectivement). Mais ils observent, en analyse
multivariée, qu’une dose élevée de CD34+ conduit a plus de GVHc (p=0.0093). Pour
les patients évaluable pour la GVHc, ils observent une meilleure survie sans rechute
chez les patients ayant recu moins de 8.3x10%kg CD34+, ceci est lié au fait que les
patients recevant plus de 8.3x10%kg CD34+ présentent plus de mortalité liée & la
GVHc. Finalement, ils concluent que I'effet bénéfique de I'augmentation de la dose
de CD34+ sur la reconstitution hématopoiétique était contrebalancé par le risque
d’augmentation de GVHc.
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Afin d’estimer I'impact réel en allogreffe apparentée des cellules progénitrices
hématopoiétiques, en s’affranchissant de I'impact des lymphocytes T, une équipe
(68) a étudié I'impact de la dose de CD34+ en condition T déplétée via une sélection
CD34+. En analyse multivariée, une dose de CD34+ comprise entre 1x10%kg et
3x10°%kg par rapport & une dose supérieure & 3x10°kg conduisait & une meilleure
survie (p=0.0008)

En situation non apparentées

Collins et al(56), dans une étude portant sur 181 allogreffes non apparentées
de CSP, ont montré en analyse multivariée que la survie a un an, était meilleure
lorsque le greffon contenait plus de 5.41x10°%kg CD34+. En revanche, en étude multi
variée, une dose de CD34+ supérieure a 5.41x10%kg n’influencait pas la survenue
de GVHa, de GVHc ni la sortie d’aplasie.

L’EBMT recommande une dose cible de CD34+/kg de 5 a 10x10° en cas de
greffon de type CSP(12).

Greffon médullaire

Situation de greffes apparentées

-Mavroudis et al(69), dans une étude portant sur 28 allogreffes avec greffons
médullaires apparentés T dépletés, notent qu'une dose de CD34+ supérieure a
1x10%kg conduit, significativement & moins de TRM (p=0.003) et plus de survie
globale(p=0.005). lls montrent également, que la restauration monocytaire est,
significativement, plus rapide avec une dose de CD34+ supérieure & 2x10°
CD34+/kg. Cette restauration monocytaire, plus précoce, permettrait d’améliorer la
présentation monocytaire des antigénes d’agents infectieux aux lymphocytes et ainsi
de réduire la mortalité d'origine infectieuse. La durée d’hospitalisation est
significativement plus courte (p=0.03), en cas de dose de CD34+ supérieure a
2x10°%kg par rapport & moins de 1x10%kg.

- Moriariu-Zamfir el al(70), dans une étude concernant 50 allogreffes de
moelles apparentées ont injecté une dose médiane de 3.12 x10%kg CD34+. lIs
observent, en analyse univariée, significativement moins de TRM (p=0.009), plus de
survie globale a 2 ans (p=0.0006) et moins de mortalité liée aux infections (p=0.01)
dans le groupe ayant recu plus de 3.12x10°%kg CD34+. En revanche, en analyse
univariée, ils n'observent pas de différence concernant la sortie d’aplasie et la
survenue de GVH.

-Bittencourt et al(71), dans une étude comportant 202 allogreffes de moelles
apparentées, rapportaient une dose médiane de CD34+ injectées de 3.7x10%kg. Le
groupe ayant recu plus de 3x10°%kg CD34+ a, en analyse multivariée,
significativement, une sortie d’aplasie plus rapide, une survie globale a 5 ans
meilleure, une moindre TRM a J180 et moins d’infection fongique. En revanche, ils
ne relévent pas de lien entre la dose de CD34+ injectée et la survenue de GVH ou la
survenue d’infection bactérienne ou virale.
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Situation de greffes non apparentées

-Collins et al(56), dans une étude concernant 94 allogreffes de moelles non
apparentées, rapportent une dose médiane de 3.62x10%kg CD34 infusées. Ils ne
notent pas, en analyse multivariée, de lien entre la dose de CD34+ et la sortie
d’aplasie, la survie globale et la survenue de GVH.
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Nombre Dose de CD34+ | Sortie aplasie OS, TRM GVH Infections
testés
de greffes
Mavroudis et al | 28 T déplétées | -<1.10° CD34+/kg NS -OS (p=0.005) NT NT
Blood 1996(69) | apparentées VS +TRM (p=0.003)
>1.10° CD34+/kg
-<2.10° CD34+/kg Restauration monocyte
VS plus rapide
>2.10° CD34+/kg
Moriariu-Zamfir | 50 greffes <3.12.10°CD34+/kg | NS +0S a 2ans | NT -Mortalité liée aux
et al apparentées VS (p=0.0006) infections (p=0.01)
BMT 2001(70) >3.12.10°CD34+/kg -TRM a J100
(p=0.009)
Bittencourt et al | 212 greffes <3.10° CD34+/kg Restauration +0S a 5 ans|NS NS pour survenue
Blood 2002(71) | apparentées Vs PNN(p=0.04) (p=0.03) infection
>3.10° CD34+/kg Monocyte (p=0.02) -TRM a 180;j bactérienne, virale
Plaguettes(p=0.00008) (p=0.006) -infections
fongiques(p=0.008)
Collins et al 94 greffes <3.6210°CD34+/kg NS OS: NS NS NT
BBMT 2010(56) | non Vs
apparentées >3.6210°CD34+/kg

Non testé, NT ; différence non significative, NS ; Survie Globale : OS

Tableau 3 : Etude de I'impact de la dose de CD34+ en allogreffe de moelle osseuse.
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Objectifs de I’étude

Pour les autogreffes et les allogreffes de CSP, la quantit¢ minimale a
réinjecter de CNT, de CD34+ et de CFU-GM est bien codifiée. En revanche,
actuellement, en allogreffe de moelle, en I'absence de consensus sur la dose
optimale de CD34+ et en raison d’'un consensus sur un seuil minimal de CNT (2
x10%kg de receveur), la dose de greffon & réinjecter est prescrite uniqguement en
CNT sans tenir compte de la quantité de CD34+.

Or, on sait d’'une part que les CD34+ refletent plus précisément que les CNT
la quantité de CSH. D’autre part, en cas de désérythrocytation, en raison de la
procédure consistant en une séparation des leucocytes par gradient de densité, les
cellules nucléées totales correspondent aux cellules mononucléées et ne contiennent
plus de polynucléaires. Alors, qu’en absence de désérythrocytation les CNT
comprennent toutes les cellules nucléées, y compris, les polynucléaires.

Ainsi, il semble plus rigoureux de recommander une quantité de CD34+ plutét
gu’une quantité de CNT.

Afin de déterminer, en allogreffe de moelle, la dose optimale de CD34+ a
réinjecter, nous étudions I'impact de la dose de CD34+ sur le devenir post greffe en
terme de survie, de reconstitution hématopoiétique et de complications précoces
(GVH, infections et pathologies de I'endothélium). Nous avons également étudié
impact des autres composants du greffon (CNT, CFU-GM, CD3+), des
manipulations sur le greffon et d’autres paramétres (caractéristiques du donneur, du
receveur et du conditionnement).
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Matériels et méthodes

l) Population étudiée

Nous avons étudié, rétrospectivement, tous les patients recevant une

premiere allogreffe de moelle osseuse a I'Unité de Transplantation Médullaire
Allogénique (UTMA) du CHU de Nancy entre 2006 et 2011.
Nous avons exclus de I'étude les patients ayant recus un greffon congelé puis
décongelé, avec sélection CD34+ ou issu d’'un donneur syngénique. Les patients
avec conditionnement séquentiel ou suivis dans une autre région ont également été
exclus.

[1) Choix du donneur

La compatibilité HLA est évaluée au niveau alléligue pour les antigenes de
classe | HLA-A, -B, -Cw et de classe || DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA, DQB,
DPB. Une compatibilité 10/10 correspond a une identité donneur/receveur HLA-A,-B,
-C, DR et DQ.

Lorsqu’un donneur HLA identique est disponible dans la fratrie, I'allogreffe est
réalisée en situation géno-identique. En absence de donneur familiale compatible, on
cherche un donneur sur le registre international des donneurs volontaires et
I'allogreffe est en situation phéno-identique.

Le choix s’est porté sur un greffon médullaire lorsque le receveur est un
enfant. En cas d’indication de greffe pour une pathologie non maligne, telle que
I'aplasie médullaire idiopathique ou un déficit immunitaire, on a également privilégié
la moelle. Enfin, en cas de contre-indication a un prélevement de CSP chez le
donneur la source de CSH est alors médullaire.

1) Conditionnement, prévention de la GVH et traitements de support

Le conditionnement de l'allogreffe est de type myéloablatif chez les patients
jeunes (<45 ans), sans comorbidités et sans lourds antécédents de chimiothérapie.
Pour les autres, le conditionnement est d’intensité réduite. Le type de
conditionnement varie selon le diagnostic.
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La prophylaxie de la GVH est réalisée par ciclosporine (3mg/kg jour en intra
veineuse continue puis adaptation aux taux sériques) et flagyl, avec ajout de
méthotrexate (15mg/m?a j1 puis 10mg/m2 & j3, j6 et j11) en cas de conditionnement
myéloablatif ou de mycophénolate mofétil en cas de RIC. En cas de donneur non
apparenté ou de donneur apparenté et de conditionnement myéloablatif, on ajoute
du sérum anti lymphocytaire (SAL) de lapin avant la greffe.

L’allogreffe est réalisée en milieu protégé, avec traitement de l'air par flux
laminaire. Une décontamination digestive, non absorbable est réalisée par une
association glycopeptide et aminoside et amphotericine B. L’alimentation est stérile,
a partir du début du conditionnement et jusqu’a la sortie d’aplasie.

La prévention de la pneumocystose est réalisée par bactrim un jour sur 2 jusqu’'a
j360.La prévention de la toxoplasmose est assurée par bactrim puis par fansidar-
osfolate, a la reprise alimentaire. La prévention du pneumocoque est assurée par du
zinnat. La prévention anti herpes virus consiste en l'injection de zovirax, puis relais
par zelitrex a la reprise alimentaire. La prévention anti fongique est réalisée par
fluconazole, puis par itraconazole a la reprise alimentaire.

Une surveillance bi hebdomadaire des « polymerase chaine reaction » (PCR)
sanguines Epstein Barr Virus (EBV), CMV, Adénovirus et Human Herpes Virus 6
(HHV®6) est réalisée. En cas de positivité des PCR, un traitement pré-emptif est mis
en place.

1) Recueil du greffon, manipulation du greffon et controle qualité

Le volume prélevé de moelle est fonction du poids du receveur et du donneur
et entre 10 et 20ml/kg de donneur de moelle. L’objectif est d’obtenir plus de 3x10°
CNT/kg de receveur.

A réception du greffon médullaire des contrdles qualités sont réalisés :
numération des CNT, des CD34+, microbiologie. (cf annexe 3 logigramme procédés
moelle)

B.1 Réduction de volume

Le volume du greffon est réduit apres filtration de la moelle.
Aprés centrifugation a 3000 tours/minute pendant 6 minutes, le surnageant est retiré
et l'anneau de leucocytes récupéré. Cet anneau de leucocytes est appelle buffy
coat. Puis, on recueille un volume de globules rouges afin d’obtenir un hématocrite
final & 20% pour une poche de 450ml. Selon le volume de moelle initial, on réalise
successivement 1 a 3 manipulations couplant centrifugation puis recueil du buffy
coat.
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B.2 Déplasmatisation

Aprés filtration, le greffon est centrifugé a 1300 tours/minute pendant 15
minutes a 15°C, puis le surnageant est retiré, le buffy coat est récupéré et
homogénéisé.

Apres la déplasmatisation, on s’assure de la disparition des anticorps anti-A
et/ou anti-B.

B.3 Désérythrocytation

L’objectif est d’obtenir une réduction de 90% des globules rouges.

Si le volume de globule rouge présent dans le greffon est supérieur a 90 ml,
on réalise un buffy coat permettant d’éliminer une partie des globules rouges, puis
on réalise une séparation de cellules mononucléées par gradient de densité.

Si le volume de globules rouges présents dans le greffon est inférieur & 90 ml,
on réalise directement une séparation de cellules mononuclées par gradient de
densité.

Apres réalisation de la manipulation du greffon (désérythrocytation ou
déplasmatisation ou réduction de volume), des contréles qualités sont réalisés sur le
greffon avant réinjection : une numération des CNT, une quantification des CD34+,
des CFU-GM, des CD3 et un contréle microbiologique.

C.1 Quantification des CNT
La quantification des CNT est faite sur un appareil hématimetre advia.

C.2 Quantification des CD34+
L’évaluation du nombre de CD34+ est réalisée en double plateforme.

On réalise I'immunomarquage avec 3 tubes de marquage : 2 tubes identiques,
nommeé tube 1 et 2, avec anticorps anti CD34/antiCD45 et 7aad, un tube dit tube
contrble isotype, nommé tube 3, avec anticorps anti CD45/IgG1PE et 7aad.
L’anticorps anti CD34 est marqué a la phycoérythrine (anti CD34 PE), anticorps anti
—HPCA2 clone 8g12 référence 345802 de BECTON DICKINSON. L’anticorps anti
CDA45 est marqué a lisothiocyanate de fluorescéine (anti-CD45 FITC), clone J33
référence A07782 de BECTON DICKINSON. Le 7aad est commandé sous la
référence 555815 a BECTON DICKINSON. Le contrdle isotypique de souris IgG1 est
marqué a la phycoérythrine (IgG1 PE), référence 345816 de BECTON DICKINSON.
Les anticorps sont incubés pendant 15 minutes, a température ambiante, a I'abri de
la lumiére. Puis on réalise une lyse érythrocytaire avec le réactif de lyse BD Pharm
lyse 10x de BECTON DICKINSON.

On procéde ensuite a I'acquisition des événements sur le cytométre FACS CALIBUR
de BECTON DICKINSON. L’analyse est réalisée avec l'aide du logiciel Cell Quest
(figure 22).
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Figure 22 : Quantification des CD34+ : analyse en cytométrie
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Figure a: Représentation bi paramétrigue CDA45FITC (LOG)/structure(LIN): on
réalise une fenétre R1 ciblant les leucocytes, permettant d’éliminer les globules
rouges et les plaquettes.

Figure b : Représentation bi paramétrique taille (LIN)/7aad (LOG) conditionnée sur
R1 : on réalise une fenétre R2 correspondant aux cellules leucocytaires viables.

Figure c: Représentation bi paramétrique CD34PE (LOG)/structure (LIN)
conditionnée sur RI1MNR2: réalisation de la fenétre R3 ciblant les événements
CD34+ de faible granularité.

Figure d: Représentation bi parametrique CDA45FITC (LOG)/structure (LIN)
conditionnée sur R1 NR2 NR3 : réalisation de la fenétre R4 ciblant les événements
CD45+ « faible » (les cellules CD34+ exprimant faiblement le CDA45).

Figure e : Représentation bi paramétrique taille (LIN) / structure(LIN) conditionnée
sur la fenétre R1NR2NR3MNR4 : analyse des événements dans la fenétre R5 ce qui
correspond aux événements CD34+ viables.

Le pourcentage de cellules CD34+ viables est donné selon le calcul suivant :

Moyenne du nombre d’ événements - nombre d’ événements

CD34+ dans tubes 1 et 2 dans R5 du tube 3 dans R5 X100 = % CD 34 viables

Moyenne du nombre d” événements CD45+ des tubes 1 et 2 dans R1

Finalement, on obtient le nombre de CD34 viables, en multipliant le nombre de CNT
par le pourcentage de CD34.

C.3 Quantification des colonies formant unité —granulocyte-macrophage,
CFU-GM

La quantification des colonies formant unité —granulocyte-macrophage (CFU-
GM) permet d’apprécier la quantité de progéniteurs clonogéniques hématopoiétiques
présente dans le greffon. Elle permet, également, de calculer une clonogénécité,
correspondant a la capacité des cellules CD34+ présentent dans le greffon a donner
des CFU-GM.

D’abord, on isole les cellules monucléées par un gradient de densité. Puis, on
met en culture les cellules obtenues dans un milieu de culture de méthylcllulose avec
cytokines (H84535 Methocult™ de Stem cell technology), & la concentration de 2x10*
cellules par millilitre et par boite.

Aprés 14 jours de culture & 37°C et 5% de COy, on lit le nombre et le type de
colonies. Les CFU-GM correspondent aux colonies de plus de 20 granulocytes ou
macrophages.

Le nombre de CFU/kg est obtenu selon I'équation suivante :

Mombre de colonies/boite ¥ nombre de cellules monucleées /kg dans le produit

Mombre de cellules monanucleges ensemencees
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C.4 Controéle disparition des anticorps anti-A et/ou anti-B

En cas d’incompatibilité mineure, aprés la déplasmatisation, on s’assure de la
disparition des anticorps anti-A et/ou anti-B. Ce contrdle est réalisé a I'Etablissement
francais du sang (EFS). Le résultat est disponible a posteriori ainsi, c’est un controle
qualité du procéde et il n’y a pas de seuil a obtenir pour autoriser la greffe.

V) Réinjection du greffon

La réinjection du greffon est faite via le cathéter veineux central posé chez le
malade avant le conditionnement.
En cas d’incompatibilitt ABO majeure on réalise une hydratation avec 11/1.73 m? de
NaCl 0.9% durant la greffe, suivi de diurétiques en fonction de la tolérance. Une
surveillance hémodynamique est assurée pendant la transfusion.

V) Définition des points clefs post greffe

La reconstitution des globules blancs (GB) est définie par le premier des 3
premiers jours consécutifs ou les PNN sont supérieurs & 0.5 G/L, au cours des 60
premiers jours apres la greffe.

La reconstitution des polynucléaires neutrophiles (PNN) est définie par le
premier des 3 premiers jours consécutifs ou les PNN sont supérieurs a 0.5 G/L, au
cours des 60 premiers jours apres la greffe.

La reconstitution des plaquettes est définie par le premier des 3 premiers jours ou
spontanément les plaquettes sont supérieures a 20 G/L ou a 50G/L au cours des 180
premiers jours apres la greffe.

Le traitement, en cas d’hyperthermie non documentée, fait appel a une bi
antibiothérapie a large spectre, active sur le pyocyanique et active sur les bactéries
cocci gram plus meticilline résistantes. Les infections bactériennes séveres
correspondent aux bactériémies.

Pour les virus CMV, EBV, adénovirus et HHV®, il s’agit d’infection, en cas de
PCR sanguine positive et de maladie, en cas de présence de signes cliniques.

Les infections fongiques invasives correspondent aux candidémies, aux
infections disséminées a candida (cf annexe), aux aspergilloses prouvées et
probables (cf annexes).

Elle est classée en grade |, Il, lll ou IV selon le score de Glucksberg(17). Les
patients ayant présenté un rejet précoce avant j30 ou décédés avant j30 ne sont pas
évaluables pour la GVHa.
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La GVHc est évaluable, seulement, chez les patients ayant survécus plus de
100 jours apres la greffe. Elle est classée en GVH limitée ou extensive selon
Shulman(22). Les patients ayant présenté un rejet ou décédés avant j100 ne sont
pas évaluables pour la GVHc.

Les patients ayant présenté un rejet précoce avant j30 ou décédés avant j30
ne sont pas évaluables pour la MVO, la MAT, le syndrome de fuite capillaire et la
prise de greffe.

Elle correspond au déces lié a la greffe en excluant les déces liés a la rechute.

VI) L’analyse statistique

Les seuils de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3+ testés sont la
médiane, Q1 correspondant a la quantit¢ de cellules du 1% quartile et Q3
correspondant au 3™ quartile.

Nous n’avons pas étudié la GVHa, la MAT, la MVO et le syndrome de prise de greffe
chez les patients décédés avant J30 ou ayant rejeté précocement leur greffon. Nous
n’avons pas étudié la GVHc chez les patients décédés avant J 100.

Les caractéristiques des receveurs étudiés sont I'age, l'indication de la greffe
pour pathologie maligne ou non et le sexe.
Les caractéristiques des donneurs étudiées sont l'age, le sexe, le caractere
apparenté ou non et la compatibilité HLA.

Pour 'analyse des liens entre les différents types cellulaire nous avons utilisé
le coefficient de corrélation de Pearson, avec probabilité > |r] sous HO: Rho=0

Pour les variables qualitatives nous avons utilisé un test du Chi-2 et pour les
variables quantitatives un test issu d'un test de Student.

Les courbes de survie globale et sans maladie sont obtenues par une
estimation de kaplan meier.

Pour l'analyse des facteurs de risque de survenue de la rechute, des
infections bactériennes, virales, fongiques, de la sortie d’aplasie, de GVH, de MVO,
les variables prise en compte sont : 'age et le sexe du donneur et du receveur, le
caractére malin ou non de la pathologie, le type de conditionnement, la présence de
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SAL dans le conditionnement, le caractére géno ou phéno-identique, la concordance
HLA(10/10 ou 9/10), la dose de CNT, de CD34, de CD3 et de CFU-GM.
Pour I'analyse multivariée : seuls les facteurs présentant une association significative
au seuil 0.2 en modeéle bivarié ont été candidat dans le modéle multivarié. La
meéthode de sélection des variables Stepwise a été utilisée avec un seuil d'entrée
dans le modéle a 0.20 et un seuil de sortie du modele a 0.10. Par conséquent, les
variables qui n'apparaissent pas dans le modéle multivarié ne répondent pas a ces
criteres de sélection. Les variables quantitatives n'ont pas de modalité de référence.
L'odds ratio(OR) exprime la variation de risque pour une augmentation de 1 unité de
la variable.

Les comparaisons des rendements entre les manipulations sont obtenues par
procédure Anova.
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Résultats

I) Description de la population

118 patients ont été allogreffés avec de la moelle entre 2006 et 2011 dans
'Unité de Transplantation Médullaire Allogénique (UTMA) du CHU de Nancy.

Cent quatre patients ont été inclus et 14 patients ont été exclus. Parmi les
patients exclus, 2 correspondaient a une seconde greffe, 3 a un greffon congelé puis
décongelé, 2 a un greffon sélectionné CD34+,1 a été allogreffé en syngénique, 2
avaient recu un conditionnement séquentiel et enfin 2 patients sont suivis dans
d’autres régions. Un patient a été exclu car ayant regu une greffe dans le cadre d’une
indication particuliere pour un déficit en adénosine désaminase et n’a donc pas regu
de conditionnement. Enfin un patient a été exclu car regreffé avec des CSP a j7 de
sa greffe de moelle osseuse en raison de la pauvreté du greffon (0,28 x 10® CNT/kg).

(Tableau 4).
Caractéristiques médiane (range)/n(%)
Patient
Age (année) 27 ans (0 ans-64 ans)
Poids 61 kg (4.8-103)
Femme 45/104(43%)
Sérologie CMV 37/104(35.6%)
Diagnostic

Leucémies aigues lymphoide

Leucémies aigues myéloide

Pathologies malignes
Donneur

Age

Femme

Compatibilité HLA 10/10

Apparenté

ABO compatible

ABO incompatibilité majeure

ABO incompatibilité majeure et mineure

ABO incompatibilité mineure
Transplantation
Prophylaxie de la GVH
Ciclosporine seule

Ciclosporine + méthotrexate
Ciclosporine + mycophénolate mofétil

Ciclosporine + corticoide
Ciclosporine + méthotrexate + alemtuzumab

SAL

SAL (<40mg/kg)

Conditionnements
Myéloablatif
Intensité réduite

27(37.5%)
39(26%)
86(82.7%)

30 ans (2 ans-68 ans)
48/104(46%)
89/104(86%)
50/104(48%)
47/104(45%)
25/104(24%)
6/104(6%)
26/104(25%)

7/104(7%)
65/104(62%)
30/104(29%)
1/104(1%)
1/104(1%)
74/104(71%)
48174 (65%)

67/104(64%)
37/104(36%)

Tableau 4 : Caractéristiques de la population incluse.

76



La durée médiane de suivi était de 23.5 mois (0.5 mois-

79.8 mais).

Dans notre étude la médiane d’age des patients était de 27 ans (0 ans-64 ans)

avec en majorité des hommes (57%).

Les indications de greffe étaient tres majoritairement une pathologie maligne
(86%) avec le plus souvent des pathologies de type leucémies aigies (63.5%)

(Figure 23).

Types de pathologies

@ aplasies medullaires idiopathiques

B autres cancers

O déficits immunitaires

O drepanocytose

W Fanconi

@ Hémoglobinurie paroxystique
nocturne

B Leucémie aigues lymphoides

O Leucémies aigues myeloides

W Leucémies aigues biphenotypiques

B Leucémies lymphoides chroniques

O lymphomes

O maladie métabolique

B myelodysplasies

B syndromes myeloprolifératifs

Figure 23 : Types de pathologies.

La médiane d’age des donneurs était de 30 ans (2 ans-68 ans) et il s'agissait
majoritairement d’hommes (54%). La compatibilité HLA était le plus souvent 10/10

(86%). La majorité des greffons était issue de donneurs non apparentés (52%).
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Cinquante-cing pour cent des greffes étaient réalisées en situation ABO
incompatible avec 24% d’incompatibilité majeure, 6% d’incompatibilité majeure et
mineure et 25% d’incompatibilité mineure (figure24).

Compatibilité ABO

B incompatibilité majeure

B incompatibilité majeure et mineure

O compatibilité

O incompatibilité mineure

Figure 24 : Compatibilité ABO.

La prophylaxie de la GVH était toujours a base de ciclosporine seule ou
additionnée le plus souvent de méthotrexate (62%) ou de mycophénolate mofétil
(29%).

Le conditionnement était de type myéloablatif (MAC) le plus souvent (64%),
avec une association de busulfan intra veineux et de cyclophosphamide pour 32
patients ou une association irradiation corporelle totale et de cyclophophamide pour
28 patients. Les conditionnements d’intensité réduite (RIC) concernaient 36% des
patients et étaient, le plus souvent, de type fludarabine et melphalan (18 patients) ou
fludarabine et busulfan intra veineux (9 patients) (figure 25).

Conditionnements ensemble de la population

B myeloablatifs

O Intensité reduite

Figure 25 : Type de conditionnement
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[1) Description du greffon

La médiane de la composition du greffon était en CNT/kg de 2,12x10® (0,53-
10.3), en CD34+/kg de 2,72x10° (0.99-16.92), en CD3+/kg de 2,54x10" (1.09-9.61)
et en CFU-GM/kg de 53.4x10* (1.24-260).

Nous avons observé I'impact de 'dge du donneur, du sexe du donneur et du
type de manipulation sur les quantités de CNT, de CD34+, de CD3+ et de CFU-GM
du greffon.

-sur les CNT

En analyse univariée, lorsque le donneur est jeune ou de sexe féminin ou
lorsque le greffon a subi une réduction de volume ou une déplasmatisation, le greffon
est significativement plus riche en CNT (p=0.0344, p=0.0046 et p<0.0001
respectivement). Il y a significativement des donneurs plus jeunes dans le groupe
dose de CNT/kg supérieure & 3.015x10%(p=0.0126)

En analyse multivariée, les greffons ayant subi une réduction de volume ou
une déplasmatisation ont un taux de CNT significativement supérieur aux greffons
ayant subi une déséythrocytation (p<0.0001).

-sur les CD34+

En analyse univariée, plus le donneur est jeune plus le greffon est
significativement riche en CD34+ (p=0.0038). Il y a significativement des donneurs
plus jeunes dans le groupe dose de CD34+/kg supérieure a 2.7x10° et supérieure a
3.47x10° (p=0.0255 et p=0.0005 respectivement).

En analyse multivarié, aucun des facteurs testés n’influence significativement
la quantité de cellules CD34+ dans le greffon.

-sur les CFU-GM

Aucun des facteurs testés n’a d'impact significatif sur la quantité de CFU-GM
du greffon.

-sur les CD3+

Aucun des facteurs testés n’a d'impact significatif sur la quantité de CD3 du
greffon.

En revanche il n’y a pas de différence significative pour 'age des donneurs pour les
différents groupes de dose de CFU-GM et CD3+.
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Age des donneurs
CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg 28.8 ans vs 29.6 ans p=0.7803
<2.12.10° vs >2.12.10%kg 28.9 vs 29.8 ans p=0.7288
<3.015.10° vs >3.015.10%kg 31.2 ans vs 23.9 ans p=0.0126
CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg 31.1 ansvs 28.8ans p=0.4419
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 32.3ans vs 26.5ans p=0.0255
<3.47.10° vs >3.47.10%kg 31.8 ans vs 21.6 ans p=0.0005
CFU-GM
32.215.10% vs 32.215.10kg 31.5ansvs 28.7 ans p=0.3553
53.45.10* vs 53.45.10%kg 31.1 ans vs 27.7 ans p=0.1968
76.695.10" vs 76.695.10%kg 30.1 ans vs 27.2ans p=0.3165
CD3
<2.015.10"vs >2.011510'/kg | 26.5 ansvs 30.4 ans p=0.1947
<2.53.10" vs >2.53.10"/kg 30.9 ans vs 27.9 ans p=0.2359
<3.3.10° vs >3.3.107/kg 30.6 ans vs 25.7 ans p=0.1079

Tableau 5 : Impact de 'age du donneur sur la composition cellulaire.

Les manipulations sur les greffons étaient majoritairement des réductions de
volume (n=42, soit 40%). Trente-deux pour cent (n=33) des greffons étaient
désérythrocytés et 25% (n=26) déplasmatisés. Trois greffons n’ont subi aucune
manipulation. (Figure 26).

Les indications de désérythrocytation étaient une incompatibilité majeure, une
incompatibilité complexe et la présence d’'un anticorps anti M.

Pour 31 soit 29.8% greffons, une partie a été congelée en vue d’éventuelle
DLI. La dose médiane de CNT/kg congelée était de 0,09x10° (0,012-10,15) et la
dose médiane de CD34/kg congelée était de 0,29x10° (0,017-20).

Différents types de manipulation

B Déseryhtrocytation
B Déplasmatisation
O Réduction de volume

O Aucune manipulation

Figure 26 : Répartition des différents types de manipulation
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Rendement des manipulations

Moyennes avant Moyennes aprés
manipulation+/-ET manipulation+/-ET
CNT10%kg | CD34+10°%kg | CNT10%kg | CD34+10%kg
Désérythrocytation n=33 3.5+/-1.1 3.8+-/1.5 1.1+/-0.4 2.6+/-1.1
Déplasmatisation n=26 4.4+[-2.2 4.8+/-2.3 3+/-0.9 3.2+/-2.5
Réduction de volume n=42 3.5+/-1.7 | 4+/-3.3 3.1+/-1.8 3.1+/-1.3
p 0.0961 0.2367 <0.0001 0.1632

Tableau 6 : Moyenne des guantités de CNT et CD34+ avant manipulations et aprés
manipulations.

Avant manipulation, il n’y a pas de différence significative en terme de quantité
de CNT et de CD34+ entre les différentes manipulations.

Aprés déseérythrocytation, il y a significativement moins de CNT qu’aprés
réduction de volume ou déplasmatisation (p<0.0001). En revanche, pour les CD34+,
le type de manipulation n’a pas d'impact significatif. (Tableau 6)

Les moyennes de rendement de CNT sont significativement différentes entre
les 3 types de manipulation: 31.7% pour la désérythrocytation, 88.2% pour la
réduction de volume et 81.8% pour la déplamatisation (p<0.0001).(Figure 27).

Les moyennes de rendement de CD34+ sont significativement différentes

entre les 3 types de manipulation : 71.8% pour la désérythrocytation, 86.3% pour la
réduction de volume et 80.5% pour la déplamatisation (p<0.0001). (Figure 28)
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Il existe un lien entre la quantité de CNT et de CD34 (p<0.0001). De méme il
existe un lien entre la quantité de CNT et CD3 (p<0.0003). En revanche, il n’y a pas
de lien entre la quantité de CNT et de CFU-GM.

Il existe un lien entre la quantité de CD34 et la quantité de CFU-GM (p=0.0003) .De
méme il existe un lien entre la quantité de CD34 et la quantité de CD3 (p<0.0001).

La moyenne initiale des CNT/kg est de 3.77x108 et la moyenne initiale des

CD34+/kg est de 4.33x10°, ainsi les CD34+ initiales représentent environ 1.14% des
CNT initiales.
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[1) Devenir de la population

Deux patients (1.9%) ont présenté un rejet précoce de la greffe. Un patient
(0.9%) a présenté un rejet tardif de la greffe.

B.1) Globules blancs

-Prise de greffe

La reconstitution des globules blancs a plus de 1G/L a eu lieu au temps
médian de J23 (J11-J34). L’incidence cumulative de globules blancs supérieurs a
1G/L a J30 était de 88.5%.

-Impact des caractéristiques du receveur
L’age, le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non, n'ont pas
d’impact significatif sur la reconstitution des globules blancs.

-Impact des caractéristiques du donneur

Le fait d’avoir un donneur de sexe masculin a un impact significatif
défavorable sur la probabilité d’avoir des globules blancs supérieurs a 1G/L a J30
(p=0.0225).

En analyse multivariée, avoir un donneur jeune (OR1.09 [1.02-1.16])
augmente significativement le risque de ne pas avoir des globules blancs supérieurs
a 1G/L aJao.

Le caractere apparenté ou non apparenté et la compatibilité HLA n’a pas
d’impact significatif sur la reconstitution des globules blancs.

-Impact du type de conditionnement
Le type de conditionnement (MAC ou RIC) et l'injection de SAL n'ont pas
d’impact significatif sur la reconstitution des globules blancs a 1G/L a J30.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il n’y a pas de retentissement significatif sur la reconstitution des
globules blancs.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de ne pas atteindre des globules blancs
supérieurs a 1G/L a J30 selon que le greffon est plus ou moins riche en CNT,
CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste le risque de survenue de ne pas atteindre
des globules blancs supérieurs a 1G/L a J30 en fonction de différents seuils de CNT,
CD34+, CFU-GM et CD3+.

En analyse uni et multivariée, on n’observe pas d'impact significatif de la dose

de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3+ sur la reconstitution des globules
blancs a J30.
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Concernant la reconstitution des globules blancs, on ne note pas de différence

significative entre les différents seuils testés de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de

CDa3. (Tableau 7)

GB>1000 a j30

CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg
<2.12.10° vs >2.12.10%kg
<3.015.10° vs >3.015.10%kg

84.6%vs 89.7% p=0.
82.7% vs 94.2% p=0.
87.2% vs 92.3% p=0.

4784
0655
4784

CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg
<2.7.10° vs >2.7.10%kg

<3.47.10° vs >3.47.10%kg

88.5% vs 88.5% p=1

84.6% vs 92.3% p=0.
87.3% vs 92% p=0.

2196
5252

CFU-GM
<32.215.10" vs >32.215.10*kg
<53.45.10* vs >53.45.10"kg

<76.695.10 vs >76.695.10*kg

92.3% vs 87.2% p=0.
84.6% vs 92.3% p=0.
92.3% vs 87.2% p=0.

4784
2196
4784

CD3
<2.015.10" vs
<2.53.10" vs >2.53.10'/kg

<3.3.10° vs >3.3.107/kg

>2.015.10/kg

80.8% vs 91%

p=0.1563
86.5% vs 90.4% p=0.
87.3% vs 92% p=0.

5393
5252

Tableau 7 : Impact de différents seuils cellulaires sur la reconstitution des globules blancs a

i30.

-les patients ayant eu la reconstitution de globules blancs la plus lente

On compare la composition cellulaire des greffons des 25% de patients les
plus lents a reconstituer leurs globules blancs ou ne les reconstituant pas avec les

autres patients.

Il N’y a pas de différence significative en terme de composition cellulaire du greffon
entre les patients ayant eu la reconstitution la plus lente pour les globules blancs et
le reste des patients. (Tableau 8)

Patients la
reconstitution

Autres patients
(Moyenne+/-ET)

GB la plus lente p

(Moyenne+/-ET)

N=26 N=78
CNT/kg 2.2+/-2 2.5+/-1.4 0.4216
CD34+/kg 2.6+/-1.1 3.2+/-2.1 0.1797
CFU-GM/kg | 52.9+/-32.4 69.7+/-53.9 0.1370

Tableau 8 : Comparaison de la composition du greffon entre les patients ayant reconstitué le
plus lentement leurs globules blancs et le reste de la cohorte.
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B.2) Polynucléaires neutrophiles

-Prise de greffe

La reconstitution des polynucléaires neutrophiles a plus de 0.500 G/L a eu lieu
au temps médian de J25 (J11-J37). L’incidence cumulative des polynucléaires
neutrophiles supérieurs a 0.500 G/L a j30 était de 83,7%.

-Impact caractéristiques du receveur

En analyse univariée et multivariée, I'age, le sexe du receveur et le type de
pathologie maligne ou non, n'ont pas d’impact significatif sur la reconstitution des
polynucléaires neutrophiles.

-Impact caractéristiques du donneur

En analyse multivariée, avoir un donneur jeune (OR1.08 [1.02-1.14])
augmente significativement le risque de ne pas avoir des PNN supérieurs a 0.500
G/L a J30.

Le sexe du receveur, le caractere apparenté ou non apparenté et la
compatibilité HLA, n‘ont pas d’impact significatif sur la reconstitution des
polynucléaires neutrophiles.

-Impact du type de conditionnement

Les patients ayant recu un conditionnement de type RIC, ont significativement
plus de risque de ne pas obtenir 0.500 G/L PNN a J30. (p=0.0073).

En analyse multivariée, recevoir un RIC (OR 4.45 [1.34-14.51]) ou ne pas
avoir recu de SAL (OR 9.3 [1.36-62.5]) augmente significativement le risque de ne
pas avoir des PNN supérieurs a 0.500 G/L a J30

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou réduit de volume il n'y a
pas de retentissement significatif sur la reconstitution des polynucléaires
neutrophiles.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de ne pas atteindre des PNN supérieurs a 0.500
G/L a J30 selon que le greffon est plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et
CD3+. Puis on teste le risque de survenue de ne pas atteindre des PNN supérieurs a
0.500 G/L a J30 en fonction de différents seuils de CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+.

En analyse uni et multivariée, on n’observe pas d'impact significatif de la dose

de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3+ sur la reconstitution des polynucléaires
neutrophiles a J30.
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Concernant la reconstitution des polynucléaires neutrophiles, on ne note pas
de différence significative entre les différents seuils testés de CNT, de CD34+, de

CFU-GM et de CD3.

PNN>500 & j30

CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg
<2.12.10° vs >2.12.10%kg
<3.015.10° vs >3.015.10%kg

84.6%vs 83.3% p=0.8783
76.9% vs 90.4% p=0.0634
82.1% vs 88.5% p=0.4440

CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg
<2.7.10° vs >2.7.10%kg

<3.47.10° vs >3.47.10%kg

84.6% vs 83.3% p=0.8783
80.8% vs 86.5% p=0.4263
84.8% vs 80% p=0.5708

CFU-GM
<32.215.10" vs >32.215.10*kg
<53.45.10* vs >53.45.10"kg

<76.695.10 vs >76.695.10*kg

92.3% vs 80.8% p=0.1682
82.7% vs 84.6% p=0.7909
92.3% vs 80.8% p=0.1682

CD3

<2.015.10" vs >2.015.10"/kg
<2.53.10" vs >2.53.10'/kg
<3.3.10° vs >3.3.107/kg

80.8% vs 81.6% p=0.6460
82.7% vs 84.6% p=0.7909
82.8% vs 80% p=0.5708

Tableau 9: Impact de différents seuils cellulaires sur la reconstitution des PNN a j30.

-les patients ayant eu la reconstitution des polynucléaires neutrophiles la plus lente

On compare la composition cellulaire des greffons des 25% de patients les
plus lents a reconstituer leurs polynucléaires neutrophiles ou ne les reconstituant
pas, avec les autres patients.
Il N’y a pas de différence significative en terme de composition cellulaire du greffon
entre les patients ayant eu la reconstitution la plus lente pour les polynucléaires
neutrophiles et le reste des patients. (Tableau 10)

Patients la | Autres patients

reconstitution (Moyenne+/-ET)

PNN la plus p

lente

(Moyenne+/-ET)

N=25 N=79
CNT/kg 2.3+/-1.9 2.4+/-1.4 0.8263
CD34+/kg 2.9+/-1.3 3.1+/-2 0.5592
CFU-GM/kg | 72.1+/-57.3 63.4+/-67.4 0.4492

Tableau 10 : Comparaison de la composition du greffon entre les patients ayant reconstitué

le plus lentement leurs polynucléaires neutrophiles et le reste de la cohorte.
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B.3) Plaquettes

-Prise de greffe

La reconstitution des plaquettes a plus de 20G/L a eu lieu au temps médian
de J24 (J11-J195). L'incidence cumulative des plaquettes supérieures a 20G/L a
j180 était de 94.2%.

La reconstitution des plaquettes a plus de 50G/L a eu lieu au temps médian
de J34 (J14-J397). L'incidence cumulative des plaquettes supérieures a 50G/L a
j180 est de 84.6%.

-Impact caractéristiques du receveur

L’age, le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non, n'ont pas
d'impact significatif sur une reconstitution a plus de 20G/L ou de 50G/L des
plaguettes a j180.

-Impact caractéristiques du donneur

L’age, le sexe du donneur, la compatibilit¢ HLA, le caractére apparenté ou
non, n'ont pas d’impact significatif sur une reconstitution a plus de 20G/L des
plaquettes a j180.

Le fait d’avoir un donneur non apparenté ou d’avoir un donneur de sexe
masculin augmente significativement (p=0.0401 et p=0.0130 respectivement) le
risque de ne pas avoir des plaquettes supérieures a 50G/L a J180.

En analyse multivariée, seul le fait d’avoir un donneur de sexe masculin
augmente significativement le risque de ne pas avoir des plaquettes supérieures a
50G/L a J180 (OR 4.52 [1.2-16.95]).

-Impact du type de conditionnement

Le type de conditionnement n’a pas d’'impact significatif sur le fait d’avoir des
plaquettes supérieures a 20 G/L ou a 50G/L a j180.
Le fait de recevoir du SAL augmente significativement (p=0.0150) le risque de ne pas
avoir des plaquettes supérieures a 20 G/L ou a 50G/L a j180.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume, il n'y a pas de retentissement significatif sur la reconstitution
des plaquettes.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de ne pas atteindre des plaquettes supérieures a
20 G/L ou 50 G/L a J180 selon que le greffon est plus ou moins riche en CNT,
CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste le risque de survenue de ne pas atteindre
des plaquettes supérieures a 20 G/L ou 50 G/L a J180 en fonction de différents
seuils de CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+.

En analyse uni et multivariée, on n'observe pas d’impact significatif de la dose

de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3+ sur la reconstitution des plaquettes a
J180.
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Concernant la reconstitution des plaquettes, on ne note pas de différence
significative entre les différents seuils testés de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de

CDa3. (Tableaull)

Plaquettes>20G/L & j180

Plaquettes >30G/L & j180

CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg
<2.12.10° vs >2.12.10%kg

<3.0.15.10° vs >3.015.10%/kg

92.3%yvs 94.9% p=0.6272
92.3% vs 96.2% p=0.4003
93.6% vs 96.2% p=0.6272

80.8% vs 85.9% p=0.5302
78.8% vs 90.4% p=0.1030
82.1% vs 92.3% p=0.2094

CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg
<2.7.10° vs >2.7.10%kg

<3.47.10° vs >3.47.10%kg

92.3% vs 94.9% p=0.6272
90.4% vs 98.1% p=0.0925
92.4% vs 100% p=0.1558

84.6% vs 84.6% p=1
78.8% vs 90.4% p=0.1030
83.5% vs 88% p=0.5905

CFU-GM
<32.215.10" vs >32.215.10%kg
<53.45.10* vs >53.45.10%kg

<76.695.10* vs >76.695.10*kg

100% vs 92.3% p=0.1452
90.4% vs 98.1% p=0.0925
100% vs 92.3% p=0.1452

92.3% vs 82.1% p=0.2094
84.36% vs 84.6% p=1
92.3% vs 82.1% p=0.2094

CD3
<2.015.10"vs >2.015.10"/kg
<2.53.10" vs >2.53.10/kg

92.3% vs 94.9% p=0.6272
94.2% vs 94.2% p=1

88.5% vs 83.3% p=0.5202
86.5% vs 82.7% p=0.5867

<3.3.10’

vs  >3.3.10"/kg

92.4% vs100%

p=0.1558

82.3% vs 92%

p=0.2403

Tableau 11: Impact de différents seuils cellulaires sur la reconstitution des plaquettes & j180

-les patients ayant eu la reconstitution des plaquettes la plus lente

On compare la composition cellulaire des greffons des 25% de patients les
plus lents a reconstituer leurs plaquettes ou ne les reconstituant pas avec les autres

patients.

Il N’y a pas de différence significative en terme de composition cellulaire du greffon
entre les patients ayant eu la reconstitution la plus lente pour les plaquettes et le
reste des patients. (Figure 12)

Patients la | Autres patients
reconstitution (Moyenne+/-ET)
plaguettaire la p
plus lente
(Moyenne+/-ET)
N=26 N=78
CNT/Kkg 2.1+/-0.9 2.5+/-1.7 0.2177
CD34+/kg 2.6+/-0.8 3.2+/-2.1 0.1498
CFU-GM/kg | 60.2+/-55.3 67.3+/-48.1 0.5335

Tableau 12: Comparaison de la composition du greffon entre les patients ayant reconstitué le
plus lentement leurs plaquettes et le reste de la cohorte.

89




B.4) Patients avec la reconstitution en PNN et en plaquettes la plus lente

On compare la composition cellulaire des greffons des patients n’ayant pas
reconstitué leur PNN et leurs plaquettes ou ayant reconstitué leurs PNN a plus de
0.5G/L et leurs plaquettes a plus de 50G/L le plus tardivement.

Seul la quantité de CNT/kg est significativement moindre (p=0.0482) chez les
patients ayant reconstitué le plus lentement leurs PNN et leurs plaquettes. (Tableau
13)

Patients la | Autres patients
reconstitution (Moyenne+/-ET)
plaguettaire la
plus lente
(Moyenne+/-ET) p
N=11 N=93
CNT/kg 1.5+/-0.7 2.5+/-1.6 0.0482
CD34+/kg 2.3+/-0.7 3.1+/-2 0.1645
CFU-GM/kg | 62.5+/-44.8 65.9+/-50.6 0.8300

Tableau 13: comparaison de la composition du greffon entre les patients ayant reconstitué le
plus lentement leurs PNN et leurs plaquettes et le reste de la cohorte.
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C.1 Infections
Bactériennes

-Incidence

Quarante cinq virgule deux pour cent (n=47) des patients ont présenté une
infection bactérienne. Le délai médian de survenue d’une premiére infection
bactérienne est de 2,5 mois aprés la greffe (0-28.7 mois).La majorité était des
bactériémies a staphylocoque coagulase négative. Les 2°™°s types d'infection les
plus fréquentes étaient les colites a clostridium difficile.

-Impact des caractéristiques du receveur

Le sexe du receveur n'a pas d’impact significatif sur la survenue d’infection
bactérienne.

L’age du receveur plus élevé (30.3 ans vs 23.3 ans) et une indication de greffe
pour pathologie maligne (50% vs 22%) augmentent significativement le risque de
survenue d’infection bactérienne (p=0.0264 et p=0.0265 respectivement).

En analyse multivariée, les caractéristiques du receveur n'ont pas d’'impact
significatif sur la survenue d’'une infection bactérienne.

-Impact des caractéristiques du donneur

La compatibilité HLA, le caractére apparenté ou non et le sexe du donneur n’a
pas d’impact significatif sur la survenue d’infection bactérienne.
En analyse uni et multivariée, le fait d’avoir un donneur agé (p=0.0055 et OR
1.052[1.015-1.090] respectivement) augmente significativement le risque de
survenue d’une infection bactérienne.

-Impact du type de conditionnement
Le type de conditionnement et I'injection de SAL n’ont pas d’'impact significatif
sur la survenue d’une infection bactérienne.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il n'y a pas de retentissement significatif sur la survenue d’'une
infection bactérienne.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de survenue d’une infection bactérienne selon
qgue le greffon est plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on
teste le risque de survenue d’'une infection bactérienne en fonction de différents
seuils de CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+.(Tableau 14)

Une quantité de CD34+/kg dans le greffon plus faible (2.54 10° vs 3.47 10°) et
une quantité dans le greffon de CFU-GM/kg plus faible (53.98 10* vs 75.06 10%
augmentent significativement le risque de survenue d’une infection bactérienne
(p=0.0025 et p=0.0252 respectivement).
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En analyse multivariée, le fait d’avoir un greffon avec une quantité de CFU-
GM/kg faible (OR 1.01 [1-1.02]) augmente le risque d’avoir une infection bactérienne.

Pour les CNT, en cas de greffon comportant moins de 3.015x10%kg CNT, on
observe significativement (p=0.0307) plus d’infection bactérienne.

Pour les CD34+, en cas de greffon comportant moins de 1.93x10%kg ou
moins de 3.47x10%kg on observe significativement (p=0.0169 et p=0.0475
respectivement) plus d’infection bactérienne.

Pour les CFU-GM, en cas de greffon comportant moins de 53.45x10* ou
moins de 76.695.10° on observe significativement (p=0.0302 et p=0.021
respectivement) plus d’'infection bactérienne.

Les différents seuils testés de CD3 ne permettent pas d’observer de différence
de survenue d’infection bactérienne.

Survenue infection bactérienne

CNT

<1.265.10° vs >1.265.10%kg
<2.12.10° vs>2.12.10%kg
<3.015.10° vs >3.015.10%kg

50%vs 43.6% p=0.5695
53.8% vs 36.5% p=0.0762
51.3% vs 26.9% p=0.0307

CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg
<2.7.10° vs >2.7.10%kg

<3.47.10° vs >3.47.10%kg

65.4% vs 38.5% p=0.0169
51.9% vs 38.5% p=0.1678
50.6% vs 28% p=0.0475

CFU-GM
<32.215.10% vs >32.215.10%kg
<53.45.10" vs >53.45.10%kg

<76.695.10" vs >76.695.10*kg

57.7%vs 41%  p=0.1392
55.8% vs 34.6% p=0.0302
53.8% vs 19.2% p=0.021

CD3

<2.015.10" vs >2.015.10'/kg
<2.53.10" vs >2.53.107/kg
<3.3.10° vs >3.3.10'/kg

38.5% vs 47.4% p=0.4259
48.1% vs 42.3% p=0.5545
49.4% vs32%  p=0.1293

Tableau 14 : Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue d’infections bactériennes.
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Infections bactériennes p Multivariée

oui non

Dose moyenne de | 2.54 10° 3.47 10° 0.0025
CD34+/kg

Dose moyenne de | 53.98 10* 75.06 10* 0.0252 OR 1.01 [1-1.02]
CFU-GM/kg

Age du receveur 30.3 ans 23.3 ans 0.0264
Age du donneur 33.2 ans 26.3 ans 0.0055 OR 1.052[1.015-1.090]
Pathologies 0.0265
malignes vs 50% 50%

non malignes 22.8% 77.2%
CNT<3.015.10° vs | 51.3% 26.9% 0.0307
>3.015.10%kg

CD34+<1.93.10° | 65.4% 38.5% 0.0169
vs >1.93.10%kg

<3.47.10° 50.6% 28% 0.0475
vs >3.47.10%kg

CFU-GM

<53.45.10" vs | 55.8% 34.6% 0.0302

>53.45.10%kg

<76.695.10* vs | 53.8% 19.2% 0.021
>76.695.10"/kg

Tableau 15: Facteurs de risque de survenue d’infections bactériennes

Infections virales

-Incidence

Soixante virgule six pour cent des patients ont présenté une pathologie virale.
Le délai médian de survenue d’une premiére atteinte virale est de 1,9 mois apres la
greffe (0.1-36.9 mois). Les infections virales les plus fréquentes étaient les infections
a CMV puis a poliomaBK virus puis a EBV puis a VZV.

-Impact des caractéristiques du receveur
L’age, le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non n’a pas
d’'impact significatif sur la survenue d’infection virale.

-Impact des caractéristiques du donneur
L’age, le sexe du donneur, la compatibilité HLA, le caractére apparenté ou non
n’a pas d’'impact significatif sur la survenue d’infection virale.

-Impact du type de conditionnement

Un conditionnement MAC augmente significativement (p=0.0238) le risque de
survenue d’une infection virale.

En analyse multivariée, un conditionnement MAC augmente significativement
(OR 2.58 [1.13-5.88) le risque de survenue d’une infection virale.
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L’injection de SAL n’a pas d’impact significatif sur la survenue d’infections
virales.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il n'y a pas de retentissement significatif sur la survenue
d’infection virale.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de survenue d’une infection virale selon que le
greffon est plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste le
risque de survenue d’une infection virale en fonction de différents seuils de CNT,
CD34+, CFU-GM et CD3+. (Tableau 16)

En analyse univariée et multivariée, on n’observe pas d’'impact significatif de la
richesse du greffon en CNT, en CD34+, en CFU-GM et en CD3+ sur la survenue
d’infections virales.

On ne note pas de différence significative pour la survenue d’infections virales
entre les différents seuils testés de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3.

Survenue infection virale
CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg 69.2%vs 57.7% p=0.2971
<2.12.10° vs >2.12.10%kg 69.2%vs 51.9% p=0.0709
<3.015.10° vs >3.015.10%kg 62.8%vs 53.8% p=0.4174
CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg 57.7% vs 61.5% p=0.7282
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 59.6% vs 61.5% p=0.8410
<3.47.10° vs >3.47.10%kg 63.3% vs 52%  p=0.3140
CFU-GM
32.215.10* vs 32.215.10%kg 65.4% vs 59% p=0.5621
53.45.10* vs 53.45.10kg 63.5%vs 57.7% p=0.5472
76.695.10" vs 76.695.10%kg 62.8% vs 53.8% p=0.4174
CcD3
<2.015.10°vs >2.015.10"/kg | 61.5% vs 60.3% p=0.9078
<2.53.10" vs >2.53.10"/kg 67.3% vs 53.8% p=0.1601
<3.3.10° vs >3.3.10'/kg 60.8% vs 60% p=0.9460

Tableau 16: Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue d’infections virales.

Infections virales p Multivariée

oui non
Conditionnement | 68.7% 31.3% 0.0238 | OR 2.58 [1.13-5.88]
MAC vs 45.9% 54.1%
RIC

Tableau 17 : Facteurs de risque de survenue d’infections virales
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Infections fongiques

-Incidence

Dix-sept virgule trois pour cent des patients ont présenté une infection
fongique. Le délai médian de survenue de ce type d’infection est de 6,4 mois aprés
la greffe (0-28 mois).Parmi les infections fongiques, 64% sont des infections
invasives dont 9 aspergilloses, une candidémie et une infection disséminée a
penicillium argilaceum.

-Impact des caractéristiques du receveur
L’age, le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non n’ont pas
d’'impact sur la survenue d’infections fongiques.

-Impact des caractéristiques du donneur
L’age, le sexe du donneur, la compatibilité HLA, le caractere apparenté ou non
n’ont pas d’'impact sur la survenue d’infection fongique.

-Impact du type de conditionnement
Le type de conditionnement ou l'injection de SAL n’ont pas d’'impact significatif
sur la survenue d’infections fongiques.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il n'y a pas de retentissement significatif sur la survenue
d’infections fongiques.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de survenue d’une infection fongique selon que
le greffon est plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste
le risque de survenue d’une infection fongique en fonction de différents seuils de
CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. (Tableau 18)

Une quantité de CNT/kg dans le greffon plus faible (1.68 10% vs 2.54 10%), une
quantité de CD34+/kg dans le greffon plus faible (2.3 10° vs 3.21 10°) et une quantité
dans le greffon de CFU-GM/kg plus faible (44.18 10* vs 70 10% entrainent
significativement (p=0.0098, p=0.0102, p=0.0195 respectivement) plus d’infections
fongiques.

En analyse multivariée, le fait de recevoir un greffon avec une quantité faible de
CNT/kg (OR 1.81 [1.03-3.2]), augmente significativement le risque de survenue
d’une infection fongique.

Concernant la dose de CNT, une dose supérieure & 2.12.10%kg conduit
significativement (p=0.0412) a moins d’infections fongiques.
En cas de dose de CD34+ supérieure a 2.7.10%kg ou supérieure & 3.47x10%kg, on
observe significativement (p=0.0095 et p=0.0436 respectivement) moins d’infections
fongiques.
En cas de dose de CD3+ supérieure a 3.3.107/kg on observe significativement
(p=0.0087) moins d’infections fongiques.
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On ne note pas d’'impact significatif entre les différents seuils testés de CD3 sur la
survenue d’infections fongiques

Infection fongique

CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg
<2.12.10° vs >2.12.10%kg
<3.015.10° vs >3.015.10%kg
CD34+

<1.93.10° vs >1.93.10%kg
<2.7.10° vs >2.7.10%kg
<3.47.10° vs >3.47.10%kg
CFU-GM

<32.215.10" vs >32.215.10%kg
<53.45.10" vs >53.45.10*kg
<76.695.10" vs >76.695.10*/kg
CcD3

<2.015.10" vs  >2.015.10/kg
<2.53.10" vs >2.53.10"/kg
<3.3.10° vs >3.3.107/kg

26.9% vs 14.1% p=0.1345
25% vs 9.6% p=0.0412
20.5% vs 7.7% p=0.1345

26.9% vs 14.1% p=0.1345
26.9% vs 7.7% p=0.0095
21.5% vs 4% p=0.0436

23.1% vs 15.4% p=0.3692
23.1% vs 11.5% p=0.1199
20.5% vs 7.7% p=0.1345

23.1% vs 15.4% p=0.3692
19.2% vs 15.4% p=0.6042
22.8% vs 0% p=0.0087

Tableau 18 : Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue d’infection fongique.

Infections fongiques p Multivariée
oui non
Dose de CNT/kg 1.6810° |2.5410° |0.0098 | OR 1.81[1.03-3.2]
Dose de CD34+/kg | 2.310° 3.2110° |0.0102
Dose de 44.18 10* | 70 10* 0.0195
CFU/kg
CNT <2.12.10° 25% 9.6% p=0.0412
vs > 2.12.10%kg
CD34+<2.7.10° 26.9% 7.7% p=0.0095
vs>2.7.10%kg
<3.47.10° 21.5% 4% p=0.0436
vs>3.47.10%kg
CD3<3.3.10’ 22.8% 0% p=0.0087
vs  >3.3.10"/kg

Tableau 19 : Facteurs de risque de survenue d’infections fongiques

Infection parasitaire

Un patient a présenté une infection parasitaire, |l
toxoplasmose cérébrale survenue 4,9 mois apres la greffe.
Compte tenu de la faible incidence des infections parasitaires nous n’avons pas pu
étudier 'impact des caractéristiques du donneur et du receveur, du conditionnement
et de la composition du greffon sur ce type d’infection.

s’agissait d’'une
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C.2 GVH
GVHa

-Incidence

Quatre-vingt et un pour cent des patients évaluables pour la GVHa ont
présenté une GVHa dont 90.1% de grade Il a IV. Le délai médian de survenue de
GVHa était de 1,2 mois (0,7-4,9 mois).

-Impact des caractéristiques du receveur

Un receveur plus jeune (24.3 vs 34.8 ans) est un facteur de risque significatif
(p=0.0098) de survenue de GVHa.

Le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non n’influence pas la
survenue de GVHa.

-Impact des caractéristiques du donneur

Une compatibilité HLA 9/10 est un facteur de risque significatif (p=0.0198) de
survenue de GVHa.

L’age, le sexe du donneur, le caractére apparenté ou non, n’influencent pas
significativement la survenue de GVHa.

-Impact du type de conditionnement
Le type de conditionnement et [linjection de SAL n’influencent pas
significativement la survenue de GVHa.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il N’y a pas de retentissement significatif sur la survenue de
GVHa.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de survenue d’'une GVHa selon que le greffon
est plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste le risque
de survenue d’'une GVHa en fonction de différents seuils de CNT, CD34+, CFU-GM
et CD3+. (Tableau 20)

En analyse univariée et multivariée, la dose de CNT, de CD34+, de CFU-GM
et de CD3 n’influence pas la survenue de GVHa.
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On n’observe pas de différence significative de survenue de GVHa entre les
différents seuils testés de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3+.

GVHa
CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg 79.2% vs 81.6% p=0.7928
<2.12.10° vs >2.12.10%kg 85.7% vs 76.5% p=0.2388
<3.015.10° vs >3.015.10%kg 80% vs84%  p=0.9498
CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg 75% vs 82.9% p=0.3901
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 83.7% vs 78.4% p=0.5041
<3.47.10° vs >3.47.10%kg 81.6% vs 79.2% p=0.7928
CFU-GM
32.215.10% vs 32.215.10kg 84.6% vs 79.7% p=0.5849
53.45.10* vs 53.45.10%kg 85.4% vs 76.9% p=0.2794
76.695.10" vs 76.695.10%kg 81.1% vs 80.8% p=0.9722
CcD3
<2.015.10"vs >2.015.10"/kg | 88% vs 78.7% p=0.3029
<2.53.10° vs >2.53.10/kg 82% vs80%  p=0.7988
<3.3.10° vs >3.3.10'/kg 82.6% vs 79.2% p=0.7928

Tableau 20 : Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue de GVHa.

GVHc

-Incidence

Trente sept virgule deux pour cents des patients évaluables pour la GVHc ont
présenté une GVHc dont 65,7% une GVH extensive. Le délai médian de survenue
de GVHc était de 6 mois (3-27,4 mois).

-Impact des caractéristiques du receveur
L’age, le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non, n'ont pas
d’'impact significatif sur la survenue de GVHc.

-Impact des caractéristiques du donneur
L’age, le sexe du donneur, la compatibilité HLA, le caractere apparenté ou non
n’ont pas d’'impact significatif sur la survenue de GVHc.

-Impact du type de conditionnement
Le type de conditionnement et I'injection de SAL n’ont pas d’'impact significatif
sur la survenue de GVHc.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il N’y a pas de retentissement significatif sur la survenue de
GVHc.
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-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de survenue d’'une GVHc selon que le greffon
est plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste le risque
de survenue d’'une GVHc en fonction de différents seuils de CNT, CD34+, CFU-GM
et CD3+. (Tableau 21)

En analyse univariée et multivariée, la composition du greffon n’a pas d’'impact
significatif sur la survenue de GVHc.

En cas de greffon comportant moins de 53.45.10%kg CFU-GM, on observe
significativement (p=0.0376) plus de GVHc.

On n’observe pas de différence significative de survenue de GVHc entre les
différents seuils testés de CNT, de CD34 et de CD3.

GVHc

CNT

<1.265.10° vs >1.265.10%kg
<2.12.10° vs>2.12.10%kg
<3.015.10° vs >3.015.10%kg

21.7%vs 42.3% p=0.0769
38.3% vs 36.2% p=0.8310
37.14 vs 37.5% p=0.9751

CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg
<2.7.10° vs >2.7.10%kg

<3.47.10° vs >3.47.10%Kkg

34.8% vs 38% p=0.7796
34.8% vs 39.6% p=0.6303
37.5% vs 36.4% p=0.9231

CFU-GM
32.215.10* vs 32.215.10%kg
53.45.10" vs 53.45.10%kg

44% vs 34.8% p=0.4141
47.8% vs 27.1% p=0.0376

76.695.10* vs 76.695.10%kg 41.4% vs 25% p=0.1508
CD3
<2.015.10"vs >2.015.10°/kg | 29.7% vs 40% p=0.3434

<2.53.10" vs >2.53.10"/kg
<3.3.10" vs >3.3.10'/kg

36.2% vs 38.3% p=0.8310
37.1% vs 37.5% p=0.9751

Tableau 21 : Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue de GVHc.

C.3 MVO

-Incidence
Onze pour cent des patients évaluables pour la MVO ont présenté une MVO.
Le délai médian de survenue d’une MVO était de 0,4 mois (0.2-2.2 mois).

-Impact des caractéristiques du receveur
L’age, le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non, n'ont pas
d’impact significatif sur la survenue de MVO.

-Impact des caractéristiques du donneur

L’age et le sexe du donneur, la compatibilité HLA, le caractére apparenté ou
non, n'ont pas d’impact significatif sur la survenue de MVO.
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-Impact du type de conditionnement
En analyse bivariée et multivariée, le type de conditionnement et I'injection de
SAL n’ont pas d’'impact significatif sur la survenue de MVO.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il N’y a pas de retentissement significatif sur la survenue de
MVO.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de survenue d’'une MVO selon que le greffon est
plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste le risque de
survenue d’une MVO en fonction de différents seuils de CNT, CD34+, CFU-GM et
CD3+. (Tableau 22)

En analyse univariée et multivariée, la composition du greffon n’a pas d’'impact
significatif sur la survenue de MVO.

En cas de greffon comportant plus 3.47.10%kg CD34+ ou plus de
2.015.10"/kg CD3+ on observe, significativement, (p=0.0119 et p= 0.0424
respectivement) plus de MVO.

On ne note pas de différence significative en terme de survenue de MVO
entre les différents seuils testés de CNT et de CFU-GM.

MVO
CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg 8.3%vs 11.8% p=0.6320
<2.12.10° vs > 2.12.10%kg 8.2% vs 13.7% p=0.3742
<3.015.10° vs >3.015.10%kg 9.3% vs 11.8% p=0.3582
CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg 4.2% vs 13.2% p=0.2197
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 8.2% vs 13.7% p=0.3742
<3.47.10° vs >3.47.10%kg 6.6% vs 25% p=0.0119
CFU-GM
32.215.10" vs 32.215.10%kg 11.5% vs 10.8% p=0.9188
53.45.10" vs 53.45.10%kg 8.3% vs 13.5% p=0.4129
76.695.10 vs 76.695.10%kg 10.8% vs 11.5% p=0.9188
CcD3
<2.015.10°vs >2.015.10°/kg | 0% vs 14.7% p=0.0424
<2.53.10" vs >2.53.10"/kg 8% vs 14% p=0.3377
<3.3.10° vs >3.3.10'/kg 7.9% vs20.8% p=0.0774

Tableau 22: Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue de MVO.
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C.4 MAT

-Incidence
Huit pour cent des patients évaluables pour la MAT ont présenté une MAT. Le
délai médian de survenue d’'une MAT était de 2 mois (0,9-3,7 mois).

- Compte tenu de la faible incidence de survenue de la MAT, l'impact des
caractéristiques du receveur, des caractéristigues du donneur, le type de
conditionnement n’a pu étre étudié.

-Impact des manipulations du greffon
En cas de déplasmatisation par rapport a la désérythrocytation ou a la
réduction de volume, on observe significativement plus de MAT (p=0.0345).

-Impact de la composition du greffon

Aucune analyse univariée et multivariée n’a pu étre réalisée pour apprécier
I'impact de la composition du greffon sur la survenue d’une MAT.

On teste le risque de survenue d’une MAT en fonction de différents seuils de
CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. (Tableau 23)

En cas de greffon comportant plus 2.12.10%kg CNT, on observe
significativement (p=0.0412) plus de MAT.

On ne note pas de différence significative, en terme de survenue de MAT
entre les différents seuils testés de CNT, de CD34+ et de CFU-GM.

MAT
CNT

<1.265.10° vs >1.265.10%kg 4.2%vs 9.2% p=0.4212
<2.12.10° vs >2.12.10%kg 2% vs 13.7% p=0.0412
<3.015.10° vs >3.015.10%kg 5.3% vs 16% p=0.0887
CD34+

<1.93.10° vs >1.93.10%kg 4.2% vs 9.2% p=0.4272
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 6.1% vs 9.8% p=0.4975
<3.47.10° vs >3.47.10%kg 7.9% vs 8.3% p=0.9540
CFU-GM

32.215.10" vs 32.215.10%kg 3.8% vs 9.5% p=0.3641
53.45.10* vs 53.45.10%kg 4.2% vs 11.5% p=0.1746
76.695.10" vs 76.695.10%kg 8.1% vs 7.7% p=0.9644
CD3

<2.015.10°vs >2.015.10'/kg | 4% vs 9.3% p=0.3946
<2.53.10" vs >2.53.10"/kg 8 vs 8% p=1
<3.3.10" vs >3.3.10'/kg 7.9% vs 8.3% p=0.9450

Tableau 23: Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue de MAT
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C.5 Syndrome de prise de greffe

-Incidence

Deux pour cent des patients évaluables pour le syndrome de prise de greffe
ont présenté un syndrome de prise de greffe. Le délai médian était de 0,6 mois (0,6-
0,7 moais)

-Compte tenu de la faible incidence de survenue d’'un syndrome de prise de greffe,
'impact des caractéristiques du receveur, des caractéristiques du donneur, du type
de conditionnement n’a pu étre étudié.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il n'y a pas de retentissement significatif sur la survenue d’un
syndrome de prise de greffe.

-Impact de la composition du greffon

Aucune analyse univariée et multivariée n’a pu étre réalisée pour apprécier
'impact de la composition du greffon sur la survenue d’un syndrome de prise de
greffe.

On ne note pas de différence significative, en terme de survenue d’un
syndrome de prise de greffe entre les différents seuils testés de CNT, de CD34+ , de
CFU-GM et de CD3. (Tableau 24)

Syndrome de prise de greffe
CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg 0%vs 2.6% p=0.4221
<2.12.10% vs >2.12.10%kg 0% vs 2% p=0.1649
<3.015.10° vs >3.015.10%kg 2.7%vs 0%  p=0.4095
CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg 0% vs 2.6%  p=0.4221
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 0% vs 3.9%  p=0.6676
<3.47.10° vs >3.47.10%kg 1.3% vs 4.2% p=0.3845
CFU-GM
32.215.10" vs 32.215.10%kg 0% vs 2.7%  p=0.3971
53.45.10% vs 53.45.10%kg 2.1%vs 1.9% p=0.9544
76.695.10” vs 76.695.10%kg 2.7%vs 0%  p=0.3971
CD3
<2.015.10"vs >2.015.10'/kg | 4% vs 1.3% p=0.4095
<2.53.10" vs >2.53.107/kg 4% vs0% p=0.1531
<3.3.10° vs >3.3.107/kg 2.6%vs 0% p=0.4221

Tableau 24: Impact de différents seuils cellulaires sur la survenue d’'un syndrome de prise de
greffe.
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C.6 Syndrome de fuite capillaire

2,9% des patients évaluables pour le syndrome de fuite capillaire ont présenté
un syndrome de fuite capillaire. Le délai médian était de 0,3 mois (0,3-16,1 mois).

Compte tenu de la faible incidence du syndrome de fuite capillaire, aucune
étude statistique n’a pu étre réalisée pour étudier I'impact des caractéristiques du
greffon.

-Incidence
Le taux de TRM était de 25.2%.

-Impact des manipulations du greffon
Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il n’y a pas de retentissement significatif sur la TRM.

-Impact de la composition du greffon
Aucune analyse univariée et multivariée n’a pu étre réalisée pour apprécier
I'impact de la composition du greffon sur la survenue de TRM.

On ne note pas de différence significative en terme de TRM entre les
différents seuils testés de CNT, de CD34, de CFU-GM et de CD3+. (Tableau 25)

TRM
CNT

<1.265.10° vs >1.265.10%kg 32% vs 23.1% p=0.6562
<2.12.10° vs>2.12.10%kg 33.3%vs17.3% p=0.1121
<3.015.10° vs >3.015.10%kg 29.9% vs 11.5% p=0.1670
CD34+

<1.93.10° vs >1.93.10%kg 34.6% vs 22.1% p=0.7594
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 31.4% vs 19.2% p=0.3638
<3.47.10° vs >3.47.10%kg 24.4% vs 28% p=0.8857
CFU-GM

32.215.10" vs 32.215.10%kg 23.1% vs 26% p=0.7330
53.45.10" vs 53.45.10%kg 29.4% vs 21.2% p=0.3266
76.695.10" vs 76.695.10*kg 27.3% vs 19.2% p=0.5520
CD3

<2.015.10"vs >2.015.107/kg | 23.1% vs 26% p=0.7330
<2.53.10" vs >2.53.10"/kg 27.5% vs 23.1% p=0.5156
<3.3.10° vs >3.3.10'/kg 26.9% vs 20% p=0.7841

Tableau 25 : Impact de différents seuils cellulaires sur la TRM.
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-Incidence
Le taux de rechute était de 21.4%. Le taux de déces lié a la rechute est de
14.6%.

-Impact des caractéristiques du receveur
L’age, le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non, n’ont pas
d’impact significatif sur la survenue d’'une rechute.

-Impact des caractéristiques du donneur

L’age, le sexe du donneur et la compatibilité HLA, n‘ont pas d'impact
significatif sur la survenue d’une rechute.

En analyse univariée et multivariée, une greffe apparentée conduit
significativement a plus de rechute (p=0.0362 et OR 2.8 [1.04-7.63]).

-Impact du type de conditionnement
Le type de conditionnement et I'injection de SAL n’ont pas d’'impact significatif
sur la survenue d’une rechute.

-Impact des manipulations du greffon
Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction il n’y a pas de retentissement significatif sur la rechute.

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord le risque de survenue d’une rechute selon que le greffon
est plus ou moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste le risque
de survenue d’une rechute en fonction de différents seuils de CNT, CD34+, CFU-GM
et CD3+.

En analyse univariée et multivariée, la composition du greffon n’a pas d’'impact
sur la survenue d’une rechute.
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On ne note pas de différence significative de survenue de rechute entre les
différents seuils testés de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3. (Tableau 26)

Rechute

CNT
<1.265.10° vs >1.265.10%kg
<2.12.10° vs >2.12.10%kg
<3.015.10° vs >3.015.10%kg

16%vs 23.1% p=0.4525
17.6% vs 25% p=0.3626
20.8% vs 23.1% p=0.8048

CD34+
<1.93.10° vs >1.93.10%kg
<2.7.10° vs >2.7.10%kg

<3.47.10° vs >3.47.10%kg

19.2% vs 22.1% p=0.7594
19.6% vs 23.1% p=0.6676
20.5% vs 24% p=0.7112

CFU-GM
32.215.10% vs 32.215.10%kg
53.45.10* vs 53.45.10%kg

76.695.10" vs 76.695.10/kg

19.2% vs 22.1% p=0.7594
21.6% vs 21.2% p=0.9590
20.8% vs 23.1% p=0.8048

CD3
<2.015.10"vs >2.015.10"/kg
<2.53.10" vs >2.53.10"/kg
<3.3.10° vs >3.3.107/kg

23.1% vs 20.8% p=0.8048
23.5% vs 19.2% p=0.5946
21.8% vs 20% p=0.8489

Tableau 26: Impact de différents seuils cellulaires du greffon sur la rechute.
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F.1) Survie globale

-Incidence
La survie globale & 5 ans est de 59%.(Figure 29)
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Figure 29 : Survie globale de 'ensemble de la population.

-Impact des caractéristiques du receveur

En analyse univariée et multivariée, l'dge du receveur, diminue
significativement la survie globale (p=0.0034 et OR 1.021[1.002-1.041]).

Le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non, n‘ont pas
d’impact significatif sur la survenue d’une rechute.

-Impact des caractéristiques du donneur
Les caractéristiques du donneur n’ont pas d’'impact significatif sur la survie
globale.

-Impact du type de conditionnement

Le type de conditionnement et I'injection de SAL n’ont pas d’'impact significatif
sur la survie globale.
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-Impact des manipulations du greffon
Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il N’y a pas de retentissement significatif sur la survie globale.

(Figure 30).
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Figure 30 : Survie globale selon les différents types de manipulations du greffon

-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord la survie globale selon que le greffon est plus ou moins
riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste la survie globale en fonction
de différents seuils de CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+.(Tableau 27)

En analyse univariée et multivariée, la composition du greffon n’a pas d’'impact
significatif sur la survie globale.
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On ne note pas de difféerence significative sur la survie globale entre
différents seuils testés de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CDS3.

Survie globale a 5 ans
CNT
<2.12.10° vs >2.12.10%kg 53.65% vs 61.49% p=0.5639
CD34+
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 50.55% vs 64.01% p=0.3208
CFU-GM
53.45.10" vs 53.45.10%kg 50.33% vs 66.13% p=0.2154
CD3
<2.53.10" vs >2.53.10'/kg 52.72% vs 63.04% p=0.4005

Tableau 27 : Impact de différents seuils cellulaires sur la survie globale a 5 ans

F.2) Survie sans maladie

La survie sans maladie a 5 ans est de 54%. (Figure 31)

les

Estimation de survie de Kaplan-Meier
avet le nombre de sujets a risque

1.0
0.8 4
k)
=
7 06
[ak]
=
E __
= | TTTTT T e
T 0.4
=2
o
0.2 4
0.0+
&3 42 41 27 20 2 u]
T T T T T T T T
i 12 24 36 48 B0 72 a4

Survie sans maladie (Mois)

[+ Censurég ------ Intervalle de confiance 3 85% |

Figure 31 : Survie sans maladie de 'ensemble de la population
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-Impact des caractéristiques du receveur

Le sexe du receveur et le type de pathologie maligne ou non, n‘ont pas
d’impact significatif sur la survie sans maladie.

En analyse univariée et multivariée, étre un receveur &agé diminue
significativement la survie sans maladie (p= 0.0166 et OR 1.022 [1.004-1.04]).

-Impact des caractéristiques du donneur
Les caractéristiques du donneur n'ont pas d’impact significatif sur la survie
sans maladie.

-Impact du type de conditionnement
Le type de conditionnement et I'injection de SAL n’ont pas d’impact significatif
sur la survie sans maladie.

-Impact des manipulations du greffon

Que le greffon soit désérythrocyté ou déplasmatisé ou qu’il ait subi une
réduction de volume il n’y a pas de retentissement significatif sur la survie sans
rechute. (Figure 32)
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Figure 32: Survie sans maladie selon les différents types de manipulations du greffon
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-Impact de la composition du greffon

On analyse d’abord la survie sans maladie selon que le greffon est plus ou
moins riche en CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+. Puis on teste la survie sans maladie
en fonction de différents seuils de CNT, CD34+, CFU-GM et CD3+.(Tableau 28)

En analyse univariée et multivariée, la composition du greffon n’a pas d’'impact
significatif sur la survie sans maladie.

On n’observe pas de différence significative de survie sans maladie a 5 ans
entre les différents seuils testés de CNT, de CD34+, de CFU-GM et de CD3.

Survie sans maladie a 5 ans
CNT
<2.12.10° vs > 2.12.10%kg 49.22% vs 56.35% p=0.7581
CD34+
<2.7.10° vs >2.7.10%kg 46.47% vs 58.56% p=0.4808
CFU-GM
53.45.10" vs 53.45.10*kg 48.64% vs 60.47% p=0.2928
CD3
<2.53.10" vs >2.53.10'/kg 50.3% vs 56.51% p=0.5106

Tableau 28 : Impact de différents seuils cellulaires sur la survie sans rechute a 5 ans
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Univariée

Multivariée

Reconstitution
hématopoiétique
GB

Donneur homme p=0.0225

Donneur jeune OR 1.09 [1.02-1.16]

PNN RIC p=0.0073 RIC OR 4.45 [1.34-14.51]
Donneur jeune OR 1.08 [1.02-1.14]
Pas de SAL OR 9.3 [1.36-62.5]
Plaquettes Donneur non apparenté p=0.0401 Donneur sexe masculin OR 4.52 [1.2-16.95]
Donneur sexe masculin p=0.0130
Infections
Bactériennes Receveur agé p=0.0264
Donneur agé p=0.0055 Donneur 4gé OR 1.052[1.015-1.090]
Pathologie maligne p=0.0265
CNT/kg<3.015x10° p=0.0307
CD34+/kg faible p=0.0025,
CD34+<1.93x10° p=0.0169
CD34+<3.47x10° p=0.0475
CFU-GM/kg faible p=0.0252 CFU-GM/kg faible OR 1.01[1.0-1.02]
CFU-GM<53.45x10" p=0.0302
CFU-GM<76.695x10" p=0.021
Virales MAC p=0.0238 MAC OR2.38[1.13-5.88]
Fongiques CNT/kg faible p=0.0098 CNT/kg faible OR 1.81[1.03-3.2]

CNT<2.12x10° p=0.0412
CD34+/kg faible p=0.0102
CD34+<2.7x10° p=0.0095
CD34+<3.47x10° p=0.0426
CFU-GM/kg faible p=0.0195
CD3+/kg <3.3x10’ p=0.0087

Tableau 29 : Facteurs de risque de I'évolution post greffe.
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Univariée

Multivariée

GVH
GVHa

GVHc

Receveur jeune p=0.0098
HLA 9/10 p=0.0198

CFU-GM/kg<53.45x10" p=0.0376

Pathologies de
I’endothélium

CD34+/kg>3.47X10° p=0.0119

MVO CD3/kg>2.015X10" p=0.0424
MAT Déplasmatisation p=0.0307
CNT/kg>2.12x10°% p=0.0412
Rechute Donneur apparenté p=0.0362 Donneur apparenté OR 2.8 [1.04-7.63]

Survie globale a 5 ans
Survie sans rechute a
5 ans

Receveur agé p=0.0034
Receveur agé p=0.0166

Receveur agé OR 1.021[1.002-1.041]
Receveur 4gé OR 1.022[1.004-1.041]

Tableau 29 : Facteurs de risque de I'évolution post greffe
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Discussion

La source de greffon est aujourd’hui le plus souvent de type CSP. Ce choix a
été dicté par I'observation que 'augmentation du nombre de CNT améliorait la prise
de greffe et diminuait la mortalité liée aux infections (72). Cependant, une étude(7)
randomisée récente, comportant 551 patients atteints d’hémopathies myéloides dans
48 centres, montre qu’il N’y a pas de différence de survie globale a 2 ans que le
greffon soit de type médullaire ou de type CSP en cas de donneur non apparenté.
Ainsi, il n’est peut-étre pas plus Iégitime d’opter pour un greffon de type CSP plutdt
que meédullaire lorsqu'on a le choix. De plus, cette étude rapporte davantage de
GVHc extensive pour les patients ayant recu un greffon de type CSP, a noter que le
taux de rechute était similaire que les patients aient recu des CSP ou de la moelle.
Or, cette GVHc extensive a un impact sur la qualité de vie. D’autre part, certains
donneurs volontaires refusent [I'administration de facteurs de croissance
hématopoiétiques ou présentent des contre-indications notamment cardio-
vasculaires a leur administration. Ainsi, la moelle osseuse conserve toute sa place
comme source de CSH allogéniques. Il est donc important d’essayer d’optimiser la
qualité de ce type de greffon et notamment d’établir une dose de CD34+, reflétant la
guantité de CSH optimale.

) Impact de la composition cellulaire du greffon

La quantité médiane de CNT injectée dans notre étude est conforme a ce qui
est décrit dans la littérature. En effet, nous rapportons une dose médiane de CNT de
2.12x10%/kg (0.53-10.3) alors que d’autres études rapportent une quantité de CNT
médiane de 2.34x10° /kg (4.33x10°-9.56x10°) (56) ou de 3.65x10%/kg(65).

La quantité médiane de CD34+ injectée dans notre étude de 2.72x10%kg(0.99-16.92)
est cgnforme a la quantité médiane de CD34+ médullaire rapportée par 'TEBMT de 2-
3x10°/kg.

Enfin, la quantit¢ médiane de CD3+ injectée dans notre étude est de 2.54x10°/kg
(1.09-9.61), ce qui est conforme a la quantité médiane de CD3+ médullaire rapportée
par 'TEBMT de 2-2.5x10"/kg.

En analyse multivariée, I'observation, que la quantité de CNT ou de CD34+
n’a pas d’incidence sur la survie, peut étre expliquée par le fait que notre étude est
biaisée car, on prescrit une dose de CNT de 3x10%/kg. En cas de greffon trop pauvre
en CNT, nous sommes amenés a demander, si possible, au donneur de redonner en
CSP. Notamment, un des patients exclus de cette étude avait recu seulement
0.28x10%/kg CNT et a été regreffé rapidement (J7 post greffe) avec des CSP.
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Actuellement, la prescription de réinjection d’'un greffon médullaire est faite en
nombre de CNT/kg.

La comparaison a d’autres études(56,65,66) est difficile, puisque les seuils de
CNT/kg sont & chaque fois variables. Ainsi, Sierra et al étudiaient I'impact d’'une dose
de CNT inférieure ou supérieure a 3.65x10%/kg et Dominietto et al(66) I'impact d’une
dose inférieure ou supérieure & 3.4x10%/kg or notre seuil maximum (Q3) comparait
une dose de CNT inférieure ou supérieure a 3.015x10%/kg. Ainsi, ce seuil est donc
plus faible et contrairement a ces 2 études, nous n’observons pas de différence en
terme de reconstitution hématopoiétique, de survie et de GVH.

Collins et al(56), comparaient I'impact d’'une dose de CNT/kg supérieure ou
inférieure & 2.34x10°kg et comme nous, ils n’observaient pas de différence
significative pour la reconstitution hématopoiétique ni pour la survenue de GVH ni
pour la survie globale. Leur seuil de comparaison de CNT (2.34x10%/Kg) est proche
de notre médiane de CNT (2.12x10%kg) ainsi, il est logique d’observer des résultats
comparables aux mémes seuils de comparaison.

Une quantité de CNT/kg supérieure & 2.12x10%kg permet de diminuer le
risque d’infections fongiques (p=0.0412), mais conduit a plus de MAT (p=0.0412).

Les quantités les plus élevées de CNT/kg (3.105x10% CNT/kg) sont obtenues
en cas de donneurs significativement plus jeunes (p=0.0126), ceci peut étre expliqué
par le fait, que le volume de moelle prélevée peut étre plus important chez les plus
jeunes, puisque I'anesthésie générale peut étre plus longue.

Il est important de rappeler, qu’en cas de déséryhtrocytation les cellules
nucléées totales correspondent aux cellules mononucléées puisque la séparation par
gradient de densité, permet de séparer les cellules d’intéréts correspondant a des
cellules mononucléées des globules rouges que I'on souhaite soustraire. Ainsi, en
cas de greffon médullaire désérythrocyté, il ne faut pas employer le terme de cellules
nucléées totales mais de cellules mononucléées.

Contrairement a l'autogreffe et I'allogreffe de CSP, en allogreffe de moelle il
N’y a pas de consensus sur une dose de CD34+ optimale. Les différentes études
(56,69,70,73) étudiant I'impact des doses de CD34+ sur la survie, la reconstitution
hématopoiétique et la survenue de complications comparent des seuils variables de
CD34+.

En terme de survie globale, de survie sans maladie, de reconstitution

hématopoiétique et de GVH nous n’observons pas de différence selon les différents
seuils de quantité de CD34+ testés : 1.93x10°, 2.7x10°, et 3.47x10° CD34+/kg. Ces
résultats sont similaires a ceux observés par Collins et al(56) qui testaient un seuil de
3.62x10° CD34+/kg. Cette étude ne comportait que des greffes non apparentées
alors que notre étude comporte des greffes apparentées et non apparentées.
En revanche Bittencourt et al(71), Mavroudis et al(69) et Morariu-Zamfir et al
(70)rapportent une meilleure survie et une moindre TRM en cas de quantité de
CD34+ supérieure a des seuils variables : 1x10° 3.12x10° et 3x10° CD34+/kg
respectivement. Il est important de noter que ces 3 études comportaient uniquement
des greffes apparentées.
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Comme Bittencourt et al(71), nous observons davantage d’infections
fongigues en cas de greffon comportant moins de CD34+.Nous observons
également significativement plus d’infections bactériennes en cas de greffon
contenant moins de 1.93x10° CD34+/kg ou moins de 3.47x10° CD34+/kg.(p=0.0169
et p=0.0475 respectivement)

A notre connaissance, aucune équipe ne s’était intéressée a l'impact de la
quantité de CD34+ greffées et la survenue de pathologies de I'endothélium. Nous
observons davantage de MVO en cas de greffon comportant plus de
3.47x10°CD34+/kg (p=0.0119). On peut penser, que I'atmosphére cytokinique plus
intense, liée a la prise de greffe, en cas de greffon comportant plus de CD34+/kg,
peut étre responsable de dommages sur I'endothélium. Cependant, mais sous
réserve que seulement 2% des patients ont présenté un syndrome de prise de
greffe, nous n’observons pas de différence en terme de survenue de syndrome de
prise de greffe liée a une dose importante de CD34+/kg. On observe, pour le méme
seuil de 3.47x10°CD34+/kg, significativement, moins d’infections bactériennes et
fongiques (p=0.0475 et p=0.0436 respectivement). Il est donc important de faire une
synthése du retentissement de I'ensemble des complications et c’est I'étude de la
survie globale qui permet de faire cette synthese. Ainsi, en terme de survie globale
aucun seuil de CD34+ testé ne permet de montrer une différence significative.

Dans cette étude, la quantification des CD34+ est réalisée en double
plateforme. Or dans ce cas, la précision de la numération des CD34+ est
dépendante de la numération des CNT. Rappelons que la moelle est riche en graisse
or, lors de son analyse par 'hématimetre les particules lipidiques sont confondues
avec des événements cellulaires dans les 2 canaux de mesures des leucocytes.
Ainsi, il y a une surestimation du nombre de CNT(74).

De plus, la double plateforme présente linconvénient de 2 mesures
successives avec risque de cumulation de biais. En effet, Piedras-Ross et al(75) ont
montré que la quantification des CD34+ en simple plateforme est significativement
différente par rapport a la double plateforme, avec au final une quantité mesurée de
CD34+ moindre en simple plateforme par rapport a la double plateforme.
Actuellement, il est recommandé de réaliser une numération des CD34+ en simple
plateforme, afin de diminuer les risques d’erreur intra-laboratoire et également inter-
laboratoire (76).

Au CHU de Nancy, en 2013 la numération des CD34+ est maintenant réalisée en
simple plateforme grace au kit Stem Cell Enumération ™ de BD.

De facon usuelle, la quantité de CD34+ est rapportée au poids du receveur.
Or pour étre plus juste il faudrait rapporter cette quantité au poids théoriqgue du
receveur. En effet, dans notre étude les greffons qui sont les plus pauvres en CNT et
en CD34+ sont aussi ceux pour lesquels le poids du receveur est le plus élevé. Les
greffons contenant moins de 1.93 10° CD34+/kg correspondent & une moyenne de
poids chez les receveurs de 74kg contre 51 kg pour les greffons de plus de 1.93 10°
CD34+/kg. Les greffons les plus riches en CD34+ (supérieure a 3.47x106/kg) ont été
recus par des receveurs dont le poids moyen était de 39kg.
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Pour évaluer les CSH, ne tenir compte que de la présence ou non du

marqueur CD34+ est approximatif. En effet, il y a différents sous-types parmi les
cellules CD34+. En particulier, il a été étudié des sous-fractions de cellules CD34+
telles que les cellules CD34+CD38- et les cellules CD34+HLADR-. Rusten et al(48)
ont montré que les cellules CD34+CD38- sont la sous-classe de CD34+ contenant le
plus de progéniteurs les plus primitifs et de LTC-IC et ainsi contribuant le plus a la
reconstitution hématopoiétique a long terme. Les cellules CD34+HLA-DR-
comprennent plutét des progéniteurs déja orientés vers la différenciation érythroide.
Ainsi, nous ne connaissons pas dans notre étude la composition en sous-types de
CD34+ et il serait peut étre intéressant d’étudier I'impact de CD34+CD38- et non
simplement de CD34+. A noter, que Collins et al(56) ont étudié I'impact de la dose de
CD34+CD38-, ils ne relevaient pas de difference en terme de survie, de
reconstitution hématopoiétique et de survenue de GVH, que le greffon comporte plus
ou moins de 9.44x10* CD34+CD38-/kg.
Ici, nous n’avons étudié qu’une quantité de CD34+ viable or ce qui importe le plus
c’est la qualité de ces CD34+. Ainsi, il faudrait également prendre en compte par
exemple le pouvoir de clonogénécité de CD34+ qui permet de refléter leur capacité a
donner des CFU-GM.

Le greffon comporte également d’autres cellules dont nous n’avons pas tenu
compte et qui peuvent interférer dans la reconstitution hématopoiétique, et la
survenue de complications aprés la greffe. On peut citer les cellules souches
mésenchymateuses (MSC) et les cellules NK.

D’autre part, il est important de ne pas négliger le fait que le greffon ira
s’installer dans une niche hématopoiétique dont la structure et la composition
cellulaire varient d’un individu a l'autre. Dans notre étude, nous ne nous intéressons
pas a cette niche, alors qu’elle peut elle aussi avoir un impact sur la reconstitution
hématopoiétique. En effet, la structure de la niche symétrique ou asymétrique et sa
composition cytokinique influencent I'orientation des CSH vers la différenciation ou
vers le maintien du caractere souche. Par exemple, en cas de prédominance de
I'orientation structurelle et cytokinique de la niche vers la différenciation, les CSH du
greffon s’engageront vers [I'hématopoiése, permettant la reconstitution
hématopoiétique et ainsi la sortie d’aplasie et la reconstitution immunitaire. En cas de
prédominance d’une structure symétrique ou de prédominance des facteurs
d’ancrage dans la niche, les CSH resteront quiescentes ou s’orienteront vers des
divisions symétriques permettant de maintenir le pool de CSH. Dans ce cas, la sortie
d’aplasie et la reconstitution immunitaire peuvent étre retardées et on observera
davantage d'’infections.

Pour observer des différences de survie et de reconstitution hématopoiétique
les seuils utilisés ne sont peut-étre pas optimaux, il faudrait réaliser une analyse
statistique de recherche de seuil, a partir duquel la dose cellulaire influence le
devenir post-allogreffe.

Les quantités de CD34+/kg les plus importantes (supérieures a 3.47x10%kg)
sont obtenues avec des donneurs significativement plus jeunes (p=0.0005). Ce qui
peut étre expliqué par la possibilité de prélever un volume de moelle plus important
en cas de donneur jeune.
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Les CFU-GM refletent la présence de progéniteurs granulocytaires et
macrophagiques. Or ce sont les granuleux qui sont associés a la défense anti
bactérienne. Ainsi, nous observons en analyse multivariée et pour les tests de seuils,
gu’une dose faible de CFU-GM est associée a plus d’infections bactériennes.

Dans notre étude, la quantité de CFU-GM n’a pas d’'impact significatif sur la
reconstitution hématopoiétique. Ceci est peut étre lié a une anomalie au cours de la
réalisation des CFU-GM. Pour s’assurer de la qualité de la réalisation des CFU-GM
on peut contréler la clonogénicité correspondant au rapport du nombre de CFU-GM
au nombre de CD34+. Ceci permet de s’assurer de la qualité de la réalisation des
CFU-GM ainsi sur moelle fraiche la clonogénicité est de 30 a 50%.

Nombre de CFU-GM

Nombre de CD34+
Or, notre moyenne de clonogénicité est de 24.4 %(+/-21.6) ce qui est inférieure a la

-----

x100

Il faut noter que la quantification des CFU-GM ne peut pas étre obtenue au moment
de la greffe. En effet, il faut 14 jours pour obtenir ce résultat. Nous avons montré
qu’une quantité de CFU-GM inférieure & 53.45x10* /kg est un facteur de risque de
GVHc (p=0.0376). Il pourrait étre intéressant de modifier la prophylaxie de la GVH en
cas de greffon pauvre en CFU-GM.

De fagon surprenante, nous n’observons pas de différence de survenue de
GVHa quel que soit le seuil testé de dose de CD3+/kg. Or, on sait que la
physiopathologie de la GVHa implique principalement les lymphocytes T. De méme,
on pouvait penser, qu’'une quantité plus importante de CD3+/kg aurait conduit a
moins d’infections virales, puisque la défense immunitaire anti virale implique en
priorité les lymphocytes CD3. L’absence d’impact de la quantité de CD3+ sur la
survenue, de GVHa et d’infections virales peut étre liée au fait que les greffons
médullaires comportent environ 10 fois moins de CD3+ qu’un greffon de type CSP.

A la différence des greffons de type CSP, la quantité des CD3+ injectées n’a
pas d’impact significatif sur la survenue d’'une GVHc. Ceci est lié au fait, que les
greffons de type CSP sont obtenus aprés administration de GCSF ce qui induit une
polarisation TH2 qui favorise la GVH chronique. Les greffons médullaires n’ont pas
éte influencé en terme de polarisation TH1 ou TH2.

Nous observons un lien entre la quantité de CD3+/kg contenue dans le greffon
et la survenue de MVO, ce lien n’est statistiquement significatif qu’en cas de greffon
comportant plus de 2.015x10" CD3/kg (p=0.0424). Ce lien était attendu puisque
qu'une étude (77) rapporte une diminution de la survenue de MVO en cas de T
deéplétion.
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Une quantitt de CD3+ supérieure a 3.3x10'/kg permet de diminuer
significativement le risque de survenue d’infections fongiques (p=0.0087).Dans notre
étude, le délai médian de survenue d’infections fongiques est de 6.4 mois or, apres
la greffe il y a 2 périodes de risque d’infections fongiques, une période précoce avant
J30 et une période tardive apres J100. Les infections fongiques, survenant
tardivement sont plut6t liées a un défaut de I'immunité cellulaire spécifique et donc
des lymphocytes T mémoires. Ces lymphocytes T mémoires sont en partie
composes de I'expansion des lymphocytes mémoires contenus dans le greffon.

) Impact des manipulations

Un greffon de type médullaire sera le plus souvent manipulé avant réinjection.
En effet, des manipulations de désérythrocytation, en cas d’incompatibilité majeure,
ou de déplasmatisation, en cas d’incompatibilité mineure, ou de réduction de volume
sont réalisées. Dans notre étude, 96% des moelles ont été manipulés. Il est donc
important d’apprécier 'impact de ces manipulations.

Nous avons montré que la quantité de CNT/kg du greffon est significativement
(p<0.0001) moindre en cas de désérythrocytation. Ceci est en partie lié au fait que la
déserythrocytation consiste en une séparation des leucocytes par gradient de
densité. Ainsi, aprés déséryhtrocytation, les cellules nucléées totales correspondent
aux cellules mononucléées et ne contiennent plus de polynucléaires. Alors, qu’en
absence de désérythrocytation, les CNT restantes apres manipulation comprennent
toutes les cellules nucléées, y compris, les polynucléaires.

Comme Collins et al(56), nous observons un rendement de CD34+
significativement moins bon, apres désérythrocytation par rapport a la
déplasmatisation ou a la réduction de volume. (p<0.0001).

Ainsi, il semble plus rigoureux en cas de désérythrocytation de recommander
une quantité de CD34+ plutét qu'une quantité de CNT.

D’autre part, comme Larghero et al(78), Braine et al(55), et Rowley et al(79),
nous n’observons pas de retentissement sur la reconstitution hématopoiétique apres
désérythrocytation.

En cas de déplasmatisation, par rapport a la désérythrocytation ou a la
réduction de volume, on observe significativement plus de MAT (p=0.0307).

1) Impact du conditionnement

De maniere surprenante, avoir recu un conditionnement RIC augmente le
risque de ne pas atteindre le seuil de 0.5G/L PNN a J30. Ceci peut étre lié au fait que
dans notre étude, parmi les RIC le conditionnement le plus fréquent est I'association
fludarabine/melphalan. Or cette association est considérée d’intensité intermédiaire
et non stricto sensu d’intensité réduite.
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Dans notre étude, l'injection de SAL n’a pas dimpact significatif sur la
survenue d’infections notamment virale. Ceci peut étre expliqué par le fait que la
majorité (65%) des patients ayant recu du SAL ont recu des quantités dites faibles
(<40mg/kg au total) et peut étre insuffisantes pour observer un impact en terme de
survenue d’infections.

IV) Impact des caractéristiques du receveur et du donneur

Concernant la survenue de GVHa, I'dge jeune du receveur est un facteur de
risque de GVHa (p=0.0198). Ceci est peut étre lié au fait que les patients jeunes
recoivent plutét des conditionnements myéloablatifs. En effet, dans notre étude la
moyenne d’age des patients recevant un conditionnement myéloablatif est de 24 ans
contre 30 ans pour les RIC. En effet, les conditionnements myéloablatifs conduisent
a plus de dommages tissulaires et ainsi favorise la mise en place d’'une atmosphére
inflammatoire propice au développement d’'une réaction de GVHa.

En n’étudiant, que des greffons médullaires, il était attendu d’observer une
population plus jeune, car on utilise plus volontiers des greffons médullaires chez les
enfants, en raison du risque moindre de GVHc en comparaison avec un greffon de
type CSP. De plus, les greffons de type CSP sont plutbt utilisés en cas de
conditionnement d’intensité réduite qui sont le plus souvent préconisés chez une
population de receveurs plus ageés.

Notre étude comporte des donneurs apparentés et non apparentés. Or

I'analyse multivariée prend en compte le caractére apparenté ou non ce qui permet
d’apprécier indépendamment I'impact de la composition cellulaire.

V) Proposition d’un logigramme de prescription

Dans la prescription du greffon médullaire il faut distinguer 2 étapes: la
prescription de la dose a prélever et la prescription de la dose a réinjecter.

Pour ce qui est de la dose a prélever, en 2013 avec I'importance du principe
de qualité en allogreffe avec notamment JACIE, il peut sembler désuet de prescrire
en CNT les greffons médullaires. Ceci, puisqu'on dispose par la prescription en
CD34+ d’une appréciation plus fine des CSH et plus standardisée de part les
recommandations internationales de mesure des CD34+ en simple plateforme et
selon ISHAGE. Cependant, la prescription en CNT reste valable pour estimer la
quantité de moelle a prélever chez le receveur. En effet, n'‘oublions pas que
'obtention d’un greffon médullaire nécessite une anesthésie générale et que la
sécurité du donneur est primordiale. Ainsi, il n’est pas légitime de prolonger une
anesthésie générale dans l'attente d’'un résultat de CD34+ plus long a obtenir qu’un
résultat de CNT. Ceci d’autant que le paramétre CNT donne les mémes résultats en
terme de risque d’infections bactériennes et fongiques que la mesure des CD34+.

Cependant pour ce qui est de la dose a réinjecter, en cas de source
meédullaire de greffon, la manipulation du greffon est quasiment toujours nécessaires
soit en raison d’'une incompatibilité de groupe ABO soit pour réduire le volume avant
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réinjection. Or comme nous 'avons montré, en cas de déséryhtrocytation il est plus
rigoureux de prescrire une dose de CD34+/kg plutét qu’une dose de CNT/kg.

Ainsi nous proposons en fonction du type d’incompatibilité de groupe ABO, les
modalités de prescription suivantes (Figure 33) :

-en cas d’incompatibilité de groupe ABO majeure ou complexe

Pour la prescription de réinjection, on peut prendre pour objectif une dose de
CD34+/kg de plus de 3.47x10%kg permettant de diminuer le risque d’infections
fongigues et bactériennes.

Nous avions un rendement aprés désérythrocytation de 71.8% pour les CD34+, ce
qui pour obtenir 3.47x10%kg aprés manipulation, nécessite une quantité de
4.83x10%kg avant manipulation. Or, au moment du prélévement, on doit prescrire en
CNT pour des raisons logistiques. Nous avons montré un lien significatif entre la
quantité de CNT et de CD34+ et dans notre étude, la quantité de CD34+ initiales
représente 1.14% des CNT initiales. Ainsi, pour obtenir 4.83x10%kg CD34+ il faut
prélever au moins 4.24x10% CNT/kg.

-en cas d’incompatibilité de groupe ABO mineure

Pour la prescription de réinjection, on peut proposer un objectif de CNT/kg de
3.015x10° permettant une protection contre les infections bactériennes et fongiques.

Nous avions un rendement de CNT aprés déplasmatisation de 81.8 %. Ainsi, pour
obtenir 3.015x10% CNT/kg au final, il faut prélever au moins 3.69x10% CNT/kg.

-en absence d’incompatibilité de groupe ABO

Pour la prescription de réinjection, on peut proposer un objectif de CNT/kg de
3.015x10° permettant une protection contre les infections bactériennes et fongiques.

Nous avions un rendement apres réduction de volume de 88.2%. Ainsi, pour obtenir
3.015x10® CNT/kg au final, il faut prélever au moins 3.42x10® CNT/kg.

Cette proposition devra étre adaptée aux caractéristiques des donneurs
disponibles. Ainsi, si on doit choisir entre plusieurs donneurs ayant une
incompatibilité de groupe ABO majeure ou complexe, on choisira le donneur chez qui
on pourra prélever le volume le plus important de moelle.

Il est important de relever que les manipulations du greffon médullaire ne
conduisent pas a un impact en terme de survie globale a 5 ans et de survie sans
maladie a 5 ans. Ainsi, dans la procédure de choix d’'un donneur, I'incompatibilité de
groupe ABO ne devrait pas conduire a réfuter un donneur. En effet, Anasseti et
al(80) recommandent de ne pas préférer des CSP a la moelle pour des raisons
d’incompatibilité ABO.

120



Conclusion

En analyse multivariée, le seul parameétre ayant un impact négatif significatif
sur la survie globale et la survie sans maladie a 5 ans est I'age élevé du receveur.

Concernant, la reconstitution hématopoiétique, la faible quantité de CNT/kg
dans le greffon est un facteur de risque significatif (p=0.0482) pour les patients
reconstituants le plus lentement les PNN et les plaquettes. La reconstitution
hématopoiétique n’est pas liée significativement a la dose de CD34+, de CFU-GM ou
de CD3+.

En analyse univariée, une quantité de CD34+ faible est un facteur de risque
significatif de survenue d’infections bactériennes et fongiques (p=0.0025 et p=0.0102
respectivement). On note, qu’une quantité de CD34+ supérieure a 3.47x10%kg est
significativement protectrice de survenue d’infections bactériennes et fongiques
alors, qu’elle conduit a plus de MVO. (p=0.0475, p=0.0436 et p=0.0119
respectivement). Un seuil de CD34+/kg supérieure & 2.7x10° diminue
significativement le risque d’infections fongiques (p=0.0095). En revanche, les
différentes doses de CD34+/kg recues par les patients de cette étude, ne se
traduisent pas par des différences en terme de reconstitution hématopoiétique, de
survie globale & 5 ans et de survie sans rechute a 5 ans. Cependant, la survie
globale n’est pas le seul paramétre a prendre en compte, il faut aussi apprécier la
qualité de vie. Il est évident qu'en ayant moins d’infections bactériennes ou
fongiques, la qualité de vie des patients sera meilleure.

De la méme maniére, en analyse univariée, une quantitt de CNT/kg
supérieure a 3.015x10° protégent des infections bactériennes (p=0.0307). Et une
quantité de CNT/kg supérieure & 2.12x10° protégent des infections fongiques
(p=0.0412).

Nous proposons une recommandation de prélevement de CNT/kg initiale de
plus de 4.24x10° en cas d’incompatibilité de groupe ABO majeure ou complexe, de
plus de 3.69x10° en cas d’incompatibilité de groupe ABO mineure et de plus de
3.42x10°® en I'absence d’incompatibilité de groupe ABO. (Figure 33)

Nous proposons une recommandation de réinjection de CD34+/kg de plus de
3.47x10° en cas d'incompatibilité de groupe ABO majeure ou en I'absence
d’incompatibilité de groupe ABO de plus de 3.015x10® CNT/kg. (Figure 33)
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1)Choix de la source cellulaire

Moelle

CSP

LT

Sang placentaire

Incompatibilité ABO

Incompatibilité | Pas d'incompatibilité

majeure ou complexe | ABO mineure | ABO
+ + +
CNT/kg =24.24x108 >3.69x108 >3.42x108 2)Prescription
l \. / prélevement
3)Prescription
23.47x10% CD34+/kg 23.015x10% CNT/Kkg réinjection

Figure 33 : Proposition prescription quantité cellulaire médullaire en allogreffe
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Perspectives

Il faudra mettre en place une étude prospective, prenant en compte les
différents sous types de CD34+ et, notamment I'impact des cellules CD34+CD38-
correspondants aux cellules les plus immatures, et prenant en compte l'implication
des autres composants cellulaires telles que les cellules NK et les MSC. Il serait
alors intéressant d’établir un seuil critique de CD34+CD38-, qui aurait un
retentissement sur la survie globale. N'oublions pas, cependant, que d’un point vu
éthique et logistique, il n’est pas possible d’augmenter, a chaque fois, cette quantité
de cellules CD34+CD38-. En revanche, il serait possible & posteriori en cas de dose
faible de cellules CD34+CD38- de mettre en place une prise en charge différente du
malade en renforcant par exemple les prophylaxies anti-infectieuses, de la GVH, ou
des pathologies endothéliales.

Depuis un an, I'évaluation des CD34+ est réalisée en simple plateforme, il
faudra donc réévaluer I'impact de cette dose de CD34+, avec ce nouveau mode de
mesure.

L’absence de différence en terme de survie globale, liée aux différentes doses
de CNT/kg, de CD34+/kg et de CD3+/kg, devrait nous conduire, en cas de greffe
pour une pathologie maligne a congeler systématiquement des cellules, en vue de
réaliser des DLI. Dans cette étude, seulement 30% des patients ont eu des
congélations de cellules. Or, il est évident que posséder des DLI congelées permet,
si une injection de DLI est envisagée, et notamment en cas de donneur non
apparenté, de gagner du temps et d’éviter toutes les démarches administratives
accompagnant un second recrutement du donneur.
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Annexes

e Annexe 1 : Score de risque EBMT

Facteur de risque

Points

Age du patient en année
<20

20-40

>40

N~ O

Stade de la pathologie®
Précoce

Intermédiaire

Tardive

N~ O

Délais diagnostic-greffe en mois?
<12
>12

= O

Type de donneur
Apparenté
Non apparenté, autres

= O

Combinaison sexe donneur/receveur
Tous les autres cas
Donneur femme, receveur homme

= O

Non totalement validé

Receveur CMV seropositif

Score de performans de Karnofsky>3
Score de comorbidité >3

Surcharge en fer

e

Pour les donneurs non apparenté
HLA matching=10/10

Haplotype fréquent/haute probabilité de
trouver donneur

-1
-1

'Pas applicable pour aplasie. “pas applicable pour patient en RC1.
D’aprés EBMT handbook : Haematopoietic Stem Cell Transplantation, édition 2012(12).
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e Annexe 2 : Quantification des cellules CD34+ en cytométrie : fenétrage ISHAGE

D’aprés Sutherland et al (51).
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FIG. 1. Enumeration of CD34+ cells in apheresis sample cells using CD45 FITC/CD34 PE. Precise details of gating strategy
are described in the text.

Tube CD34+ : Acquisition de tube sang total avec anticorps anti-CD45 FITC et anticorps
anti-CD34 PE

SSC correspond a right angle scatter soit a la granularité cellulaire.
FSC correspond a forward angle scatter soit a la taille cellulaire.

PLOT1 : CD45 en abscisse et SSC en ordonnée. L’ensemble des cellules sanguines est
analysé.

R1 correspond aux événements CD45+

PLOT2 : CD34 en abscisse et SSC en ordonnée. On n’analyse que les cellules de R1
(CD45+).

R2 correspond aux cellules CD45+CD34+.

PLOT3: CD45 en abscisse et SSC en ordonnée. On n'analyse que les cellules R2, soit
R10R2(CD45+CD34+).

R3 correspond aux cellules faiblement granuleuses et faiblement a intermédiaire CD45. Cela
permet d’éliminer les événements non spécifiques (débris, agrégats plaquette...)

PLOT4 : FSC en abscisse et SSC en ordonnées. On n'analyse que les cellules R3, soit
R1oR20R3 (CD45+CD34+ sans débris).

R4 correspond aux cellules CD45+CD34+ sans débris Iégérement plus grandes que les
petits lymphocytes et de granularité homogene.
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Tube isotype
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FIG. 2.‘ Enumeration of events from apheresis sample stained by CD45 FITC/Isotype IgG1 PE. Identical gating regions to those
shown in Figure | were uSed to analyze the staining of the same apheresis sample with the control reagents.

Tube isotype : Acquisition de tube sang total avec anticorps anti-CD45 FITC et anticorps
isotype controle IgG1 PE

SSC correspond a right angle scatter soit a la granularité cellulaire.
FSC correspond a forward angle scatter soit a la taille cellulaire.

PLOT1 : CD45 en abscisse et SSC en ordonnée. L’ensemble des cellules sanguines est
analysée.

R1 correspond aux événements CD45+

PLOT2 : CD34 en abscisse et SSC en ordonnée. On n’analyse que les cellules de R1
(CD45+).

R2 correspond aux cellules CD45+CD34+.

PLOT3: CD45 en abscisse et SSC en ordonnée. On n’analyse que les cellules R2, soit
R10R2(CD45+CD34+).

R3 correspond aux cellules faiblement granuleuses et faiblement a intermédiaire CD45. Cela
permet d’éliminer les événements non spécifiques (débris, agrégats plaquette...)

PLOT4 : FSC en abscisse et SSC en ordonnées. On n’analyse que les cellules R3, soit
R1oR20R3 (CD45+CD34+ sans débris).

R4 correspond aux cellules CD45+CD34+ sans débris légérement plus grandes que les
petits lymphocytes et de granularité homogene. Ces événements du tube isotype contenus
dans R4 sont a déduire du nombre d’événements obtenus dans R4 tube CD34+.
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Le pourcentage de CD34+ correspond au nombre d’événement dans R4 tube CD34 rapporté
au nombre d’événements CD45+ du tube CD34 moins le nombre d’événement dans R4 tube
isotype rapporté au nombre d’événements CD45+ tube isotype.

Nombre événements R4 tube CD34 Nombre événements R4 tube isotype

% CD34 = —
Nombre événements CD45 dans tube CD34 Nombre événements CD45 dans tube isotype

Le nombre absolu de CD34+ correspond au pourcentage de CD34+ multiplié par le nombre
de cellules nucléées totales obtenues par 'automate a hémogramme.

Nombre absolu de CD34+ = %CD34 x CNT
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e Annexe 3 : Logigramme procédés moelles

Procédés moelles

Etapes Commentaires Documents référents

- Transcription du RY sur lagands
Demande de greffe - Walidation de lordonnance par le responsable
+/- demande de prelevement Production

{si donneur familial)

-Vérification et contrdle  des  documents
necassaine (zanologis
recevewr =t donneur, aptitude du donnmeur si

Prélévement VMO 2t comptabilits
[seulement en cas de donneur familial) ABO) Demande de greffe + demande de
prélévemsant (2n situation
Réception par familiale)
UTCT -Prélévement

-Pris= en chargs du produit par TUTCT

=i prélévement réalisé sur Nancy

I Incompatibili® énythrocytsire I transfert de la poche dans une  glacidne
izotherme dés |a fin du

l " l prélévemsant par une techniciznne de TUTCT

si  prélevement realisé dans un centre

I majeure | I mineure | | aucune I extarieur o N
— — transport par coordinatrice de greffe documents

l l France grefis
" " de modlle
Contréle qualite

Vol Vol | Céplasmatisation | +/-réduction ~Dossier procede

GR<20m GR=20m de volume deserythrogytation

l -Dossier procedés
déplasmatization

réduction de volume

Contréle qualité I . . e
I = d Sarvice hematologie-biclogie

Séparation par Numégration CNT
gradient de Sarvice bacteniologie
densite Service UTCT : CFU

Contrdle gqualit I
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e Annexe 4 : Définitions des infections

Infections fongigues invasives

Candidose disséminées : signe clinique ou radiologique d’infection fongique et une ou
plusieurs hémocultures positives a candida.

Aspergilloses invasives :

Selon les criteres de 'EORTC “European Organization for Researchand Treatment of
Cancer/Mycoses Study Group(EORTC/MSG)”

1. Aspergilloses prouvées: biopsie tissulaire: hyphes+culture positive

2. Aspergilloses probables: combinaison d’un facteur héte + un critére clinique et un critere
microbiologique

» H6te: neutropénie, Immunosuppresseur, corticoides, GVH

* Clinique: signe du halo, “air-crescent”, cavité dans une zone de consolidation

* Microbiologie: 2 expectorations positives ou Lavage bronco alvéolaire, galactomannan, B-D
glucan

3. Aspergilloses possibles: 1 facteur héte + 1 clinique
» hémoptysie, douleurs thoraciques

* signes radiologiques (cf ci-dessus+nouveaux infiltrats)
* critéres microbiologiques généralement absents
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RESUME DE LA THESE

L’allogreffe permet d’exercer un effet allogénique, en cas de pathologies
hématologiques malignes, ou de pallier une hématopoiése défaillante. La source historique
de greffon de cellules souches hématopoiétiques est médullaire. Actuellement, une des
méthodes d’évaluation des cellules souches hématopoiétiques est la quantification en
cytométrie en flux de I'antigéne CD34+. Or, contrairement a I'autogreffe et a 'allogreffe avec
greffon de type cellules souches périphériques, il N’y a pas de consensus sur une quantité
minimale de CD34+ optimale dans le greffon médullaire. De plus, en cas d'incompatibilité de
groupe sanguin, il est nécessaire de réaliser des manipulations sur le greffon qui peuvent
entrainer une perte de CD34+.

Matériels et méthodes : Nous avons étudié rétrospectivement toutes les allogreffes réalisées
a Nancy de 2006 a 2011, afin de déterminer I'impact des caractéristiques du donneur (age,
sexe, compatibilité HLA, apparenté ou non), des caractéristiques du receveur(age, sexe,
pathologie maligne ou non), de la composition du greffon en cellules nucléées totales,
CD34+, CFU-GM, CD3+ et des manipulations sur le greffon, sur la reconstitution
hématopoiétique, la survie globale a 5 ans, la survie sans maladie, la rechute, les
complications (GVH, infections et pathologies de I'endothélium). La quantité de CD34+ est
évaluée selon les recommandations internationales (ISHAGE) en double plateforme.
Résultats : En cas de greffon comportant plus de 3.47x10° CD34+/kg, on observe
significativement plus de maladie veino-occlusive (p=0.0119) mais moins d’infection
bactériennes et fongiques (p=0.0475 et p=0.0436). Un seuil de CD34+/kg supérieur a
2.7x10° diminue significativement le risque d'infections fongiques (p=0.0095). Nous
n‘observons pas de différence significative liée a la composition cellulaire en termes de
survie globale a 5 ans et sans maladie a 5 ans, de rechute et de mortalité liee a la
transplantation. Concernant, la reconstitution hématopoiétique, la faible quantité de CNT/kg
dans le greffon est un facteur de risque significatif (p=0.0482) pour les patients
reconstituants le plus lentement les PNN et les plaquettes. La reconstitution hématopoiétique
n‘est pas liée significativement a la dose de CD34+, de CFU-GM ou de CD3+.Les
manipulations du greffon liées aux incompatibilités de groupe ABO n’ont pas dimpact
significatif sur la survie globale et sans rechute a 5 ans.

Conclusion : En analyse multivariée, le seul paramétre, ayant un impact négatif significatif
sur la survie globale et la survie sans maladie a 5 ans, est un age élevé du receveur. En cas
d’'incompatibilité de groupe ABO majeure ou complexe, nous proposons de prélever au
moins 4.24x10% CNT/kg en vue de réinjecter au moins 3.47x10° CD34+/kg.

Dans la procédure de choix d’'un donneur, I'incompatibilit¢ ABO ne devrait pas conduire a
réfuter un donneur.

TITRE EN ANGLAIS
Impact of the composition of graft on transplantation outcomes after bone marrow
transplantation.
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