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|.Introduction

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est une thérapeutique innovante,
basée sur la connaissance tant hématologique quimmunologique des différents
compartiments cellulaires de I'hématopoiéese. A la différence de la transfusion, au cours de
laquelle nous cherchons a apporter des éléments cellulaires non nucléés au patient, le but de la
greffe de CSH est double :

. Dans le cas d’'une anomalie congénitale des cellules hématopoiétiques (les cas
les plus médiatiques sont les déficits immunitaires combinés sévéres (enfants bulles)), le
but sera de remplacer les cellules du patients incapables de fonctionner correctement par
les cellules issues d'un donneur sain, afin d’apporter une immunité anti-infectieuse

fonctionnelle.

. Dans le cas d’'une hémopathie maligne, la greffe de CSH est aussi une
immunothérapie adjuvante a la chimiothérapie afin d’éliminer les cellules malignes, mais
elle assure aussi le repeuplement de la moelle osseuse par des cellules saines qui ont été

épuisées par la maladie et son traitement.

Ainsi, la greffe de CSH est un événement actif qui a pour but d'implanter un « pool » de
cellules capables de s’autorenouveller et de se recréer le tissu hématopoiétique aussi
fonctionnel que celui présent la greffe. Cette thérapeutique est multidisciplinaire et fait appel
a I'ensemble des compétences de divers services : les services cliniques, qui accueillent le
patient et assurent le diagnostic, les services de transplantation, services spécialisés dans la
réalisation, le suivi et les complications de la greffe, les laboratoires d’hématologie,
immunologie, et génétique qui assurent la compatibilité du greffon, permettent le suivi de la
reconstitution du systéme immunitaire et hématopoiétique ainsi que I'évolution des cellules
sanguines et médullaires du donneur par rapport aux cellules du receveur ; enfin l'unité de
préparation du tissu cellulaire, assurant le prélevement et les transformations du produit
cellulaire du donneur afin qu’il puisse étre réinjecté au receveur en garantissant la qualité d’'un

produit pharmaceutique.

Outre sa multidisciplinarité, les connaissances scientifiques sur le fonctionnement des
cellules souches, de la niche hématopoiétique et de l'immunologie des greffes laissent

entrapercevoir de nouvelles applications, notamment dans les complications immunologiques



de la greffe mais également dans des pathologies telles que les maladies auto-immunes et
inflammatoires.

Dans le cadre de cet exercice, mon travail s’est porté sur la reconstitution des sous-
populations lymphocytaires au sein d’une population de patients qui ont bénéficié d’une

allogreffe de CSH. Il s’articulera sur trois points :

. L’hématopoiese, l'allogreffe de cellules souches hématopoiétigues et sa

principale complication la maladie du greffon contre I‘héte.
. Un rappel sur la lymphopoiése des trois lignées lymphocytaires.

. L’analyse de la reconstitution lymphocytaire au sein d’'une cohorte de 60

patients en comparaison avec les données de la littérature.



Il.L’nématopoiése

Le systeme hématopoiétique et immunitaire est probablement, un des systemes cellulaires
les plus étudiés. L’hématopoiése permet, chaque jour, la production chez I'adulte d& 200.10
hématies, assurant le transport de l'oxygéne, de 125pAquettes nécessaires a la
préservation de lintégrité des vaisseaux, et enfin de BOldlcocytes. Le terme de
leucocytes (ou globules blancs) désigne I'ensemble des populations cellulaires impliquées
dans la défense de I'organisme contre les agents pathogenes. On distingue les polynucléaires
(granulocytes), qui doivent leur nom a l'aspect lobé de leur noyau (ou leur nombreuses
granulations), et comprennent les neutrophiles (60 a 70% des leucocytes du sang chez
I'adulte), les éosinophiles (3%) et les basophiles (moins de 1%). Ces cellules sont des
phagocytes professionnels qui interviennent dans la réponse immunitaire innée en libérant le
contenu de leurs granules. L’ensemble monocytes circulants et macrophages tissulaires
constitue le systeme mononuclée macrophagique (SMM) ou systéme réticulo-histiocytaire.
Les monocytes (8%-15% des leucocytes) ont une présence de 4 a 10h dans le sang. Lorsqu’ils
quittent la circulation sanguine, ces cellules se transforment soit en macrophages, soit en
cellules dendritiques. Les premiéres assurent des fonctions de phagocytose (dirigée
notamment contre les bactéries, les protozoaires, les cellules cancéreuses et les corps
apoptotiques), les secondes sont des cellules présentatrices de I'antigene. La derniere grande
famille de leucocytes est constituée des lymphocytes, qui représentent environ 25% des
globules blancs. Les lymphocytes T (T pour thymus) sont les plus abondants (70 — 80%), les
cellules tueuses naturelles NK (Natural Killer) et les lymphocytes B (B pour Bone marrow)
sont en nombres beaucoup plus restreints (7-18% et 5-15% respectivement). Les lymphocytes
B, au stade de plasmocytes, sécretent des anticorps et sont ainsi les acteurs de I'immunité
humorale, dirigée notamment contre les pathogenes extracellulaires. Les lymphocytes T sont
sous-divisés en lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, acteurs de la réponse immunitaire a
médiation cellulaire et dirigés contre les pathogenes intracellulaires (virus) en lymphocytes T
auxiliaires CD4+ qui coordonnent la réponse immunitaire adaptative. Les cellules NK
définissent un troisieme type de lymphocytes impliqués dans la surveillance immunitaire anti-

tumorale et anti-viralé.

L’ensemble des cellules circulantes dérive d'une population rare de cellules multipotentes,
les CSH. Ces cellules sont capables de se renouveler de maniére autonome ou de se
différencier en cellules sanguines matures. Chez 'hnomme, ce processus débute dans le sac

vitellin, il migre dans le foie et la rate avant de gagner progressivement la moelle osseuse



(10éme semaine de grossesse). Le modéle actuelle de I'hnématopoiése n’'est pas encore
totalement bien défini (figure 1), parce qu’il existe une disparité dans la maniére d'étudier

I’'hnématopoiese et que les progéniteurs hématopoiétiques présentent une grande plasticité. Des
séquences successives de différenciation et de prolifération passent par des progéniteurs
oligoclonaux et aboutissent a une hématopoiése harmonieuse couvrant I'ensemble des

populations sanguines (Figure 2).
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Figure 1 : L'hématopoiése n'est pas un modéle totalement défini

Le modéle de 'hématopoiése est souvent considéré comme un modéle binaire (modéle de Weissman). Le modéle
binaire(a)propose une dichotomie précoce entre les lignées myéloides et lymphoides. Le modéle (b) propose
I'existence d'un précurseur commun a I'ensemble des lignées leucocytaires, qui conserve la capacité de générer
les lignées myéloides et lymphoides, mais propose également un précurseur commun myéloide, seul capable de
générer les lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire. Le modele (c) propose la perte de certaines capacités de
différenciation par le progéniteur au fur et a mesure de son développement. Il perd trés t6t la capacité érythro-
mégacaryocytaire, plus tardivement la capacité myéloide.

CLP : progéniteur lymphoide commun. CMP : progéniteur myéloide commun. MPP : progéniteur multipotent.
ELP : progéniteur précoce lymphoide LMPP : progéniteur multipotent engagé vers la voie lymphoide. MEP :
progéniteur érythro-mégacaryocytaire. MBP : progéniteur myéloide et lymphoide B. MTP : progéniteur
myéloide et lymphoide T
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Figure 2: Pyramide de I'nématopoiése

CLP : Progéniteur lymphoide commun ; CMP : progéniteur myéloide commun ; MEP : Progéniteur érythro-
mégacaryocytaire ; GMP : progéniteur de la lignée granulocytaire et monocytaire. DC : Cellule dendritique

Représentation de la différentiation de la cellule souche hématopoiétiques vers les cellules matures. (D’aprés
Weissmaf)

Pour obtenir cette pyramide inversée, les cellules sont exposées a difféerents stades de
maturation a des mécanismes de régulation fins et contrdlés, actuellement trés étudiés afin
d’améliorer la compréhension de I'hématopoiése et la thérapeutique cellulaire hématologique

(Figure 2).



I1].Définition de la cellule souche hématopoiétique

Les CSH sont des cellules identifieées rétrospectivement par I'étude de différentes fractions
cellulaires triées positivement au sein d’une population COB45°". Les modéles utilisés

pourl'étude des cellules hématopoiétiques sont trés variés :

. Le modele de culture cellulaime vitro permet la génération de différents types
de colonies sous l'influence de facteur de croissance : BFU-E (Burst Forming Unit
Erythroblast) et CFU-E (Colony forming unit-Erythroblast) sous [linfluence
d’érythropoiétine, CFU-GM (Granulocyte-monocyte) sous linfluence de GM-CSF
(Granulocyte monocyte Cell Stem Factor) etc... Ce modeéle permet d'étudier la
formation des cellules myéloides. L'utilisation de dilution limite permet de définir

guelle proportion de cellules sont capables de générer 'ensemble des lignées

. Le modele de culturen vitro sur lignée cellulaire issue de stroma médullaire

de rat en présence de cytokines et de facteurs de croissance. Ce modele permet
d’étudier la lymphopoiése B et NK, bien que cette derniére soit stroma indépendante.
Il permet d’étudier l'initiation de la lymphopoiése T si la lignée stromale exprime un
ligand adéquat a la différenciation T. Enfin, nous pouvons étudier par dilution limite
les précurseurs capables de générer a la fois des cellules myéloides et des cellules
lymphoides en amont des progéniteurs oligoclonaux, ce sont les LTC-IC (Long Term
Culture- Initiating Cell).

bY

. Les modeles d’organoculture a partir de thymus fcetal ou de foie feetal
permettent d’étudier la lymphopoiese dans un systeme mimant les interactions réelles

entre les précurseurs et le stroma cellulaire naturel.

. « Le GOLD STANDARD » correspond a la repopulation du compartiment
hématopoiétique par des CSH humaine en compétition avec des CSH de souris au
sein de souris immunodéprimées de type NOD-SCID (Non Obese Diabetic - Severe
Combined immunodeficiency). Apres traitement myéloablatif (5-Fluorouracile ou
irradiation d’'une souris), on injecte une quantité définie de CSH humaine et on évalue
dans la moelle ou le sang périphérique les cellules issues de la souris et celles issues
des CSH.

Il est impossible de trier les CSH mais celles-ci appartiennent par contre a un
compartiment cellulaire défini enrichi. L’étude du phénotype par cytométrie de flux et son



bY

association a un trieur de cellules permet ainsi disoler des compartiments cellulaires
enrichisen CSH.

Le premier marqueur utilisé pour étudier les CSH a été découvert par immunisation de
souris par une lignée de cellules leucémiques : il correspond au CD34. C’est une sialomucine
dont le réle n'est pas encore conhiCe marqueur est habituellement utilisé pour identifier
les CSH, mais il n’est pas spécifique, il est exprimé également par les cellules endothéliales
® Son expression est restreinte & moins de 1% des cellules médullaires. Ce sont
essentiellement les cellules capables de génémervitro les LTC-IC et les CFC.
Malheureusement, un unique marqueur ne permet pas d’isoler ces cellules multipotentes. Il
faut pouvoir éliminer les marqueurs spécifiques de lignées, marqueurs présents sur les cellules

matures et en cours de différenciation (figure 3)

Lignée lymphoide :

X

- CD19, CD20, sIG
SRS | CDS CD4 CD8, CD2, CD5, CDSS
3™ o 1

Lignée myéloide:
CD11b, CD11c, CD14,
CD15, CD33,

CD34* CD45P \ g

CD38lo

"h&ﬁ..

Lignée érythroblastique

CD 71, Glycophorine A
Lignée mégacaryocytaire:
CD41, CD61

Figure 3: De la cellule souche vers les lignées hématopoiétiques. Marqueurs phénotypiques des lignées

Elles expriment faiblement CD45 (marqueur pan-leucocytaires) mais n’expriment pas (ou
faiblement) le CD38, un marqueur membranaire associé a I'engagement vers une lignée ou a

une forte activité de cycle cellulaire. Or les CSH sont des cellules quiescentes. Plus



récemment, Gallacher an’ah décrit I'expression du CD133 sur les cellules CD8#posée

étre les CSH. Les CSH expriment des protéines comme les ATP binding cassette (ABC),
protéine permettant I'efflux de xénobiotiques, notamment certaines molécules employées en
chimiothérapie anticancéreuse ou certains marqueurs vitaux fluorescents comme I'Hoechst
33342 (expulsé par ABCG2) qui marquent I'ADN ou la rhodamine 123 (expulsée par la P-
glycoprotéine) qui est un marqueur des membranes mitochondriales. Ce marquage a permis
de démontrer I'existence d’'une population de CSH dite SP (Side Population) qui expulse a la
fois la rhodamine 123 et I'Hoechst et qui n'exprime ni le CD34, ni le CD133. Cette
population SP est faiblement clonogénique et ne forme des colonies qu’'aprés une longue
culture sur stroma médullafteCette fraction s’avére probablement enrichie en « vraies »
CSH.

Ces cellules sont définies par trois capacités :

»  Autorenouvellement Les CSH effectuent une division asymétrique pour

pouvoir s’autorenouveller. Cette division est caractérisée par la formation d'une
cellule ayant conservé son caractere de cellule souche et d’'une cellule qui va entrer
dans un processus de prolifération et de différenciation. Ce mécanisme permet
d’entretenir un « pool » de cellules souches : cette capacité de régénérer un ensemble
de cellules a partir d’un faible nombre est mise a profit au cours des autogreffes afin
de pouvoir intensifier la chimiothérapie anticancéreuse mais également dans les
allogreffes, afin de reconstituer de maniere pérenne I'ensemble des éléments
hématopoiétiques. Cette division asymeétrique pourrait étre obtenu par de deux
mécanismes(Figure 4).

b

. Multipotence: Les CSH sont a [lorigine des différentes lignées
hématopoiétiques, en fonction des différents signaux qu’elles peuvent percevoir :
facteurs de croissance, cytokines et apparentées vont induire des facteurs de

transcription activant un programme de renouvellement ou de différenciation.
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Figure 4 : Deux mécanismes de division asymétrique. (D’aprés Wilson et ‘al)

a: La division asymétrique est le résultat d’'une répartition inégale des constituants cellulaires (protéines, golgi,
ribosomes et ARNm)

b : La division est symétrigue mais une des deux cellules quitte la niche soit parce que la division a lieu a la
limite de la niche, soit parce que les interactions avec la niche ne sont plus réalisées (axes mitotiques)

. Migration: les CSH sont des cellules migrantes : nous pouvons les observer
des la formation du systeme hématopoiétique : 'hnématopoiése débute dans le sac
vitellin, migre vers le foie et la rate et rejoint définitevement son organe principal : la
moelle osseuse. La migration des CSH est un processus physiologique, ce qui
explique la présence de CSH en faible quantité dans le sang périphérique. Cette
migration est d’ailleurs mise a profit dans la greffe de CSH puisqu’une réinjection
intra-osseuse n’est pas nécessaire. Les propriétés de migration de ces cellules sont, en
partie, attribuables au couple d’'une chimiokine et de son récepteur CXCL12 (SDF-
1)/CXCRA4. Cette cytokine, impliqguée dans la domiciliation (homing), est produite de
maniere constitutive par le stroma et les ostéoblastes immatures de la niche. Ainsi, les
CSH greffées par voie intraveineuse vont migrer vers la moelle oSseGsite
propriété est également mise a profit dans le recueil des CSH aprés stimulation par le
G-CSF. La stimulation par le G-CSF va favoriser la sécrétion de protéases
(notamment MMP9) qui clivent différentes protéines d’interactions comme le SDF
membranaire et VCAM : cela permet ainsi de libérer les cellules vers la circulation
périphériqué&*® Cependant, dans un modéle de KO du g8X€R4 chez la souris,

les cellules conservent leur migration mais leur rétention au sein de la moelle est
restreinte"* D'autres molécules comme VLA4/VCAM-1 et CD44/Acide hyaluronique

sont des facteurs de contact entre le stroma et la &SEibler ces molécules s’avére



utile dans la mobilisation des cellules souches en vue d'un prélevement de cellules

souches périphérigues (CSP).

Les CSH sont présentes dans des unités anatomiques dénommeées niches hématopoiétiques,
concept développé par Schofield en 1878a niche est encore aujourd’hui mal connue.
Difféerentes niches ont été caractérisées, I'une située au niveau de l'os trabéculaire, a
proximité de I'endoste, une autre a été localisé & proximité des vaisseaux méddfiaires

Dans les deux cas, ces zones protégées sont le siege de la migration des CSH et de
I'interaction de CSH avec diverses molécules permettant le maintien des ces trois propriétés

caractéristiques des CSH.

IVV.Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques et
complications

A. Différentes sources

La greffe de CSH est une thérapeutique cellulaire et tissulaire tout comme la greffe
d’organe. La particularité de la greffe de CSH, a la différence d’'une greffe d’organe, est
d’apporter des cellules souches multipotentes capables de régénérer le tissu hématopoiétique
non fonctionnel dans son intégralité. Au sein du prélevement de moelle osseuse ou du
prélevement de CSP apres stimulation par un facteur de croissance (G-CSF) et recueilli par

cytaphérése, on distingue différents types cellulaires :

v Des cellules, exprimant fortement le CD45, qui sont des cellules matures ou en
fin de maturation. Parmi ces cellules se trouvent des lymphocytes immunocompétents,
responsables a la fois de I'action anti-tumorale et de la maladie du greffon contre I'hote
(GVvH). Ces cellules ont une durée de vie limitée mais participe a la prise de greffe sans

permettre pour autant de reconstituer I'hnématopoiése.

v Des cellules immatures, exprimant le CD34, souvent le CD38, engagées vers
unedes différentes lignées hématopoiétiques, que I'on peut reconnaitre en cytométrie de flux
par I'expression de marqueurs spécifiques des lignées engagées (Figure 3). Ces cellules aident
a la reformation des lignées de maniere précoce mais ne peuvent pas maintenir une

hématopoiese constante et définitive.

v Des cellules immatures, CD32D38°Lin". Ce compartiment contient les CSH

acaractere multipotent.
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Les sources de CSH se sont diversifiées avec la compréhension de I'hnématopoiese. A
I'heure actuelle, il existe trois sources de CSH : les CSH issues d'un prélévement médullaire,
les CSH recueillies dans le sang périphérique aprés mobilisation avec le G-CSF (ou d’autres
molécules dont les inhibiteurs de CXCR4, commeplérixafor) et celles issues de sang de

cordon ombilical.

Al Prélévement médullaire

Le type de prélevement le plus ancien est un préléevement de moelle osseuse chez un
donneur sain au niveau des crétes iliaques. Il est effectué sous anesthésie générale et nécessite
un bloc opératoire. Ce prélévement contient un nombre plus limité de cellules’ CD34
(2,8.10/kg de poids du receveur) que le prélévement par CSP (3 fois moins) mais il est
constitué de moins de cellules nucléés totales dont 5 a 10 fois moins de lymphocytes T et NK,

4 a 18 fois moins de lymphocytes B mais il contient plus de progéniteurs engagés vers la

lignée lymphocytaire 8%

A2 Prélevement de cellules souches périphérigues

Le prélevement le plus courant actuellement, notamment pour les autogreffes, correspond
au recueil de CSH au sein du sang périphérique, aprés mobilisation par un facteur de
croissance, le G-CSF ou aprés chimiothérapie (cas des autogreffes). Quelques jours (4 a 5)
aprés le début de la stimulation, le prélevement des cellules souches est effectué par
cytaphérése. Ce prélévement est plus riche en cellules ‘QB34 7.16/kg de poids de
receveur) que la moelle osseuse mais aussi en autres cellules nucléés (lymphocytes T, B,
monocytes). Il est plus riche en progéniteurs myéloides (GII343") que la moelle osseuse
1921 De plus, il est moins traumatique pour le donneur bien qu'il soit soumis aux effets
indésirables du G-CSF.

A3 Unité de sang de cordon ombilical

Le troisieme type de prélévement est effectué juste apres la naissance. En effet, il consiste
a récupérer les cellules hématopoiétiques présentes dans le sang du cordon ombilical. Bien
que le volume soit faible, il est proportionnellement plus riche en cellules ‘CipBg la
moelle osseuse. Cependant, la quantité de cellules C&34souvent insuffisante pour une
greffe (0,2.16/kg) : il est donc souvent nécessaire de combiner deux sangs de cordons. |l
présente l'avantage d’avoir un risque d’exposition infectieux moindre, d’étre disponible

immédiatement au moment de la recherche (Il ne nécessite pas d’attendre le don) et de tolérer
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des incompatibilités HLA plus importante : 4/6eme contre 9/10 ou Tﬁf/mﬁur une CSP ou

une moelle. Cette explication provient probablement du caractere naif des lymphocytes et
d’'une forte proportion de cellules T régulatriéé$® Enfin, La population cellulaire du sang

de cordon ombilical est probablement plus pluripotetftese qui explique la réussite de la

greffe malgré la faible cellularité du prélévement.

B. Indications

Les indications de la greffe de CSH sont assez importantes puisqu’elles regroupent des
pathologies hématologiques et immunologiques non malignes (Drépanocytose, SCID, ...) et

des pathologies malignes (Leucémies, sarcome,...) détaillées dans le tableau 1.

Le donneur ou le sang de cordon va étre choisi en fonction de la compatibilité avec les
avec les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type | HLA-A, B, C
et des molécules du CMH de type Il HLA-DR et DQ du receveur.

La greffe allogénique de moelle osseuse peut étre réalisée de deux maniéres différentes :

. La greffe allogénique avec un donneur apparenté (familial) : le donneur issu de
la fratrie peut hériter du méme haplotype paternel et maternel HLA (1 chance sur 4)
gue le receveur, l'allogreffe est dite géno-identique. Si le donneur n'a qu'un seul
haplotype commun avec le receveur (cas des parents ou des enfants du receveur), la
greffe est dite haplo-identigue mais nécessite une déplétion en cellules Tc@D3

I'incompatibilité HLA est génératrice d’'une GvH trés importante et souvent fatale.

. La greffe allogénigue avec un donneur non apparenté (greffe phéno-
identique) : Le donneur est recherché sur des bases de données nationales et

internationales en fonction des compatibilités HLA.

Une fois la compatibilité réalisée, le recrutement du donneur est effectué. Le prélevement sera
effectué sur site (familial) ou dans le centre préleveur ayant enregistré le donneur (Don

volontaire de moelle osseuse).

Finalement, le greffe va commencer par le conditionnement. C'est une étape clé de la
greffe, car elle permet a la fois de traiter la maladie (dans le cas d’'une maladie maligne), et
d’éliminer les cellules du receveur dans la moelle osseuse afin de favoriser la colonisation par
les cellules du donneur; dans de rares pathologies, le systéme immunitaire défectueux ne peut

pas réagir vis-a-vis du greffon et le conditionnement est inutile.
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Cependant, le conditionnement est un événement initial qui, malheureusement, favorise

une complication important de l'allogreffe de CSH, la maladie du greffon contre I'héte.

Tableau 1: Indications d'allogreffe (D'aprés EBMT ¥°

Leucémies aiglies myéloides

Leucémies aigues lymphoblastiques

LEUCEMIES Leucémies myéloides chroniques

70,2% Myélodysplasies/syndrome  myéloprolifératifs ; leucémies aigies
secondaires a ces pathologies
Leucémies lymphoides chroniques

SYNDROMES Myélome

LYMPHOPROLIFERATIFS ET
HEMOPATHIES
PLASMOCYTAIRES

Hémopathie plasmocytaire autre

Lymphome de Hodgkin

Lymphome non Hodgkinien

16,5%

MALADIES Aplasie médullaire

HEMATOLOGIQUES ou Hémoglobinopathies

IMMUNOLOGIQUES NON

11 4% Maladie métabolique (Maldie de Hurler, Maladie de Wolman)

TUMEUR SOLIDE

0,9%

Neuroblastome, Sarcome d’Ewing, Sarcome des tissu mous, Can

sein

cer du

AUTRES 1%

C. Maladie du greffon contre 'héte (GvH) %

La GvH est un syndrome lié a I'agression des tissus du receveur par les cellules

immunocompeétentes du donneur. La GvH demeure a I'heure actuelle une limitation

importante au succes des allogreffes, notamment dans les formes séveres. Historiquement, au

cours des premieres allogreffes, les receveurs recevant une moelle autre que celle d'un

donneur jumeau monozygote développait une pathologie dénommée « maladie secondaire ».
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Ainsi trois conditions sont nécessaires au développement d’une GvH :
. L’administration de cellules immunocompétentes au sein du greffon

. L’histo-incompatibilité entre donneur et receveur: Cette pathologie peut
apparaitre chez le receveur en dépit d’'une thérapie immunosuppressive importante et
bien que le donneur soit HLA géno-identique avec le receveur. Outre le role des
molécules du CMH, les tissus expriment des antigenes mineurs d’histocompatibilite,
pour lesquels aucune alloréactivité n'est recherchée. Ces antigenes
d’histocompatibilité¢ dits mineurs (MiHA) sont présentés par les cellules
présentatrices de I'antigéne du receveur aux lymphocytes T matures du donneur qui
accompagnent les CSH dans le greffon. Ces peptides antigéniques, issus de protéines
intracellulaires, different entre donneur et receveur car il existe au sein de leur
séquence un polymorphisme (ou parce qu’ils sont codés chez le receveur masculin par
le chromosome Y absent chez le donneur féminin). Ainsi, il se crée une

incompatibilité histologique qui aboutit a une réaction immunitaire.

. L’incapacité du receveur a détruire ou inactiver les cellules transplantées suite

au conditionnement.

La GvH regroupe 2 syndromes distincts : la GvH aigué (GvHa) et la GvH chronique
(GvHc). Ces deux pathologies different en général par leur vitesse d’apparition, leur

symptomatologie, leur étiologie mais sont néanmoins étroitement associées.

A la GvH est associé un effet bénéfique, I'effet du greffon contre la tumeur (GvT) ou
greffon contre la leucémie (GvL). Cet effet correspond a I'immunothérapie de I'allogreffe
dans les traitements des hémopathies malignes. En effet, la niche hématopoiétique est aussi
une niche pour les cellules souches leucémiques qui ont tendance, non seulement a coloniser
la niche a la place des cellules souches saines mais également a les attirer afin d’épuiser leur
capacité d’autorenouvelleméhtAinsi, en apportant des cellules immunocompétentes avec
les CSH, on favorise I'effet GvL, afin de « nettoyer », par un mécanisme d’alloréactivite, les
cellules n'ayant pas été éliminées par le traitement préalable. Cet effet est aussi recherché
dans le cadre des réinjections de lymphocytes du donneur (DLI). En effet, a I'initiation d'une
rechute ou lors d’'une mauvaise prise de greffe (chimérisme mixte), une diminution de

'immunosuppression médicamenteuse associée a l'injection de lymphocyte du donneur initial
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est une solution pour combattre la rechute ou la mauvaise prise de greffe au dépend de
favoriser parallelement un effet GvH.

Le « Graal » des médecins greffeurs serait de pouvoir dissocier I'effet GvH de l'effet
GVL.

La GvH aigué survient durant les 100 premiers jours consécutifs a la greffe, et est
caractérisée par une apoptose des cellules épithéliales cutanées, hépatiques (épithélium
biliaire), et du tractus gastro-intestinal. Les manifestations cliniques comprennent éruption
cutanée (rash maculo-papuleux douloureux), syndrome cholestatique et/ou atteinte intestinale
(nausée, diarrhée aqueuse, crampes abdominales, iléus ou perforation intestinale). La GvH
aigué et ses complications sont responsables de 10 a 30% des décés consécutifs a une greffe
allogéniqué®. Cependant ces manifestations peuvent s'étendre au-dela des cent premiers
jours. Ainsi se définit une GvH aigué classique (avant I6™6ur) ou récurrente (au-dela
de 100j).

D’un point de vue mécanistique, la GvH aigiie est un processus en trois phases :

. L’effet du conditionnement : Il déclenche une génération de grande quantité de
cytokines pro-inflammatoires comme le TiNBu I'IL-1. Elles favorisent I'expression

des molécules HLA, des molécules d’adhésion et activent les cellules présentatrices de
'antigene du receveur. Cette « tempéte » cytokinique, en réaction aux Iésions causées
par les traitements successifs et le conditionnement, aboutit & une activation des

lymphocytes T du donneur par les antigénes mineurs et le systeme HLA.

. L’activation des lymphocytes T : Les cellules T naives du donneur dans ce
milieu pro-inflammatoire vont interagir avec les cellules présentatrices de I'antigene
de I'h6te conduisant ainsi a la sécrétion d’IL-2, d’interféyat de TN (profil Thy).

Ceci favorise ainsi I'induction d’'une réponse par les lymphocytes T cytotoxiques et
les cellules NK. Le profil Thva conduire & la sécrétion de TiNEt d’IL-1 par les
cdlules macrophagiques.

. Phase effectrice : Ces cellules T activées vont induite I'apoptose des cellules
de I'hote par les couples Fas-FasL, Granzyme-perforine et le. TBisecond signal

(LPS issu de bactéries intestinales) va activer les macrophages tissulaires et les
lymphocytes associés conduisant a une amplification de la réaction. Ces lésions vont

ainsi étre a l'origine d'un second relargage de cytokines, entrainant un contexte

favorable a I'extension de la maladie.
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La GvH est donc la conséquence de I'expansion périphérique des lymphocytes T présents
dans le greffon (voie thymo-indépendante) puisque la déplétion en lymphocytes T du greffon

en réduit drastiquement I'incidence.

La GvH chronique est la premiére cause de mortalité tardive des patients sans rechute. Elle
peut survenir en I'absence de GvH aigiie. Elle s’apparente a des maladies auto-immunes
comme la sclérodermie, le syndrome de Sjogren, la cirrhose biliaire primitive, les cytopénies
auto-immunes,... Ces symptdmes sont souvent présents pendant trois ans et peuvent étre
inaugurés par une GvH aigué. Les manifestations peuvent étre localisée ou extensive. Les
facteurs favorables au développement de la GvH chronique semblent étre I'age, les infusions
de lymphocytes du donneur, I'utilisation d’'un don non apparenté ou d’'un greffon issu d’'un

recueil par CSP, I'antécédent de GvH afgile

V.Ontogénése des lymphocytes

Le développement lymphocytaire est complexe et finement régulé. Différents régulateurs
génétiques et épigénétiques vont permettre de définir le potentiel d’engagement d’'une cellule
vers une lignée et cela a chaque étape de son développement. La combinaison de stimuli du
microenvironnement (cytokines, interaction cellules-stroma) va permettre de promouvoir la
survie, la prolifération, la différenciation ou l'apoptose. Ainsi, une cascade d’évenements
intracellulaires régulés par les facteurs de transcription et la réponse aux signaux du

microenvironnement permettra de créer un potentiel critique d’engagement vers une lignée.

A. Les modéles d'études de la lymphopoiése

Les modéles d’études de la lymphopoiese sont variés et font appel a laioulitreeet a
des modelesn vivo en sein de souris immuno-déficientes. Avant toutes étapes, I'ensemble
des techniques repose sur un tri cellulaire réalisé soit par FACS (Fluorescent Activated Cell
Sorting) soit par sélection positive ou négative par des anticorps couplés a des billes

magneétiques. Une fois la population cellulaire triee obtenue, on peut procéder a :

. Une différenciation in vitro sur des cellules de stroma médullaire murin en
présence de cytokines : cellules MS5 ou S17 pour le développement lymphocytaire B,
cellules OP9 transfectées par le ligaddita-1 ou épithélium thymique pour le

développement lymphocytaire T.
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. L’organoculture : aprés prélevement d’un tissu foetal, on dépose les cellules a
étudier sur celui-ci. Le tissu permet la sécrétion des cytokines appropriées et les
interactions cellulaires plus adéquates que le stroma murin. Cette technique est
beaucoup utilisée pour I'étude de la différenciation T.

. Les modeles in vivo : on injecte la population cellulaire a étudier a une souris
immunodéficientes (NOD-SCID) apres chimiothérapie (5-FU). Il se crée une

compétition entre les cellules a étudier et les cellules de la souris.

Les cellules issues de ces modeles sont le plus souvent étudiées par cytométrie de flux et
certains genes caractéristiques du développement sont étudiés par biologie moléculaire. Afin
de mieux comprendre I'impact de ces génes, des modeles de souris KO (c'est-a-dire invalidés

pour ces genes) ont été cree.

L’ensemble des modéles et la variabilité au sein des techniques utilisées aboutit a une
variation sur la définition des profils phénotypiques des différents stades de maturations.

B. Progéniteur lymphoide

Le développement des lignées lymphoides provient probablement d’'une cellule ayant
restreint son potentiel myéloide. La recherche d’un progéniteur lymphoide commun est depuis
longtemps controversée. En effet, le modéle binaire de Wei&hen la souris présentait la
dichotomie lymphoide/myéloide comme une étape clé de la différenciation. A I'heure
actuelle, il reflete bien I'hématopoiese dans sa globalité mais les progéniteurs communs
semblent conserver une plasticité importante permettant, par exetepde différencier vers
une lignée myéloide alors gu’elle s’engageait vers la lignée lymphoide dans un modele
vitro?®, Ainsi les progéniteurs communs a la lignée myéloide ou lymphoide sont remis en

cause dans I'espéce humaine.

La définition d’'un progéniteur a potentiel lymphoide ne fait pas I'objet d’'un consensus. Le
potentiel lymphoide (au moins B et NK) semble appartenir aux cellules ‘CD35RA™°.
L’expression du CD7 et du CD10 a pu étre également mis en évidence au sein de population
cellulaire de la moelle osseuse ou du sang de cordon, laissant entrevoir une population de
progéniteur avec un potentiel biaisé B/T/DC CERBICD7**?* ou un potentiel biaisé B
CD34'38CD10"*. L'expression du CD45RA au sein de cellules issues de moelle osseuse
foetale serait associé a une perte de la reconstitution hématopoiétique a long terme et du

potentiel de différenciation vers la lignée érythrocytire
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Au niveau moléculaire, différents facteurs de transcription semblent étre importants dans la
formation d’'une cellule orientée vers le lignage myéloide ou lymphoide. PU.1 est un facteur
de transcription restreint aux cellules hématopoiétiques. L'invalidation du gene chez la souris
conduit a la mort feetale de la souris avec un déficit en lymphocytes B, T, NK et une
déplétion du pool de CSP La production de progéniteur multipotent est affectée avec
notamment un défaut de réponse a I'lL-7 et au G-CSF, dont I'expression des récepteurs est
régulée par PU.1l. Le niveau d’expression de PU.1 semble étre associé a I'engagement
myéloide au dépend de lI'engagement lymphoide : un niveau élevé est corrélé avec un
engagement myéloide, un niveau bas permet en fait I'action de facteurs de transcription
nécessaire a un engagement lymphdf€ Au niveau moléculaire, I'un des principaux

facteurs influencant 'engagement vers une voie lymphoide est Ikaros.

Ikaros est un facteur de la famille des Kruppel-like Zinc finger transcription family qui
inclut également Hélios et Aiolos. Le gédikefl code pour des isoformes multiples exprimées
largement dans I'hématopoiése que ce soit dans les programmes d’autorenouvellement ou
parmi les progéniteurs engagés. L'absence d’expression d’lkaros chez la souris induit
'absence de développement du progéniteur lymphoide sans altération du développement

myéloidé®.

C. Lymphocyte B **%'

L’ontogénese des cellules B se passe en deux principales phases, I'une est une phase de
prolifération/différenciation du progéniteur lymphoide ou lympho-myéloide vers un
lymphocyte immature, lymphocyte qui n’a pas encore rencontré I'antigene. L'autre est une
phase d'éducation vis-a-vis des antigenes conduisant a un lymphocyte mature destiné a
répondre a des stimuli spécifiques.

Au cours de I'embryogénese, les lymphocytes B sont présents dans différents tissus. Dées la
7°™ semaine de gestation, des cellules pré-B sont détectées dans le foie foetal, alors que les
premiéres cellules B périphériques ne sont détectables qu’a partir f&aeiRaine.

Ce développement devient multifocal avec présence de cellules B immatures dans la
moelle osseuse, le foie, la rate, les reins et les poumons. Enfin, les cellules B se difféerencient
uniquement au niveau de la moelle osseuse a partir des 5 derniers mois de la gestation et

durant le reste de la vie.

Il est & noter que I'ensemble de la description ci-dessous n’est pas aussi nette. Il existe un

continuum entre les cellules avec des phénotypes intermédiaires. L'ensemble est strictement
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régulé par les phases de réarrangements des genes des chaines lourdes (H) au niveau des
segments V (Variable, D (Diversité) et J (Jonction) puis au niveau des segments V et J pour
les chaines légeres. Ces réarrangements sont nécessaires pour I'expression du récepteur des
cellules B, le BCR et de son précurseur, le prée-BCR. Le BCR est un complexe moléculaire
composée d'une immunoglobuline de surface et deux molécules responsables de la
transduction du signal : CD79a ¢lget CD79b (I§). Ces molécules permettent de déclencher

la signalisation cellulaire aprés agrégation des BCR par I'antigene. Le pré BCR est composé
des mémes éléments que le BCR a I'exception des chaines légeres qui sont remplacées par

des pseudo-chaines légerg&C) : VpreB et 5.

C1 Différents stades de différenciation (Figure 5)

Les cellules CD32810" auraient une orientation du transcriptome typique de cellules

Pro-B alors que les cellules CDB87" seraient restreintes & une expression TANK

Le premier stade BP{é-pro-B) se caractérise par I'absence de CD19 membranaire
CD34'CD10°CD19. Le réarrangement RJdes chaines lourdes des immunoglobulines est
initié, et on détecte I'expression intracytoplasmique d’éléments nécessaires au BCR, comme
cCD79a, VpreB, une pseudo-chaine légageQ) nécessaire au développement du pré-
BCR.* L'activité des enzymes RAG let 2 est détectable. (Ces enzymes permettent le

réarrangement des chaines des immunoglobulines et du TCR).

Les cellulesPro B sont des cellulesCD34'CD19°'CD10", elles expriment la TdT
(Terminal Déoxynucleotide Transférase, une enzyme ajoutant des nucléotides au niveau du
segment J afin d’augmenter la diversité du répertoire), le réarrangement est détecté. Elles
expriment déja leyLC. La majorité de ces cellules n’expriment ni lainkalourde p en
intracytoplasmique, ni en surfate’®® ’expression deyLC & la surface de ces cellules est
associée a une autre protéine gpl130 dans les modéle murins, complexe ayant la possibilité de
d’induire un influx de calcium intracellulaif®®*“° Ce complexe pourrait &tre un « pré-

BCR » du stade pro-B.

Au stadepré-B (CD34CD19°'CD10"), le réarrangement ViRJest achevé et permet ainsi
I'expression de la chaine lourdguH les cellules perdent 'expression de CD34 et de la TdT.
Elles arborent I'expression cytoplasmique de chaines lourdes Hu. Ce stade se divise en en 2
sous populations, selon l'activité du cycle cellulaire et selon leur taillepted| sont de
grandes cellules, exprimant le pré-BCR. Des qu'un des alleles de la chaine lourde est

réarrangé, le pré-BCR est assemblé et le signal induit par le prée-BCR marque le bon
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réarrangement VJdes chaines lourdes. Ce signal induit une prolifération aboutissant a la
formation des cellules pré-B-Il, qui sont plus petites que le pré-Bl. Cette étape correspond a
I'exclusion allélique : chaque locus des chaines lourdes est réarrangeé tour a tour, si le premier
réarrangement est fonctionnel, I'expression des enzymes nécessaires au réarrangement est
réprimée afin de ne pas réarranger le second locus. Au contraire, si le signal induit par ce
premier BCR n’est pas suffisant, le second locus est réarrangé. Si le réarrangement n’est pas

fonctionnel, la cellule est éliminée par apoptose. C’est une étape de sélection positive.

Une fois la sélection positive effectuée, le signal induit une prolifération cellulaire

aboutissant apré-Bll. Cette signalisation implique diverses protéines de type kinase dont la
tyrosine kinase de Bruton (Btk) qui, si elle est invalidée conduit & un arrét de maturation au
stade proB et pré-Bl. Les cellules pré-Bll perdent I'expressiond€set du pré-BCR pour
initier le réarrangement des chaines légeres : les alleles de la clsineréarrangés tour a
tour. Si le réarrangement des deux allélesast pas fonctionnel, les deux alleles de la chaine
A seront réarrangés tout a

tour. L'expression desekdégeres, suite a un réarrangement

fonctionnel, va permettre la formation d'un BCR complet, aboutissant a la formation d’un
lymphocyte immature CD19+ exprimant une immunoglobuline de surface complete de type
IgM. Ce BCR va permettre une seconde sélection positive. En effet, les lymphocytes

autoréactifs vont étre éliminés par apoptsé:*°

CLP Pro B PreBl PreBll

00006

B immature

Germline

VDJ,,

V(H)-DJ(H)
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Figure 5 : Phénotype cellulaire au cours de la différenciation lymphocytaire B
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C2 Réqulation moléculaire (Figure 6)

Le développement des lymphocytes B s’opere au sein de la moelle osseuse: les
interactions des précurseurs B avec le microenvironnement médullaire y est important et
permet la production de lymphocytes B tout au long de la vie. L'interaction avec les cellules
stromales est réalisée par deux intégrines VLA-4 et VLA-5 qui toutes deux réagissent avec la
fibronectine, VLA-4 interagit essentiellement avec VCAM-1(Vascular cell adhesion molecule
1). L'interaction VCAM-1/VLA-4 est régulée par des cytokines : L€t IL-4 augmentent
I'expression de VCAM sur les cellules stromales alors quepTi@Fdiminue. De plus,
I’adhésion de VLA-4 a VCAM-1 nécessite au préalable l'interaction de SDF-1 (Stroma cell
derived factor) avec le récepteur CXCR4 présent sur les précurseurs B. L'expression de
CXCR4 est par ailleurs conditionnée par lI'engagement vers la lignée lymphoide : le
précurseur B CD19+ n’exprimant pas le CXCR4 possede encore une capacite de
différenciation vers les cellules myéloides alors que son expression est corrélée avec un
engagement plus restreint vers la lignéé. Bes interactions avec le microenvironnement

sont donc trés importantes pour le développement des précurseurs hématopoiétiques.

Outre les interactions directes du stroma avec les cellules via SDF-1/CXCL12 et CXCR4,
les cellules du stroma sont la source de nombreuses cytokines et facteurs de croissance

nécessaires a la différenciation des cellules hématopoiétiques.

Le réle de lIL-7 a souvent été sujet a controverse dans son implication dans la
différenciation lymphocytaire B. Indispensable au modele murin, la signalisation par I'll-7R
et FIt3 sont des éléments critiques au développement de cellules B. FIt3 permet de sur-
exprimer IL-7Rux ; la signalisation via IL-7R permet d’exprimer en fait pax5, élément clé de
I’engagement vers les cellules B. Le signal régulé par IL-7 au sein des cellules pré-B permet
de promouvoir I'acétylation du locu&sH et favorise ainsi le réarrangement des chaines
lourded®. Chez la souris, I'invalidation de la chalfeecommune & plusieurs récepteurs aux
cytokines (IL-2, 4, 7, 9, 15, 21) conduit a un arrét au stade pro-B avec défaut du
réarrangement V-J L'absence de chaingc aboutit & un syndrome d’'immunodéficience
combiné sévere lié a I'’X(X-SCID). Chez 'lhomme, un défaut de la chaoesyécepteurs aux
cytokines conduit certes a une immunodéficience constitutionnelle T mais le nombre de
cellules B est normal voir augmenté. Chez la souris, le défaut d’expression d’IL-7 dans des
souris KO montre un blocage de la lymphopoiése B chez I'adulte mais pas dans la période
néonatale ou fcetale. Ceci pourrait expliquer la différence observée de sensibilité a I'lL-7 entre

des cellules B adulte murine et des cellules B feetales humaines issus de sang de cordon. Enfin
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deux éléments sont a prendre en compte : IL-7 murin est capable de stimulerad’HisTRin

et il existe une différence de sécrétion d’lIL-7 entre des lignées cellulaires stromales murine
S17 ou MS5 et des cellules stromales humaines : la capacité de synthese de I'lL-7 est
beaucoup plus importante par les cellules stromales murine (MS-5, S17) que par des cellules
stromales humaines. De plus, la sensibilité a I'IL-7 au cours de la vie semble étre variable : la
quasi indépendance des cellules de sang de cordon a I'lL-7 n’est plus observée avec des
progéniteurs humain de moelle osseuse adulte. (La réduction des cellules pro B issues de CSH
adultes est de I'ordre de 50x comparée a celles issues de sang de cordon cultivées sur cellules
stromales humaines pendant 3 semaines, mais la capacité a générer des celluleseCD19
semble pas étre altéréd) FMS related tyrosine kinase 3 ligand (FIt3) est un facteur de
croissance sécrété par les cellules stromales ayant surtout une action potentialisante pour
divers facteurs de croissance et interleukines mais sans réelle action de par lui-méme. Le
récepteur, FIt3/FLK2 fait partie du groupe Il des tyrosine-kinases tout comme KIT ou
PDGFR. Son rdle essentiel est de promouvoir la proliférdtian

Au niveau de la régulation moléculaire, trois facteurs de transcription sont majeurs dans la

lymphopoiese B : E2A, EBF-1 et pax5b.

Parmi les cellules issues de progéniieafl’, I'expression d’'EBF permet la génération de
cellules de type pro-B. La réexpression d’'lkaros au sein de ces cellules pro B permet d’activer
I'expression de géneRag mais aussi de réguler I'accés au lodGé.*® Aiolos, un autre
membre des Kruppel-like Zinc finger transcription factor prend le relais d’lkaros au cours de
la différenciation B. Le KO d'Aiolos aboutit a un excés de progéniteurs B avec le
développement d’autoanticorps et de lymphdthes

E2A est un des facteurs qui agit le plus en amont dans la différenciation B. Lieigae
code pour 2 protéines E12 et E47 générées par un splicing alternatif au cours de I'épissage de
'ARNmM. lls se lient & une séquence consensus des protéines E. Ces protéines E appartiennent
au groupe de protéines Hélice - Boucle- HéicébHLH). Les protéines E et les protéines
associées (E2-2 et HEB) s’associent en hétérodimeres dans les différents tissus a I'exception
du tissu lymphoide ou I'expression importante de E2A permet la formation d’homodiméres.
Ces protéines sont régulées par 4 autres protéines Id (pour inhibiteur de différenciation) qui
séquestre les protéines E dans des hétérodiméres incompétents. E2A fut initialement
découvert dans la régulation du réarrangement des chaines des immunoglobulines. E2A
interagit avec le complexe SAGA® un complexe protéique & activité acétyltransférase

pemettant de faciliter I'accessibilité au géne des immunoglobulines par modulation de la
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chromatine. E2A est nécessaire a 'engagement vers la lignée B. Les soufisoBER24n
blocage au stade proB sans initiation du réarrangement de la chainé’letirdexprime que
faiblement EBF et n’exprime pas pax 5: E2A agit en amont de pax5 et EBF. De méme, la
surexpression de protéines inhibitrices des protéines E, les protéines 1d2 et 1d3, bloque le
développement au stade pro-B et induit leur apopto&et arrét peut étre outrepassé par
I'expression d’'une seuke des 2 isoformes mais la présence des 2 isoformes permet une
différenciation B normafé. Par couplage du promoteur de E2A avec le géne de la GFP
(Green Fluorexcent Protein), I'expression de E2A est corrélée avec le début de linitiation du
réarrangement du gergH et cette expression perdure jusqu’a la fin du réarrangement des
génedgL, parce que les genésdlt et RAGcontiennent des séquences de régulation pour les E
proteines? L'assemblage d'un BCR fonctionnel permet de réprimer I'expression d’E2A

puisque son expression est faible dansles lymphocytes matures de la moelle et du sang.

EBF-1 est un facteur de transcription contenant un domaine de liaison a I’ADN distinct de
ceux d’autres facteurs de transcription, notamment par son motif liant le zinc. Son principal
réle est la régulation épigénétique des genes, par modification de I'accessibilité des génes aux
facteurs de transcription. Son réle est lié a la déméthylation des promoteurs de certains genes.
La surexpression d’EBF-1 dans une lignée plasmocytaire permet la réexpression de facteur
comme CD79a et VpreB, des éléments du pré-BCRinduction de I'expression d’'EBF-1
est un événement critique pour le développement de la lignée B. Il est notamment dépendant
d’E2A. Les souris n'exprimant pas EBF-1 n’expriment pas les éléments essentiels de la lignée
B : CD79a, VpreB, et ne présente pas de réarrangement dul@dusCe phénotype est
similaire & celui des souri&2A”. La proportion de cellules pro-B issu de SouEBA™"

EBF1" est nettement diminués, la différenciation y est plus altérée que chez les souris
mutantes hétérozygotes pour un seul des 2 gérar ailleurs, elles n'expriment pas les
transcrits RAG ou pax : ces arguments sont en faveur d’'une coopération des 2 éléments pour
I'expression de ces genes. L'induction d'EBF1 au sein de CSH mEk&#e/- permet la

différenciation B mais ne permet pas I'expansion clonale initiale induite par IL-7.

L’expression EBF-1 est concomitante avec celle d’lic7Rupposant une interaction entre
ces 2 éléments au sein des cellules de souris. Des souris KO pour I'lL-7 exprime faiblement
EBF-1 et ne peuvent pas développer de lignées B. D’ailleurs, le renforcement de I'expression
de STATS5, médiateur du récepteur a I'lL-7 permet de retrouver I'expression normale d’EBF1.

Ebfl est un géene contrdlé par 2 promoteurst(3) induisant 2 protéines qui different de

qudgues AA. Il y donc trois phases d’expression d’'EBF1 :
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* IL-7R recrute STATS5 qui en coopération avec E2A acthlfe induisant

I’expression d’EBE .
» Cdle-ci permet une auto-amplification et permet I'expression de pax5.

* L’expression de pax5 en collaboration avec PU.1 et Etsl induit I'expression de
EBF1p

Pax5 ou BSAP B cell specific activator protein) a été initialement identifie comme un
élément interagissant au niveau de 'ADN des géi@s et IGK>*. C’est une protéine
interagissant avec la machinerie transcriptionnelle, notamment la TATA-binding protein,
mais également avec des éléments de régulation épigénétiques, histone acétyltransférase ou
histone déacétylase. L’absence d’expression de pax5 conduit a un arrét de la différenciation B
avec des cellules pro B puisqu’on y retrouve I'expression d’EBF1 et d’'E2A. Mais ces cellules
ne sont pas encore engagées dans la voie de différenciation lymphocytaire B puisqu’elles ont
la capacité de générer des cellules NK, des macrophages, des cellules dendritiques et des
cellules myéloides en fonction des cytokines auxquelles elles sont exposées ; Elles possédent
également une capacité d’autorenouvellement importamensi les cellules déficientes en
pax5 ne sont pas affiliées a des progéniteurs engagés dans la lignée lymphoide B mais a des
cellules progénitrices lymphoides exprimant un caractére myeéloide latent. La restauration de
pax5 dans ces cellules restreint leur développement a la lignée B. L'expression de pax5

semble étre maximale au moment de la transition vers le stade pré-B.

L’expression de pax5 en amont de ces stades ne permet pas d’engager des progéniteurs
érythro-myéloides vers la lignée lymphocytaire B : pax 5 ne permet pas I'engagement vers la
lignée lymphoide B. Son effet est plutét un effet promoteur de la lignée : il agit en aval de
facteurs comme lkaros, E2A et EBF-1. Il permet en fait d’adapter I'expression d’un
programme génétique a la lignée B en favorisant I'expression de géne comme CD19, CD79a,
CR2(CD21) et en réprimant des éléments impliqués dans la prolifération, comme flt3, ou
impliqué dans I'ontogénie T comme Notchl, T&C& CCR9. Au final, 'expression de pax5
permet aux cellules engagées dans la lignée B d’étre insensible aux signaux inappropriés a

cette ligné&*.
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Ikaros E2A/EBF

PAX5
Pro B PreBl PreBll B immature [B mature
/2R /7 X\
preBCR /BCR

INTERACTIONS AVEC STROMA Apoptose

Moelle osseuse Sang

Figure 6 : Facteurs influencant la différenciation lymphocytaire B dans la moelle osseuse (D'apres T
Lebien, chap 76, Williams Hematology 7tf).

56

C3 Les sous-populations lymphocytaires.

Parmi les sous populations B, il existe deux types de cellules B : les cellules a réponse T
indépendantes( les lymphocytes B de la zone marginale et les lymphocytes B1), et les
cellules a réponse T dépendantes (Lymphocytes B2). Les cellules matures de la moelle
osseuse empruntent essentiellement une voie T dépendante. Ces cellules transitionnelles
CD19'CcD24"'cD27CD38" IgM*IgD” (équivalentes aux cellules du manteau) vont migrer
vers la rate et les organes lymphoides secondaires pour y étre éduquée, ou pour mourir. A c6té
d’'une premiere vague de différenciation de lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’'lgM a
faible affinité, certaines cellules vont subir un processus de maturation des immunoglobulines
par hypermutations somatiques, sous la dépendance des lymphocytes T. La coopération T-B,
notamment par la voie du CD40-CD40L(CD154), aboutit si la cellule répond, a la migration
au sein d’un follicule ou elle va proliférer pour former la zone claire d'un centre germinatif,
Les cellules sont des centroblastes. Le signal fournit par CD40 induit I'AID (activation
induced deaminase), enzyme responsable des hypermutations somatiques des

immunoglobulines. Les cellules migrent vers la zone sombre ou elles apoptosent, sauf si le
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BCR est suffisamment affin pour I'antigene. Ces cellules vont pouvoir déclencher le switch
de classe d'immunoglobuline en coopération avec les lymphocytes T pour aboutir a la
formation de plasmocytes & durée de vie courte EFID27'CD138 ou a des cellules
mémoires CD19CD27'IgM’IgD” (Elles sont IgA ou IgG) ou IgM'seule. Dans les
syndromes Hyper-IgM liés aux mutations de CD154, ces cellules sont absentes du sang
périphérigue, l'interaction des lymphocytes B avec les lymphocytes T auxiliaires folliculaires

au sein du centre germinatif nécessite une cosignalisation par 1e°®€D40

D. Lymphocyte T °"*®

La genése des lymphocytes T et leur différenciation intervient dans un organe (le thymus)
différent de celui de I'expansion des progéniteurs (foie foetal et moelle osseuse) ce qui
implique une migration des cellules progénitrices de la moelle osseuse vers le thymus. Cet
organe dont la taille s’accroit jusqu’a la puberté va involuer apres I'adolescence sans qu’il n’'y
ait de conséquences sur les lymphocytes T. Son réle est essentiel dans la bonne
différenciation des progéniteurs lymphoides en lymphocytes T en période foetale et au cours
de I'enfance. L’absence de thymus a la naissance (syndrome de Di-George, thymectomie)
conduit a un déficit immunitaire profond. L’activité thymique est maximale durant la période
foetale et les premieres années de la vie. Son activité de production, qui peut étre étudié par
I'étude des segments d’excision issus du réarrangement des chaines du TCR (TREC), montre

une activité cinqg fois moindre & 35 ans et 50 fois moindre & 6% ans.

D1 Des progéniteurs lymphoides vers la colonisation du thymus.

L’appartenance a la lignée lymphocytaire T se définit par I'expression du CD3, complexe
moléculaire associé au TCR. Le CD7 est un marqueur présent tout au long de la
différenciation T, mais il n’est pas spécifique (il est présent sur quelques cellules myéloides et
NK).

Les progéniteurs des lymphocytes T ne se développent pas au sein de la moelle osseuse
comme les lymphocytes B. Il n'a pas été mis en évidence dans la moelle osseuse un
progéniteur ayant uniquement une capacité de géenérer des cellules T. Cela suppose donc que
les progéniteurs lymphocytaires migrent vers le thymus afin de s’y développer. Il n’existe pas
de consensus sur les cellules qui migrent vers le thymus. Setoat aJ] au sein de la
population CD34CD10°CD19, il existe une population CD24&xprimant IL-7R:, TdT,
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RAG, Pax5 et cCD3. La population CD24+ est restreinte au lymphocyte B. Ces cellules
CD24- sont présentes dans le sang et le thymU€® Des cellules
CD34'CD45RA'CD7'CD38°, non présentes dans le foie foetal émergent de la moelle
osseuse feetale avec un pic au cours du second trimestre de gestation. Une partie de cette
population cellulaire exprime le CD2, une partie du complexe CD3 et 1/3 des cellules
expriment CCR9 (CCL25 récepteur) et CXCR4, récepteurs également impliqués dans la
colonisation thymique. Enfin elles expriment fortement le c-kit (CD117) mais pas Flt3
(CD135Y*®1 Ces cellules ont un fort potentiel NK en comparaison des cellules
CD34'CD10'CD45RA'LIn". La culture de ces cellules sur cellules stromales OP9-hdeltal
(lignée cellulaire de stroma médullaire transfecté pour exprimer le ligand deltal des
récepteurs Notch1) induit 'expression de CD1a et I'apparition de CD7 ’CD8s cellules
(CD34'CD45RA'CD7'CD38°%) vont ensuite devoir migrer vers le thymus (ces cellules sont
présentes dans le thymus dans la population CDB44d). Au final, il semble que les
progéniteurs ne soient pas tous engagés vers les cellules T avant la migration au sein du

thymus.

La colonisation thymique n’est pas un événement collfielle semble se faire par des

vagues successives :

. L’'une avant I'apparition de la vascularisation thymique, au moment ou il
existe une expansion des cellules épithéliales thymiques (avaﬂfelasemaine de
gestation). Les cellules T se développent par contiguité entre le tissus hématopoiétique

foetal mésodermique et le tissu thymique neuro-ectodermique.

. L’'autre une fois la vascularisation établie lorsque les différentes régions du
thymus sont bien développées. (Cette migration semble étre potentiellement organisée
par des chimiokines CCR9/CCL25 chez la souris). Les cellules immigrantes vont

entrer au niveau de la jonction cortico-médullaire.

D2 Différenciation intra-thymigue®°®**{Figure 7)

Le thymus est composé de structures anatomiques définies : le cortex périphérique et la
medulla centrale. Les cellules immigrantes vont entrer au niveau de la jonction cortico-

médullaire, traverser le cortex jusqu’a la capsule puis redescendre dans la medulla.

Au cours de la différenciation, les précurseurs thymiques vont migrer a travers le cortex

vers la capsule : les cellules immatures double-négatives QCIB4 vont s’y différencier en
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cellules double-positives et vont subir la sélecflorElles migrent au sein de la medulla
pour terminer la différenciation et subir le processus d'éducation et de sélection négative et

positive.

Au cours de cette différenciation, I'éducation du récepteur des cellules T (TCR) va étre
réalisée. Le TCR est un récepteur dimérique encodé par différents segments V-D-J de génes
qui vont étre réarrangé par la méme machinerie enzymatique que les immunoglobulines, les
enzymes RAG. Le réarrangement va s’opérer sur les T@Ris 6, et enfinp et a. Ce
récepteur est associé a un complexe de signalisation CD3 composé de 5 chaingz2),
et un diméere composé des chairiesu 1. Le complexe CD3 est le support des domaines
permettant de déclencher la signalisation cellulaire.

La premiere population humaine thymique, la plus immature correspond a une cellule
CD34'CD38°CD1a. Cette population n'est pas encore totalement engagée dans la voie T
puisqu’elle peut donner des cellules dendritiques, NK, B et myélofd®<£*% Cette
popuktion co-exprime le CD7, le CD2, le cCD3. Elle exprime également le CD45RA et
faiblement le CD117 (CD1{"). Cette population est composée de cellypes-T. Le
réarrangemend débute dans ces cellules et sera majoritaire auscdarla transition
CD34'CD1a vers CD34CD14. L’acquisition par la suite de CDla marque I'engagement
vers la lignée T avec la perte des autres potentiels de différenciation. Ce stade est défini
comme stadgre-T. Ces cellules réarrangent les chaines HC& B. Une fois les deux
premiéres chaines réarrangédsy)( le réarrangement de la chaifie commence sous
dépendance de I'lL-7. Les cellules perdent I'expression du CD45RA au profit de I'expression
du CD45RO qu’elles conserveront jusqu’a la formation de lymphocytes T naifs matures. La
population suivante est unpopulation de cellules simple-positives immatureCD3
CD4'CD8(CD4ISP). C’est au sein de cette population que le réarrangement de la Blaaine
lieu et que s’initie la sélectigh C’est le mécanisme par lequel les précurseurs it agalisé
un réarrangement productif de la chaifiesont sélectionnés pour se différencier en
lymphocytesaf. Ce mécanisme débute dans les cellules CD4ISP eingenparmi les
cellulesdouble-positives CD3CD4'CD8’. La chaineB est associée a une pseudo-chaine
chdnea pré-TCR( pT)°®% Ce pré-TCR va permettre la sélectpat I'exclusion allélique. Si
le réarrangemenp n’est pas fonctionnel, la cellule peut, soit seféddncier en cellules
CD3'CD4CDS8 Tys si les réarrangementset § sont fonctionnels et ainsi quitter le thymus en

direction des muqueuses, soit entrer en apoptose si les réarranggtnemssont pas
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fonctionnels. A noter que si le réarrangemgest fonctionnel, le réarrangement de la chaine
a va « détruire » celui de la chain€lé gene de la chainesst situé entre les régions V et J de
la chaineq). Elle donne naissance a la population double pd€4’/CD8'/CD3") qui
existe en deux stades en fonction de I'expression des chfiires CD8 : les cellules
CD4'CD8¢'p'CD3*" (Double positif précoce EDP) et celles CB®D8a'B*'CD3° (DP tardif

). Ces deux stades précedent I'expression de CD3.

Pro-T Pre-T CD4 ISP Emigrant
thymique
BN % 06

DJ TCR y>pg
RAG + +- -
CD34 + - -
CDla + + +
CDh7 + + +
CD4 - + +0U -
CD8 - - - ou+
CDA45RA + - - +
CD3 - - - + +

Figure 7: Tableau récapitulatif de la différenciation T au sein du thymus

Aprés avoir réarrangé la chainredu TCR, les cellulesip vont s’engager vers une
apopbse, a moins qu’elles puissent reconnaitre avec une faible affinité des peptides du soi
couplés aux molécules HLA (mécanisme de la sélection positive). Aprés la sélection positive,
les cellules vont exprimer fortement, le CD69. Les cellules présentant par la suite une trop
forte affinité vont étre également détruites (sélection négative). Apres la sélection positive, les
cellules DP se différencient en cellules simple positives SP'CID& ou CD4 CDS'". A
travers différentes étapes transitionnelles, les cellules vont perdre I'expression de CD69 et
CD45R0 au profit de CD62L et CD45RA, phénotype correspondant a la population
lymphoide T naive. Les émigrants thymiques récents, c'est-a-dire ceux n’ayant pas encore
subi de division, exprime le CD31 pour les cellules C4 le CD103 pour les CD8Ces
marqueurs ont été corrélés avec des cellules simples positives riches en TREC. Les TREC,
segments d’excision issus du réarrangement des chaines du TCR, sont des fragments d’ADN
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circulaire présents dans les lymphocytes T G&4CDS. La richesse en TREC est associée a
uneémigration récente du thynfd$® La quantité de TREC est diluée dans la cellule au fur et

amesure de ses divisions.

D3 Régulation moléculaire

CXCR4, récepteur au SDF1 (ou CXCL12) est également un facteur important dans le
développement lymphocytaire T, notamment dans la sortie des lymphocytes T naif du
thymus. Les mutations de CXCR4, aboutissent au syndrome de WHIM (Verrues [Warts],
hypogammaglobulinémie, Infection, Myelokathexis[neutropénie/moelle hyperplasique]), un
déficit immunitaire avec déficit en polynucléaires, hypogammaglobulinémie et lymphopénie
T. La lymphopénie est probablement liée a un déficit d’export des lymphocytes T naifs du
thymus”.

L’interleukine 7 est une cytokine clé du développement des lymphocytes T. Les déficits en
IL-7Ra, IL-7, ou en protéines de la voie de signalisationceaécepteur comme la kinase
Janus 3, aboutissent a un déficit immunitaire commun séveére touchant la lignée T et NK (sauf
pour les déficits en IL-7& ou il n'y a qu'un déficit T). Dans un systéme aciii
d’organoculture, le développement T est bloqué lors de la transition pré-T vers CD4ISP en

présence d'anticorps anti-IL-7&*°

La différenciation lymphocytaire est liée essentiellement a la voie Notch, aux protéines E
et a GATA-3.

L’expression de ces facteurs nécessite des signaux de [I'environnement. Pour la
différenciation T, les ligands du récepteur Notch occupent une voie essentielle. L'invalidation
du géne Notchl provoque I'inhibition du développement T dans le tH)rmiusa différence,
une forme active de Notch permet dimposer un développement T aux précurseurs
hématopoiétiqueS "2 Par ailleurs, le signal Notch est précoce, il est essentiellement localisé
a la jonction cortico-médullaire du thymus mature, qui correspond au lieu d’entrée des

précurseurs hématopoiétiqlies

Il existe 4 récepteurs Notch (Notchl-4) et 5 ligands (Jaggedl, 2 et delta-like 1, 2, 3).
L’interaction récepteur-ligand va induire une protéolyse, libérant ainsi un fragment
intracytoplasmique qui permet au facteur de transcription RBPJ (recombinaison site binding

protein J), de passer d’'un statut répresseur a un statut activateur.
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Le signal Notch est tres fort au sein du thymus, orientant ainsi les cellules vers la lignée
lymphocytaire T et en réprimant la différenciation vers la lignée lymphocytaire B (par
inhibition de EBF?) et myéloide. Dans la moelle osseuse,le signal Notch est faible, il ne peut
pas promouvoir la différenciation lymphocytaire T mais ne peut pas inhiber la différenciation
B. L’interaction Notchl avec delta-1 est essentielle aux stades précoces : pré-T et immature
SP mais décroit a partir du stade double positif.

Cependant, la surexpression d’'ld2 dans un systéme d’organoculture (FTOC) permet de
faire dévier ces cellules vers un engagement ‘NKonc, Notch ne détermine pas

I'’engagement T mais permet de le favoriser au dépend des autres lignées.

L’'expression de pax5 dans la moelle osseuse réprime I'expression de Notchl dans les
progéniteurs B et favorise ainsi la différenciation B. Par contre, la présence d’'un signal Notch

sur des cellules pro-B issues de souris Papérmet de développer des cellules’RIK

GATA-3 est aussi un gene important dans le développement T. L'invalidation du gene
chez des souris aboutit & un blocage précoce de la thymopoiése avant la $éfectiosein
d’un systéme d’organoculture avec des cellules Cixsus de thymus, la surexpression de
GATA-3 interfere avec le réarrangement de la chdlirdu TCR. Cependant, la conversion
vers un lignage myéloide des thymocytes induits par CE®BPPU.1 est inhibée par la co-
expression de GATA-3. Par ailleurs, GATA-3 est un des génes induit par la signalisation de
Notch dans I'orientation Th2 des lymphocytes T ¢B4

Le développement des cellules T est un systeme complexe qui dépend d’un équilibre entre

différents facteurs, notamment les protéines E, GATA-3 et Notch.
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Figure 8 : Facteurs de transcription au cours de la différenciation T

D4 Les sous populations lymphocytaires %!

Dans le sang, deux populations de lymphocytes T coexistent : d’'une part, les lymphocytes
auxiliaires CD4, d’autre part les lymphocytes cytotoxiques CDBarmi les lymphocytes
CD4", on connait essentiellement lesy1T et les T2, deux populations reconnues
respectivement pour l'orientation de la réponse immunitaire vers une réponse ciblant les
infections intracellulaires ou extracellulaires. Ces populations ne sont malheureusement
discriminable que par le profil de sécrétion de cytokines : l'interfeqmour les T;1 ou I'lL-4
pour le T42. Outre cette différenciation, il existe au sein des cellules’ Cib#rentes sous-

popuktions : des cellules naives, des cellules effectrices et des cellules mémoires.

La distinction parmi ces sous populations en cytométrie de flux est possible par
I'utilisation de 3 marqueurs, l'isoforme RA du CD45, I'expression du récepteur CCR7, un
récepteur a chemokine impliqué dans la domiciliation des lymphocytes dans les organes
lymphoides secondaires et une L-selectine CD62L impliquée dans le passage au travers de
I'endothélium. Ainsi, on distingue les cellules naives GTB45RA'CD62'CCR7, les
cellules mémoires centrales (ganglionnaires) GIBMSRACD62"°CCR7 qui peuvent
proliférer suite a une activation par les cellules présentatrices de I'antigene et les cellules
effectrices mémoires CDE@D45RA "CD62"'°CCR7 qui sont des cellules effectrices
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vivo. Ainsi I'expression de CD45RA ou CD45RO0 est une approche rapide de la présence de
cellules naives ou mémoires mais cette approche est incompléte. Pour les lymphocytes
cytotoxiques CD8§ I'expression de CD45RA, CCR7 et CD62L distingue trois populations :
les cellules naives CDBD45RA'CD62"CCR7, les cellules mémoires centrales
CD8'CD45RACD62"°CCR7 et les cellules mémoires effectrices CDBA45RA"
CD62°CCRY. La définition de lymphocytes T CD®eut également se faire par I'expression

de CD1la. Une faible expression est associée avec un caractere naif alors qu'une forte

expression est associée avec un caractére mémoire ou effééteur.

Parmi ces cellules, on peut observer des cellules activées qui expriment le CD25
(correspond a la chainedu récepteur a I'lL-2). Au sein des populationsuaotes, on peut
identifier parmi les cellules CD4ine population CDZ%oxP3. Elles peuvent étre également
caractérisées par le marquage ¢COB25'CD127° (CD127=IL7Ry). Cette population qui
possede un TCR de haute affinité pour les antigénes du soi n'est pas éliminée par apoptose au
moment de la sélection négative intrathymique, elle se différencie en cellules T régulatrices.
Ces cellules ont un profil cytokinique particulier, elles sécrétent de I'lL-10 et d, Tdekix
cytokines aux capacités inhibitrices sur la réaction immunitaire. Pendant longtemps, la
recherche des ces cellules par la seule expression forte du CD25 sur les celldles CD4
aboutit a des résultats discordants. Cependant, la découverte de foxP3, un facteur de
transcription (marquage intracellulaire en cytométrie de flux), a permis de mieux appréhender
ces cellules. De nombreuses équipes travaillent sur cette population cellulaire car elle est
impliquée dans des mécanismes de tolérance immunologique (greffe de sang de cordon). Par
ailleurs, I'emploi de lymphocytes T régulateurs issus de cuituwiro pourrait devenir un

outil thérapeutique de la GvH voire des maladies auto-immunes.

A noter, qu’il existe une population CD3+CDTD56", dénommé cellules NKT. Ces
cellules expriment un TCR invariant caractéristique composée d’'une unique chaine

Va24X118 et d’'un répertoire de la chaindigisé souvent restreint & la chairdd

E. Lymphocyte NK %*%

Les lymphocytes NK du Natural Killer) sont de grands lymphocytes a grains et
correspondent a la troisieme sous-population lymphocytaire. Ce sont des cellules
immunitaires appartenant a la fois a I'immunité innée et acquise. Leur role est double : ils

posseédent une action cytolytique (par le systéme perforine-granzyme ou par la voie Fas/FasL)

33



vis-a-vis des cellules hétes en cours de transformation maligne ou infectées par un élément
pathogene, et une action de régulation des autres compartiments cellulaires par la sécrétion de
cytokines, notamment linterféronqui va favoriser la présentation cellulaire desénaes

du CMH de type | et la présentation d’antigene par les cellules dendritiques.

Les lymphocytes NK et leurs précurseurs sont a priori des cellules de la moelle daseuse.
vitro, ces cellules ne nécessitent pas de stroma pour se différencier. Néanmoins, il n’est pas
exclu que la différenciation terminale des lymphocytes NK nécessite une maturation dans un
tissu périphériqué®

Dans le sang, il existe deux sous-populations NK définies par I'expression des marqueurs
CD16 (FgRIIl) et CD56

. Une population majoritaire CDIT6CD56”"" (90%) possédant des fonctions
cytotoxiques (majoritaires dans la moelle osseuse)

. Une population CDI®D56'™ possédant essentiellement des fonctions
secrétrices de cytokines (mais population NK majoritaire dans les organes lymphoides

secondaires).

La plupart des données concernant le développement des cellules NK provient d’analyse

ex vivo de cellules CD3dlifférenciées en cultuii@ vitro.

A partir des cellules progénitrices, le développement des cellules NK va essentiellement
étre coordonné par deux interleukines, IL-2 et I'IL-15. Ces molécules permettent d’induire un
signal de différenciation via leur récepteur spécifique. Les récepteurs a I'lL-2 et a I'lL-15
partagent la chaingc des récepteurs aux IL-2, 7, 9, 15 et 21. L'abseleceette chainec,
décrite dans les déficits immunitaires communs variables séveres liés a I'X, conduit a

I'absence de développement de lymphocytes T efNK.

E1 Aspect phénotypique

Une population pré-NK a pu étre identifiée au sein des progéniteurs’CD3BRA’
présent dans la moelle osseuse, population également trés présente dans les organes
lymphoides secondaires, ou cette population est en contact avec des cellules présentatrices de
I'antigene exprimant a leur membrane de I'lL-15. Récemnigetyd et alont pu identifier 4
stades de développement NK au sein d’organes lymphoides secondaires définies par
cytométrie de flux par I'expression de CD34, CD117 et CD94/NKG2A (figure 9).
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Le premier stade de développement Nio(NK : CD34CD45RA'CD117CD94) n'est
pas sensible a I'lL-15. Elle exprime le CD33. Cependant, une stimulation par Flt3, IL-3 et IL-
7 permet a une fraction de ces cellules de passer au stade sywantNK :
CD34'CD45RA'CD117CD94)qui est sensible a I'lL-15. Cette population commence a
exprimer le CD56. Cette seconde population est capable de se différencier vers le stade
suivant sans étre stimulée par une autre cytokine que I'lL-15 (ou IL-2) mais conserve une
plasticité vers la lignée dendritiqués vitro. Le passage astade immature NK (CD34
CD45RA" "CD117CD94) restreint le potentiel in vitro uniquement & la lignée NK. Elle perd
I'’ensemble des marqueurs des autres lignées pouvant étre présents auparavant comme le
CD123 (IL-3R) ou le CD33. Ces cellules sont encore incapables de produire de I'intgrféron
ou d’avoir une activité de cytolyse, notamment par le manque d’expression des récepteurs
spécifigues des cellules NK comme CD94/NKG2A ou les récepteurs KIR (killer
immunoglobulin-like receptor). Le stade fonctionnel (CII#45RA’"CD117CD94) est
caractérisé par l'acquisition de CD94/NKG2A, permettant de générer une inhibition
dépendante du CMH de type I, par I'expression forte de CD56 et la perte d’expression de
CD117 et CD33. Ces cellules peuvent avoir une activité cytolytiqgue induite par le systeme
Fas/FasL ou via la perforine. Par ailleurs, ces cellules expriment des marqueurs comme
CCR7, CXCR3 ou CD62L, médiateurs impligués dans la domiciliation dans les organes
lymphoides secondaires. Enfin, il semblerait que la sous-population®®%6it un stade
immature de la population CD%B: I'activation des cellules CDB&™ permettrait une
expression intense des récepteurs associés aux cellules NK, expression caractéristique de la
cellule CD56™.

Pro NK Pré NK iN NK
CD56h' CD564m

-0-0-6-0

CD34 + + - - -
C45RA + + +/- +/- +/-
CD117 - + + +/- -
CD94/NKG2A - - - + +
CD16 - - - +/- ++
CD56 - +/- +/- +++ +

Figure 9: Aspect phénotypique de la différenciation NK.
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E2 Réqulation moléculaire

Parmi les cytokines, I'lL-15 est une cytokine clé du développement NK. Un déficit en IL-
15 ou de son récepteur chez la souris induit un déficit plus profond qu'en cas d’absence
d’'IL-2 ou d'IL-7. Cependant, ces deux derniéeres cytokines sont importantes, notamment
I'IL-2, puisque les précurseurs NK (Pré-NK a NK CB%8Y) expriment le récepteur de I'lL-2
de haute affinité. De plus, l'activité de I'lL-15 nécessite la présence de CD122[)Is2R la
membrane des précurseurs alors que celui-ci n'est détecté que vers les stades terminaux, a la

différence de CD127 (IL-7&) ou de CD117(c-kit) exprimé de maniére plus précoce

Parmi les facteurs de transcription important, il semble que I'expression d’Ets-1 augmente
avec I'engagement vers la lignée NK. Les softis-1" présentent un déficit quantitatif en
NK. Les cellules NK présentent par ailleurs des défauts de fonctionnalité.

GATA-3 semble favoriser 'engagement vers la lignée NK, son expression augmente des
stades précoces a immatures et diminue au sein des stades matures a la différence de T-BET
(facteur de transcription régulant I'expression de l'interféfoqui lui n’est détectable qu’a
patir des stades matures.

VI.Reconstitution immunitaire post allogreffe

La reconstitution immunitaire est un élément important dans le suivi postgreffe : non
seulement, il importe beaucoup parce qu'on place le patient dans une situation
d'immunodépression intense, mais aussi parce qu’on maintient cette immunodépression afin
de prévenir la GvH, ce qui accroit le risque d’infection. L'ensemble de ces paramétres
(immunosuppression, immunomodulation, infection) sont des criteres importants dans

reconstitution immunitaire du patient.

Apres la réalisation de la greffe (conditionnement, injection des cellules), les premiers
éléments qui réapparaissent sont les polynucléaires (18 a 30j). Durant les trois premiers mois
vont réapparaitre les cellules NK. Elles sont suivies par les cellules lymphocytaires T
cytotoxiques (CD8) au cours de trois premiers mois, puis par les T auxiliaires (CD4) dans les
trois a six mois suivant la greffe. Enfin, les lymphocytes B réapparaissent entre 3 mois et 1 an
avec un retour des immunoglobulines M et G a la normale entre trois et six mois, et des
Immunoglobulines A vers 1 an. Par ailleurs, la premiére sous-population B a réapparaitre est

une sous-population CDIGD5' (dans les 15 premiers jours post allogré&ffe)
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Cette cinétigue de reconstitution est corrélée avec une cinétique de développement
possible d’infection opportuniste (Figure 9). Cette reconstitution permet également d’arréter

certains traitements prophylactiques et de débuter un programme vaccinal.

Au cours la phase de déplétion des polynucléaires, le patient est a haut risque de
développement d’infections bactériennes (bactéries encapsulées) et fogapergillus sp,
Candida sp). Cette période est associée a une période de 4 mois de risque d’infections ou de
réactivations virales, notamment des virus de la famille des herpesviridae, avec notamment
des réactivations herpétiquddefpes Simplex VirQs des reapparitions de zondaficella
Zona Viru3 ou des pneumopathies a Cytomégaloviudes lymphomes EBV induits suite a
une infection &pstein Barr VirusCette famille virale est problématique car la paopulation
caucasienne présente une importante séroprévalence. La reconstitution rapide d’'une immunité
cellulaire cytotoxique (cellules NK et lymphocytes T CD8+) est un facteur limitant a ce
risque. L'un des probléemes du médecin greffeur repose sur la gestion de
'immunosuppression du patient pendant la premiere année de la greffe. En effet, il doit étre
en mesure de pouvoir trouver un équilibre permettant une immunodépression suffisante afin
de limiter au mieux la GvH mais doit également laisser une activité a 'immunité cellulaire

innée et acquise afin de pouvoir exercer un contrdle anti infectieux.

& | Greffe
&L NK CD8+
Q
& /J
Q
P
| | | | | | —
3.7 O 1 2 3 4 5 mois
I Gvipa W il evHDC
HSV CMV, EBV, VzZV, ADV
Aspergillus Candida
Bactéries

Figure 10: Cinétique de la reconstitution immunitaire au cours de la greffe et du risque infectieux
concomitant & l'immunodépression (D’aprés Revillard§®
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Par ailleurs, la susceptibilité aux infections liée aux déficits T et B est une cause de
morbidité et de mortalité importante. Plus de 80% des patients ont au moins une infection
dans les deux années qui suivent l'allogreffe (en excluant les infections hautes de l'arbre
respiratoire) et 50% en ont au moins tfbiC’est le facteur principal de mortalité post
alogreffe chez le patient sans rechute. Cette période peut durer plus d’an. La génération de

lymphocytes T CD4peut étre altérée jusque vingt ans aprés transplanfition.

A. Technigues employées pour le suivi de la greffe

A1 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d’analyse permettant d’étudier des particules en
suspensions a I'échelle individuelle. En effet, I'échantillon prélevé par le cytometre a une
tendance naturelle a se répartir dans un systeme tridimensionnel. Le systéme fluidique du
cytométre va permettre de réorganiser ce systéeme afin de faire passer les particules de
I’échantillon une a une. Ainsi, on peut analyser dans notre cas des cellules en suspension a
I'échelle de la cellule. L’analyse simple d’'une cellule en cytométrie est basée sur deux
propriétés optiques : la lumiére diffusée issue d’'une source monochromatique (laser) traverse
différents éléments de la cellule de densité optique différente. La lumiére diffusée par ces
éléments cellulaire est mesurée par des cellules photovoltaiques situées derriere I'échantillon.
La mesure dite a petit angle correspond a la diffusion de la lumiére par les parois
membranaires de la cellule. Cette mesure, habituellement dénommée Forward Scatter (FSC)
est corrélée a la taille de I'échantillon. Une mesure dite a grand angle ou Side Scatter (SSC),
correspond a la lumiere diffusée par le contenu cellulaire. Elle est assimilée a la granulosité
(contenu) cellulaire. Cette analyse permet dans le sang (aprés lyse érythrocytaire) de
différencier trois populations. Les cellules FESSC™" correspondant aux lymphocytes, des
cellules FSEMSSCE™ correspondant aux cellules monocytaires, et des cellules

FSCMI"SSC correspondant aux polynucléaires.

A ce systeme optique, un second systéme optique composé d'un ou plusieurs lasers
(émettant a des longueurs d’'onde différentes), de 4 (ou plus) miroirs dichroiques et cellules
photovoltaiques permet d'étudier a I'aide de molécules fluorescentes des éléments cellulaires
marqués par des fluorochromes. Le principe repose sur l'excitation de fluorochromes

différents par une longueur d’onde quasi identique (ce qui permet de limiter le nombre de
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sources lumineuses et les interférences).Aprés excitation, ils réémettent I'énergie absorbée
sous forme de photons a une longueur d’onde différente de celle de source d’excitation et a
des longueurs d’'onde différentes entre les différents fluorochromes. Cela permet, a l'aide

d’anticorps monoclonaux spécifiques couplés a différents fluorochromes, d'étudier des

marqueurs de surface cellulaire ou des marqueurs intracellulaires (apres avoir perméabilisé la
membrane cellulaire). Cette analyse permet a la fois un aspect qualitatif (présence du
marqueur recherché ou non) et quantitatif (I'intensité de la fluorescence refléte la densité du
marqueur étudié sur sa cible). Elle permet donc d’évaluer les différentes populations présentes

dans le sang, la moelle osseuse, ou un tissu apres broyage.

Dans le cadre de I'étude de la reconstitution immunitaire, la cytométrie de flux est utile

pour difféerencier les différentes sous population lymphocytaires : B, T, NK essentiellement

. Les lymphocytes B expriment des marqueurs pan lymphocytaire B CD19, le
CD20, une immunoglobuline de surface (slg). L'ajout de I'expression des IgD, IgM,

CD38, CD24, CD27, CD5, CD43 permet de differencier les lymphocytes Bl et B2, les
lymphocytes naifs, mémoires, activés et transitionnels. L'ajout de CD138 permet
également de distinguer les plasmocytes.

. Les lymphocytes T expriment comme marqueur commun le CD3. On
distingue la population de lymphocytes auxiliaires (helper) exprimant le CD4 de la
population lymphocytes cytotoxiques CD8. On peut combiner ces marquages avec
ceux des isoformes RA ou RO du CD45 : on distingue habituellement les populations
de lymphocytes T naifs ou mémoires. La combinaison CD4, CD25, FoxP3 ou CD127
permet la recherche de lymphocytes T régulateurs.

. Les lymphocytes NK n’ont pas de marqueur spécifique mais la population est
défini par I'absence d’expression du CD3 et I'expression plus ou moins intense de
CD16 et CD56.

A2 Biologie moléculaire / chimérisme

L’analyse du chimérisme par biologie moléculaire permet en fait de différencier, par des

marqueurs dit polymorphes, les cellules issues du donneur et celles issues du receveur.

Ces marqueurs sont des séquences microsatellites polymorphes : elles correspondent a la
répétition d’éléments composés de 2 a 4 bases nucléotidiques pour lesquels une différence a

été recherchée entre le donneur et le receveur. Aprés extraction de '’ADN génomique, une
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réaction de PCR est réalisée afin d’amplifier a la fois 'ADN du donneur et du receveur de
part et d’autres du site du polymorphisme. Une des amorces utilisées est marquée par un
fluorochrome afin de pouvoir étudier par électrophorese capillaire la taille des fragments
obtenus par PCR. Le polymorphisme induit une différence de taille. Un rapport de surface des
pics obtenus sur I'electrophoregramme permet ainsi de quantifier la proportion de cellules du
donneur et du receveur. Cette technique permet de détecter la présence de 1 a 3 % d’ADN
receveur parmi I'ADN du donneur .La sensibilité peut étre amélioré par une technique

similaire en PCR quantitative (sensibilité de I'ordre de 0,1%)

A3 Test fonctionnel

Les tests fonctionnels sont des éléments importants de suivi de la reconstitution
immunitaire. lls sont garants du fonctionnement cellulaire, notamment pour les tests de
prolifération aux lectines (Phytohémagglutinine, Concavaline A, Pokeweed). lls sont basés
sur I'induction d’'une prolifération cellulaire en réponse a un de ces agents. 4 jours apres
I'induction, un marquage par la thymidine tritiée est effectué afin d’évaluer I'incorporation de
celle-ci au cours des différents cycles cellulaires. On peut utiliser d’autres techniques non
radioactives comme des marquages a la bromodéoxyuridine ou au CFSE. Ces tests peuvent
permettre aussi de d’évaluer une réponse immunitaire vis-a-vis d’'un antigene spécifique
comme la toxine tétanique, un extrait tuberculinique ou un peptide d’'un virus (EBV, CMV,
Adénovirus).

Enfin, plus récemment sont apparus les tests ELISPOT. Ces tests sont basés sur la réponse
des lymphocytes a un antigene par la sécrétion d’'une cytokine, souvent l'intetfame
cytokine sécrétée par les lymphocytes auxiliaires de type Thl, les lymphocytes T
cytotoxiques et les lymphocytes NK. Cette techniqgue met en évidence la sécrétion par des
cellules d'une protéine (ici I'interférory) par un anticorps monoclonal fixé sur une
membrane. Apres élimination des cellules, un second anticorps marqué permet la révélation
(marguage par une peroxydase). Il apparait un spot coloré : chaque spot correspond a une
cellule sécrétrice. La numération des spots est ensuite corrélée aux informations cliniques et

comparéee a un témoin.
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B. Caractéristigues de la population étudiée

Nous avons réalisé une étude rétrospective des patients admis au secteur de transplantation
meédullaire du CHU de NANCY dirigé par le Pr BORDIGONI. Nous avons extrait les
données concernant les sous-populations lymphocytaires réalisées par le service de cytométrie
du service d’hématologie biologique et prescrites par les UF du service de transplantation
médullaire, inscrites depuis I'installation de la nouvelle informatique des laboratoire (Logiciel
GLIMS). Apres un tri des données, nous avons pu obtenir un groupe de patients suivis
malheureusement de maniére plus ou moins systématique en terme de sous populations
lymphocytaires au cours de la premiere année de greffe. Afin d’avoir un travail le plus
systématique, nous avons isolé un groupe de patients greffés entre 2006 et 2008, vivants et
n'ayant pas présenté de rechute au cours de la greffe analysée. De ce groupe, nous avons
exclu les patients greffés par sang de cordons ombilical, du fait de leur faible représentativité
(5 sur 65).

Les différents parametres utilisés pour appréhender les sous populations lymphocytaires

sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 2: Tableau récapitulatif des facteurs étudiés au cours de la greffe

Parametres du receveur/donneur

Age du receveur /donneur Regroupement des patients par tranches d’age afin| d’avoir
des effectifs suffisamment important ou corrélation (moins

de 1an,1al0ans, 10 a 25 ans, 25 a 50 ans, plus de 50 ans)

Indication de la greffe Regroupement par groupe de pathologie similaire

Sérologie CMV Sérologie pour le CMV du donneur et du receveur (4

options possibles)

Paramétres de la greffe

Conditionnement Myéloablatif : Avec Irradiation corporelle totale (TBI) ou

Chimiothérapie seule a base de busulfan

Nom myeéloablatif : A base de fludarabine et melphalan ou

autre protocole

Autre : caractéristique d’'une pathologie (Fanconi, Aplasie)

41



Prévention de la GvH

Association de médicaments immunosuppresseurs

Serum anti-lymphocytaire

Utilisation ou non de sérum anti-lymphocytaire

Origine donneur

Apparenté (familial) ou non apparenté

Greffon

Origine du greffon : moelle osseuse (MO), recueil de €

unité de sang de cordon

SP,

Compatibilité HLA

Compatibilité¢ HLA-A, B, C, DR, DQ pour les greffes
CSP ou de MO (cotation sur 10) (5 alléles X2)

CD34/kg

Quantité de cellules CD34njecté au patient par kilo de

receveur, regroupé par tranche (<2:1@ a 4.16; 4 a
6.1 ; plus de 6.10CD34/ kg)

Evenement post-greffe

GvH aigle

Développement ou non d’'une GvHa, quotée de | a IV

Traitement de la GvH aigue

Traitement utilisé pour limiter I'extension et favoris

résolution

er sa

GvH chronique

Développement ou non d’'une GvH chronique

CMV infection

Développement d’'une infection a CMV

Rituximab

Recours au Mabthefadans le cadre d’une infection a EBV

ou dela GvH

B1 Caractéristiques de la population

Nous avons donc abouti a une population dont les caractéristiques sont présentées dans le

tableau 3.
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Tableau 3: Caractéristique de la population étudiée

43

Effectif
N=60
RECEVEUR
Age médian (extréme) 27 (1-64)
SEXE Homme 34
Femme 26
Indication
APLASIE et apparenté 5
DEFICIT IMMUNITAIRE 2
HEMOGLOBINOPATHIE 1
LAL 10
LAM 23
LH 5
LMMC;j 1
LNH 3
METABOLISME 1
SARCOME 2
SMD 5
SMP phi+ 2
GREFFE
Conditionnement
Myéloablatif dont 26
TBI 12 grays 13
Busulfan - Autres 13
Non myéloablatif dont 29
Fludarabine Melphalan 17
Autres 12
Aplasie, Fanconi,... 5
Prophylaxie GvH
Ciclosporine seule 5
Ciclosporine méthotrexate 23
Ciclosporine Glucocorticoide 1
Ciclosporine Mycophénolate mofetil 31




Sérum antilymphocytaire
NON
oul
Mabcampath
Greffe du méme sexe
oul
NON
NR

Compatibilité HLA
10/10eme
9/10eme

Prélevement de CSH
Moelle osseuse

Cellules souches périphériques

Sélection CD34+

Quantité de CD34+ greffés médian

11
48

35
24

49
11

34
25

4,41 (1,09-10,09

DONNEUR
Age médian (extréme) 34 (3-68)
Origine  Apparentée 25
Non apparentée 35
Sexe Non renseigné 1
Femme 27
Homme 32
Sérologie CMV
Donneur + / Receveur + 18
Donneur + / Receveur - 12
Donneur - / Receveur + 12
Donneur - / Receveur - 18
SUITE DE GREFFE
GvH aigle
NON 17
Oul 43
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Dont
Grade 1-2 40
Grade 3-4 3

Traitement GvHa
Absence d'intervention autre que

prophylaxie 2
Glucocorticoides 24
Glucocorticoides méthotrexate 1
Glucocorticoides Daclizumab 15
Glucocorticoides Sirolimus
Photochimiothérapie extra corporelles 1

GvH Chroniques

NON 23
Oul 36
Non évaluable 1

CMV Infection

Oul 19

NON 41
RITUXIMAB

Oul 11

NON 49

153 prélevements ont été analysés a J381()n=J90 (n35), J180 (n88) et J360 (n29).
Les préléevements de J30 ont été réalisés entre J27 et J42, ceux de J90 entre J80 et J106, ceux
de J180 entre J165 et J217, ceux de J360 entre J330 et J394

Un certain recul sera nécessaire sur I'analyse des prélévements a J360, notamment dans les
analyses a plus de deux groupes, le risque étant d’avoir un nombre de patient limité pour un

des sous-groupes.

B2 Question posée : Analyse statistique

La question a laquelle nous allons répondre par ce travail peut se formuler ainsi : quels sont
les facteurs influencant la reconstitution des lymphocytes et leurs sous-populations ?.
L’analyse statistique a été réalisée sur logiciel XLSTAT (ADDINSOFT, Paris) par des tests
non parameétriques univariés de Mann Whitney (U-test) ou par test de Kruskall-Wallis. Les

différences sont considérées comme significatives pour des valeurs de probabi(tésp <
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C. Analyse des sous-populations lymphocytaires

L’approche la plus simple pour évaluer les lymphocytes est la numération lymphocytaire.
Elle est directement accessible sur ’'hémogramme aprés numération et réalisation d’'une
formule automatisée par cytométrie de flux sans marquage, ou aprés réalisation d’un
marquage par un anticorps dirigé contre I'ensemble des isoformes du CD45 en présence de
billes de calibration. Ce marquage permet de différencier trois sous-populations

(Lymphocytes, Monocytes, Polynucléaires)

Cette numération permet en fait d’évaluer la lymphopénie globale, sans tenir compte des
caractéristiques et de la répartition des sous populations. L’'analyse des sous-populations a été
réalisée sur cytométre FACSCALIBUR (BECTON DICKINSON). Les anticorps utilisés pour
marquer les cellules sont CD3 FITC, CD8 PE, CD45 PerCP, CD4 APC, CD16 + 56 PE et
CD19 APC (BECTON DICKINSON, Multitest). 10 pL d’anticorps sont ajoutés a 100 uL de
sang total. Aprés une incubation de 15 minutes a l'abri de la lumiére, une lyse des hématies
est réalisée par ajout de 500uL de BD Facs Lysis Solution (BECTON DICKINSON).

Parmi nos 60 patients, la numération lymphocytaire rejoint une distribution physiologique
entre J180 et J360 (Figure 11).

Le compte lymphocytaire total s’accroit continuellement entre J30 et J360 post allogreffe.
Il atteint une valeur normale (>1 G/L) dés 90 jours en moyenne, cette valeur est
« artefactuellement » élevée, liee a quelques patients ayant une prolifération lymphocytaire T
CDS8' en réaction a une infection virale. Cependant, en considérant 'ensemble des patients, il
existe une différence significative entre la numération a J30 (0,394 G/L) avec celles de J90
(1,059), J180 (1,144 GI/L) et J360 (1,477 G/L) (p=0,008) ainsi qu’'entre celles de J90 et de
J360 (p=0,008). Il n’y a pas de différence significative entre celle de J180 et J360.
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Numération lymphocytaire

G/IL

30 90 180 360 Jours

Figure 11 : Numération lymphocytaire en box-plot
Point bleu : valeur extréme
Croix rouge : moyenne
Box plot : 25éme centiles, médiane, 75éme centiles
* p<0,05

Ces différences existent dans I'ensemble des sous populations avec de petites différences
(Figure 12) :

. Les numérations des lymphocytes B different toutes de la numération a J30 et
J90 mais les mesures a J180 et J360 ne different pas significativement entre elles.
Elles sont nettement inferieure a la valeur normale de I'adulte (B>0,2 G/L) durant les

SiX premiers mois et se normalise a 1lan.

. Les numérations des lymphocytes T4 a J180 et J360 different des numérations
a J30 et J90 mais les mesures respectives a J180 et J360 ainsi qu’'a J30 et J90 ne
different pas significativement entre elles. L'immunité dépendante des cellules T
CD4" peut étre considérée comme immunologiquement intéressante au-dela de

0,2dL, seuil dépassé seulement a J360 en moyenne, marquant ainsi une génération
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lymphocytaire T4 faible. Malheureusement, I'étude de sous populations plus
détaillées, notamment naives et mémoires, n'est présente que pour quelques patients,
ne permettant de fournir d’'informations suffisamment fiables sur la production de

cellules naives issues du donneur.

. Les numérations des lymphocytes T8 a J90, J180 et J360 different de la
numeération a J30 mais les mesures a J90, J180, et J360 ne different pas
significativement entre elles. La numération atteint rapidement un seuil physiologique

(0,4G/L) dés 90 jours en moyenne.

16
14 e

l’i e
08 /

06 /
04

0 ‘ ‘

G/L

30 0 180 360
Jours
—— Lymphocytes —=— Lymphocytes NK (CD3/CD16 _56+)
Lympho CD8+ (CD3+/CD8+) —i- Lynpho CD4+ (CD3+CD4+)
—- Lympho B (CD19+)

Figure 12 Numération des lymphocytes et des sous populations entre 1 et 12 mois post allogreffe.
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C1 Impact du conditionnement

Le conditionnement peut étre étudié de deux maniéres, soit d'une maniere général en
différenciant les conditionnements myéloablatif et non myéloablatif, soit en distinguant 4
groupes : 1)les myéloablatifs utilisant une irradiation corporelle totale (TBI 12 grays) 2) Les
myéloablatifs utilisant une chimiothérapie (basée essentiellement sur le busulphan 16mg/kg),
3)les conditionnements non myéloablatifs associant fludarabine et melphalan, 4) les autres
basés sur une chimiothérapie associant fludarabine (90mg/m?2) et irradiation corporelle a faible

dose (TBI 2grays) ou une chimiothérapie seule.

Au sein de la population lymphocytaire totale (Figure 13, Annexe A), on constate une
différence significative entre les numérations lymphocytaires a J30 post allogredfe19)
entre le groupe myéloablatif (MA) et non myéloablatif (NMA). Cette différence existe au sein
des sous populations CDét CD8 (p<0,001). Pourtant, il a été décrit que les patients greffés
pa des conditionnements a intensité réduite ont une reconstitution T plus rapide pendant les 6
premiers mois de la greffé Cette différence n’est pas observable dans notre population : au
sein de la numération des lymphocytes T CDi différence entre les deux groupes est
significative qu'a J360 (p<0,01) en faveur des conditionnements myéloablatifs, résultat en
accord ceux de I'étude ddlaris et af®. Cependant, les groupes de patients ne sont pas
totalement homogeénes, le groupe de patients greffés par conditionnement myéloablatif est
plus jeune que ceux greffés par conditionnement non myéloablatif (Tableau 4). Ainsi cet écart
est a prendre avec une certaine tolérance vis a vis de valeur physiologique cible plus élevée

chez I'enfant.

Maris et alont constaté par ailleurs une expansion des lymphocytes TeZDS naifs
plus importante & J360 en faveur des conditionnements a régime myeéloablatif. Notre étude
retrouve également cette différence significative pour les lymphocyte$ (pB@,008) mais
pas pour les lymphocytes T4Figure 13). Cependant, cette étude présente le méme biais, les
receveurs sont plus jeunes au sein du groupe de conditionnement myéloablatif. Par ailleurs,

nous n’avons pas étudié phénotypiquement le caracteres naif ou mémoire des lymphocytes T.

Nous observons a J90 au sein des sous-populations T CD8+ et NK une variation, non
significative (écart type important), ces proliférations sont associés a des infections virales,
généralement de type CMV ou EBV au cours des 100 premiers jours de la greffe bien qu'il
n'y ait pas de différence significative entre les groupes (tableau 5) (p=0,55). Cette expansion

plus importante en conditionnment myéloablatif est essentiellement présente chez les patients
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conditionné par TBI 12 grays, supposant une plus grande facilité d’expansion des cellules du
donneur en cas de conditionnement intense. Cependant, notre étude présente un biais,

I'ensemble des infections n’a pas été pris en compte.

Parmi les différents conditionnements (Figure 14, Annexe B), la différence observée sur
les lymphocytes a J30 existe essentiellement entre le conditionnement myéloablatif de type
TBI 12 grays et les 3 autres (p<0,02), cette différence est liée a une numération lymphocytaire

T4 et T8 plus élevée chez les patients recevant un conditionnement a forte dose d’irradiation.

Comme précédemment cité, nous n'observons pas une meilleure reconstitution des sous
populations lymphocytaires a 6 mois, ni a 1 an apres allogreffe avec conditionnement
atténué. Nous pouvons également observer que la reconstitution de la sous population T CD4
des conditionnements myéloablatifs a base de busulfan semble meilleure avec des
conditionnements atténués (p=0,04). Cette différence peut s’expliquer par le faible
échantillonnage a J360 dans le groupe busulfan et par la jeunesse des patients de ce groupe (3
patients ont moins de deux ans). Par alilleurs, cette meilleure reconstitution n’est pas

rapportée par d’autres travaux.

Tableau 4: Age des patients en fonction du conditionnement

AGE Receveur
(ans) Myéloablatif Non myéloablatif p
<1 2 1 ns
1410 7 1 0,002
104 25 4 8 ns
25a50 13 9 ns
> 50 0 10 0,002

Tableau 5: Proportion des infections a CMV en fonction du conditionnement

INFECTION A ABSENCE INFECTION
CMV CMV p
Myéloablatif 8 18 | ns
Non myéloablatif 11 18 |ns
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Lymphocytes Lymphocytes B CD19+
L 0,45
1,6 '
0,4 -
1.4 0,35
1,2 |
’ 0,3
G/L GIL
1 * 0,25 A1
0,8 0,2 -
0,6 0,15
0,4 0,1 -
0,2 0,05
0 : : 0 '
30 90 180 360 30 90 180 360
Jours Jours
Lymphocytes CD3+CD8+ Lymphocytes CD3+CD4+
0,45
08 0,4 -
0,7 0,35
0,3 A *
0.6 GIL .
G/L 05 0,25
0,4 * 0,2 *
0,3 0,15
0,2 0,1 -
04 005 |
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30 90 180 360 30 90 180 360
Jours Jours
Lymphocyte NK CD3-/16+56+
0,4
0,3 A
G/L
0,2 A
0,1 A
0 ,
30 90 180 360 : :
Jours —— Myéloablatif —=— Non myéloablatif

Figure 13 : Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
du conditionnement. (ANNEXE A)

Représentation des moyennes des sous-populations lymphocytaires
* .
:p<0,05
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Lymphocytes Lymphocytes CD19+

3 0,6
2,5 1 0,5
24 4 04
GIL G/L
15 4 0,3
1 0,2 -
0,5 1 0,1 1
0 : 0 1
30 90 180 360 30 90 180 360
Jours Jours
Lymphocytes CD3+CD8+ Lymphocytes CD3+CD4+
1,8 0,8
1,6 4 0,7 -
1,4 A 06 1
1,2 4
0,5
GL 14 * GIL
0,4 1
0,8 *kk
0,3 1
06 | ) *%
0,4 0,2
0,2 0,1 A
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30 90 180 360 30 90 180 360
Jours Jours

Lymphocytes CD3-CD16+56+

0,45

0,35 -
0,3 -
G/L 0,25
0,2 A
0,15 -
0,1 4
0,05 A

—e— TBI 12 Gy / Cyclophosphamide
—s— Busulphan 16mg/m? + autres
—— RIC Fludarabine Melphalan
—m— RIC autre

30 90 180 360

Jours

Figure 14: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
des différents conditionnements. (ANNEXE B)

Représentation des moyennes des sous-populations lymphocytaires
* p<0,05 TBI vs 3 autres ** p<0,05 TBI vs RIC *** n<0,05 Busulfan vs RIC
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Il semble se dégager que les patients ayant recu une irradiation corporelle totale a 12 grays
présentent moins de lymphocytes B en début de greffe comparés aux autres conditionnements
bien que les différences ne soient pas toutes significatives. Ces résultats sont probablement
liés a une forte altération du stroma médullaire par l'irradiation, dont la dépendance des
cellules B est trés importante en début de différenciation (Figufe Byr ailleurs, le
conditionnement myéloablatif composé d’'une chimiothérapie seule a base de busulfan laisse
entrevoir une récupération B compléte meilleure mais le faible échantillonnage et la jeunesse
des patients de ce groupe ne doit pas omettre d’interpréter ces résultats en fonction de I'age ou
la numération lymphocytaire B est plus élevée (0,7 a 2,6 G/L) que chez l'adulte ou
I'adolescent (0,1 a 1 G/L). Cet accroissement de la sous population lymphocytaire tend vers

des valeurs physiologiqués

Les lymphocytes NK sont peu influencés par le conditionnement. Cependant, nous ne
pouvons pas différencier par nos marquages les deux dernieres étapes de leur différenciation
(Figure 9).

Cc2 Impact de la prophylaxie de la maladie du greffon contre I'hote

La maladie du greffon contre I'h6te est la complication majeure dans les suites de la greffe
de CSH. Indépendamment de son effet délétére en termes de morbidité et de mortalite, elle
refléte I'incompatibilité du systéme immunitaire du donneur avec les tissus du receveur. Cette
maladie est associée a un effet thérapeutique, I'effet du greffon contre la tumeur. Cependant,
I'effet GVH est délétere et une stratégie de prophylaxie est nécessaire. Parmi nos 60 patients,
3 groupes sont analysables statistiquement : le groupe de patients recevant de la ciclosporine
seule (n=5), le groupe associant la ciclosporine au méthotrexate (n=23) et un groupe
associant ciclosporine et mycophénolate mofetil (31). La ciclosporine (CsA) est un inhibiteur
de la calcineurine, empéchant I'activation des lymphocytes T. Le méthotrexate (MTX) est un
inhibiteur de la dihydrofolate-réductase, une enzyme impliquée dans le cycle des donneurs de
méthyl (Vitamine B 12 et méthionine) et dans le cycle des pyrimidines (notamment I'uracile
qui est une cytosine méthylée). Le mycophénolate (MMF) est un inhibiteur de la synthése des

guanines, aboutissant ainsi a I'apoptose des cellules.
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Figure 15 : Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
des différentes prophylaxies de la GvH (ANNEXE C)

* p < 0,05 entre CsA vs Csa/MTX

La reconstitution des populations lymphocytaires (figure 15, ANNEXE C) de maniere
globale semble étre influencée par le traitement prophylactique de la GvH. En effet, la
numération lymphocytaire des patients traités par CsA+MTX est plus abaissée a J360 que
celle des patients traités par les deux autres traitements (p=0,04 entre CSA et CSA+MTX ,
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p=ns entre CsA et CsA+MMF). Cette diminution se révéle essentiellement parmi les
lymphocytes B ou la différence entre les traitements a J360 est significative entre le groupe
CSA seule et CSA MTX (p=0,03) ; et a la limite de la significativité¢ entre CSA seule et
CSA+MMF (p=0,07). La ciclosporine est essentiellement un inhibiteur de prolifération T,
ayant un impact probablement moindre sur les lymphocytes B que l'association avec deux
inhibiteurs de la synthese de ’ADN.

C3 Utilisation de sérum antilymphocytaire
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Figure 16 : Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
de l'utilisation de sérum antilymphocytaire (ANNEXE D)

*p <0,05
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Les sérums antilymphocytaires sont des extraits d'immunoglobulines de lapins (ou de
chevaux) immunisés par des thymocytes humains (Thymoglobt)ines une lignée
cellulaire T Jurkatt (ATG Fresenifls Outre la déplétion T du receveur dans le sang et dans
les organes lymphoides secondaires, ces sérums modulent I'activité leucocytaire, notamment
en induisant une apoptose de la lignée B, en interférant ave la signalisation par les cellules
dendritiques et en favorisant la formation de cellules T régulatrices et d&NKT

L’utilisation d’un sérum antilymphocytaire au moment du conditionnement ou au cours de
la prophylaxie de la GvH permet une reconstitution lymphocytaire B plus rapide qu’en
I'absence d’utilisation. Les différences sont significatives a J90 (p=0,026) et J180 (p=0,011).
Ces résultats sont un petit peu surprenant. En effet, le SAL contient des immunoglobulines
dirigés contre des antigenes spécifiques des cellules B comme le CD19 et le CD20 mais aussi
des plasmocytes comme CD138. Sa persistance au sein de l'organisme peut étre encore
détectée 5 semaines apres la greffe. Nous aurions pu nous attendre a un résultat inverse au vue
du mécanisme daction sur les cellules Ilymphocytaires B. Cependant, cette
immunoprophylaxie permet en faite de réduire lI'incidence de la GvH, un des facteurs altérant

beaucoup la lymphopoiésé's

Récemment, I'utilisation du rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20 a été introduit
dans l'arsenal thérapeutique de la maladie du greffon contre I'héte résistante. Son action vise
a éliminer les lymphocytes B, inhibant ainsi les actions immunologiques régulées par ces
cellules (sécrétions de cytokines pro inflammatoires, présentation de I'antigéne, ou
cytotoxicité dépendante de l'anticorp§)Le SAL, par son action sur les lymphocytes B
pourrait avoir une action semblable au rituximab, et donc ainsi participer a [Ieffet

prophylactique vis-a-vis de la GV

C4 Donneurs apparentés, non apparentés

Afin de pouvoir comparer ces échantillons sans impact d’'une différence HLA, nous avons
décidé d’écarter les patients présentant des incompatibilités HLA, le but étant de pouvoir
comparer des patients allogreffés 16Ff@le maniére géno-identique avec des patient greffés
10/10°™ de maniére phéno-identique. Ainsi I'effectif est de 49 patients. Il n’existe pas de
différence significative pour la numération lymphocytaire totale entre les patients apparentés
et non apparentés. Il en est de méme pour les sous populations lymphocytaires B, T CD4
CDS8" et NK, bien que la reconstitution T Chdpparaisse toujours un peu meilleure chez les

paients apparentés(p=0,17). L’origine intrafamiliale, qui peut favoriser également une
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proximité entre les antigenes mineurs, ne semble pas influencer significativement la
reconstitution des sous populations lymphocytaires. Cependant, a la différence des locus HLA
dont la transmission est réalisée par haplotype, les antigenes mineurs ne sont pas transmis en
accord avec le HLA. Nous ne pouvons donc pas entrapercevoir de difféerence liée a d’autres

antigénes car notre étude ne repose pas sur un échantillon suffisamment important.

Lymphocytes Lymphocytes CD19+
0,4
2 0,35 -
0,3 -
151 GIL 025 -
G/L 02 |
14 ;
0,15 A
0,5 - 0.1 1
0,05 A
0 T T 0 T
30 90 180 360 30 90 180 360
Jours Jours
Lymphocytes CD3+CD8+ Lymphocytes CD3+CD4+
1,4 0,35
1,2 + 0,3 -
1 0,25 -
G/L 08 - G/L 02 |
0,6 - 0,15 -
0,4 - 0,1 -
0,2 - 0,05 -
0 T T 0 T
30 90 180 360 30 90 180 360
Jours Jours

Lymphocytes CD3-CD16+56+

0,4
0,35
0,3 -
G/L 0,25 A
0,2 -
0,15 A
0,1 4
0,05 ~

i

30 90 180 360

Jours

\—*—Apparenté —— Non apparenté

Figure 17 : Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
de l'origine du donneur chez des patients greffés 104G (ANNEXE E)



C5 Compatibilité HLA
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Figure 18: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
de l'identité HLA chez des patients non apparentés (ANNEXE E)

Ns : non significatif

De la méme maniére que précédemment, nous avons écarté la population de patients

greffés avec un donneur apparenté géno-identiques, le but étant de comparer des patients
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greffés de maniere phéno-identique avec des patients présentant une incompatibilité HLA.
L’effectif étudié sera réduit a 35 patients. Il n'existe pas de différence significative entre les
deux groupes pour les difféerentes sous populations et pour les lymphocytes totaux. Cette
absence de différence provient essentiellement de la faible taille des échantillons, notamment
du groupe HLA 9/18™ Cependant, on constate une moins bonne reconstitution T @D4
CD8' chez les patient greffés 9/16

C6 Type de prélevement Moelle ou CSP

Les patients sont greffés par différents types de greffons, certains sont issus d'un
prélevement meédullaire, d’autres issus d’un recueil de CSP apres stimulation par un facteur de
croissance. Ces deux types de prélevement difféerent dans leur composition : il y a plus de
lymphocytes et de CSH au sein des CSP que dans la moelle osseuse, la moelle contient plus
de progéniteurs en cours de différenciation, notamment des progéniteurs B et probablement

des cellules issuess du stroma médullaire absent dans les CSP.

Dans notre cas, nous ne trouvons pas de différence significative a J30, J90, J180, J360
entre les deux groupes pour la numération des lymphocytes totaux et de leurs sous
populations, quoique la numération des lymphocytes B comme celle des NK tend a étre plus
élevée chezles receveurs de greffe de moelle que de CSP (B :p=0,09, NK: p=0,07). Ces
différences pourraient se révéler significative sur un échantillon plus grand, le groupe CSP ne

représentant plus que 7 patients a J360.

Certaines équipes rapportent une difféerence dans la numération lymphocytaire totale et T
CD4" a partir du 3" mois®, voire dés le premier mdisen faveur des patients greffés par
CSP, persistant au-dela du sixieme mois, voire plus tardivement. Cette numération est
essentiellement associée a une numération plus élevée de lymphocytes ODEERA(
naf). Cependant, & I'exception de I'équipe de J.Stdréés deux autres travaux ne présente
pas un persistance a J38Y’. Ces différences proviennent probablement la composition des
échantillons de patients : I'échantillon des étudesStaek et alet Abrahamseret al sont
composeés de patients ayant recu un greffon uniguement aprés conditionnement myéloablatif,
et d'origine familiale, I'étud¥ de Heining et al est composée de patients ayant des
conditionnements plus variés et des donneurs non apparentés. Les différences observées par
ces groupes sont associées a une différence importante de composition des greffons en terme

cellulaire, notamment en cellules T accompagnantes.
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Figure 19 : Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiere année en fonction
du type de greffe (ANNEXE F)

On remarque que la numération des cellules B des patients greffés en moelle osseuse
semble plus élevée (différence non significative p=0,092 a J360). Cependant, plusieurs études

ont rapporté une cinétique de reconstitution plus rapide des lymphocytes B pour les patients

60



greffés par CSP entre 3 et 6 mois mais sans différences & ¥3608quipe deSbrek a

rapporté une différence significative en faveur de la moelle pendant les premiet's Gess
différences proviennent du conditionnement et de la richesse en progéniteurs et en cellules B
matures du greffon. En effet, une numération des lymphocytes B plus importante peut étre
attendue précocement chez les patients allogreffés avec des CSP, car celle-ci sont plus riches
en lymphocytes B mais cette différence devrait s’amoindrir entre les deux groupes car les
prélevements issus de moelle osseuse sont plus riches en progéniteurs B, favorisant par la
suite une reconstitution B naive plus importante. Néanmoins, l'incidence de la GvH est plus
importante au sein des patients greffés par CSP, facteur favorisant une plus mauvaise
reconstitution des cellules®8 Récemment, il a été rapporté qu’un plus grand nombre de
lymphocytes B dans le produit d’aphérese est associé a un risque de GvH aigie plus

important®.

Afin de mieux comprendre I'impact du type de prélevement, nous avons cherché a savoir
s'il existait des différences de reconstitution entre patients apparentés ou non en fonction du
type de greffe utilisé (Figure 20) au risque d’observer des échantillons de faible taille
(notamment dans les groupes CSP a J360). Il existe des différences nettes a J360 entre les
numérations des sous populations lymphocytaires des prélevements de moelle osseuse chez
les patients greffés avec un donneur apparenté et ceux greffés avec un donneur non apparenté,
notamment T CD4 et T CD8 (p<0,005). La reconstitution de la sous population
lymphocytaire B differe a J360 entre les patients ayant recu une moelle osseuse et ceux ayant
recu une CSP dans le groupe apparenté (p<0,02). Ce résultat est un peu surprenant, d’autant
plus que les patients greffés par CSP issue d’'un donneur non apparenté ont une reconstitution
normale et que les patients greffé par CSP issue d’un donneur non apparenté ne reconstituent

pas a un niveau physiologique (>0,2G/L).

Cependant, les groupes ne sont pas totalement homogeéenes du point de vue de la GvH, le
groupe de patients greffés par CSP ayant une proportion de GvH chronique supérieure a ceux
ayant été greffés par de la moelle osseuse (quelque soit I'origine du donneur) (18/24 patients
greffés par CSP ont développé une GvH chronique contre 17/34 greffés avec de la moelle

(p=0,055)), données concordante avec une étude multicentrique a plus largé€®chelle
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Figure 20 : Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiere année en fonction
du type de greffe et de 'origine du donneur (ANNEXE F)

* p< 0,02 MO apparentée/CSP apparentée ** p< 0, 02 MO apparentée/MO non apparentée

Enfin, a l'inverse d’autres équipes, il existe dans cette étude une différence significative de
numération de lymphocytes CD4ntre les patients greffés par moelle issue de donneur
apparenté et ceux greffés par CSP issue de donneur appdre@eite différence provient
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essentiellement de l'age des deux groupes de patients, les patients greffés par CSP
apparenté (médiane 53 ans) étant plus agés que ceux recevant une moelle osseuse apparenté
(médiane 29 ans). En effet, 'dge de receveur est I'un des principal éléments influencant

thymopoiese&

C7 Impact de la GvH

La GvH est une maladie résultant du conflit immunologique entre les cellules
immunocompétentes du donneur et les cellules des tissus du receveur. Ces maladies
complexes sont a l'origine d’'une thérapeutique immunosuppressive importante au début de la
greffe, qui au fur et a mesure va deécroitre afin de pouvoir apporter a I'organisme un systeme
immunocompétent vis-a-vis des infections et tolérant vis-a-vis de I'hdte dans lequel elles sont

résidentes.

Le développement d'une GvH est un processus complexe débutant initialement avec le
conditionnement. La GvH aboutit a une attaque des cellules de I'hGte par le systeme

immunitaire. Dans ce cadre, deux hypothéses sont possibles :

v Une expansion des cellules cytotoxiques matures liée a la présentation
d’antigénes étrangers aux cellules du donneur par les cellules présentatrices de

I'antigene du receveur.

v Une diminution de la lymphopoiése associée a une attaque des tissus de

support (stroma médullaire, thymus) par les cellules cytotoxiques.

A ces deux hypothéses, il ne faut pas oublier qu’il existe systématiquement un traitement a

cette maladie, les conséquences de la maladie et de son traitement sont indissociables.
Dans cette optique, nous avons décidé d’aborder I'impact de plusieurs maniéres :
. Développement d’'une GvHa (oui/non) (Figure 21, Annexe G)
. Corrélation avec le grade clinique (Figure 22, Annexe G)
. Traitement de la GvHa (Figure 23, Annexe H)
. Impact de la GvHc (Figure 24, Annexe H)

Premierement, nous avons pu observer tres peu d’impact de la GvH aiglie tout grade
confondu. Les cellules les plus affectées sont les lymphocytes B. En effet, on constate une

progression plus lente vers des valeurs physiologiques jusqu'a 6 mois post allogreffe
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(p<0,02). Ces résultats sont en accord avec ceux de I'équipe de’Stoiek que ceux-ci ne

soient associés qu’a un régime de conditionnement myéloablatif.
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Figure 21: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
du développement d’une GvH aigiie (ANNEXE G)

* p< 0,02

Deuxiemement, bien que l'effectif de la population de patients ayant une GvH aigle de
grade IlI-1V soit faible (n=3) et que leur suivi aux différentes étapes ne soit pas complet, la
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tendance est évocatrice d’'une lymphopénie persistante importante, sans retour a des valeurs
physiologiques quelque soit la sous-population étudiée. L'impact sur I'ensemble des sous-
populations lymphocytaires peut évoquer un mécanisme central (destruction, anomalie de

différenciation des progéniteurs lymphoides).
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Figure 22: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
du grade de la GvH aigiie (ANNEXE G)

* p< 0,05 pas de GvH et grade % ** p<0,05 GvH grade % et grade O
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Par ailleurs, il existe une différence significative des entre les numérations & J30 des
lymphocytes T CD4et T CD8 (p=0,03) des patients développant une GvH de grade IlI-IV
comparée a ceux n'ayant pas développé de GvH. Cette différence pourrait correspondre a une
expansion des cellules allogéniques présentes dans le greffon. Cependant, une étude sur un
plus grand nombre de patients serait nécessaire, avec notamment I'étude des populations T

effectrices et mémoires avant conditionnement et au cours des 30 premiers jours.

Troisiemement, le traitement de la GvH (Figure 23, Annexe H) est un élément
indissociable de la maladie. Au sein des patients étudiés, et en dehors du traitement
prophylactique, nous avons pu isoler trois groupes de patients : un groupe sans traitement, ou
seule la modification des doses du traitement prophylactique de la GvH a permis d’obtenir la
résolution (ou bien si une résolution spontanée s’est opérée) (n=2), un groupe traitée
uniquement par glucocorticoides (n=24) et un groupe traité par I'association glucocorticoides

et daclizumab (n=15).

Bien que statistiquement significatif, les différences avec le groupe de 2 patients sans
traitement est a prendre avec une tres grande prudence. Le traitement de la GvH aigle peut
eégalement refléter I'intensité de celle-ci de maniére indirecte. Il s’avere surtout que les
traitements ont une incidence sur 'ensemble des lymphocytes et notamment les lymphocytes
B. L'adjonction du daclizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le CD25 (@).-2R
s avere plus lymphopéniant en association aux glucocorticoides que les glucocorticoides seuls
(p=0,02). Cet anticorps est dirigé contre un des principaux marqueurs d’activation des
lymphocytes T. Cependant, c’est également un marqueur de la population des lymphocytes T
régulateur et un marqueur d’activation des lymphocytes B. L'emploi de cette thérapeutique
induit donc une lymphopénie plus intense que les glucocorticoides, et est probablement
corrélé a une GvH plus intense, altérant donc plus la lymphopoiese. Une étude en relation
avec les doses de glucocorticoides utilisés dans le traitement de la GvH serait intéressante, les

doses pouvant étre un marqueur indirect de l'intensité de la GvH.

Finalement, le développement d’'une GvH chronique (Figure 24) n’est pas un élément
influencant beaucoup la reconstitution des lymphocytes. Hormis la sous population B qui
semble étre retardée dans sa reconstitution (p= 0,02 a J180), les autres sous populations ne
présentent pas de différences significatives. Cependant, cet effet ne peut pas forcément étre
directement lié a la GvH chronique, ce décalage peut étre celui observée également dans les
suites de la GvH aigue. Ainsi, il est donc difficile de difféerencier la part des deux

composantes de la maladie. De plus, les effets de la GvH chronique ont en général éte
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observés chez les patients ayant une GvH chronique extensive (active), données que nous

n'avons pas recueillies.
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Figure 23: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction

du traitement de la GvHa (Annexe H)

* p< 0,05 entre absence de traitement et les 2 traitements

**p<0,05 entre absence et GC Zenapax
*** p< 0,05 entre GC et GC Zenapax
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Figure 24: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction

de la GvH chronique

* p< 0,05
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C8 Infection a CMV

L’infection a CMV est un élément préoccupant chez le patient greffé, d’autant plus que la
seroprévalence est importante (50-85% de la population). A I'exception de I'infection chez la
femme enceinte, linfection par le CMV est rarement pathologique chez le patient
immunocompétent. La réponse immunitaire a 'encontre du CMV est principalement de type
cellulaire cytotoxique. Aprés l'infection, le virus reste latent dans le tissu épithélial et il existe
un équilibre entre le virus et le systéme immunitaire, ou ce dernier prévient les réactivations
du virus. Ainsi chez le patient greffé, donc immunodéprimé, il existe des risques différents
d’infection par le CMV en fonction du statut sérologique du donneur et du receveur : si le
couple donneur/receveur est séronégatif (D-/R-), le risque est considéré comme faible. Par
contre le risque est d’autant plus important que le virus existe préalablement chez le receveur
et que les cellules du donneur ne soient pas immunocompétentes vis-a-vis de ce virus. Ainsi,
on considére un risque d’infection (ou de réactivation) élevé chez les couples
donneur/receveur dont seul le receveur est séropositif (D-/R+), et un risque intermédiaire pour
les couples ayant un donneur séropositif (D+/R+ et D+/R-). La surveillance du CMV
nécessite un suivi régulier de la charge virale afin de pouvoir mettre en place au plus tét une
thérapeutique antivirale adaptée. Cependant, il faut en plus que le systeme immunitaire ait la

capacité d’éviter une réactivation, au risque de favoriser une GvH.

Nous avons décidé d’approcher les résultats de deux manieres, I'une par la sérologie,

associée au risque de réactivation, l'autre par I'infection CMV clinique ou biologique.

Dans le premier cas, I'observation des groupes nous montre qu’il n’y a pas eu d’infections
a CMV dans le groupe donneur et receveur seronégatif (n=18), et une faible proportion
d’infection dans le groupe donneur séropositif, receveur séronégatif (2 infections / 12
patients). Par contre, dans le groupe donneur séronégatif et receveur séropositif, il y eu 6
infections pour 12 patients, et 11 infections sur 18 patients dans le groupe donneur et receveur

séropositif.

69



Lymphocytes Lymphocytes CD19+
3
*k 0,5
25 - * 0,457
0,4
2 - 0,35
| 0,3 1
0 154 5 025
0,2 1
17 0,15 -
05 - 0.1 7
0,05 1
(0} 0}
30 90 180 360 30 90 180
Jours Jours
Lymphocytes CD3+CD8+ Lymphocytes CD3+CD4+
12 we 05
1 Jededek 0,45 1
kK 04
0,8 0,35
. ., 03+
O 06 O 025 .
0,2
04 0,15 1
0,2 0,1 -
0,05 1
0 0
30 90 180 360 30 %0 180
Jours Jours
Lymphocytes CD3-CD16+56+
045
04
0,35
0,3
< 0,25
0 0,2 1
0,15
0,1 1
ol —— D+/R+ —=— DHR-
30 90 180 360
—— D-/R+ = D-/R-
Jours

Figure 25 : Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiere année en fonction

de la sérologie CMV (Annexe |)
* p<0,05 D+/R+ vs Autre
***p<0,05 D+R+ vs D-/R-
r:p<0,05 D-/R+ vs Autre

** p<0,05 D+/R+ vs Dx/R-
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x=quelque soit le statut sérologique
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Les résultats présentés sur la figure 25 et 26 correspondent bien au développement d’'une
immunité cellulaire avec une augmentation des lymphocytes totaux, liée notamment au
développement des cellules T cytotoxiques. Cependant, deux éléments doivent attirer
I'attention : 1) la persistance a un niveau plus élevé des lymphocytes T CD8+ chez le couple
D+/R+, 2) l'importante ascension des lymphocytes B a J90 parmi les couples D-/R+. Le
premier peut s’expliquer par la persistance d’'un nombre de cellules mémoires plus important
car la médiation cellulaire est liée a la présence de lymphocytes T i@&8oires dans le
greffon initial. *°© Cependant, une confirmation phénotypique des cellules T" G#8noire
serait nécessaire. La seconde observation demeure particuliere. Cette augmentation existe
guelque soit le statut infectieux vis-a-vis du CMV. Ces patients n'ont par ailleurs pas
présenté d’infection a EBV. Cette augmentation est-elle le reflet d'une stimulation

antigénique T dépendante au cours d’un statut sérologique favorisant I'infection ?

L’infection a CMV avérée accélere la reconstitution des cellules lymphocytaire T CD8+ au
moment de l'infection. Elle permet également un maintien de cette population a un stade
physiologique, notamment chez les patients présentant un donneur séropositif; donc
possédant une immunité mémoire vis-a-vis du CMV. Cependant, cette population persistante
présente un biais de diversification du TCR vis-a-vis d’autres antiénes
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Figure 26: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction

de l'infection a CMV (Annexe 1)

* p<0,05
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C9 Age du donneur et du receveur

L’age du donneur et de receveur sont deux éléments importants a explorer. Bien que nous
soyons relativement immunocompétents a tout age, nos populations cellulaires ne sont pas
générées de la méme maniere selon celui-ci. La genese des lymphocytes T a essentiellement
lieu avant la puberté, le thymus involue aprés cet age mais reste fonctionnel. L'immunité
humorale diminue avec I'dge. Chez le nouveau-né, les lymphocytes T sont essentiellement de
type Th2. lls ne possedent pas de lymphocytes de la zone marginale. Les adultes ont plus
souvent des problemes d’auto-immunité. Chez, la souris, le contingent de cellules Bla ne se
développe que durant la période foetale (et néonatale). On peut donc se poser différentes
question: les CSH du donneur sont elle capables de se différencier en lymphocytes
identiquement avec I'age du receveur ? L'age du donneur influe-t-il sur la reconstitution des

sous-populations lymphocytaires ?

Le receveur reste le support de 'hématopoiése, il fournit le stroma médullaire et thymique
nécessaire au bon développement des cellules hématopoiétiques. L'age a un impact sur le
tissu thymique. La quantité d’émigrants thymiques est nettement réduite chez la personne de
plus de 50 an¥"®°

Parmi nos soixante patients, 3 ont moins de 1 an, 12 sont agée de 1 a 10 ans, 13 ont entre
10 et 25 ans, 22 entre 25 et 50ans, 10 ont plus de 50 ans.

On constate que I'age du receveur (figure 28) semble avoir un impact sur la reconstitution
cellulaire : plus le patient est jeune, plus les cellules B, T4 se reconstituent vite. Les cellules T
CD8 semble étre moins altérés par ce probleme mais la sérologie CMV est intimement liée a
I'age puisque la séroprévalence augmente avec'falfd Pour I'analyse des cellules T,
Sorek et alavait mis en évidence par I'analyse des TREC que la lymphopoiese T, en
particulier T CD4 était diminuée avec les ages avanc®esCependant, une analyse par
régression serait probablement plus juste afin d’étudier le probléeme, mais le manque de
donnée en point final (J360) et la dispersion de ceux-ci ne permettent pas d’utiliser ce type de
statistiques. Par ailleurs, cette fonction thymique peut étre altérée par le développement d’'une

GVH aiglie mais cette altération n'est réversible que chez le patient de moins dé?25 ans

Nous pouvons constater que plus le donneur est ageé, plus la reconstitution des sous
populations semble étre altéré, notamment dans la génération de cellules T et B (figure 27).

Cependant, ces valeurs ne sont pas toujours significatives car liées a un faible échantillonnage
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dans les groupes extrémes. (Il y a 3 donneurs de moins de 10 ans, 13 agés de 10a 25 ans, 40
agés de 25 a 50 ans, 4 de plus de 50ans).
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Figure 27: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
de I'dge du donneur
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Figure 28: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
de I'dge du receveur.
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C10 Quantité de cellules CD34+ administrée
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Figure 29: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
de la quantité de CD34 injectées par Kg de poids du receveur.

Le prélevement de moelle osseuse ou le recueil CSP ne permet d’obtenir une quantité de
cellules CD34 standardisée. La quantité de CSH prélevée est amenée a varier, il peut donc

avoir une influence sur la reconstitution des sous populations lymphocytaires. Au sein de
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notre population, nous ne constatons pas de différences significatives entre les groupes de
patients répartis selon la dose de cellules CR@Hninistrée par kg de poids du receveur.
Cependant, il semble se dégager un retard de reconstitution avec les patients ayant recu une

dose inferieure & 2.8@D34'/Kg de receveur.

C11 Rituximab
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Figure 30: Reconstitution des sous populations lymphocytaires au cours de la premiére année en fonction
du rituximab

* p<0,05
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Le rituximab est un anticorps monoclonal anti-CD20, un antigéne membranaire présent sur
tous les lymphocytes B (Pan-B), développé initialement pour le traitement des lymphomes B
CD20+. Cet anticorps est un anticorps utilisé dans les suites de I'allogreffe pour le traitement
des lymphomes post-transplantation chez les patients immunodéprimés. En général, le
traitement est administré suite a une infection ou une réactivation du virus d’Epstein Barr.
Des charges virales supérieures souvent a 10 000 copies/mL de sang sont associées a un
processus lymphomateux en cours de développement. L'apparition de ce traitement a permis
de limiter le développement de syndromes lymphoprolifératifs B post transplantation.
L'impact de ce traitement n’'est visible que sur la population cible de l'anticorps, les
lymphocytes B. L’emploi de cette thérapeutique affecte la reconstitution en retardant le retour
a un niveau quasi physiologique, notamment durant la période ou il est le plus couramment

administré, c'est-a-dire dans les 6 premiers mois post allogreffe.

Par ailleurs, cette thérapeutique est utile pour les GvH cortico-résistantes.
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VIl.Conclusions et perspectives

L’analyse des sous populations lymphocytaires nous a permis de mettre en ceuvre une
comparaison de quelques données avec celles existantes dans la littérature. Différents facteurs
semblent influer sur la bonne reconstitution des sous populations lymphocytaires, ces

différents facteurs influencant plus ou moins certaines sous populations.

Nous avons pu constater que le conditionnement influe peu sur la reconstitution
immunitaire, a I'exception peut-étre de l'irradiation corporelle totale, qui semble retarder le
développement des lymphocytes B. La prophylaxie de la GvH semble aussi étre a I'origine de
désordres dans la reconstitution B, notamment l'association ciclosporine-méthotrexate. A
I'inverse, 'emploi de sérum antilymphocytaire, a I'exception du rituximab, semble améliorer
la reconstitution B. Le rituximab, induit par contre un retard dans la reconstitution
lymphocytaire B. Au sein de cette étude, nous n'avons pas d’arguments pour un impact de
I'origine du greffon (familial ou volontaire) ou d’'une incombatibilité HLA sur un locus. Les
patients greffés par un greffon de type CSP semble avoir une reconstitution des sous-
populations lymphocytaires B et NK altérée. L’association entre type de greffon et origine du
donneur nous révele une moins bonne reconstitution des lymphocytes aQB&0 pour les
greffons de moelle osseuse non apparentée. La GvH et/ou son traitement influe de maniere
importante sur la reconstitution lymphocytaire B, notamment au cours des 180 premiers jours.
L'intensité de la GvH semble associée a une moins bonne reconstitution. L'infection a CMV
et les sérologies pré-greffe témoignent d’'une meilleure reconstitution CD8+ chez les patients
ayant présenté une infection, le risque d’infection étant d‘autant plus élevé que le receveur est
séropositif pour ce virus. Enfin, il apparait que plus le donneur est jeune, et surtout, plus le
receveur est jeune, plus les sous-populations lymphocytaires se reconstituent vite. Enfin, la
quantité de cellules CD34injectée au patient n'influence pas la reconstitution des sous
popultions lymphocytaires, & I'exception des patients greffés avec de moins de 2.10
CD34'/kg de receveur qui présentent une reconstitution plus lente. Cependant, cette étude sur
un échantillon faible et incomplétement suivi ne permet pas d’effectuer d’analyse multivariée

de ces différents parametres.

Il apparait donc que la population cellulaire la plus sensible a 'ensemble de ces parametres
est la population des Ilymphocytes B. Sensibles a l'origine du prélevement, au
conditionnement, a la GvH, au traitement de celle-ci et a sa prophylaxie, a I'age, les

lymphocytes B varient beaucoup. Ces cellules ont été peu étudiées dans le cadre de la greffe
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de moelle mais elles témoignent d’'un regain d’importance depuis [utilisation d'une
thérapeutique antilymphocytaire B dans les GvH réfractaires au traitement et la découverte
des anticorps circulants contre les antigenes mineurs. Cependant, les techniques que nous
avons employées ne permettent pas de différencier les différents types de cellules B : cellules
B1, B2 naives et mémoires, lymphocytes B de la zone marginale. Différentes études portant
sur l'implication des lymphocytes B dans la maladie du greffon contre I'héte sont
intéressantes. En effet, une équipe a mis en évidence une relation entre la quantité de
lymphocytes B présents dans le greffon et I'incidence de la GvHdigireautre travail, sur
I'utilisation de la photophorése extracorporelle dans le cadre du traitement d’'une GvH
chronique réfractaire aux corticoides, nous montre que la proportion de lymphocytes B
immatures CD18CD21 est un facteur prédictif de non réponse a cette thérapettfguumne

autre équipe s’est intéressée a la lymphopénie B persistante chez le patient atteint de GvH
chronique active. Cette lymphopénie, sans qu’on sache si elle est la cause ou la conséquence
du mécanisme, semble influer sur ’lhoméostasie des lymphocytes B, favorisant leur survie en
présence d'une GvH chronique active. La lymphopénie B associée a un exces de BAFF (B
cell activating factor) permet de favoriser la survie de cellules B déja activées (allo- et auto-
réactive), favorisant ainsi une immunité humorale attivet inhibant leur apopto$e Par

allleurs, une quantité importante de cellules progénitrices des lymphocytes B*(CIDEH)

dans le greffon est associée & un risque moins important de GvH'%8igHefin, cette
lymphopénie peut étre favorisée par la sécrétion d’interfépar les lymphocytes T activées

suite au conditionnemetit

Ces résultats variables sur I'observation des lymphocytes B dans la prévention ou la
pathogénese de la GvH nécessitent donc une observation plus fine des différentes sous-
populations et des facteurs influencant leur reconstitution ainsi que d’'un échantillon beaucoup

plus grand.

Au cours de la GvH, les plasmocytes sécretent des anticorps vis-a-vis d’antigenes
mineurs®*%" Mais il n'a pas été mis en évidence un lien direct dans la manifestation de la
GvH et ces anticorps. Les lymphocytes B sont aussi des cellules régulatrices de la réponse
immunitaire par leur capacité de présentation de I'antigene, et de sécrétion de cytokines. Les
lymphocytes B sont capables de sécréter des cytokines pro-inflammatoire (IL-6, TNF
IFN-y), mais certaines sous populations sécretent des og®kinti-inflammatoires (IL-10,

TGFp) et ont la capacité d'attirer et de favoriser I'axgion des cellules T régulatricé&'s Ces

différents réles attribués aux lymphocytes B concourent probablement a la complexité de la
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maladie et de son étude. Enfin, le résultat d’amélioration de la reconstitution lymphocytaire B
chez les patients ayant recu un sérum antilymphocytaire est encourageant dans ce sens. En
effet, bien qu’il soit administré dans un but de limiter la GvH, notamment les fonctions
régulées par les cellules T, nous sommes amenés a nous poser cette question également pour
son impact sur les cellules B. Cet impact est globalement multifactoriel, I'effet sur les
lymphocytes B résulte probablement d’une meilleure lymphopoiése liée a une GvH moins
présente, bien que le bénéfice se retrouve chez les patients atteints de GvH aigie ou
chronique. Le SAL peut avoir un effet de déplétion B initial limitant I'implication des cellules
lymphocytaires B dans les premiéres phases de la maladie et limitant ainsi par la suite la GvH.
Par ailleurs, I'administration préemptive de rituximab a la greffe semble avoir un effet
bénéfique sur lincidence de la GvH, alors que son administration plus tardive permet de
limiter la maladie sans diminuer son incideli&eLa déplétion B précoce (au moment de la
greffe) pourrait & I'avenir devenir un outil intéressant dans la prévention de la GvH mais des
études complémentaires sur I'implication de ces cellules dans la GvH sont encore nécessaires
afin de mieux identifier les populations cibles intéressantEsfin, les lymphocytes B ont un

réble dans la tolérance au cancer. Les cellules tumorales peuvent exprimer le CDA40L,
provoguant la sécrétion d’lIL-10 par les lymphocytes B. L'injection de certaines tumeurs a des
souris déficientes en lymphocytes B ne permet pas I'implantation de celles-ci, alors gu’elles
s'implantent chez la souris normales. L'immunité antitumorale induite par I'interféest

inhibée par la sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes B. L'utilisation d’'une thérapeutique
adjuvante anti lymphocyte B pourrait se révéler intéressante. Néanmoins, la sécrétion d’IL-10
pourrait inhiber I'angiogenés&®®'° Des études supplémentaires sont encore & réaliser dans
I'’exploration de l'ontogénie des cellules régulatrices et dans leur implication dans la

régulation de divers processus immunitaires.

Ainsi, le développement de la nouvelle plate-forme de cytomique du CHU de Nancy
pourrait étre un point initial au développement d’'un projet de recherche clinique et biologique
prospectif sur la recherche de sous populations lymphocytaires B, T, NK rares chez les
patients en suite d’allogreffe. Le but de ce projet, outre lidentification de nouveaux
marqueurs biologiques prédictifs de la GvH, permettrait de mieux comprendre I'ontogénie des
populations lymphocytaires chez le patient allogreffé et d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques afin d’améliorer la survie et la qualité de vie de patient traité par allogreffes de

cellules souches hématopoiétiques. Ce type d’étude permettrait également d’envisager une
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thérapeutique cellulaire d’avenir par production de cellules immunomodulatniceso,
projet existant déja pour les cellules T régulatrices et les cellules souches mésenchymateuses.
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ANNEXE

Tableau 6: Moyenne et Ecart type (S.D.) des sous populations lymphocytaires en fonction du
conditionnement

CONDITIONNEMENT J30 J90 J180 J360

Eff. | Moy. | S.D | Eff.| Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
MYELOABLATIF 21 10,518(0,333] 15 (1,439(1,920| 16 |1,147|0,803| 13 |1,594(1,137

LYMPHO NON
GIL MYELOABLATIE 26 [0,293]0,178| 16 |0,863|1,047| 18 |1,223|0,861| 13 |1,503|0,984
AUTRE 4 10,409(0,055| 4 |0,416(0,400] 4 |0,775|0,681] 3 ]0,869(0,773
MYELOABLATIF 21 10,003(0,005] 15 |(0,089|0,259| 16 |0,171|0,231| 13 |0,394(0,385

NON
L.B G/L MYELOABLATIF 26 [0,006|0,009| 16 |0,121|0,150| 18 |0,205|0,234| 13 |0,306 (0,327
AUTRE 4 10,006 (0,003] 4 |0,088(0,160] 4 |0,180(0,199|] 3 ]0,125(0,143
MYELOABLATIF 21 (0,167|0,123| 15 |0,332|0,428| 16 |0,222|0,180| 13 |0,198(0,182

L. NK NON
GIL MYELOABLATIF 26 (0,146 |0,142| 16 |0,219|0,160]| 18 |0,269|0,226| 13 |0,257 0,341
AUTRE 4 10,171(0,093| 4 |0,115(0,164] 4 |0,119(0,056] 3 0,066 (0,038
MYELOABLATIF 21 (0,102|0,080| 15 |0,127|0,099| 16 |0,211|0,149| 13 |0,358(0,292

L.T4 NON
GIL MYELOABLATIF 26 (0,038|0,053| 16 |0,108|0,132| 18 |0,148|0,092| 13 |0,150(0,092
AUTRE 4 10,130(0,078] 4 |0,037(0,048] 4 |0,170(0,276] 3 |0,326(0,292
MYELOABLATIF 21 (0,203]0,226| 15 (0,807 |1,576]| 16 |0,423|0,423| 13 |0,548 0,390

L. T8 NON
GIL MYELOABLATIF 26 [0,046|0,069| 16 |0,379|0,728| 18 |0,496|0,509| 13 |0,608 0,618
AUTRE 4 10,059(0,05621 4 |0,110(0,194] 4 |0,231(0,253] 3 ]0,283(0,301




Tableau 7 : Moyenne et Ecart type (S.D.) des sous populations lymphocytaires en fonction
conditionnement
CONDITIONNEMENT J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
TBI12Gray | 10 |0,698(0,371| 7 |2,104|2,542] 5 [1,054|0,843| 10 |1,347|0,814
Busulfan 11 (0,354|0,189| 8 |0,856(1,000| 11 |1,189|0,823| 3 |(2,416|1,859
LYMPHO | RIC Fludarabine
GIL Melphalan 15 |0,287|0,196| 10 |1,069(1,276] 10 (1,307|0,898| 8 [1,494|0,706
RIC Autre 11 (0,300|0,159| 6 |0,519(0,363| 8 |1,118|0,861| 5 |[1,517|1,425
AUTRE 4 (0,409|0,055| 4 |0,416|0,400] 4 |0,775(0,681] 3 |0,869(0,773
TBI12Gray | 10 |0,001(0,004| 7 |0,007|0,010] 5 |0,068|0,100| 10 |0,347|0,402
Busulfan 11 {0,004|0,005| 8 |0,161(0,349| 11 |0,218|0,261| 3 |0,551|0,337
Leoi | RS e | 15 |0,005|0,007| 10 [0,123]0,150( 10 |0,232|0,270 & |0,310|0,354
RIC Autre 11 (0,006|0,011| 6 |0,118(0,164| 8 |0,171|0,194| 5 |0,302|0,320
AUTRE 4 10,006|0,003| 4 |(0,088|0,160| 4 |0,180|0,199| 3 |0,125|0,143
TBI12Gray | 10 |0,186(0,149| 7 |0,324|0,475] 5 |0,123|0,063| 10 |0,175|0,142
Busulfan 11 (0,150|0,099| 8 |0,338(0,416| 11 |0,268|0,200f 3 |0,273|0,312
L. NK RIC Fludarabine
GIL Melphalan 15 |0,143|0,144| 10 |0,222|0,182] 10 (0,256 |0,193| 8 (0,173|0,200
RIC Autre 11 (0,149|0,145| 6 |0,215(0,133| 8 |0,285|0,275| 5 |0,393|0,491
AUTRE 4 10,171|0,093| 4 |0,115|0,164| 4 |0,119|0,056| 3 |0,066|0,038
TBI12Gray | 10 |0,127(0,092| 7 |0,119|0,083|] 5 |0,159|0,115| 10 |0,283|0,181
Busulfan 11 (0,078|0,062| 8 |0,134(0,117| 11 |0,235|0,161| 3 |0,610|0,491
L. T4 | RIC Fludarabine
GIL Melphalan 15 |0,036|0,043| 10 |0,1312(0,161] 10 (0,171|0,086| 8 [0,174|0,104
RIC Autre 11 (0,041|0,067| 6 |0,070(0,055| 8 |0,118|0,097| 5 |0,111|0,062
AUTRE 4 10,130|0,078| 4 |0,037|0,048| 4 |0,170|0,176| 3 |0,326|0,292
TBI12Gray | 10 |0,328(0,269| 7 |1,551|2,137] 5 |0,630|0,728| 10 |0,467|0,318
Busulfan 11 (0,089|0,083| 8 |0,157(0,135| 11 |0,328|0,159| 3 |0,820|0,560
L. T8 RIC Fludarabine
GIL Melphalan 15 | 0,046 0,075| 10 |0,531(0,897] 10 (0,559|0,596| 8 [0,631|0,680
RIC Autre 11 (0,046|0,062| 6 |0,127(0,138] 8 |0,419|0,399| 5 [0,572|0,578
AUTRE 4 10,059|0,052| 4 |0,110|0,194| 4 |0,231|0,253| 3 |0,283|0,301

du



Tableau 8 : Moyenne et Ecart type des sous-population lymphocytaire en fonction de la prophylaxie de la
GvH

PROPHYLAXIE J30 Jo0 J180 J360
GvH Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D

CSA 4 10,331(0,221| 4 |0,684|0,380| 4 |1,323|0,667| 4 |1,914|0,208
LY'\(Q;DLHO fﬁ.ﬁ 18 {0,479|0,300] 12 |1,522|2,178| 15 [0,985(0,792| 11 |1,040|0,802
CSA
MMFE

28 (0,318|0,178| 18 |0,844(0,981| 19 (1,231|0,868] 13 |1,706 (1,275

CSA 4 10,006(0,005|] 4 [0,169]0,279] 4 |0,326[0,209| 4 [0,687|0,329

CSA
LG | yox | 18 [0.002/0,004| 12 |0,089 (0,289 15 0,147 |0,232| 11 0,226 |0,314
vSA | 28 |0,006(0,008 [ 18 [0,104|0,137| 19 |0,191|0,220| 13 |0,314 | 0,331

CSA 4 |0,115(0,092] 4 |0,163|0,135] 4 |0,168|0,030|] 4 |0,133|0,132

L. NK f\:ﬁﬁ 18 |0,178|0,124| 12 |0,380|0,468| 15 |0,179|0,146| 11 |0,160|0,139
ﬁfﬂ’; 28 |0,151|0,140| 18 |0.201]0.164| 19 |0,290|0,238| 13 | 0,280 0,357

CSA 4 10,079(0,119] 4 |0,059|0,040] 4 |0,217|0,176| 4 [(0,412|0,199

L4 | Wk | 18 |0.092|0075[ 12 | 0,089 0,002 15 |0.170] 0,133 11 |0.285| 0,173
uSA [ 28 10,051|0,060( 18 {0,127]0,135[ 10 {0,174 | 0,120 13 |0,235|0,298

CSA 4 10,099(0,127] 4 [0,246|0,190| 4 |0,531|0,375] 4 |0,583|0,080

L 1o ©S% | 18 |0.1640,172| 12 |0,899|1,769| 15 |0,383|0,443| 11 |0,355|0,289
S>R | 28 |0,051{0,067 [ 18 {0,351 0,686 | 19 | 0,460 |0,486| 13 |0,673|0,661




Tableau 9: moyenne et écart type des sous-populations lymphocytaires en fonction d'un conditionnement
avec SAL

J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D

SAL

LympHo | NON 9 (0,395(0,208] 6 |0,586(0,298] 6 [0,873[0,807| 5 |1,623|0,631
G/lL oul 41 |0,398|0,285| 29 |1,156|1,591| 31 [1,202(0,827| 23 |1,427(1,121

NON 9 |0,003(0,005| 6 [0,005|(0,012] 6 |0,023(0,028] 5 |0,247|0,223
Oul 41 |0,005|0,007| 29 |0,124(0,215] 31 |0,214|0,234| 23 (0,311|0,334

L.BG/L

L. NK NON 9 |0,199|0,161] 6 |0,170(0,195] 6 |0,151|0,142] 5 |[0,096|0,076
GiL 0]8] 41 (0,146 (0,123| 29 |(0,273|0,326] 31 |0,250(0,207| 23 |0,245|0,280

LT4 NON 9 |0,083|0,046] 6 |0,100(0,057] 6 |0,168|0,056| 5 |0,245]|0,093
G/lL oul 41 |0,070|0,080| 29 |0,110|0,122| 31 [0,178|0,140| 23 |0,276 (0,260

L.T8 NON 9 |0,080(0,075| 6 (0,283|{0,331] 6 |0,461(0,528] 5 |0,950|0,674
GL Oul 41 |0,121|0,186| 29 |0,584(1,254| 31 |0,444|0,447| 23 |0,484|0,417




Tableau 10: Moyenne et écart-type des sous populations lymphocytaires en fonction de l'origine
donneur chez des patients greffé 10/1%°

ORIGINE J30 Jo0 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
LYMPHO Apparenté | 19 |0,383(0,282| 17 (0,704 |0,737]| 15 |1,245(0,833| 15 |1,662|1,041
G/L Non
Apparenté 22 10,43210,293] 13 |1,685(2,155| 17 (1,175|0,918] 8 |1,381(1,327
Apparenté | 19 |0,003(0,005| 17 (0,116 |0,252| 15 |0,186(0,220| 15 |0,337|0,342
LB G/L Non
Apparenté 22 10,005|0,008] 13 |0,061(0,094| 17 (0,188|0,245] 8 |0,285(0,367
L NK Apparenté | 19 |0,134(0,134| 17 (0,194 |0,304| 15 |0,218(0,202| 15 (0,199|0,184
G/L Non
Apparenté 22 10,180(0,132] 13 |0,324(0,353| 17 (0,250|0,229] 8 |0,302(0,423
LTa Apparenté | 19 |0,088(0,079| 17 (0,108 |0,070] 15 |0,229(0,142| 15 |0,331|0,289
G/L Non
Apparenté 22 10,074|0,078] 13 |0,135(0,163| 17 (0,150|0,124] 8 |0,193(0,167
L T8 Apparenté | 19 |0,127(0,204| 17 |(0,255|0,233| 15 |0,481(0,382| 15 |0,691|0,538
G/L Non
Apparenté 22 |0,115|0,167| 13 |1,064 (1,785 17 (0,478|0,560] 8 |0,471(0,514

Tableau 11 : Moyenne et écart-type des

chez les patients non apparentés

du

sous populations lymphocytaires en fonction de I'identité HLA

HLA J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
LympHo | "10/10" | 22 [0,432]0,203] 13 [1,685[2,155] 17 [1,175]0,918] 8 [1,381]1,327
GIL "9/10" | 10 [0,334|0,183| 5 [0,635(0,311| 6 [0,802]0,227| 6 |[1,148]0,421
oL L_10/10" |22 ]0,005]0,008] 13 [0,061]0,094] 17 |0,188]|0,245] 8 |0,285]0,367
"9/10" | 10 [0,005[0,007| 5 [0,2171{0,220] 6 [0,193]0,200] 6 |0,356]0,371
| koL 100" |22 ]0,180[0,132] 13 [0,324[0,353] 17 [0,250[0,229] 8 [0,302[0,423
' "9/10" [ 10 [0,147|0,116| 5 [0,283[0,169] 6 [0,227]0,074] 6 [0,118]0,088
| racu |_1010" |22 [0,074]0,078] 13 [0,135]0,163] 17 [0,1500,124] 8 [0,193]0,167
' "9/10" | 10 [0,034|0,048| 5 [0,037(0,024] 6 [0,122]0,038] 6 [0,180]0,123
| tsoL |10/10" |22 [0,115]0,167] 13 [1,064|1,785] 17 |0,478|0,560] 8 |0,471]0,514
' "9/10" | 10 [0,073|0,105| 5 [0,003]0,074] 6 [0,213]0,137| 6 [0,294]0,205




Tableau 12: Moyenne et écart type des sous population en fonction du type de greffe et de son origine

GREFFE J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
LYMPHO MO 28 10,396(0,275] 19 11,084 (1,416] 24 |1,181|0,849] 22 [1,522|1,023
GIL CSP 23 10,392 (0,267 15 |1,071|1,613| 13 |1,138(0,767| 7 |[1,340|1,117
LB GIL MO 28 10,004 (0,008]| 19 |0,123|0,242| 24 |0,218(0,250| 22 |0,360|0,331
' CSP 23 |0,005(0,006| 15 |0,086|0,144| 13 |0,142(0,174] 7 |0,222]0,385
L NKGIL MO 28 10,149(0,118] 19 |0,254|0,301| 24 |0,269(0,232| 22 |0,247|0,287
' CSP 23 |0,165(0,144] 15 |0,250|0,336| 13 |0,171(0,102] 7 |0,096|0,077
L TAGIL MO 28 10,075(0,081] 19 |0,098|0,093| 24 |0,176(0,135| 22 |0,280]|0,256
' CSP 23 | 0,066 (0,068 15 |0,128|0,136| 13 |0,189(0,116] 7 |0,203|0,175
LT8G MO 28 10,130(0,185] 19 |0,555|1,260| 24 |0,400(0,414| 22 |0,491|0,402
' CSP 23 10,089(0,152| 15 |0,538|1,076| 13 |0,538(0,519| 7 |[0,725|0,725
GREFFE J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
MO APP 14 10,384 (0,304| 11 |0,908|0,849| 10 |1,335(0,839| 11 [1,819|1,014
LYMPHO CSP APP 5 10,381]|0,240| 6 (0,330|0,188] 5 |1,066|0,884] 4 |1,229(1,132
GiL MO N. APP | 14 |0,409(0,253| 8 |1,325(2,002] 14 (1,070|0,869| 11 |1,224|0,986
CSP N. APP | 18 |0,396|0,280| 9 |1,566|1,961] 8 |1,184|0,746| 3 |1,488(1,328
MO APP 14 10,003 (0,004| 11 |0,172|0,303| 10 |0,258(0,239| 11 |0,439|0,344
L BGIL CSP APP 5 [0,004]|0,007| 6 (0,014]|0,020] 5 |0,040|0,041] 4 |0,057(0,079
' MO N. APP | 14 | 0,004 (0,010| 8 |0,055|0,102] 14 (0,189|0,262] 11 |0,281|0,312
CSP N. APP | 18 |0,006|0,006| 9 |0,134|0,471] 8 |0,205|0,198| 3 |0,442|0,554
MO APP 14 10,111(0,0911| 11 |0,236|0,374| 10 |0,251(0,222]| 11 |0,235|0,199
L NK GIL CSP APP 5 (0,198|0,217| 6 (0,118|0,071] 5 |0,152|0,152] 4 |0,100 (0,089
' MO N. APP | 14 |0,188(0,132| 8 |0,279(0,177| 14 |0,283|0,246] 11 |0,259|0,364
CSP N. APP | 18 |0,156|0,124| 9 |0,339|0,415] 8 |0,184|0,064| 3 |0,091(0,078
MO APP 14 10,087 (0,080] 11 |0,107|0,075| 10 |0,253(0,158| 11 |0,410|0,300
L TaGIL CSP APP 5 (0,088|0,085| 6 (0,110|0,067] 5 |0,181|0,100f 4 |0,113(0,071
' MO N. APP | 14 |0,063(0,082] 8 |0,084|0,118]| 14 (0,122]|0,085] 11 |0,151|0,104
CSP N. APP | 18 |0,060|0,064| 9 |0,140|0,271] 8 |0,195|0,131| 3 |0,322(0,216
MO APP 14 10,152 (0,233] 11 |0,332|0,256| 10 |0,422(0,270] 11 |0,620|0,362
L T8GIL CSP APP 5 (0,058|0,043| 6 (0,113|0,068] 5 |0,601|0,565|] 4 |0,884(0,918
' MO N. APP | 14 |0,107(0,124| 8 |0,861|1,950| 14 |0,385|0,502] 11 |0,363|0,415
CSP N. APP | 18 |0,098|0,170| 9 |0,821|1,341] 8 |0,500|0,525| 3 |0,513(0,440




Tableau 13: Moyenne et écart type des sous populations lymphocytaires en fonction de la GvH aiglie

- J30 J90 J180 360
GvH aigue
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
LympHo| _NON [ 16 [0,361]0,273] 10 [1,046]1,240] 11 [1,466]0,907] 8 [1,629[1,040
G/L OUl |35 0,410]0,269] 25 |1,064|1,570| 27 [1,012]|0,746] 21 |1,420|1,044
sl |_NON [1610,007]0,010] 10 [0,199]0,159] 11 [0,310][0,260] 8 [0,314]0,251
' oul | 35]0,003]0,005] 25 [0,065[0,205] 27 [0,138]0,192] 21 [0,332]0,377
0 0 0 0
L.nk | _NON | 16 [0,166]0,072 10 [0,220]0,170] 11 [0,274]0,281] 8 [0,325]0,419
6L [ our [35]0,152]0,149] 25 [0,270]0,350] 27 [0,217]0,155| 21 J0,167]0,160
L.T4 | NON |16 [0,055]0,069] 10 [0,118]0,150] 11 Jo,186]0,111| 8 [0,268[0,176
6L [ our [35]0,079]0,077] 25 [0,104]0,008] 27 [0,173]0,136] 21 [0,259]0,262
L.Ts | NON | 16 [0,092]0,221] 10 [0,480]0,881] 11 [0,570]0,499| 8 [0,582[0,454
G/ OUl |35 0,120|0,144] 25 |0,553|1,259| 27 |0,383|0,428] 21 |0,535|0,519
. J30 J90 J180 J360
GvH aigue
Eff. [ Moy. | S.D [Eff. [ Moy. | s.D [ Eff. [Moy. ] s.D [ Eff. [Moy. [ s.D
ABSENCE | 16 [0,361]0,273] 10 [1,046]1,240] 11 |1,466]0,907| 8 [1,629]1,040
LWEHO [GRADE 12| 32 [0,398]0,270] 23 [1,104[1,632| 26 |1,036]0,751| 19 |1,515]1,049
GRADE 34| 3 [0,534]0,269] 2 0,595]0,231] 1 0,399 2 |05525]0,464
ABSENCE | 16 [0,007]0,010] 10 [0,199]0,159] 11 [0,310]0,260] 8 [0,314]0,251
LBG/L |GRADE 12| 32 |0,004[0,005| 23 [0,0710,213| 26 [0,143[0,194] 19 [0,357|0,387
GRADE 3-4| 3 [0,000[0,000] 2 0,002]0,003] 1 0,008 2 [o0,091]0,114
ABSENCE | 16 [0,166]0,072] 10 [0,220]0,170] 11 [o0,274]0,281] 8 [0,325[0,419
"¢ [GRADE 12| 32 [0,154]0,155] 23 [0,265[0,359| 26 |0,221]0,156] 19 [0,176]0,166
GrRADE 34| 3 [0,125[0,087] 2 Jo0,326]0,321] 1 [o,108 2 |0,085]/0,035
ABSENCE | 16 [0,055]0,069] 10 [0,118]0,150] 11 [o,186]0,111] 8 [0,268]0,176
" [GRADE 12| 32 [0,0690,066| 23 [0,103[0,100| 26 |0,177[0,137| 19 [0,274]0,270
GrADE 34| 3 [0,187]0,114] 2 Jo,119]0,082] 1 o072 2 |o0,119]0,134
ABSENCE | 16 [0,092]0,221] 10 [0,480]0,881] 11 [0,570]0,499] 8 [0,582]0,454
~.® [GRADE 12| 32 [0,114]0,143| 23 [0,591[1,308| 26 |0,390[0,435| 19 [0,569]0,532
GrRADE 34| 3 [0,190[0,165] 2 Jo,110[0,016] 1 0,207 2 |0,210]0,233




Tableau 14: Moyenne et écart-type des sous populations lymphocytaires en fonction du traitement de la

GvH aigue

TRAITEMENT J30 390 J180 3360
Eff. [ Moy. | .0 [Eff.] Moy. [ s.0 | Eff. [Moy. | s.0 [ Eff. [Moy. T S.D

absence | 1 0,787 2 18411991 2 [2,661]0,285] 1 [2455
LYWEHo GC 18 [0,4150,282| 12 1,036 1,487 | 14 [1,011[0,616| 13 |1,586]1,187
GC/ZENAPAX | 14 [0,372]0,216] 10 [0,978[1,808] 11 [0,715]0,554] 7 [0,964]0,578

absence | 1 0,016 2 [0519]0691| 2 [0,381]0433] 1 [0172
LBGIL GC 18 [0,002]0,004] 12 [0,029[0,068| 14 [0,188[0,192[ 13 [0,4800,412
GC/ZENAPAX | 14 [0,004]0,005] 10 {0,025 0,062 11 [0,031]0,031] 7 [0,080]0,090

absence 1 10,575 2 10,753|0,820] 2 [0,538|0,170] 1 ]0,221
L. NK GIL GC 18 [0,149]0,130| 12 [0,268[0,358| 14 |0,227[0,148] 13 |0,160]0,156
GC/ZENAPAX | 14 [0,138]0,142| 10 [0,169[0,180] 11 [0,146]0,068] 7 [0,173]0,190

absence 1 0,063 2 10,457|0,165| 2 [0,295|0,174] 1 ]0,196
LT4GIL GC 18 [0,0760,084] 12 [0,107[0,091| 14 [0,1990,157] 13 [0,326]0,312
GC/ZENAPAX | 14 [0,075]0,052] 10 {0,097 [0,105] 11 [0,118]0,076] 7 [0,144]0,096

absence | 1 0,094 2 10,262]0,203] 2 [0,904]0,774] 1 [1,620
LT8G GC 18 [0,132]0,172| 12 [0,5440,973| 14 [0,317|0,265] 13 |0,463|0,424
GC/ZENAPAX | 14 [0,097]0,093] 10 [0,651[1,740] 11 0,374]0,514] 7 [0,513]0575

Tableau 15: Moyenne et écart-type des sous-populations lymphocytaires en fonction du développement
d'une GvH chronique

. J30 J9o J180 J360

GvH chronique
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
LYMPHO NON 19 | 0,406 | 0,283 13 [0,822]0,803| 15 |1,412(0,900| 12 |1,517|0,944
GIL oul 31 [0,390|0,268| 21 |1,203|1,790| 23 |0,969|0,714| 17 |1,450|1,112
LBl NON 19 | 0,005 [ 0,009 13 [0,186|0,281| 15 |0,280(0,277| 12 |0,263|0,219
' oul 31 [ 0,003|0,005| 21 |0,035|0,068| 23 |0,128|0,162| 17 |0,372|0,409
L NKGIL NON 19 [0,193(0,133| 13 [0,277|0,341| 15 |0,318|0,254| 12 |0,288]0,339
' oul 31 [0,2132]0,125| 21 |0,238|0,300| 23 |0,179|0,128| 17 |0,157|0,177
LT4 NON 19 | 0,060 [ 0,067 13 [0,082|0,076| 15 |0,184|0,121| 12 |0,233|0,149
GIL oul 31 |(0,080|0,079| 21 |0,127|0,2131| 23 |0,172|0,135| 17 |0,282|0,288
LTS8 NON 19 [0,101 (0,204 13 [0,250|0,282| 15 |0,470|0,401| 12 |0,609 | 0,502
G/lL oul 31 [0,221]0,151| 21 |0,725|1,452| 23 |0,416|0,488| 17 |0,505 | 0,500




Tableau 16 : Moyenne et écart-type des sous-populations lymphocytaires en fonction de la sérologie CMV

SERO CMV J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D

D+R+ | 15 [0,483|0,390| 9 |1,582|1,957| 8 |1,751|0,904| 8 |2,543|1,127

LYMPHO | D+/R- 9 |0,305|0,208| 9 |0,440(0,262] 9 [0,628|0,448] 5 |[1,099(0,620
GIL D-/IR+ 10 [0,343|0,230] 8 |1,822(1,992| 9 |1,437[0966| 6 |1,166(0,884

D-/R- 17 [0,394|0,166] 9 |0,476|0,216| 12 |0,906(0,499| 10 |1,003|0,542

D+R+ | 15 [0,005|0,010] 9 |0,042|0,051| 8 |0,189|0,139| 8 |0,5500,399

L soL DR 9 |0,003|0,006f 9 [0,037(0,209] 9 [0,135(0,206| 5 |[0,245|0,224
D-/IR+ 10 [0,005|0,007] 8 |0,302(0,334| 9 |0,305[0,345| 6 |0,249(0,341

D-/R- 17 |0,004|0,004] 9 |0,056|0,085| 12 |0,139(0,154| 10 |0,236 (0,305

D+R+ | 15 [0,150(0,137| 9 |0,307|0,422| 8 |0,339|0,311| 8 |0,333(0,415

Lé',\ILK D+/R- 9 |0,127|0,128| 9 |0,182(0,135] 9 [0,169|0,068] 5 |[0,115|0,061

D-/IR+ 10 [0,230(0,147] 8 |0,338[0,411| 9 |0,274[0,250| 6 |0,197(0,224

D-/R- 17 |0,134|0,105] 9 |0,204|0,199| 12 |0,182|0,071| 10 |0,169|0,159

D+R+ | 15 [0,072|0,082] 9 |0,150|0,152| 8 |0,229|0,141| 8 |0,400 0,361

L. T4 D+/R- 9 |0,055|0,072| 9 [0,050(0,058] 9 [0,115(0,107| 5 [0,319(0,212
GIL D-/IR+ 10 [0,025|0,037] 8 |0,149(0,208| 9 |0,177[0,140| 6 |0,118(0,065

D-/R- 17 |0,106|0,074] 9 |0,087|0,097| 12 |0,187|0,121| 10 |0,208 0,132

D+R+ | 15 [0,195(0,269| 9 |0,957|1,292| 8 |0,793|0,592| 8 |0,953|0,568

L. T8 D+/R- 9 |0,074|0,095| 9 |0,122(0,138] 9 [0,160(0,146] 5 [0,350(0,262
GIL D-/R+ 10 |0,044|0,087| 8 |0,993|1,891| 9 |0,533|0,539| 6 |0,5240,625

D-/R- 17 |0,097|0,090] 9 |0,107|0,076| 12 |0,336|0,245| 10 |0,336 (0,209

Tableau 17 : Moyenne et sous-populations lymphocytaires en fonction d'une infection a CMV

CMV INFECTION J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
LYMPHO G/L Oul | 16 (0,497|0,322| 11 (1,859|2,283] 7 |2,017|0,957] 8 |2,141(0,958
NON | 35 (0,348]0,230| 24 (0,692|0,677] 31 |0,947|0,640| 21 |1,225|0,958
LB GIL Oul | 16 |0,007]0,010| 11 |(0,089|0,264] 7 |0,206|0,332] 8 |0,391(0,360
' NON | 35 (0,003|0,005| 24 |0,110|0,218] 31 |0,184|0,200| 21 |0,302 (0,342
L NKGIL Ooul | 16 |0,210|0,167| 11 |0,282]|0,386] 7 ]0,391|0,327] 8 |0,321(0,415
' NON | 35 (0,132]0,102| 24 |0,243|0,273] 31 |0,198|0,140| 21 |0,169 0,166
L TAGIL Oul | 16 [0,064]|0,076] 11 |(0,132]0,247] 7 ]0,169|0,117] 8 |0,257(0,185
' NON | 35 [0,075]0,075| 24 |0,097|0,095|] 31 |0,178|0,132| 21 |0,263 (0,260
LT8G Oul | 16 (0,155|0,188| 11 (1,248|1,884] 7 |1,055|0,657] 8 |0,988(0,572
' NON | 35 (0,092]0,160| 24 |0,204|0,243] 31 |0,298|0,235|] 21 |0,380 (0,347




Tableau 18: Moyenne et écart-type des sous populations lymphocytaires en fonction de I'age du donneur

J30 J90 J180 J360
Age Donneur

Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D

1a10ans | 2 |0,330(0,051| 2 |2,120|1597| 3 |1,594|1,254| 2 |1,646|0,154

LympHo | 10a25ans | 12 [0,397]0,216| 7 [o0,601[0,417] 6 [1.671]0,784] 8 [1,729]1,354

G [25a50ans | 34 |0,4000,301| 23 [1,189|1,702| 26 [1,062[0,741| 17 [1,444]0,951

+des0ans | 3 [0,257[0,202] 3 |0,419(0,385] 3 [0,346|0,065| 2 [0,596 (0,364

1al10ans | 2 |0,004[0001] 2 [0,667]0481| 3 [0,399]|0,319] 2 [0,241[0,057

s | 10a25ans | 12 0,005[0,007| 7 ]0131[0,188| 6 |0,386]0,305] 8 |0512[0,394

25a50ans | 34 [0,005[0,008] 23 |0,058[0,097| 26 [0,138]0,164| 17 [0,2760,331

+des0ans | 3 [0,001[0,001] 3 [0,015[0,027] 3 [o0,015]/0,020] 2 [0,208[0,000

1al10ans | 2 |0,245[0,242] 2 [o0,701]0,893| 3 [0,303|0,307| 2 [0,180]0,180

| KoL | 10&25ans | 12 10,135]0,201] 7 |0,151]0,123] 6 [0,343[0,277| 8 [0,259]0,239

25a50ans | 34 |0,166[0,144| 23 |0,243[0,282| 26 [0,215]0,171| 17 [0,210[0,294

+des0ans | 3 [0,243[0,067| 3 [0,299]0,226] 3 [0,2111]0,014] 2 [0,056]0,006

1al10ans | 2 |0,069[0061] 2 [0,190]0,217| 3 [0,301]|0,167| 2 [0,479]0,252

_ 1acL | 10a25ans | 12 [0,114]0,099] 7 [0,084]0062] 6 [0,296]0,162] 8 [0,347[0,359

25a50ans | 34 [0,059(0,064| 23 0,109(0,129] 26 [0,145|0,006| 17 [0,208[0,157

"+des0ans| 3 [0,041]0,032] 3 [0,009[0,069] 3 [0,089|0054] 2 [o0,157(0,079

1a10ans | 2 [0,060[0,053] 2 [o0,403]0,003] 3 [0,301]0,233] 2 [0,640[0,013

| tsqL | 10a25ans | 12 [0,107[0,116] 7 [0169[0,124| 6 |0518[0,267| 8 [0,486[0,445

25a50ans | 34 |0,1210,197| 23 |0,710(1,393| 26 |0,470]0,515| 17 [0,601[0,568

+des0ans | 3 [0,049[0,042] 3 [0,006[0073] 3 [0,225/0,076] 2 [0,255]0,170




Tableau 19 : Moyenne et écart-type des sous populations lymphocytaires en fonction de I'age du receveur

AGE RECEVEUR 1220 390 J180 J360
Eff. [ Moy. [ s.0 [ Eff.[moy. ] .0 [ Eff. [Moy. [ s.D | Eff. [Moy. ] S.D
<=1lan 3 10,356]0,150] 2 |0,896]0,105| 3 |1,165]1,017| 2 |3,031]2,112
1a10ans | 11 [0,484[0,280] 7 [1,595|2,025| 9 [1,221[0,838] 7 |1,343]0,941
LMEHO 10a25ans | 11 [0,371[0,286] 9 [1,282|1,876] 8 [1,035]0,711| 9 [1,053]0,740
25a50ans | 17 |0,392[0,300] 11 [0,567]0,355| 10 [1,137|0,910| 7 |1,699]1,006
plusde50ans | 9 |0,330[0,220] 6 [1,054|1658] 8 [1,166]0,886] 4 |1,508]|0,909
<=1lan 3 [0,003]0,003| 2 [0,138[0,084] 3 |0,159]0,182] 2 [0,530]0,467
1a10ans_ | 11 |0,003[0,003[ 7 [0,193]0,379| 9 [0,317[0,259] 7 |0,417]0,467
LBGL [ 10a25ans | 11 |0,003]0,005] 9 [0,070[0,120] 8 |0,146|0,175] 9 |0,342[0,384
25a50ans | 17 |0,006]0,010[ 11 [0,086]0,164| 10 [0,178]0,286] 7 |0,265]0,182
plusde 50ans | 9 |0,005/0,006] 6 [0,070[0,084] 8 [0,108]0,116] 4 [0,143]0,159
<=1lan 3 [0,116]0,128] 2 [0,171]0,184] 3 [0,326]0,298] 2 [0,470]0,231
1a10ans_ | 11 [0,177]0,066] 7 |0,524|0582| 9 [0,197[0,180| 7 |0,077]0,059
"¢ | 10a25ans | 11 [0,115/0,165] 9 [0,172[0,113| 8 |0,174[0,044] 9 [0,129]0,089
25a50ans | 17 [0,142[0,085] 11 |0,144]0,101| 10 [0,290[0,291| 7 |0,423]0,419
plusde50ans | 9 [0,222[0,204] 6 [0,299]0,211| 8 [0,229]0,237| 4 [0,129]0,109
<=1lan 3 [0,092]0,022| 2 ]0,240[0,102| 3 |0,278]0,231] 2 |0,738]0,619
1a10ans | 11 [0,100[0,070[ 7 [0,091]0,200] 9 [0,225[0,158| 7 |0,297]0,239
“.' [ 10a25ans | 11 [0,070/0,092| 9 [0,109]0,104] 8 [0,127]0,200] 9 [0,199]0,150
25a50ans | 17 [0,071[0,082] 11 [0,079]0,058| 10 [0,171[0,087| 7 |0,246]0,135
plusde50ans | 9 |0,032[0,039] 6 [0,136]0,196] 8 [0,141]0,205] 4 [0,130]0,047
<=1lan 3 [0,100]0,012| 2 [0,240[0,025| 3 |0,286]0,211| 2 [1,049]0,565
1a10ans | 11 |0,147]0,198] 7 [0,626]1,243| 9 |0,326/0,205] 7 |0,370]0,348
“% [ 10a25ans | 11 [0111]0,125| 9 |0,883]1,797| 8 |0,505]0,613| 9 |0,317 0,224
25a50ans | 17 |0,133[0,225] 11 |0,226]0,280| 10 [0,392[0,316] 7 |0,611]0,489
plusde50ans | 9 |0,031]0,034] 6 |0555|1,166] 8 [0,608[0,665] 4 |1,017]0,785




Tableau 20 : Moyenne et écart-type des sous populations lymphocytaires en fonction de la dose de CD34+
injectée au patient

J30 Jo0 J180 J360

CD34 (1076/kg)
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D

1<X<=2 5 /0,563|0,479] 2 ]0,623(0,322] 3 |0,567|0,126] 4 |[1,349|0,366
LympHO | 2<X<=4 | 16 |0,332|0,217| 12 |1,113|1,643| 13 |1,196|0,778]| 11 [1,478|1,194

GlL 4<X<=6 | 16 |0,360|0,292] 10 [1,721|1,945] 9 |[1,243(0,934] 5 |1,620|1,069
>6 14 10,445(0,185| 11 |0,476|0,245| 13 |1,157|0,862| 9 |1,457(1,131

1<X<=2 5 10,001|0,002] 2 (0,011(0,009] 3 |0,044|0,016] 4 |0,316|0,197
2<X<=4 | 16 |0,003|0,005| 12 |0,055|0,085| 13 |0,215|0,263| 11 |0,336(0,351
4<X<=6 | 16 |0,003|0,006] 10 [{0,233|0,321] 9 |0,278(0,244] 5 |0,632|0,511

>6 14 10,008 (0,009| 11 |0,055|0,107| 13 |0,132|0,175] 9 |0,151(0,136

L.BGIL

1<X<=2 5 10,132|0,058] 2 |(0,185(0,117] 3 |0,160|0,100] 4 |0,120|0,048
L. NK 2<X<=4 | 16 (0,123|0,125| 12 |0,203(0,154| 13 |0,250|0,206| 11 |0,253|0,230
GiL 4<X<=6 | 16 |0,162|0,105]| 10 |0,470|0,477] 9 |0,233(0,163] 5 |0,155|0,132
>6 14 |0,197(0,171| 11 |0,130|0,149| 13 |0,235|0,238] 9 |0,231(0,389

1<X<=2 5 10,117|0,127] 2 |0,121(0,093] 3 |0,119|0,039| 4 |0,324|0,021
L. T4 2<X<=4 | 16 (0,074|0,067| 12 |0,095(0,095| 13 |0,184|0,148| 11 |0,318|0,321
GiL 4<X<=6 | 16 |0,037|0,050| 10 |0,128|0,159] 9 |0,175(0,110f 5 |0,208|0,216
>6 14 |0,091(0,077]| 11 |0,101|0,096| 13 |0,184|0,139] 9 |[0,195(0,183

1<X<=2 | 5 [0,280|0,378] 2 [0,296|0,329] 3 |0,201{0,083] 4 |0,531|0,306
L. T8 2<X<=4 | 16 |0,107(0,104| 12 |0,725|1,577| 13 |0,462|0,473| 11 |0,463|0,394
GIL 4<X<=6 | 16 [0,083(0,177| 10 |0,780|1,274| 9 |0,415|0,531| 5 |0,382(0,407
>6 14 |0,089(0,081| 11 |0,139|0,116| 13 [0,482|0,443] 9 |0,750|0,686

Tableau 21: Moyenne et écart-type des sous populations lymphocytaires en fonction de I'utilisation du
rituximab

RITUXIMAB J30 J90 J180 J360
Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D | Eff. | Moy. | S.D
LYMPHO G/L Oul 9 10,574|0,366| 5 |2,830|2,787| 5 |0,757|0,833|] 5 |0,974(1,150
NON | 42 |0,356|0,231| 30 |0,763|0,902| 33 |1,202(0,804| 24 |1,583|0,995
LB GIL Oul 9 10,002|0,004|] 5 |0,046|0,103] 5 |0,032|0,072|] 5 |0,256 (0,464
' NON | 42 |0,005|0,007| 30 |0,113|0,212| 33 |0,212(0,231| 24 |0,342|0,323
L NKGIL Ooul 9 10,208|0,170|] 5 |0,366|0,538] 5 |0,147|0,105| 5 |0,132|0,048
' NON | 42 |0,145|0,118| 30 |0,237|0,262| 33 |0,247(0,206| 24 |0,227|0,283
L T4GIL Ooul 9 10,098|0,091| 5 |0,177]|0,113] 5 |0,084|0,066] 5 |0,199(0,219
' NON | 42 |0,066 |0,071| 30 |0,096|0,111| 33 |0,191(0,130| 24 |0,275|0,245
L T8GIL Oul 9 10,207|0,227| 5 |2,053|2,406| 5 |0,437|0,771] 5 |0,330(0,383
' NON | 42 |0,091|0,151| 30 |0,279|0,539| 33 |0,437(0,401| 24 |0,593|0,510
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RESUME

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est une thérapeutique cellulaire utilisée dar
le traitement des hémopathies malignes et non malignes. Elle nécessite I'injection de cellulg
caractérisées par trois propriétés : multipotence, autorenouvellement et migration. De nombreux
mécanismes de régulations permettent a une CSH de se différencier en lymphocytes et nous rappelo
les principales étapes du développement lymphocytaire. Par ailleurs, nous avons observ
rétrospectivement la reconstitution des sous-populations lymphocytaires T, B, NK chez 60 patientg

allogreffés de CSH au cours de la premiére année et avons évalué les facteurs pouvant influencer cefte

reconstitution. Certains facteurs influencent peu la reconstitution : le conditionnement, I'origine du
greffon (familial ou don volontaire), ou la présence d’'une incompatibilité HLA. Par contre, certains
facteurs influencent beaucoup la reconstitution des lymphocytes B: la GvH, la greffe par CSP,
I'emploi du rituximab apres la greffe, altérent la reconstitution lymphocytaire B de maniére plus ou
moins importante. Au contraire, I'emploi de sérum antilymphocytaire favoriserait cette reconstitution.
L’origine et le type de greffon influence la reconstitution des lymphocytes T CD4L’infection & CMV

et les sérologies pré-greffe témoignent d'une meilleure reconstitution CD8+ chez les patients ayan
présenté une infection, risque d‘autant plus élevé que le receveur est séropositif pour ce virus. L'age d
donneur et du receveur semble influencer la reconstitution des sous-populations lymphocytaires mais
notre échantillon n’est pas assez représentatif. Enfin, la quantité de cellules CD34+ injectée au patien

n’influence pas la reconstitution des sous populations lymphocytaires, a I'exception des greffons de

moins de 2.10 CD34+/kg. Il apparait donc que la population cellulaire la plus sensible & 'ensemble de
ces parameétres est la population des lymphocytes B.
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