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Introduction

L'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) consiste a remplacer le systéeme
hématopoiétique du patient par celui d’un donneur sain. Dans les hémopathies malignes, il s’agit
d’un traitement curatif, capable de détruire les cellules clonales tumorales. Cette thérapie nécessite
un conditionnement pré-allogreffe du receveur et un contréle immunologique post-allogreffe. La
mortalité est alors élevée et peut étre due a une rechute de la maladie, a une infection ou a une
réaction immunitaire excessive du greffon contre les tissus normaux de I'h6te, appelée GVH pour

Graft Versus Host.

Le chimérisme est défini chez le patient par le pourcentage de cellules d’origine donneur,
dans le sang ou dans la moelle. L'objectif de ce travail est d’étudier I'apport du chimérisme aprés tri
cellulaire, sur populations myéloide et lymphoide T. Il s’agit de préciser dans quel contexte son étude
est la plus pertinente, en particulier en termes de prédiction de la GVH et de la rechute. Dix ans aprés
une précédente étude menée au Centre Henri Becquerel, I'évolution des techniques de biologie
moléculaire et des recommandations nous améne a reconsidérer les modalités du suivi de

chimérisme, sur le plan technique et le calendrier de surveillance post-allogreffe.
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1. U'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

1.1. Hématopoiése normale et hémopathies malignes

L’'hématopoieése correspond au processus de différenciation progressive de CSH en cellules
sanguines matures. Logées dans la moelle osseuse, ces CSH sont capables d’autorenouveélement et
permettent une production continue de toutes les cellules circulantes sanguines. Ces CSH expriment
le CD34, un marqueur membranaire impliqué dans I'adhérence des CSH au stroma médullaire.
L’expression du CD34 est ensuite perdue au cours de la différenciation hématopoiétique normale. Ce
marqueur est donc relativement spécifique des CSH, ce qui permet leur purification et leur étude par

sélection des cellules CD34+ parmi I’ensemble des cellules hématopoiétiques nucléées, CD45+.

En hématologie, a chaque type cellulaire physiologique correspond un équivalent tumoral,
une hémopathie. Ces hémopathies sont plus ou moins agressives et classées selon la classification

OMS 2008 et sa révision 2016 (Tableau 1).

Hémopathies myéloides Hémopathies lymphoides
Syndromes myéloprolifératifs (SMP) :

- Leucémie myéloide chronique (LMC) Lymphomes non hodgkiniens B (LNH-B) dont la

- Polyglobulie de Vaquez Leucémie lymphoide chronique (LLC)

- Thrombocytémie essentielle Myélome multiple (MM)

- Myélofibrose primitive Lymphome de Hodgkin classique (LHc)
Syndromes myélodysplasiques (SMD) Lymphomes non hodgkiniens T (LNH-T)
SMP/SMD dont la Leucémie MyéloMonocytaire
Chronique (LMMC)

Leucémies aigués myéloblastiques (LAM) Leucémies aigués lymphoblastiques B (LAL-B)
Leucémies aigués lymphoblastiques T (LAL-T)

Tableau 1 : Classification simplifiée des hémopathies malignes
d’apreés la classification OMS 2008 (Swerdlow et al., 2008)
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1.2. Définition et principes de l'allogreffe

L'allogreffe de CSH est le seul traitement potentiellement curatif dans certaines hémopathies
malignes de mauvais pronostic. L'objectif de [I'allogreffe est de remplacer le systeme
hématopoiétique du patient par celui d’'un donneur sain, intrafamilial ou anonyme. Dans le cas des
hémopathies malignes, 'objectif principal est de détruire toutes les cellules clonales tumorales.
L'indication a I'allogreffe concerne alors principalement les hémopathies malignes a haut risque de
rechute (leucémies aigués (LA), lymphomes agressifs, MM en rechute et LMC échappant aux
traitements), pour lesquelles I'allogreffe de CSH est le seul traitement permettant une potentielle

guérison.

L'allogreffe de CSH constitue également une thérapeutique envisagée dans des pathologies
non malignes (Tableau 2), pour lesquelles le seul objectif est alors de suppléer une hématopoiése
inefficace (hémoglobinopathies, aplasies médullaires), un systéme immunitaire déficitaire (déficits
immunitaires congénitaux) ou un déficit enzymatique (maladies héréditaires métaboliques), sans

pour autant détruire I'ensemble des cellules hématopoiétiques du patient.

Hémopathies non malignes Pathologies non hématologiques

Aplasies médullaires Déficits immunitaires congénitaux
- Constitutionnelles (anémie de Fanconi,
dyskératose congénitale, anémie de
Blackfan Diamond, ...)
- Acquises idiopathiques
- Acquises avec clone d’hémoglobinurie
paroxystique nocturne (HPN)

Hémoglobinopathies Maladies héréditaires métaboliques
- Drépanocytoses sévéres avec crises
vasoocclusives récurrentes, syndrome
thoracique aigu, complications
cérébrales, rénales, oculaires, ou
alloimmunisation post-transfusionnelle

- B-thalassémies majeures

Tableau 2 : Pathologies non malignes avec indication potentielle d’allogreffe de CSH
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L'usage de I'allogreffe en thérapeutique humaine a été rendu possible dés la fin des années
1970. D’une part, les conditionnements pré-greffe ont été optimisés, avec des chimiothérapies a
haute dose associées ou non a de la radiothérapie. L’objectif est alors d’éradiquer la tumeur et/ou de
détruire le systéme immunitaire du receveur (Thomas et al., 1975a, 1975b, 1979). Dans le cas des
pathologies non malignes, un conditionnement atténué est suffisant, seule I'immunosuppression
étant recherchée. D’autre part, Dausset et al. ont découvert qu'un complexe unique était
responsable de la majorité des réactions d’immunisation post-greffe cutanée, le Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH), également appelé systeme HLA (Human Leucocyte Antigen) (Dausset et

al., 1970).

L'un des principaux facteurs de succés d’une greffe est la compatibilité de ce systéme HLA
entre le donneur de CSH et le receveur. Ce systéme est responsable de la présentation antigénique
dans le systeme immunitaire et se caractérise par des polymorphismes propres a chacun,
responsables d’une tres grande diversité. Sa découverte a permis la mise en place d’allogreffes entre
individus histocompatibles, dits HLA compatibles. La greffe est dite génoidentique, si le donneur est
issu de la méme fratrie que le receveur et partage les mémes alléles que lui. Si le donneur et le
receveur n‘ont en commun que 50% de leurs alléles, la greffe est dite haploidentique, il peut s’agir
d’un frére, d’une sceur, d’'un parent ou d’un enfant. Enfin, on parle de greffe phénoidentique s'il
s’agit d’'un donneur volontaire non apparenté, présentant des caractéristiques phénotypiques
similaires au receveur, sans qu’il ait une correspondance parfaite de la totalité des génes du CMH. En
pratique, chaque allele des loci HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR et HLA-DQ doit étre compatible, ce qui
correspond a 10 marqueurs. En absence de donneur génoidentique ou phénoidentique compatible
pour I'ensemble des marqueurs HLA recherchés, il est possible de réaliser une greffe phénoidentique

avec mismatch pour un ou deux marqueurs, c’est-a-dire compatible pour 8 ou 9 marqueurs/10.
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Les greffes génoidentiques et phénoidentiques sont considérées comme équivalentes, et
correspondent a des greffons dits conventionnels. Les greffes haploidentiques sont davantage
immunogenes et actuellement en plein développement. Elles sont considérées comme des greffes
alternatives, en absence de donneur intrafamilial génoidentique (Ruggeri et al., 2015). A noter qu’un
donneur apparenté est privilégié pour certaines indications de greffe (Figure 1). En plus de cette
compatibilité HLA, le choix du donneur dépendra également de I'dge, du poids, du groupe sanguin

ABO, du sexe et du statut Cytomégalovirus positif ou négatif (CMV) du donneur et du receveur.

Aplasies
Aplasies constitutionnelles et
constitutionnelles et acquises etaffections
acquises etaffections AU"E{S constitutionnelles
constitutionnelles 1% 9,8%

eucémie aigué
myéloide

Autres hémopathies 32,2%

lymphoides
14,9%

Leucémie aigué
myéloide
353%
Autres hémopathies
lymphoides
20,9%

eucémie aigué
lymphoide

Autres h@m_upathies 11 00

myéloides

27.0% eucémie aigué Autres hémopathies

lymphoide myéloides
15,2% 232%

Figure 1 : Répartition des indications d’allogreffe en 2015.

Avec donneur non apparenté a gauche (n=964 patients) et apparenté a droite (n=910 patients) d’apres le
rapport d’activité 2015 de I’Agence de Biomédecine, parmi les patients dont les données sont saisies dans la
base de données PromiSe (Projet manager Internet Server).

1.3. Type de greffon

Le greffon correspond a un prélevement riche en CSH obtenu chez un donneur intrafamilial,
ou issu de fichiers nationaux ou internationaux anonymes. Ces CSH peuvent étre issues directement
d’un prélévement de moelle osseuse (MO) au niveau des crétes iliaques, obtenu chez un adulte ou
chez un enfant sous anesthésie générale. Des CSH peuvent également étre obtenues a partir d’un
prélevement sanguin. Aprés stimulation médullaire du donneur par le facteur de croissance
hématopoiétique spécifique de la lignée granulocytaire ou Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-
CSF) pendant 4 a 5 jours, des CSH sont mobilisées et libérées dans la circulation sanguine ; on parle
alors de greffon issu de cellules souches périphériques (CSP). Ces CSP sont prélevées par cytaphérése
des cellules CD34+ puis cryopréservées. Depuis 2004, la source principale de greffons allogéniques
est le sang périphérique en France (67% en 2015, contre 56,8% en 2012, d’aprés les rapports

d’activité de I’Agence de Biomédecine).
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A coté des greffes haploidentiques, un autre type de greffe utilise des greffons alternatifs, les
unités de sang placentaire (USP) (Barker et al., 2005). Ces USP sont des poches de sang issu du
placenta, prélevé a la naissance a partir d’'une veine du cordon ombilical, dans certaines maternités
participantes agréées. Ces USP sont alors cryopréservées afin d’alimenter le fichier national, et une
allogreffe de CSH est alors possible a partir de 2 de ces USP chez I'adulte. Alors que 10 marqueurs
doivent étre compatibles pour un greffon issu de MO ou de CSP, seuls 6 marqueurs (chaque allele
des loci HLA-A, HLA-B et HLA-DR) sont indispensables avec ce type de greffon. En absence de
compatibilité sur les 6 marqueurs, il est possible de réaliser une greffe avec mismatch sur un ou deux
marqueurs, c’est-a-dire compatible pour 4 ou 5 marqueurs/6. A noter qu’a l'inverse des autres types
d’allogreffes, les greffes d’USP ne permettent pas de proposer l'injection de lymphocytes du
donneur, en post-allogreffe. Ce procédé de Donor Lymphocyte Infusion (DLI) sera détaillé plus tard.
Ce type de greffon est de moins en moins utilisé : 6,4% des allogreffes totales en 2015, contre 11,5%

en 2012 en France, selon I’Agence de Biomédecine.

Globalement, les greffes intrafamiliales sont privilégiées. En absence de donneur
génoidentique, un donneur phénoidentique sera recherché, et si la compatibilité n’est pas suffisante,

des greffes alternatives haploidentiques ou avec greffon issu d’USP sont envisagées (Figure 2).

Indication dallogreffe de CSH

Donneur HLA Identique
dans la fratrie?

Allogreffe génoidentique

Donneur HLA Identique sur
fichier de donneurs volontaires

oui

Allogreffe phénoidentique

non

Greffons alternatifs ?

N V!
[ Sang placentaire compatible ? ] [ Donneur intrafamilial ? ]
oui oui
Allogreffe phénoidentique d’'USP Allogreffe haploidentique

Figure 2 : Algorithme de choix du greffon
Adapté de Michallet, 2011.
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1.4. Conditionnements pré-greffe

Comme évoqué précédemment, I'objectif du conditionnement pré-greffe est de détruire tout
ou une partie des cellules médullaires du patient pour assurer I'espace médullaire suffisant au
greffon. La destruction des cellules hématopoiétiques du patient permet également de détruire les
cellules immunocompétentes, qui détruiraient sinon le greffon. Le greffon va par la suite reconstituer
I’'hématopoiese normale ainsi qu’un systéme immunitaire efficace, a partir des CSH du donneur. Dans

le cas contraire, la greffe est un échec.

Les premiers conditionnements a avoir été mis en place sont les conditionnements
myéloablatifs, également appelés conditionnements conventionnels, ou standards. Il s’agit
généralement d’'une conjonction d’une irradiation corporelle totale (ICT) a du cyclophosphamide
haute dose (Clift et al., 1994; Thomas et al., 1979). Les associations busulfan et cyclophosphamide ou
fludarabine (Socié et al.,, 2001) sans ICT, sont également utilisées. D’autres protocoles de
conditionnement standard proposent une irradiation médullaire totale ciblant le compartiment

médullaire afin d’augmenter la dose médullaire délivrée.

Des alternatives a ces conditionnements standards consistent a mettre en place un
conditionnement atténué a toxicité moindre. Les indications sont par conséquent élargies aux
personnes plus agées, a des personnes présentant des comorbidités ou ayant déja bénéficié d’une
radiothérapie et aux pathologies non malignes. Le principe est alors d’utiliser une chimiothérapie
moins intensive, suffisante pour une prise du greffon, mais ne permettant pas de détruire
entierement les cellules tumorales. Les cellules tumorales résiduelles sont alors détruites par le
nouveau systeme immunitaire, issu du donneur (Aoudjhane et al., 2005; Hegenbart et al., 2006). On
utilise le fait qu’aucune compatibilité entre donneur et receveur n’est compléte pas a 100%, et qu’il
existe toujours une part d’incompatibilité, qui est alors mise a profit. En effet, le systéme
immunitaire qui émerge post-greffe présente un potentiel immunologique contre les cellules du
patient, et notamment contre les cellules tumorales résiduelles. Ce phénomeéne est appelé effet du
greffon contre I'hGte, ou Graft versus Host (GVH), s'il se solde par des effets indésirables,
principalement T-médiés (Korngold and Sprent, 1978). S’il cible les cellules tumorales résiduelles, on
I'appelle alors effet du greffon contre la leucémie (ou toute autre hémopathie) ou Graft versus
Leukemia (GVL) (Bleakley and Riddell, 2004; Horowitz et al., 1990). Cet effet GVL est indispensable a
la guérison d’'une hémopathie, I'allogreffe de CSH est donc une immunothérapie. C'est également la
raison pour laquelle I'allogreffe de CSH entre jumeaux monozygotes, appelée greffe syngénique,
n’est jamais réalisée du fait d’'une compatibilité immunologique parfaite. Aucun effet GVH/GVL n’est

alors possible. De surcroit, ces greffes ne sont pas proposées car le jumeau monozygote donneur
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présente un risque augmenté de développer le méme type d’hémopathie que le receveur. Compte
tenu du risque de rejet et des effets indésirables liés a la GVH, des traitements immunosuppresseurs
sont instaurés post-greffe. L'objectif est de maintenir un équilibre entre un effet GVL suffisant et des
manifestations de GVH acceptables, tout en maintenant le greffon fonctionnel (Horowitz et al.,

1990).

Parmi les conditionnements atténués, on distingue les conditionnements d’intensité
réduite (CIR) qui consistent a réduire les doses administrées dans les conditionnements standards et
les conditionnements non myéloablatifs (CNMA) uniquement immunosuppresseurs. Les CIR ont
également été déclinés sous des schémas séquentiels (Schmid et al., 2005). Les CNMA, uniquement
immunosuppresseurs, utilisent des ICT a dose réduite associées a de la fludarabine ou du
cyclophosphamide (Blum et al., 2002; Hegenbart et al., 2006). D’autres CNMA n’incluent pas d’ICT
mais de la fludarabine, du busulfan et du sérum anti-lymphocytaire (SAL) (Slavin et al., 1998), ou des
variantes remplacant le busulfan par un autre agent alkylant (Kroger et al., 2006). Dans le cas
particulier des greffes a partir d’'USP, des protocoles dédiés de CIR associent le plus souvent ICT,

fludarabine et cyclophosphamide (Barker et al., 2005; Cutler et al., 2011).
Donneur -
x | p Q@
Cytaphérese apres
G-CSF mobilisation des CSH .@ @ @

vk —0) = @
Peo o/

Greffe de CSH du
donneur
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Immunosuppression pour
prévenir le rejet de greffe
Réduction du nombre de
cellules tumorales
Réduction du nombre de
cellules hématopoiétiques
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" Receveur
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(=]
(=3

[CIReceveur

D Donneur

Hématopoiése (%)
S

o

jours
Figure 3 : Déroulement schématique du processus d’allogreffe de CSH
LT : Lymphocyte T, L NK : Lymphocyte NK, LB : Lymphocyte B, CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques, G-
CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor. Adapté de Shlomchik, 2007.
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1.5. Complications et suivi post-greffe

Malgré une amélioration constante de la prise en charge, les allogreffes de CSH restent un
traitement extrémement lourd, avec une mortalité liée principalement aux rechutes, aux infections
et a la GVH. Le risque infectieux est important immédiatement apres la greffe, lorsque le patient est
encore en aplasie, mais également durant toute la premiére année post-allogreffe, le temps de
reconstitution d’une immunité efficace, du fait des traitements immunosuppresseurs au long cours.
Le patient est également sujet aux réactivations de virus quiescents, tels que le CMV et le virus
d’Epstein-Barr. A noter, que I’échec de prise de greffe est maintenant rarissime dans les hémopathies

malignes, notamment grace a la déleucocytation du greffon.

En post-transplantation immeédiate, I'immunité du patient est liée aux lymphocytes T (LT) et
aux lymphocytes Natural Killer (L NK) issus du greffon et aux cellules présentatrices d’antigénes (CPA)
du receveur, qui persistent dans les tissus. La réaction immune est alors puissante et correspond a
I’effet GVH (Ferrara and Reddy, 2006; Shlomchik, 2007). La reconstitution immunologique qui suit
cette période de post-transplantation immédiate implique la production de LT et de CPA issues du
donneur. Elle est lente et progressive, la fonction thymique étant réduite ou absente chez I'adulte
(Tsutsumi et al., 2004). La reconstitution immunitaire et la GVH sont également associées a la
richesse du greffon en cellules CD34+, source sur le long terme de cellules hématopoiétiques dont les
CPA et les L NK (Panse et al., 2005). La GVH est également liée a la richesse du répertoire T transféré,

les lymphocytes T régulateurs limitant la GVH (Rezvani et al., 2006).

On distingue généralement les réactions de GVH aigué (GVHa) survenant les 100 premiers
jours post-greffe, des réactions de GVH chronique (GVHc). La GVHa serait provoquée par des CPA du
receveur et se traduit pas des réactions principalement tissulaires cutanées et gastro-intestinales. La
gravité de cette GVHa peut étre évaluée par I’échelle de Glucksberg, d’un stade O correspondant a
une absence de GVHa, a un score IV, de GVHa sévére, comme présenté dans le tableau 3 (Thomas et
al., 1975b). La GVHa de score | correspond a des manifestations modérées, difficiles a évaluer et
n’affectant que I'organe cutané, tandis que les GVHa de score supérieur présentent des signes

majeurs, plus facilement objectivables.

Score global de Glucksberg | 1l ]l v
Peau 1-2 1-3 2-3 2-4
Tube digestif 0 1 2-3 2-4
Foie 0 1 2-4 2-4

Tableau 3 : Echelle de Glucksberg évaluant la GVHa
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La GVHc est plus polymorphe, avec une évolution progressive pouvant évoquer un maladie
auto-immune cutanée, notamment de type sclérodermiforme, digestive, hépatique ou pulmonaire
(Shlomchik, 2007). Les lymphocytes B (LB) résiduels du receveur peuvent étre impliqués dans ces

réactions de GVHc.

CPA CPA
CMH de receveur donneur
classell
peptide
TCR
LT CD4+

Donneur

Donneur’/ Donneur

Peau, foie, intestin

Dommages . \ Granules
tissulaires | & / cytolytiques

@ o >

Interaction LT
CD8+ cellule

Cellules de
/ I'organe touché

7 Cellule apoptotique

Figure 4 : Physiopathologie de la GVH

Les LT cytotoxiques CD8+ du donneur interagissent avec les CPA via le CMH de classe |, les LT auxiliaires CD4+
via le CMH de classe I, ce qui entraine leur activation. Aprés infiltration tissulaire, les LT CD4+ activés
interagissent toujours grdce au CMH de classe Il avec les macrophages et les cellules dendritiques du
receveur. Ils vont recruter ces macrophages et libérer des cytokines proinflammatoires. Les LT CD8+ activés
interagissent directement avec les cellules de 'organe touché et libérent in situ des enzymes cytololytiques.

L’ensemble de ces mécanismes conduit aux dommages tissulaires rencontrés dans la GVH. Adapté de
Shlomchik, 2007.
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La difficulté principale est de maintenir une balance GVH-GVL assurant I'immunothérapie de
la GVL sans compromettre la qualité de vie du patient. La prise en charge post-greffe est basée sur
une modulation de [lalloréactivité, via des traitements immunosuppresseurs au long cours
(ciclosporine, tacrolimus, mycophénolate mofétil) dont les doses sont progressivement réduites. En
cas d’évolution potentielle de I’'hémopathie, avec risque de rechute, il est alors possible de diminuer
I'immunosuppression ou de proposer des injections d’IL-2 ou de lymphocytes du donneur, les DLI
(Slavin et al., 1996). Cette approche est possible plus tardivement, alors qu’une diminution du
traitement immunosuppresseur n’est possible que précocement aprés la greffe, les
immunosuppresseurs étant progressivement interrompus. L'objectif est de déclencher un effet GVL
par activité immunologique antitumorale des lymphocytes T du donneur (Kolb, 1998). L’apport des
DLl a d’abord été démontré chez les patients allogreffés pour LMC, avec un effet GVL pour des doses
inférieures a I'effet GVH (Kolb et al., 1995; Mackinnon et al., 1995). Ills sont maintenant utilisés dans
tout type d’hémopathie, bien que leur efficacité paraisse réduite, notamment dans les LAM (Schmid
et al., 2007, 2008). L'efficacité des DLI peut se maintenir du fait de la durée de vie prolongée des
lymphocytes T. Il apparait que les DLI contiennent un répertoire T varié, avec des sous-populations T
au roéle différent, voire antagoniste. L'usage de DLI déplétés en lymphocytes T régulateurs a ainsi
montré une meilleure efficacité pour obtenir une rémission prolongée (Maury et al., 2010). L'intérét
de I'ensemble de ces traitements immunomodulateurs est d’intégrer une certaine flexibilité dans la

prise en charge post-allogreffe et de s’adapter au rythme de récupération immune du donneur.

Récidive
de la
maladie

Rejet de greffe

Risque
infectieux
ou tumoral

Traitement immunosuppresseur

Figure 5 : Schéma d’équilibre a obtenir en termes d’immunosuppression dans I'allogreffe

En post-allogreffe, un traitement antitumoral est aussi de plus en plus ajouté, dans le cas des
hémopathies disposant de thérapies relativement ciblées, les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK)
dans la LMC et les LAL Phi+ (Chen et al., 2012), et les agents déméthylants dans les SMD et les LAM
(de Lima et al., 2010). Cette approche permet de contrdler la prolifération de cellules tumorales

résiduelles.
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2. Le chimérisme donneur-receveur

2.1. Définition du chimérisme

Une chimére est dans la mythologie grecque une créature hybride fabuleuse, avec une téte
de lion, un corps de chévre et une queue de serpent. Par analogie, I'usage médical de ce terme
désigne la coexistence dans un méme organisme de cellules issues de deux organismes différents, de
la méme espéce ou non, obtenue spontanément ou artificiellement, notamment dans des contextes

foeto-maternels ou post-transplantatoires (Khan et al., 2004).

Dans I'allogreffe de CSH, le chimérisme est défini chez le patient receveur par le pourcentage
de cellules d’origine donneur, soit dans le sang, soit dans la moelle (Bader et al., 2005; Khan et al.,
2004). Un chimérisme complet (CC) est alors caractérisé par un remplacement total de
I’'hématopoiese du patient par celle du donneur, et un chimérisme mixte (CM) par la persistance des
deux types de cellules. Pour la suite de cette étude, une augmentation du pourcentage de
chimérisme désigne une augmentation du pourcentage de cellules issues du donneur, avec un CM
s’approchant d’'un CC. Un CM peut avoir 2 significations différentes : soit il s’agit de cellules matures
normales du patient, ayant survécu au conditionnement ou ayant maturé a partir de cellules souches
hématopoiétiques résiduelles du receveur ; soit il s’agit de cellules malignes résiduelles ayant survécu
au conditionnement et pouvant provoquer une rechute. Un CM peut donc correspondre a une
situation de réaction immunitaire plus ou moins stable, a une perte du greffon ou a une rechute de
I’hémopathie (Bretagne et al., 1987; Petz et al., 1987). Un CM trés précoce serait généralement
expliqué par la persistance de cellules normales de I'h6te, et non par la présence de cellules
malignes. En effet, I’équilibre entre des cellules hématopoiétiques du receveur et du donneur n’est
généralement que provisoire, et |'hématopoiese du donneur remplace progressivement
I’'hématopoiese du receveur grace a I'immunosuppression induite par le conditionnement pré-

allogreffe puis par les traitements immunosuppresseurs post-allogreffe.

Le seuil a partir duquel on considéere un chimérisme comme complet dépend de la sensibilité
de la technique. Les méthodes peu sensibles ne permettent pas de différencier un chimérisme a 90%
donneur d’un chimérisme a 95% donneur. La difficulté est de définir un seuil qui soit pertinent du
point de vue médical, mais aussi évaluable par la technique utilisée. En général, on considéere un CC si
le pourcentage de cellules issues du donneur est supérieur a 95% donneur. Cependant, ce seuil
dépend aussi de la maladie et de la sous-population étudiée ; on peut considérer un CM pour toute
détection fiable d’un marqueur du receveur, méme tres faible, suivant la technique utilisée (Antin et

al., 2001). Pour évaluer ce chimérisme, I’analyse se fonde sur un ou plusieurs marqueurs informatifs
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qui doivent étre différents entre le donneur et le receveur (Bader et al., 2005; Khan et al., 2004;
Thiede, 2004). Plusieurs types de marqueurs ont successivement été utilisés, tels que les groupes
sanguins du systeme ABO, le sexe du patient en cas de greffe avec un donneur de sexe opposé et
certains polymorphismes génétiques ou protéiques. L'informativité d’'un marqueur est définie par la
possibilité d’utiliser ce marqueur chez le plus grand nombre de patients. A titre d’exemple, le sexe du

patient est un marqueur peu informatif, car limité aux greffes entre individus de sexe opposé.

2.2, Techniques d’analyse du chimérisme

2.2.1. Technigues historiques

L'analyse des polymorphismes protéiques a d’abord été envisagée sur la base des antigenes
érythrocytaires, des isoenzymes érythrocytaires ou leucocytaires, des isotypes d'immunoglobulines,
ou des antigénes HLA. Ces techniques étaient chronophages, faiblement informatives ou étudiant
une seule lignée. Elles étaient généralement non informatives en cas de transfusion sanguine (Baron

and Sandmaier, 2006; Khan et al., 2004).

La cytogénétique conventionnelle a permis de développer une approche génétique, par
détection soit du sexe du patient et du donneur, soit d’anomalies spécifiques de la maladie
(Chromosome Philadelphie dans la LMC). Cette technique est peu informative, peu sensible (5-10%)
et non quantitative du fait de la culture (Baron and Sandmaier, 2006). La FISH (Fluorescent in situ
hybridization) a amélioré cette approche par hybridation de sondes fluorescentes spécifiques de
séquences portées par les chromosomes X et Y (Durnam et al., 1989). Le grand nombre de cellules
analysées par rapport a la cytogénétique conventionnelle permet une quantification plus précise
(sensibilité inférieure a 1%), ce qui a justifié le maintien de cette approche jusqu’au début des années
2000. Elle est cependant chronophage, coliteuse et peu informative, puisque ne concernant que les
greffes entre individus de sexe opposé. De plus, la perte de I'Y, physiologique liée a I’'age ou

pathologique au sein du clone tumoral, limite son emploi.

Des techniques de biologie moléculaire ont ensuite été proposées dont I'étude des RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), basée sur I’étude des polymorphismes de longueur des
fragments de restriction au niveau de I’ADN (Blazar et al., 1985; Ginsburg et al., 1985). Une perte ou
un gain d’un site de digestion d’'une enzyme de restriction via la variation d’un nucléotide sur un
locus donné, conduit a un ou deux fragments d’ADN de taille différente. Ces derniers sont séparés
par électrophorese sur gel d’agarose en fonction de leurs poids moléculaires. Cette technique a été
utilisée avant I'avénement des techniques de Polymerase Chain Reaction (PCR); elle est semi-

quantitative, peu sensible (5-10%) et trés consommatrice en matériel.
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2.2.2. Etude des séquences Variable Number Tandem Repeats

L'étude des VNTR (Variable Number Tandem Repeats) utilisant la PCR a ensuite supplanté
cette approche et a permis I'essor du suivi de chimérisme (Knowlton et al., 1986; van Leeuwen et al.,
1991; Min et al., 1988; Thein et al., 1986). |l s’agit de I'étude de variations du nombre de répétitions
en tandem de séquences d’ADN, différentes d’un individu a I'autre (Mackinnon et al., 1992; Thiede,
2004). Ces séquences dites « minisatellites» comportent 10 a 50 paires de bases (pb). Ces marqueurs,
communément appelés « empreintes génétiques » ont été découverts en 1985 (Jeffreys et al., 1985).

Cette technique est chronophage et semi-quantitative, mais peu co(teuse.

2.2.3. Etudes des séquences Short Tandem Repeats

L’avenement de méthodes d’étude des STR (Short Tandem Repeats) par PCR a ensuite permis
de perfectionner le suivi de chimérisme (Khan et al., 2004). Comme pour I'étude des VNTR, il s’agit
de I'étude de variations du nombre de répétitions en tandem de séquences d’ADN conservées, qui
sont, cette fois, plus petites, comportant 3 a 7 pb répétées (Thiede et al, 1999). On parle de
séquences « microsatellites », réparties tout au long du génome humain. Le nombre de répétitions
est hautement variable d’un individu a I'autre, avec un polymorphisme supérieur & 10° chez
I'homme. lls sont donc hautement informatifs. Ces marqueurs, sont également utilisés comme
empreintes génétiques en médecine légale et pour les tests de paternité, car interprétables sur de
faibles quantités d’ADN, méme dégradé. Des kits commerciaux multiplexes ont été validés pour un
tel usage, selon des criteres judiciaires stricts, permettant une comparaison des résultats. Dans un
contexte d’allogreffe, les faibles quantités d’ADN nécessaires permettent d’obtenir un résultat des la
période post-allogreffe immédiate, lorsque le patient est encore en aplasie, avec une moelle

hypocellulaire.

Les sensibilités obtenues avec I'ensemble de ces techniques, méme les plus sensibles (FISH et
étude des STR), permettent uniquement un suivi de chimérisme mais pas un suivi optimal de maladie

résiduelle, qui nécessite des sensibilités de I'ordre de 10 4 10° (Baron and Sandmaier, 2006).
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2.2.4. Etudes des polymorphismes par PCR quantitative

L'étude de SNP (Single Nucleotide Polymorphism)par PCR quantitative en temps réel
TagMan® (ThermoFisher, Etats-Unis) est également tres répandue. Les SNP sont des polymorphismes
bialléliques par variation de 1 ou 2 pb. Ces SNP, ainsi que les insertions et délétions de petite taille,
peuvent étre détectés par PCR quantitative alléle-spécifique (Alizadeh et al., 2002a; Jiménez-Velasco
et al., 2005). Il s’agit de la méthode la plus sensible actuellement utilisable en routine (0,001%-0,1%,
soit 10° a 107) (Baron and Sandmaier, 2006; Chen et al., 2011). De nombreuses équipes ont
développé des panels, I'informativité dépendant des marqueurs choisis, de leur nombre et de la
population d’étude (Alizadeh et al., 2002b; Chen et al., 2011; Gineikiene et al., 2009; Maas et al.,
2003). La quantification par cette méthode est donc trés précise dans les faibles pourcentages, avec
un usage potentiel en suivi de maladie résiduelle dans un contexte de conditionnement standard ou
de conditionnement atténué, une fois le CC atteint. Cette possibilité est particulierement
intéressante chez les patients pour lesquels aucun marqueur de maladie résiduelle n’est possible.
Cette technique est davantage consommatrice en échantillon que I'étude des STR et est limitée par
une perte de sensibilité en cas de faible quantité d’ADN (Alizadeh et al., 2002a; Maas et al., 2003).
L'usage de PCR nichée a été proposé afin d’augmenter la sensibilité et la précision de la PCR
guantitative en temps réel. La quantité d’ADN nécessaire est alors divisée par 10, avec une sensibilité

augmentée, grace a une PCR en point final avant une PCR quantitative (Aloisio et al., 2017).
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2.2.5. Nouvelles technigues innovantes

L'essor de techniques innovantes, telles que le séquengage haut débit et la PCR digitale,

ouvre a présent de nouvelles possibilités dans le suivi de chimérisme.

2.2.5.1. Séquencage haut débit

Deux technologies de séquencage haut débit sont utilisées a I’heure actuelle, qui reposent
sur les principes de PCR et de séquencage historiquement utilisés, mais a une échelle miniaturisée,
permettant d’analyser beaucoup plus de séquences a partir de trés peu de matériel. La technologie
Illumina® (lllumina, Etats-Unis) permet de réaliser une amplification clonale de séquences par PCR en
clusters. Ces clusters sont créés sur un support solide de type lames de verre appelées Flowcells. Le
séquencage est possible par détection de fluorescence lors de la synthése du brin d’ADN. La
technologie lon Torrent® (ThermoFisher, Etats-Unis) est basée sur le principe de la PCR en émulsion.
Chaque microgouttelette formée contient le milieu réactionnel nécessaire a une PCR et permet
d’amplifier une séquence d’ADN fixée sur une bille. Le séquencage est possible par modification du
pH lors de I'incorporation d’une nouvelle base. Certaines équipes ont mis au point des techniques de
suivi de chimérisme par séquencage a haut débit, 'une d’entre elle avec un panel maison de 44
amplicons (séquences d’ADN amplifié) pour la technologie lon Torrent®, correspondant a 44 SNP. Ce
panel a permis d’obtenir une moyenne de 16 alleles informatifs par patient, sur une cohorte de 10

individus, avec une limite de détection fixée a 1% (Aloisio et al., 2016).

2.2.5.2.  PCR digitale

Une autre technique innovante, la PCR digitale, serait particulierement intéressante dans le
suivi de chimérisme. Le principe de cette technologie est de partitionner I’échantillon suffisamment
pour que statistiquement chaque copie d’ADN soit isolée, dans le milieu réactionnel nécessaire a la
PCR. Ce partitionnement est en particulier possible en microgouttelettes, ou chaque gouttelette se
comporte comme un échantillon indépendant (George et al., 2013). On parle alors de ddPCR pour
droplet digital PCR. Statistiquement, la répartition des copies d’ADN suit une loi de Poisson, avec soit
zéro copie d’ADN, soit une seule, soit plus, par microgouttelette (Sykes et al., 1992). Cela permet de
déduire une quantification absolue du nombre de copies du gene d’intérét dans un échantillon. Une
réaction de PCR en point final permet d’amplifier 'ADN et d’incorporer une sonde fluorescente
allele-spécifique. La lecture des microgouttelettes permet de différencier I'allele muté de I'alléle
sauvage, il s’agit ainsi d’'une technique de PCR alléle-spécifique comme la PCR par chimie
TagMan® (George et al., 2013). Toutefois, la PCR digitale est une technique de quantification absolue

du nombre de copies de l'allele muté, alors que la PCR quantitative par chimie TagMan® ne permet
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gu’une quantification relative a un gene de référence (George et al., 2013). Avec cette technique, les

quantités d’ADN nécessaires sont plus faibles, la limite de quantification est abaissée (< 0,01%) et il

n’est pas nécessaire de réaliser de réplicats et de gamme de calibration (Sanders et al., 2011; Stahl et

al., 2015). Dans le cadre d’un suivi de chimérisme, plusieurs équipes ont déja mis a profit cette

technique qui permet de détecter des SNP (Taira et al., 2015), des insertions, des délétions (George

et al., 2013; Santurtun et al., 2017; Stahl et al., 2015) mais également la majorité des variations du

génome humain, les CNV (Copy Number Variation) (Whitlam et al., 2017).

Au final, de nombreuses techniques sont utilisables pour effectuer un suivi de chimérisme,

avec des limites et des avantages variables (Tableau 4). Les plus répandues actuellement sont I'étude

des STR et la PCR quantitative par chimie TagMan®.

Méthode Sensibilité | Avantages Inconvénients Références
(%)
Antigénes 1-5 Simple, précis Limité a la lignée (Schaap et al., 2000)
érythrocytaires érythrocytaire
Antigenes HLA | Variable Difficulté de détecter
spécifiquement tous les
alleles
Cytogénétique | 5-20 Faible sensibilité, (Offit et al., 1990)
chronophage
Cellules entrées en mitose
FISH X/Y 0,1-2 Grand nombre de Seulement pour donneur- | (Kogler et al., 1995)
cellules, peu de faux receveur de sexes opposés
positifs
RFLP 5-20 Grande informativité Sensibilité modérée, (Casarino et al.,
chronophage 1992)
VNTR 5-20 Sensibilité modérée
STR 1-5 Grande diversité des Sensibilité suffisante, sauf | (Lion et al., 2001)
marqueurs, nombreux pour suivi de maladie
alleles résiduelle
Faible quantité d’ADN Risque de contamination
Colteux
PCR 0,001-1 Temps de réalisation Quantité d’ADN (Alizadeh et al.,
quantitative court importante 2002a; Maas et al.,
en temps réel Nombre de marqueurs Nombreuses étapes 2003)
élevé techniques
Sensibilité élevée
(0.05%)
Analyse aisée
NGS 1 Analyses en série Nombreuses étapes (Aloisio et al., 2016)
techniques
Risque de contamination
Délai de rendu des
résultats
PCR digitale 0,01-0,5 Faible quantité ADN Nombreuses étapes (George et al., 2013)
Possibilité de techniques

multiplexage des cibles

Tableau 4 : Récapitulatif des méthodes d’étude du chimérisme : avantages et inconvénients

35




2.3. Objectifs et évolution du chimérisme post-greffe

2.3.1. Suivi de chimérisme

Comme dit précédemment, le chimérisme est un parametre qui dépend a la fois des
phénomeénes de prise de greffe, des réactions immunologiques de type GVH et GVL, et d’une
éventuelle rechute. L'incidence et la valeur prédictive sur le devenir post-greffe, d'un CM ou d’un CC
sont encore discutées, du fait de ces multiples facteurs. Il a été montré qu’un CC précoce permettrait
une prise de greffe durable sans rejet. De plus, un effet GVL précoce serait plus efficace, grace a
I'alloréactivité des lymphocytes T donneur vis-a-vis des antigenes du receveur. A contrario, un CM
traduirait une alloréactivité moindre, avec un risque de persistance ou de réémergence de cellules
malignes du patient. Historiquement, le CM était considéré comme prédictif d’un rejet ou d’une
rechute, mais ce concept a été pondéré (Choi et al., 2000a; Huss et al., 1996). Il a ainsi été montré
que le pourcentage de chimérisme a tendance a augmenter avec le temps pour atteindre un CC (Choi
et al., 2000b). Des conversions tardives de CM en CC, des CM ponctuels, voire des CM prolongés et
stables, n‘auraient pas d’incidence sur le devenir post-allogreffe. Toutefois, si le pourcentage de
chimérisme diminue, le taux de rechute est significativement plus important, un chimérisme
décroissant précédant la rechute avec une médiane comprise entre 66 et 74 jours, s’étalant de 5 a
434 jours (Bader et al., 2004; Barrios et al., 2003; Jiménez-Velasco et al., 2005). De méme, un CM

apparaissant aprées J100 serait un facteur de risque de rechute (Huss et al., 1996)

La cinétique d’évolution apparait comme un paramétre fondamental, puisque I’évolution du
chimérisme post-greffe est un processus dynamique associant prise/rejet de greffe, GVH/GVL et
rechute éventuelle (Bader et al., 1996). Elle permettrait d’évaluer I'effet de nouveaux traitements
(conditionnement, greffon, traitement immunosuppresseur) et d’orienter la stratégie thérapeutique
(prédiction du rejet, de la non-réponse ou de la rechute). L'interprétation du chimérisme est
différente selon le type de conditionnement, la fréquence de I'analyse, le type de pathologie, I'adge a

la greffe et la sous-population cellulaire étudiée.
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2.3.2. Greffes a conditionnements standards

Dans un contexte de greffe a conditionnement standard, un CC est attendu, possiblement
précédé d’'un CM transitoire dans 20 a 40% des cas, avec conversion en moins de 6 mois. Un CM
persistant avec un fort pourcentage de cellules receveur ou un chimérisme décroissant sont
prédictifs de rejet ou de rechute, chez I'enfant comme chez I'adulte (Bader et al., 1998; Lawler et al.,
1991). Cependant, un CM serait compatible avec une survie sans maladie, si le pourcentage de
cellules issues du receveur est relativement faible et stable (Lawler et al., 1991; van Leeuwen et al.,

1994; Mangioni et al., 1997) .

Différentes situations sont associées a un CM sur sang total, telles qu’'une absence de GVHa
ou une reconstitution retardée de la lignée granuleuse. Les patients présentant un CC présenteraient

quant a eux plus de GVHc dans une cohorte de LA (Barrios et al., 2003).

Le suivi de chimérisme serait surtout adapté aux hémopathies a croissance tumorale
progressive, a coupler au suivi de maladie résiduelle (transcrits de fusion, réarrangements clonaux
des génes des loci IGH et TCR). Notamment, de nombreuses études ont été menées sur des patients
allogreffés pour une LMC : I'’étude de la lignée myéloide est alors particulierement intéressante, car
reflétant la population tumorale, avec une association entre baisse du pourcentage de chimérisme
dans la lignée myéloide et risque de rechute ou de progression, notamment lorsque cette étude est
couplée a I'analyse du transcrit BCR-ABL en PCR quantitative pour suivi de maladie résiduelle (Roman
et al., 2000; Serrano et al., 2000). C’'est également dans la LMC qu’a été montré qu’un CM est plus
fréquent si les doses d’ICT sont plus faibles (Huss et al., 1996). Dans cette méme étude, la survie sans
rechute et la survie globale sont significativement augmentées en cas de CM. Ces études ont été
menées avant I'émergence des traitements par ITK. L'allogreffe était alors la principale option
thérapeutique aprés obtention d’une rémission, ce qui n’est plus le cas a I’heure actuelle, le recours a

I'allogreffe étant a présent trés minoritaire et réservé aux LMC évolutives ne répondant a aucun ITK.

Concernant les LA, la croissance tumorale étant rapide, une surveillance rapprochée du
chimérisme et I'utilisation de techniques d’analyse sensibles sont souhaitables (Bader et al., 2004) .
Une diminution du chimérisme serait associée a une survie sans évenement et a une survie globale
plus faibles par diminution de I'effet GVL (Bader et al., 2004; Barrios et al., 2003). Une diminution de
I'immunosuppression ou I'usage de DLI permettraient alors de prévenir la rechute de LA (Bader et al.,
2004) ou de LMC (Gardiner et al., 1997; Kolb, 1998; Serrano et al., 2000), mais les études menées

concernent peu de patients.
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2.3.3. Greffes a conditionnements atténués

Dans les conditionnements d’intensité réduite, le chimérisme est initialement mixte et lié a
une tolérance immunitaire (Baron and Sandmaier, 2006). Le risque de rejet de greffe est alors accru,
et I'analyse des sous-populations CD3 et NK particulierement intéressante (Baron and Sandmaier,
2006; Panse et al., 2005). Deux cinétiques sont a distinguer, en fonction du type de
conditionnement (Baron and  Storb, 2006). Dans les conditionnements atténués
immunosuppresseurs, de type ICT 2Gy et fludarabine, la prise de greffe est lente, et le CM se
prolonge 3 a 6 mois, avec une conversion de la lignée M avant la lignée lymphoide T (Baron et al.,
2004). A l'inverse, dans les CIR myéloablatifs, avec fludarabine associée au cyclophosphamide, au
melphalan ou au busulfan, la prise de greffe est précoce (Carvallo et al., 2004; Valcarcel et al., 2003).
Un CM est plus souvent retrouvé pour les faibles doses d’ICT ou en cas d’utilisation de ciclosporine
en prophylaxie de la GVH (van Leeuwen et al., 1994). A noter que certaines études ont objectivé une
corrélation entre rechute et CM (Bader et al., 1998, 2004; Girgis et al., 2005) tandis que d’autres
études ne I'ont pas confirmé, peut-étre du fait d'une fréquence de suivi trop espacé. D’autre part,
I'existence d’un CM prolongé peut favoriser le rejet et limiter I'effet GVL. Une adaptation du
traitement immunomodulateur (arrét de la ciclosporine, DLI) peut alors permettre d’atteindre un CC.

Les résultats sont contradictoires en analyse de survie sans progression ou de survie globale.

2.3.4. Greffes pour pathologies non malignes

Les allogreffes pour pathologies non malignes ne nécessitent pas de conditionnement
intensif, I'objectif n’étant pas de détruire ’hématopoiese et le systeme immunitaire du receveur,
mais d’obtenir une correction du/des déficit(s). Il est alors nécessaire de limiter au maximum les
effets indésirables liés a la greffe, en particulier la toxicité et la GVHc a long terme, et il est préférable
que le traitement soit inefficace par rejet et perte du greffon (Antin et al., 2001; Bader et al., 2005).
Obtenir un CM stable est suffisant, et serait d’ailleurs le témoin d’une meilleure tolérance donneur-
receveur : ainsi 50% des patients allogreffés pour aplasie présenteraient un CM, associé a un risque
plus faible de présenter des signes majeurs de GVHa (Hill et al., 1986; Huss et al., 1996). De plus, un
CM serait plus fréquent si le conditionnement est uniquement immunosuppresseur, par rapport aux
conditionnements associant une ICT. Dans cette étude, nous ne nous intéresserons qu’aux aplasies
médullaires acquises, puisqu’il s’agit d’'une population d’adultes. Les indications de greffe pour déficit
immunitaire, maladie héréditaire métabolique, thalassémie, drépanocytose et aplasie congénitale,

sont trés majoritairement pédiatriques.

38



2.3.5. Etude des sous-populations triées

Le tri cellulaire augmente la sensibilité de la technique, en permettant de détecter un faible
nombre de cellules, qui seraient sinon diluées par d’autres populations prédominantes dans le sang
total (van Leeuwen et al.,, 1991). En effet, les lymphocytes ne représentant qu’une minorité des
cellules circulantes, leur chimérisme ne peut étre évalué que sur population triée. Le tri permettrait
une meilleure prédiction du devenir post-allogreffe, la cinétique étant différente selon le sous-type

cellulaire. Les tris sur populations T, NK, monocytaires et myéloides ont été décrits.

On parle de chimérisme dissocié si les différentes sous-populations ne présentent pas le
méme profil de chimérisme. Ainsi, il a été montré dans une cohorte de 15 patients ayant bénéficié
d’'un CNMA, gqu’un CC est plus rapidement atteint dans les sous-populations T et NK que dans la

lignée granuleuse, et que le CC dans la lignée B est toujours retardé (Childs et al., 1999).

2.3.5.1.  Chimérisme sur populations lymphoides T et NK

Le tri CD3+ est spécifique de la lignée lymphocytaire T et le tri CD56+ est utilisé pour la lignée
lymphocytaire NK. Du point de vue du greffon, il a été montré qu’une greffe de CSP avec un greffon
riche en monocytes, lymphocytes T et NK conférait un plus haut niveau de chimérisme dans la lignée
T (Baron et al., 2004). De plus, I’age du patient est un facteur a prendre en compte, un CM stable est
plus fréquent avant 13 ans dans les lignées T et NK (Guimond et al., 2000; van Leeuwen et al., 1994).
Le thymus serait impliqué dans le phénoméne de tolérance donneur-receveur et son involution avec

I’age conduirait a un chimérisme plus élevé aprés 13 ans.

Cependant, un CM est également plus fréquent en cas de rejet précoce ou de rechute, en
particulier en conditionnement atténué. Sur population lymphoide T, un CM prolongé dans les
pathologies myéloides est associé a plus de rechute (Mohty et al., 2007) et un chimérisme bas a J14
dans la population lymphoide T est associé a plus de rejets de greffe (Baron et al., 2004), de méme a
128 (Keil et al., 2003; Matthes-Martin et al., 2003). Sur la population NK, un CM a J28 est également
associé a plus de rejet avec une plus grande significativité que sur population T (Matthes-Martin et
al., 2003) et un CM a J14 et J28 a un impact négatif sur la survie globale a 1 an (Miura et al., 2006),
tandis qu’un CC précoce est associé a une augmentation de la survie globale et de la survie sans

progression (Baron et al., 2004)

Un CM élevé T ou NK a J14 ou a J28 est également associé a un risque plus élevé de GVHa de
score Il a IV, quel que soit le type de donneur, en conditionnement standard ou atténué (Baron et al.,
2004; Childs et al., 1999; McSweeney et al., 2001; Mohty et al., 2007). Ainsi, un CM T supérieur a 50%

donneur a J14 apres conditionnement atténué, serait associé a un risque accru de GVHa (Miura et al.,
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2006). De maniere cohérente, on décrit moins de GVHa de score Il a IV en cas d'un CM T par rapport
a un CC (5% vs 52%) (Mattsson et al., 2001a; Mollet et al., 2012). Il apparait ainsi un réle important
des lymphocytes T dans la GVHa (Ferrara and Reddy, 2006). De plus, les conditionnements
hautement immunosuppresseurs, avec de la fludarabine et du cyclophosphamide, sont associés a
I'obtention rapide d’'un CC T, favorisant la GVH et la GVL (Panse et al., 2005). A noter qu’un
traitement par SAL doit systématiquement étre pris en compte pour l'interprétation, puisqu’il va
détruire les lymphocytes T et que les DLI ne seraient efficaces que si le CM T n’est pas trop diminué
avant injection. Une réponse aux DLI se solderait par un chimérisme T supérieur a 90% donneur

(Bethge et al., 2004).

2.3.5.2.  Chimérisme sur population myéloide ou spécifique de ’"hémopathie

Plusieurs équipes se sont intéressées au chimérisme dans la population spécifique de
I’'hémopathie, afin d’étre davantage prédictif de la rechute, en s’affranchissant des chimérismes liés
a une tolérance immunitaire (Mattsson et al., 2001b). Dans les LA, I'analyse sur sous-populations
leucémiques permet d’approcher le seuil de détection des marqueurs moléculaires spécifiques
utilisés en suivi de maladie résiduelle (transcrits de fusion, réarrangement IGH ou TCR) (Zetterquist

et al., 2000).

Le chimérisme trié sur cellules CD34+ a été étudié dans les LAM, et permet de prédire une
rechute prés de 60 jours avant la rechute cytologique, avec une meilleure sensibilité que I’échantillon
total non trié (Bornhauser et al., 2009; Zeiser et al., 2005). A noter qu’'un greffon riche en
progéniteurs CD34+ ou une chimiothérapie intensive avant allogreffe conféreraient un niveau de
chimérisme plus haut plus rapidement dans la lignée myéloide (Carvallo et al., 2004). Dans les LMC,
Serrano et al. ont montré dans une cohorte de 55 patients, qu’un CM précede la rechute de 2 a 12
mois dans la sous-population myéloide CD15+. A noter la présence d’un CM persistant sur population

lymphoide T, a distinguer du CM myéloide (Serrano et al., 2000).

Dans les LAL-B, Zetterquist et al. ont étudié la sous-population maligne CD19+ chez 12
patients de 2 a 28 ans. La corrélation entre suivi de maladie résiduelle positif et CM était parfaite
(Zetterquist et al., 2000). De plus, le suivi de chimérisme sur population lymphoide CD19+ peut
potentiellement étre utilisé dans tous les syndromes lymphoprolifératifs exprimant ce marqueur, et
notamment la LLC, ou une étude a montré des résultats trés bien corrélés avec le suivi de maladie

résiduelle chez 25 patients sur 26 (Mattsson et al., 2000).
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2.4. Recommandations actuelles

Des recommandations ont été émises concernant le suivi de chimérisme dés 2001, via le
Tandem BMT Meetings, recommandations conjointes de I'International Bone Marrow Transplant
Registry et de I'American Society of Blood and Marrow transplantation (Antin et al., 2001). Les
techniques alors recommandées étaient I’'étude des VNTR et des STR, pour leur large disponibilité et
leur reproductibilité. Il était alors indiqué de réaliser une étude de chimérisme a 1, 3, 6 et 12 mois en
cas de CIR ou de nouveau traitement prophylactique de la GVH, I'objectif étant d’adapter les DLI ou
I'immunosuppression en fonction du chimérisme. En cas de conditionnement atténué, une étude de
chimérisme était recommandée toutes les 2 a 4 semaines jusqu’a I'obtention d’une prise de greffe
stable, afin de prédire une perte du greffon ou une GVH. Pour les pathologies non malignes, le

chimérisme était a réaliser a 1, 2 et 3 mois (Antin et al., 2001).

Concernant la matrice d’analyse, un prélévement sanguin est préconisé afin de faciliter la
fréquence des prélevements et de mieux étudier les populations lymphocytaires, peu présentes dans
la moelle. La moelle présenterait tout de méme I’avantage d’étre plus sensible aux rechutes en cas
de pathologie myéloide, mais le chimérisme ne permettant pas de distinguer les cellules normales
des cellules tumorales, il reste donc moins sensible que certaines méthodes d’évaluation spécifiques
de la MRD, notamment I'étude du transcrit BCR-ABL dans la LMC (Antin et al., 2001). Le consortium
européen Eurochimerism a montré que la technique d’isolement de I’ADN la plus efficace, pour un
échantillon pauvre en cellules, est la lyse directe par détergents et protéinase K (van der Burg et al.,
2011). En 2006, ce méme consortium a développé une nomenclature pour les marqueurs STR, le
RSD-code (Recepient-Shared-Donor-Code) afin d’identifier les marqueurs éligibles au suivi de
chimérisme (Watzinger et al., 2006). Ce RSD-code permet de connaitre la position relative des alléles
les uns par rapport aux autres (Watzinger et al., 2006). Ces recommandations reviennent également

sur les causes d’exclusion d’un STR non exploitable pour un couple donneur-receveur.

La Société Francophone de Greffe de Moelle et de Thérapie Celllulaire (SFGM-TC) a mis en
place un atelier de réflexion sur I’étude du chimérisme dans le cadre de ses Ateliers d’"Harmonisation
des Pratiques en Allogreffe 2016 (AHPA 2016, en cours de publication), afin de fixer des
recommandations de réalisation et de rythme optimal de surveillance. Le rythme optimal de
surveillance est tous les 30 jours, jusqu’a 100 jours. Aprés 100 jours, la fréquence de suivi du
chimérisme est laissée a I'appréciation du greffeur, avec un point recommandé a J180 et un autre a
1360. Dans le cadre d’une pathologie non maligne, le suivi doit étre prolongé pendant la 1ere année
apres allogreffe par rapport aux recommandations précédentes. Un chimérisme doit étre considéré

comme mixte s’il est inférieur ou égal a 95%. En phase précoce de prise de greffe, un chimérisme
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supérieur a 95% donneur sur sang total ne nécessite pas d’intervention thérapeutique. Un
chimérisme entre 90 et 95% donneur, quel que soit le moment de l’analyse nécessite une
réévaluation précoce. En cas de décroissance il est nécessaire de vérifier s'il s’agit d’'une rechute ou
d’une perte du greffon. En effet, le chimérisme peut permettre la détection précoce d’une rechute,
mais uniquement celles a localisation médullaire, ce qui exclut la majorité des lymphomes. En
I"'absence de marqueurs spécifiques du suivi de la maladie résiduelle, I’évaluation du chimérisme par
PCR quantitative peut prédire le risque de rechute, mais une rechute doit étre confirmée par d’autres
examens. Quelle qu’en soit I'origine, une baisse du pourcentage de chimérisme nécessite une
intervention thérapeutique par diminution du traitement immunosuppresseur ou utilisation de DLI et

réévaluation du chimérisme a 30 jours (AHPA 2016).

L'intérét du tri cellulaire sur cellules triées CD3+ est controversé et les données sont
insuffisantes pour conclure. En 2012, Mollet et al. recommandent une poursuite d’analyse du
chimérisme T jusqu’a conversion compléte de cette population vers un profil donneur (Mollet et al.,

2012).

A noter qu’un chimérisme 100% donneur n’exclut pas une évolutivité de la maladie. En effet,
le suivi de chimérisme s’effectue sur un prélévement sanguin. Une rechute peut d’abord étre limitée
au compartiment médullaire ou concerner une localisation extramédullaire, notamment sous forme
d’un sarcome granulocytaire dans les LAM. Dans le cas des lymphomes (hors LLC), le suivi de
chimérisme ne peut pas constituer un marqueur de suivi de maladie résiduelle car les rechutes sont
généralement ganglionnaires sans dissémination sanguine des cellules tumorales. Dans le MM,
I'infiltration médullaire est tres fréquemment nodulaire et il n’y a pas non plus de diffusion sanguine

des cellules tumorales.
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3. Objectifs de I'étude

Un précédent travail de these d’exercice mené au Centre Henri Becquerel en 2007 visait a
optimiser le protocole de suivi du chimérisme dans le service d’hématologie du Centre Henri
Becquerel en termes de choix de technique et de stratégie de surveillance post-allogreffe

(Thannberger, 2007).

Dix ans apres la précédente étude, I’évolution des techniques de biologie moléculaire et des
modalités de suivi clinico-biologique des greffes nous aménent a reconsidérer ce suivi de
chimérisme, le suivi de chimérisme a J30 et a J100 étant systématique depuis cette étude. Il s’agit
également de valider le remplacement de I'étude des VNTR par une étude des STR et d’évaluer la
place des différentes techniques au laboratoire de génétique oncologique du Centre Henri

Becquerel.

Enfin, cette précédente étude ne s’intéressait pas de maniere approfondie a I'apport du tri
lymphoide T et myéloide dans le suivi de chimérisme. L'un des objectifs principaux du travail actuel
est par conséquent d’étudier le chimérisme de ces populations cellulaires et de préciser dans quel
contexte leur étude est la plus pertinente, en particulier en termes de prédiction de la GVH et de la

rechute.
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4. Matériel et méthodes

4.1. Technique d’étude employées

Le suivi de chimérisme est réalisé au laboratoire de génétique oncologique du Centre Henri
Becquerel par des techniques ayant fait I'objet de validations de méthodes, afin de remplir les
exigences d’accréditation selon la norme NF EN I1SO 15189, en particulier en termes de sensibilité et
spécificité. Le suivi de chimérisme est actuellement un acte hors nomenclature, toutefois co6té dans
le Référentiel des actes Innovants Hors Nomenclature de biologie et d’anatomocytopathologie
(RIHN), dans la section 07 03 Histocompatibilité selon les codes G179, G180 et G225. Cette
inscription RIHN permet une valorisation financiere des examens, indexés sur le coefficient B hors

nomenclature BHN (0,27€ en 2017).

4.1.1. Réception des échantillons

Les exigences du laboratoire sont de réaliser un bilan pré-allogreffe receveur et donneur,
avec réception de 20 mL de sang minimum sur tube EDTA par individu. L'objectif est d’obtenir un
minimum, fixé par le laboratoire, de 150 ug d’ADN pré-allogreffe, afin d’assurer le suivi de
chimérisme post-allogreffe préférentiellement par PCR quantitative en temps réel, au minimum

pendant la premiére année post-allogreffe.

Le suivi post-allogreffe s’effectue a partir d’'un échantillon de 5 mL de sang pour étude sur
sang total ou sur population myéloide, et a partir de 10 mL pour étude sur population lymphoide T.
En pratique, 20 mL de sang minimum sont donc nécessaires, avec des volumes dépendant de la
richesse cellulaire du prélevement. 30 mL sont par conséquent demandés pour un suivi de
chimérisme complet avec tri cellulaire. Les cellules doivent étre triées dans les 24h suivant le
prélevement, afin de travailler sur des cellules intégres, le tri étant conditionné par la qualité des

récepteurs membranaires.
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4.1.2. Tri cellulaire

Le tri cellulaire s’effectue sur automate trieur Robosep™ (Stemcell, Canada). Cette
technologie permet une sélection de populations cellulaires par utilisation d’anticorps couplés a des
billes magnétiques a partir de sang total, sans utilisation de filtration sur colonne. Le tri magnétique
permet une rétention des cellules d’intérét le long des parois du tube, avec un maintien de l'intégrité
de la cellule. Ce type de tri permet ensuite la réalisation de tout type d’expérimentation : extraction
d’ADN, extraction d’ARN, cytométrie en flux et culture. En pratique, le tri myéloide est effectué sur 5
mL et le tri lymphoide T sur 10 mL de sang. Le kit EasySep™ Human Myeloid WB Positive Selection Kit
(REF 18653) permet une sélection des populations myéloides par sélection positive avec des
anticorps reconnaissant le CD33 et le CD66b couplés a des billes magnétiques. Le kit EasySep™
Human CD3 WB Positive Selection Kit (REF 18051) permet une sélection positive de la population

lymphoide T avec des anticorps reconnaissant le CD3 couplés a des billes magnétiques.

Cellules d'intérét

Autres cellules sanguines

%\_ Complexe tétramérigue anticorps anti-marqueur
celllulaire et anti-dextrans

% ... Billes magnétiques

/

O d Passage dans I'aimant :
O ﬂﬁ . rétention cellule -anticorps ?
; - particules sur les parois
C ™

— |
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cellules non fixées %)

O Liaison cellule - anticorps Liaison cellule - anticorps
anti-marqueur celllulaire cf - particules magnétiques
et anti-dextrans N\ recouvertes de dextrose

—

Figure 6 : Principe général du tri cellulaire sur automate RobosepwI

4.1.3. Extraction d’ADN

L'extraction d’ADN est effectuée au laboratoire pour la majorité des échantillons par
méthode manuelle. Une premiere étape consiste en une lyse des globules rouges, suivie d’une
digestion des membranes cellulaires par la protéinase K. L'ADN est ensuite purifié par ajout de
chlorure de sodium et éventuellement de phénol-chloroforme. L’ADN solubilisé est précipité par
ajout d’éthanol absolu. Les ADN pré- et post-allogreffe extraits donneur et receveur sont ajustés a

100 ng/uL, avec un objectif d’au moins 400 pL de volume final.
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4.1.4. Détermination du chimérisme

4.1.4.1. Etude des séquences VNTR

La technique d’étude des VNTR n’est actuellement plus utilisée au laboratoire et a été
remplacée par I'étude des STR, depuis 2015. Un typage était réalisé sur les échantillons pré-
allogreffe, pour identifier des marqueurs spécifiques du receveur et de son donneur. Sept marqueurs
étaient testés en VNTR au laboratoire : en premiere intention YNZ-22, D1S80 (D28507), 33.4, 33.6.3
(M30548) et HRAS, puis en seconde intention 33.1 et HVR, si le screening initial n’était pas
contributif. Cette technique utilise le principe d’amplification par PCR en point final visant a amplifier
le matériel génétique, par dénaturation de I’ADN, hybridation des amorces et élongation de brins
complémentaires. Ces étapes étant répétées n cycles. Pour chaque marqueur, le mix suivant contient

des amorces sens et anti-sens :

Volume par échantillon
mix polymerase 2x 25 uL
amorce sens et antisens (1uM pour chaque amorce) 1,5uL
H20 qsp 49 pL 22,5 uL

Tableau 5 : Préparation du mix réactionnel pour étude des VNTR

1 uL d’ADN dilué est ajouté, pour chaque individu aux 49 pL de mix. La PCR d’amplification

est réalisée sur thermocycleur suivant le programme suivant :

94°C 10 min

94°C 1 min

64°C 1 min x 30 cycles
72°C 12 min

4°C oo

Les produits d’amplification sont ensuite déposés (15-20uL) sur gel a 1,5% d’agarose et mis a
migrer sous 200V. Une photo UV aprés ajout d’intercalant GelRed™ permet de révéler les produits
de PCR. Les produits migrés sont ensuite transférés sur membrane de nylon et révélés par

hybridation d’'une sonde biotinylée spécifique du marqueur.

Les produits de PCR sont séparés en fonction de leur taille, celle-ci variant en fonction du
nombre de répétitions des séquences répétées minisatellites. L'informativité est liée aux variations
du nombre de répétitions d’'un individu a l'autre, mais aussi au caractere homozygote ou
hétérozygote du locus chez chaque individu. Ainsi, si deux sujets sont homozygotes et portent le
méme allele, le marqueur n’est pas informatif. En revanche, si les deux sujets sont hétérozygotes, et
portent des alléles différents, il y a alors 4 marqueurs de taille différente. L'objectif est I'obtention

d’un couple d’amorce informatif avec obligatoirement un fragment amplifié spécifique du receveur,
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et si possible un fragment spécifique du donneur. En absence de marqueur spécifique du donneur,

deux marqueurs receveur sont testés.

lypage non intormatir informatif lypage intformatit informatif

Figure 7 : Exemple de typages non informatifs et informatifs pour I’étude des VNTR
Les produits de PCR sont migrés sur gel d’agarose, transférés sur membrane de nylon puis hybridés avec une
sonde spécifique. Rv : ADN pré-allogreffe du receveur, Dr : ADN du donneur

En suivi post-allogreffe, un résultat semi-quantitatif est obtenu grace a une gamme de
dilution de I’ADN de I'échantillon pré-allogreffe donneur dans I’échantillon pré-allogreffe receveur
ajustés a 100ng/uL. La quantification est visuelle, par comparaison a une gamme de dilution établie a

partir des échantillons pré-allogreffe, selon le schéma ci-dessous :

Figure 8 : Exemple d’'un marqueur VNTR étudié en suivi de chimérisme

Les produits de PCR sont migrés sur gel d’agarose. Rv : dép6t de 100uL d’ADN receveur pré-allogreffe, Dr :
dépét de 100uL d’ADN donneur, 20%Dr : dilution de 20uL d’ADN Dr dans 80uL d’ADN Rv, 40%Dr : dilution de
40uL d’ADN Dr dans 60uL d’ADN Rv, 60%Dr : dilution de 60uL d’ADN Dr dans 40ul d’ADN Rv, 80%Dr : dilution
de 80uL d’ADN Dr dans 20ulL d’ADN Rv.

Au final, cette technique présente deux inconvénients majeurs, le temps de réalisation est

long et le résultat est seulement semi-quantitatif.
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4.1.4.2.  Etude des séquences STR

La technique d’étude des STR a supplanté I'étude des VNTR car elle présente I'avantage
d’étre reproductible, assez rapide, trés peu consommatrice en matériel génétique, avec une
sensibilité de 1 a 5% (Lawler et al., 1991; Lion, 2003; Thiede et al., 1999). Elle est également utilisable
en cas de non informativité du typage par chimie TagMan®. Un kit commercial Promega PowerPlex®
16 HS System, ou PP16 (Promega, Etats-Unis) a été choisi. Il s’agit d’une technique de PCR multiplexe
pour 15 loci STR et 'amélogenine, un marqueur lié au sexe, 'alléle porté par le chromosome X étant
délété de 6pb par rapport au chromosome Y. Les 16 loci sont amplifiés simultanément puis injectés
simultanément et séparés par analyse de fragments. Ills sont marqués par 3 fluorochromes différents,
la fluorescéine (FL) pour les loci Penta E, D18S51, D21S11, THO1 et D351358, la carboxy-
tétraméthylrhodamine (TMR) pour les loci FGA, TPOX, D851179, vWA et I'amélogénine, et la 6-
carboxyl-4’,5’-dichloro-2’,7’-diméthyl-fluorescéine (JOE) pour les loci Penta D, CSF1PO, D165539,
D75820, D135317. D55818. La premiere étape est également une PCR en point final. Un mix global
multiplexe est réalisé, contenant I'ensemble des réactifs nécessaires, dont la polymérase et

I’'ensemble des amorces :

Volume par échantillon
PowerPlex HS 5X Master Mix 5 uL
PowerPlex 16HS 10X Primer Pair Mix 2,5 uL
H20 gsp 24 pL 16,5 pL

Tableau 6 : Préparation du mix réactionnel pour étude des STR

Les ADN sont dilués a 0,5 ou 1 ng/uL et 1uL de 'ADN dilué est ajouté aux 24 pL de milieu
réactionnel afin d’introduire un maximum de 1ng d’ADN. Plus la quantité d’ADN est importante, plus
il y a un risque de saturation de fluorescence et de signaux artéfactuels. Un controle positif, 'ADN

2800M permet de contrdler la bonne amplification des marqueurs pour chaque locus.

La PCR d’amplification en point final est réalisée selon le programme suivant :

96°C 2 min

94°C 30s

60°C 90s x 32 cycles
72°C 90s

60°C 45 min

4°C oo
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Ces microsatellites étant des répétitions de petite taille, ils sont ensuite séparés par une
technique plus résolutive que la séparation sur gel d’agarose des VNTR, I’électrophorese capillaire,
permettant une analyse de fragments a la base pres. La détection est rendue possible par détection
de la fluorescence des amorces spécifiques. A 1ul d’échantillon est ajouté 10uL de cocktail de charge
contenant 9,5 uL de formamide et 0,5 uL de marqueur de taille CXR ILS 600. Le formamide facilite la
rupture des liaisons entre deux brins d’'une molécule d’ADN et maintient I’ADN sous forme simple
brin pour la migration capillaire. Le marqueur de taille permet d’obtenir une échelle de taille des
fragments, précise a la base pres. Une dénaturation 3 minutes a 95°C, puis une conservation sur
glace permet d’obtenir des fragments d’ADN simple brin avant séparation des fragments sur un
séquenceur capillaire AB3130 ou AB3130xl. En général, 3 a 5 marqueurs sont informatifs avec ce
systéme sur les 16 explorés. Pour chaque locus, les alléles présents dans la population générale avec
une fréquence supérieure a 1/1000 sont pré-annotés par le fichier d’annotation du fournisseur. Un
échantillon test échelonné (allelic ladder) permet de vérifier que I'ensemble des alléles les plus
fréquents des 16 loci sont amplifiés (Figure 9). Il doit étre passé tous les 8 puits et permet de vérifier
le bon positionnement des alléles, et donc leur bonne annotation. Les alléles rares de faible

fréquence sont également détectés, mais ne seront pas annotés.
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Figure 9: Exemple du profil électrophorétique obtenu pour I'allelic ladder, pour les loci marqués a la
fluorescéine
L’allelic ladder comprend un trés large panel d’alléles possibles pour chaque locus.

Avec cette technique, méme les ADN dégradés sont généralement exploitables (taille < 500
pb), mais les quantités d’ADN extrémement faibles nécessitent une vigilance renforcée vis-a-vis des
contaminations. Les kits commerciaux STR sont utilisés en médecine légale (Thiede et al., 1999), mais
n‘ont pas été initialement validés pour une analyse quantitative. lls ont pour objectif principal une

discrimination efficace entre individus, au sein des différentes ethnies les plus fréquentes.
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Or la détermination du chimérisme nécessite une quantification, calculée par comparaison
des aires sous les pics avec exclusion des alléles partagés (Thiede et al., 1999). Les calculs nécessaires
a cette quantification au laboratoire sont réalisés en fonction du profil des pics obtenus (Figure 10).
Pour étre interprétable, plusieurs marqueurs doivent étre analysés, et c’est la moyenne d’au moins 3

marqueurs qui est rendue, si le coefficient de variation (écart-type/moyenne*100) est inférieur a 5%.

cC D

p-2
O

A

A
Receveur /\

Donneur

Post-allogreffe —/\-/\—/\-/\—

Figure 10 : Profils électrophorétiques possibles d’un couple donneur/receveur

=
=
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(Adapté de Clark et al., 2015). Calcul du pourcentage de chimérisme (% donneur)
I : Receveur et donneur hétérozygotes, 4 alléles distincts. I: (C+D) / [(C+D) + (A+B)] * 100
Il : Receveur et donneur hétérozygotes, avec un alléle B partagé. I:Cc/(A+C)*100

il : Receveur homozygote, donneur hétérozygote, avec l'alléle n:c/[(A-C)/2 + C] *100
receveur A partagé avec le donneur. L’inverse est possible.

Les calculs sont réalisés sur un logiciel dédié, ChimerMarker® (SoftGenetics®, Etats-Unis).
L'analyse quantitative est déterminée a partir des aires des pics et non des hauteurs des pics
uniquement, afin d’obtenir une meilleure reproductibilité. Des signaux artéfactuels, appelés stutter
pics, sont possibles. Ces stutter pics correspondent a une perte d’une unité de répétition durant
I'amplification, et sont donc situés a n-4 ou n-5 pb du pic authentique du patient : n-4 pb pour les
marqueurs tétramériques, n-5 pb pour les marqueurs pentamériques PentaD et E (Walsh et al.,
1996). Leur aire peut correspondre de 5 a 15% de I'aire du pic authentique et peut ainsi majorer
I'allele receveur, si celui-ci est 4 ou 5 pb plus court que I'allele donneur. Le logiciel ChimerMarker
permet une analyse automatisée et prend en compte les stutter pics potentiels pour lesquels il
applique un facteur correcteur. Cette correction permet d’analyser des marqueurs qui seraient sinon
ininterprétables. Selon les recommandations, les causes d’exclusion d’'un marqueur sont I'absence
d’au moins un alléle différent entre le receveur et le donneur, et I'amplification préférentielle d’une
alléle par rapport a I'autre. Enfin, I'utilisation de marqueurs pour lesquels I'allele receveur est plus
petit que l'allele donneur serait préférable, car les courts fragments sont préférentiellement
amplifiés durant la PCR. La sensibilité de détection de I'allele receveur minoritaire serait augmentée
(Lion, 2003).
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Le typage des échantillons pré-allogreffe donneur et receveur s’effectue simultanément au
premier suivi post-allogreffe. Pour les autres suivis, seul le prélevement du jour et I'antérieur sont
analysés. Dans le cas des greffes d’USP, il n’y a pas d’échantillon pré-allogreffe donneur, car la
totalité du prélevement est dédiée au greffon. Lors du premier point de suivi, a J30, on compare alors
I’échantillon post-allogreffe a I'échantillon receveur pré-allogreffe. Si aucun marqueur n’est différent
entre les deux échantillons, la technique ne permet pas un suivi de chimérisme ultérieur. En effet, on
ne peut déterminer si le donneur et le receveur ont une concordance parfaite avec un chimérisme a

100% donneur, ou si la greffe s’est soldée par un échec, avec un chimérisme a 0% donneur.

4.1.4.3.  Etude par PCR quantitative en temps réel par chimie TagMan®

Cette technique a fait I'objet d’une accréditation COFRAC, avec des validations de méthode
pour le typage préallogreffe et pour le suivi de chimérisme. La PCR quantitative en temps réel
TagMan® est un systeme de PCR quantitative en temps réel utilisant un couple d’amorces et une
sonde s’hybridant au niveau de la séquence d’ADN comprise entre les deux amorces. Cette sonde
TagMan® est un oligonucléotide marqué par deux groupements, un fluorochrome Reporter en 5’
(exemple : FAM, VIC), dont I’émission de fluorescence est absorbée par un groupement Quencher en
3’ (exemple : TAMRA). Lors de I"élongation, I’ADN polymérase clive la sonde, le Reporter est libéré,

avec émission de fluorescence (Figure 11).

1. Assay components and DNA template
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Figure 11 : Principe de la PCR quantitative par chimie TagMan®.

1. ADN matrice mis en présence des amorces sens (forward primer), anti-sens (reverse primer) et de la sonde
marquée (probe). 2. Aprés dénaturation, les amorces et la sonde s’hybrident a IADN. 3. Pendant
I’élongation, la polymérase clive la sonde, libérant le groupement fluorochrome F.(Brochure TagMan Gene
Expression Assays, ThermoFisher).
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A chaque cycle de PCR correspond une émission de fluorescence, d’abord indétectable, la
qguantité d’ADN étant trop faible, puis une fois le seuil de détection atteint, le nombre de copies
d’ADN évoluant selon 2" copies d’ADN pour n cycles, 'augmentation de fluorescence est explosive.
Apres cette phase, la courbe atteint un plateau, du fait de I'épuisement des réactifs au sein du milieu
réactionnel. Le nombre de cycle correspondant a cette phase exponentielle, ou Ct (Cycle threshold)
est proportionnel a la quantité d’ADN initiale, selon une relation logarithmique. Plus le Ct est faible,
plus la quantité d’ADN initiale était élevée (Figure 12). La quantification est relative a un géne de
référence ubiquitaire, le gene GAPDH. On obtient ainsi un ACt = Ct(marqueur spécifique) —
Ct(GAPDH). La quantification est également comparative, par rapport aux échantillons pré-allogreffe,
I’échantillon pré-greffe correspondant a un taux de 100% donneur pour les marqueurs étudiés. Le

résultat est ainsi exprimé sous la forme 27 (Actipostereffel ACt(prégrefiell p|;,54eh et al., 2002a).
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Figure 12 : Exemple de courbe d’amplification en PCR quantitative en temps réel TagMan® alléle-spécifique
pour le géne MLH1.
L’amorce sens est commune. Avec une premiére amorce anti-sens, le Ct est de 24,5 pour I'alléle A et 35,9
pour l'alléle G (ACt 1). Avec une deuxiéme amorce anti-sens, le Ct est de 28,2 pour I'alléle A et 41,8 pour
I'alléle G (ACt 2). Avec une troisieme amorce anti-sens , le Ct est de 24,4 pour I'alléle A et 29,1 pour I'alléle G
(ACt 2) (Maas et al., 2003).

A Rn

52



Le typage des échantillons pré-allogreffe consiste a analyser 32 marqueurs décrits par
Alizadeh et al., 2002 : GAPDH, SO1a et b, S02, S03, S04a et b, SO5a et b, S06, SO7a et b, SO8a et b,
S09a et b, S10a et b, S11a et b, M15, M19a et b, M21a, M22b, M24a et b, M25a et b, M26a et b,
M27b et M28b (Alizadeh et al., 2002a). Pour chaque marqueur, des oligonucléotides sens et anti-
sens permettent d’amplifier la séquence, et une sonde marquée FAM-TAMRA permet la détection

apres hybridation. Un pré-mix est réalisé pour I’'ensemble des marqueurs :

Pré-mix pour typage Volume par échantillon
TaqMan® Universal PCR Master Mix 2X (REF 4318157) 20 L

H20 8uL

ADN a 100 ng/puL 0,5 pL

Tableau 7 : Préparation du mix réactionnel pour typage pré-allogreffe par chimie TagMan®

Ainsi, 50ng d’ADN sont introduits par puits, c’est-a-dire 2ug d’ADN au total pour I'ensemble
des marqueurs. 23,5 L de ce pré-mix est déposé dans chaque puits de la plague TagMan®, auquel
est ajouté 6,5 pL du mix des amorces sens et anti-sens et de la sonde (600 nM pour chaque amorce,
200 nM pour la sonde). La plaque TagMan® est ensuite analysée sur automate Applied Biosystems
7900® FAST Real Time PCR, avec un programme de PCR quantitative standard a 50 Cycles. Les Ct
receveur et donneur sont ensuite calculés. A titre d’exemple, le plan de plaque suivant est obtenu

pour chaque couple receveur-donneur :

ADN ADN
RECEVEUR S oe DONNEUR S
1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112
A [2258] 5000 5000 5000 24.43 50.00 39.55 50.00 39.98 23.45
B [2498_3731 3453 2386 25.15 24.02 2295 28.18 23.56 36.38
c |2468[2441] 2951 2549 23.97 50.00 5000 29.21 2531 23.87
D 5000 50.00 '24.45" 24.04 2581 50.00 2399 36.15 27.25
E 2519 2350 2401 3617 50.00 7405 24.12 3599
F |2500 3484 5000 23.80 2470 3559 50.00 22.67

Figure 13 : Exemple de résultat d’une plaque TagMan® pour typage pré-allogreffe
Cycles seuils (Ct) obtenus pour le receveur et le donneur.

On recherche un complexe amorce-sonde spécifique du receveur, non amplifié chez le
donneur et un complexe amorce-sonde spécifique du donneur, non amplifié chez le receveur. Il est
possible de suivre un patient s’il n’y a qu’un marqueur receveur, mais il est impossible de suivre un
patient s’il n’y a qu’'un marqueur donneur. Sur la figure 13, les marqueurs encadrés et grisés sont par
exemple des marqueurs spécifiques du receveur, car amplifiés respectivement a 24,59 Ct et 24,11 Ct
chez le receveur a gauche et non amplifiés chez le donneur a droite (50 Ct). A l'inverse, le marqueur
encadré a droite est un marqueur spécifique du donneur, car amplifié a 24,71 Ct chez le donneur et

non amplifié chez le receveur.
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En suivi post-allogreffe, 3 mix sont réalisés, un pour le marqueur spécifique du donneur, un

pour le marqueur spécifique du receveur et un troisieme pour le gene GAPDH, afin de pouvoir

introduire les volumes suivants par puits :

Volume par puits

Master Mix Applied 2x

Amorces sens et anti-sens et sonde (600 nM pour chaque amorce, 200

nM pour la sonde)
H20 qsp 25 pL

12,5 pl
6,5 uL

6 uL

Tableau 8 : Préparation du mix réactionnel pour suivi post-allogreffe par chimie TagMan®

25 plL de ce pré-mix est déposé dans chaque puits de la plaque TagMan®, auquel est ajouté

2,5 uL d’ADN a 100 ng/uL, soit 250 ng par puits, c’est-a-dire 2ug d’ADN au total pour I'étude de

chimérisme. Les marqueurs spécifiques du donneur et du receveur sont analysés en triplicat, sur 3

puits différents, et le géne de référence GAPDH en duplicat (Figure 14). La quantification est alors

rendue possible par la gamme de dilution. La plaque TagMan® est également analysée sur automate

Applied Biosystems 7900® Real Time PCR, avec un programme de PCR quantitative standard a 50

Cycles. Trois parameétres permettent de contréler la qualité de la technique. Le gene GAPDH est un

géne ubiquitaire, marqueur de la qualité de I’ADN de I’échantillon. Les profils sont contrdlés par STR

lors du 1% suivi post allogreffe. A partir du 2

éme

suivi post-allogreffe, chaque examen de suivi est

réalisé en reprenant I’échantillon antérieur comme contrdle interne de qualité.

Receveur Donneur
A

A

Gamme d? calibration

[

Y

1 2 3 4 5 §

A 21.96 75D 35.61 3565 3.65 24 77

M Fv =] 223 38,35 3569 3639 25_30 46 48
C 2220 3ETH 3542 3552 5000 3592

CAPDH D 2255 2304 2236 2239 5000 50.00
E 2278 2348 2247 2260 5000 50.00

F 5000 2444 2318 2333 16.04 50.00

M Dr & 5000 2442 2344 2317 2138 50.00
H 5000 2460 2340 2341 50.00 50.00

Figure 14 : Exemple de résultat d’'une plaque TagMan® en suivi post-allogreffe
Cycles seuils (Ct) obtenus pour un receveur Rv et son donneur Dr
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Les avantages d’un suivi de chimérisme par chimie TagMan® sont sa rapidité de réalisation,
avec une quantification trés précise, notamment quand la population minoritaire est inférieure a
10%. Il s’agit par conséquent de la méthode de choix utilisée au laboratoire. Deux inconvénients
majeurs sont a prendre en compte : I'importante consommation d’ADN pour assurer une excellente
sensibilité, et une quantification non fiable pour un chimérisme compris entre 10% et 90%. En effet,
cette technique est alors moins reproductible, car une méme différence de Ct se traduit par une plus
grande différence en pourcentage. Dans ce cas, un contréle, précédemment par étude des VNTR, et
a présent par étude des STR est requis. C'est également le cas si le chimérisme varie par rapport a
I’antériorité. De plus, en cas d’épuisement de I’ADN donneur pré-allogreffe (limite fixée a 300 ng, soit
30 pL a 100 ng/uL), la méthode TagMan® n’est plus utilisée, et la suite du suivi est réalisée par étude

des STR. En cas quantité d’ADN inférieure a 250 ng, le suivi par étude des STR sera privilégié.
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4.1.5. Processus du suivi de chimérisme au laboratoire

Globalement, le suivi de chimérisme peut étre réalisé par plusieurs techniques au laboratoire

et un arbre décisionnel a été mis en place pour rationaliser ce suivi. La décision d’utiliser une

technique ou une autre dépend principalement de la quantité d’ADN disponible et de I'informativité

des marqueurs utilisés. Si plus de 150ug d’ADN est disponible pré-allogreffe, la PCR quantitative par

chimie TagMan® sera privilégiée. L’étude des STR est réalisée si ce seuil limite n’est pas atteint pré-

allogreffe, si la quantité d’ADN post-allogreffe est inférieure a 250ng (5uL a 50ng/uL), si le

chimérisme par chimie TagMan® est compris entre 10% et 90% donneur, si la qualité de I’ADN est

insuffisante (GAPDH>25Ct), ou si le chimérisme baisse significativement par rapport au suivi

antérieur.
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Figure 15 : Arbre décisionnel de choix de technique pour le suivi de chimérisme post-allogreffe au laboratoire
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4.2. Constitution rétrospective de la cohorte

Depuis une dizaine d’années, le calendrier de suivi du chimérisme a été défini au Centre

Henri Becquerel comme suit :

- En cas de conditionnement standard, hors aplasie, le chimérisme est réalisé sur sang total a

J30, J100, 6 mois et 1 an de I'allogreffe.

- En cas de conditionnement atténué ou d’aplasie, le chimérisme est réalisé avec tri a J30,

J100, 6 mois et 1 an de I'allogreffe minimum.

- Apres DLI, le rythme varie, un chimérisme trié doit précéder la premiére injection de DLI, et

le chimérisme est ensuite réalisé régulierement, au minimum a J30 post-injection.

En cas de chimérisme mixte ou en cas de nécessité clinique, la fréquence du suivi peut
également étre augmentée sur prescription médicale ou conseil du biologiste médical. Un suivi de
chimérisme sur sang total et/ou dans les sous-populations myéloide et lymphoide T a été réalisé par
PCR quantitative par chimie TagMan®, étude des VNTR ou des STR, pour 258 greffes réalisées dans le

service d’hématologie adulte du Centre Henri Becquerel a Rouen.

4.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel Prism® Version 6.01 (GraphPad,
Etats-Unis). Les données sont exprimées en nombre (n), en pourcentage (%) ou en moyennes
associées a leur écart standard a la moyenne (sem). Les tests de comparaisons entre deux groupes
ont été réalisés par des tests statistiques non paramétriques de Mann-Whitney bilatéraux. Les
analyses de survie ont été menées avec détermination de la survie par tests de Log-rank de Mantel-
Cox. La survie sans rechute a été évaluée de la date de la greffe a la date de la rechute ; la survie
globale de la date de la greffe a la date du décés quelle qu’en soit la cause. La significativité a été

définie par une valeur p < 0,05 pour tous les tests statistiques.
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5. Résultats de I’étude

Cette étude rétrospective sur dix ans nous permet de faire un bilan du suivi de chimérisme,
devenu systématique a J30 et a J100. Quelques points de chimérisme n’ont pas pu étre réalisés, pour
les raisons suivantes : déces avant J100 ou échec technique sur une population cellulaire, celle-ci
étant en trop faible quantité au moment du prélévement. Ces données nous permettent également
de comparer I'étude des VNTR a celle des STR, le remplacement de la premiére par la seconde ayant
été mis en place au cours de cette période. Trois groupes distincts peuvent étre étudiés : les
pathologies non malignes, les hémopathies malignes avec conditionnement standard et les
hémopathies malignes avec conditionnement atténué. L'étude du chimérisme sur populations
myéloide et lymphoide T est |'objet principal de cette analyse, leur réle et leur apport étant encore
débattu, notamment en termes de prédiction de la GVH et de la rechute. Les suivis ultérieurs a J100

ont été particulierement analysés lorsque le patient a bénéficié de DLI.

5.1. Caractéristiques de la cohorte étudiée

258 patients allogreffés entre les 1¥" janvier 2007 et 2017 au Centre Henri Becquerel ont été
inclus dans I'étude, a partir des analyses réalisées au laboratoire de génétique oncologique du
centre. Les patients du service d’oncohématologie pédiatrique du CHU de Rouen et les patients du
CHU d’Amiens ont été exclus. Quinze patients ont été allogreffés pour aplasie (5,8%) tandis que les
243 autres patients ont bénéficié d’'une allogreffe dans le cadre d’hémopathies malignes tres
diverses. Chacune représentait entre 2 et 9% de la cohorte, a I'exception des LAM, beaucoup plus
nombreuses (n=111; 43%) (Tableau 9). Le faible nombre de LMC par rapport a la littérature est lié a
I'introduction des ITK depuis 2001. L’age moyen a la greffe était de 46 ans, avec des patients de tout
age (18 a 70 ans), un tiers des patients ont rechuté (n=86, 33%, entre 19 et 2963 jours, en moyenne
340 jours), et la moitié des patients est décédé au cours du suivi toute cause confondue (n=124;
48%, entre 25 et 3071 jours, moyenne 503 jours). Aucun patient n’a rechuté parmi les 5 traités pour
une MF, et un seul parmi les 9 allogreffés pour un LHc. Les allogreffes pouvaient différer par le type
de donneur, le type de greffon, la richesse du greffon, ou le type de conditionnement. En effet, le
greffon était majoritairement issu de CSP (n=197 ; 75%), a I'exception des allogreffes pour aplasie,
avec 60% des greffons issus de MO. Le couple donneur-receveur était phénoidentique (n=147, 57%),
génoidentique (n=107 ; 41%), et rarement haploidentique (n=6 ; 2%). Les deux tiers des patients ont
bénéficié d’un conditionnement atténué (n=163 ; 63%) dont la totalité des patients allogreffés pour
aplasie ; les autres ont suivi un conditionnement standard (n=95; 37%). Des mismatches HLA

concernaient 24 allogreffes (17 HLA 8 ou 9/10, 7 HLA 4 ou 5/6) dont 14 conditionnements atténués.
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Aplasie Aplasie LA SMP autre, LNH-B
Pathologies médullaire médullaire LAL-B LAL-T biphéno- LMC MF SMD, dont LLC LNH-T MM LHc Total
idiopathique HPN+ typique SMD/SMD
Type de greffe
Phénoidentique | 0 0% 4 67% | 13 59% : 5 56% i 5 63% i 65 59% | 8 80% i 5 100% : 7 54% | 10 42% : 5 56% : 14 61% : 4 44% | 145 56%
Génoidentique 8 89%: 2 33%| 8 36% : 4 44% i 3 38% : 43 39% | 2 20%: 0 0% : 6 46% | 14 58% : 4 44% : 9 39%: 4 44% | 107 42%
Haploidentique 1 11%: 0 0%]| 1 5%:0 0% :0 0%: 3 3% | 0 0% :0 0% 0 0%]| 0 0% :0 0%: 0 0% 1 12%| 6 2%
Type de greffon
MO 6 67% 3 50%| 5 23% : 4 44% : 2 25% : 16 14% | 2 20% 1 20% : 4 29% | 2 8% :3 33% : 1 4% 1 11% | 50 19%
CSP 3 33%: 3 50% | 16 73% i 5 56% i 5 63% : 88 79% | 7 70% : 4 80% : 9 64% | 22 92% i 5 56% i 22 96% : 8 89% | 197 77%
USP 0 0%i 0 0%]| 1 5%:0 0% i1 13%: 7 6% | 1 10% : 0 0% 0 0%]| 0 0% i1 11%: 0 0%: 0 0% | 11 4%
Conditionnement
Standard 0 0% 0 0% | 14 64% : 8 89% : 6 75% : 46 41% | 4 40% i 2 40% : 6 46% | 3 13% : 5 56% : 1 4% 1 13% | 95 37%
Atténué 9 100% : 6 100% | 8 36% i 1 11% i 2 25% i 65 59% | 6 60% i 3 60%: 7 54% | 21 88% : 4 44% : 22 96% 87% | 163 63%
Rechute 0 0%: 0 0%]| 8 36% i 3 33% i3 38% : 47 42% | 5 50% i 0 0% 2 21% | 4 17% i 1 11% i 12 52% i 1 10% | 86 33%
Déces 1 11% 0 0% | 12 55% : 3 33% : 4 50% : 61 55% | 5 50% : 0 0% : 6 50% | 10 42% i 5 56% i 16 70% i 1 10% | 124 48%
DLI 0 0% 0 0% 1 5%:0 0% : 2 25% 9 8% 3 30% : 0 0% : 1 7% 1 4% : 0 0%: 3 13%: 0 0% | 20 8%
Age moyen (ans) 31+13 34+14 41+16 31+14 3612 47 + 14 45+13 52+13 54+7 53+9 51+13 50+8 34+12 47 +14
Total 9 3%: 6 1 2% 22 8%:9 3% 8 3% 111 | 43% |10 4% 5 2%: 13 5%|24 9%:9 3% 23 9% 9 3% | 258 100%

Tableau 9 : Caractéristiques de la cohorte
Répartition des patients en fonction de leur pathologie, du type de couple donneur-receveur, de greffon, de conditionnement, de la survenue ou non de
rechute, de déces ou de I'usage éventuel de DLI.
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5.2. Choix de la technique pour le suivi de chimérisme

Le suivi de chimérisme a été réalisé dans 77% des cas uniquement par PCR quantitative en
temps réel par chimie TagMan®. Dans 16% des cas, deux techniques ont été utilisées, la PCR
guantitative et I’étude des VNTR (14%) ou des STR (2%). Ces techniques alternatives ont été réalisées
pour confirmer un résultat obtenu en PCR quantitative, notamment s’il était compris entre 10 et 90%
de chimérisme. Dans respectivement 6% et 1% des cas, seule I'étude des VNTR et des STR a pu étre
effectuée, généralement pour quantité d’ADN insuffisante, inférieure a 150 ug pré-allogreffe ou
inférieure a 250 ng post-allogreffe. L'ensemble de ces données rétrospectives nous permet de faire
un bilan technique de la stratégie adoptée et des performances de chaque méthode utilisée, sans

tenir compte du contexte clinique.

Tout d’abord, il apparait que les chimérismes dissociés sont tres fréquents. Par exemple, a
130, sur 43 résultats de PCR quantitative inférieurs a 90% donneur sur population lymphoide T (60,3 *
4,1%), seulement 4 patients présentaient également un chimérisme inférieur a 90% donneur sur sang
total (93,4 +1,5%). Il n’est donc pas nécessaire de contréler le pourcentage de chimérisme sur sang
total par une deuxiéme technique, ce qui est en accord avec la procédure prévue au laboratoire. Ces
contréles excessifs auraient un impact négatif sur le plan économique et sur les délais de rendus des

résultats.

Concernant les corrélations entre le pourcentage de chimérisme obtenu par chimie TagMan®
et VNTR ou STR, elles sont excellentes, et plus forte entre TagMan® et étude des STR qu’entre
TagMan® et étude des VNTR. Entre 0 et 100%, les coefficients de corrélation par rapport a la

méthode TagMan® sont respectivement de 0,9825 et de 0,9566 (Tableau 10).

Comparaison TaqMan® et étude des STR Comparaison TaqMan® et étude des VNTR
Chimérisme Chimérisme Chimérisme | Chimérisme Chimérisme Chimérisme
0-100% 10-90% >90% 0-100% 10-90% >90%
Effectifs 41 9 30 277 60 203
Coefficient de 0,9825 0,9150 0,8119 0,9566 0,7692 0,3122

corrélation (r?)

Equation de la

f(?;g;}gnegu Y =09527*X Y =09586*X Y = 0,3730°X | Y = 0,9747*X Y = 0,8769*X Y = 0,8565*X
résultat +4,947 +6,018 +62,20 +1,959 + 6,304 +13,96
TaqMan®

Tableau 10 : Corrélation entre pourcentage de chimérisme obtenus par PCR quantitative en temps réel par
chimie TagMan® et étude des VNTR ou des STR
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Si I'on s’intéresse uniguement aux chimérismes compris entre 10 et 90% donneur par chimie
TagMan®, situation pour laquelle la PCR quantitative est peu linéaire et reproductible, ces
coefficients de corrélation sont moins élevés, respectivement 0,9150 et 0,8119 pour I'étude des STR
et des VNTR (Tableau 10). L’étude des STR reste cependant mieux corrélée a la PCR quantitative que
I’étude des VNTR, ce qui justifie son utilisation, I'étude des VNTR ne permettant qu’une appréciation
du chimérisme a £ 10-20% (Figure 16). Ainsi, le résultat de la technique STR permet de confirmer ou

d’affiner la fourchette du résultat de la PCR quantitative dans l'intervalle 10-90% donneur.

Corrélation Taqman® et étude des STR (kit PP16) Corrélation Tagman® et étude des VNTR (kit PP16)
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Chimérisme obtenu par technique Tagman (%) Chimérisme obtenu partechniqueTaqman®(%)

Figure 16 : Pourcentages de chimérisme obtenus par étude des STR ou des VNTR par rapport aux résultats
compris entre 10 et 90% donneur par chimie TagMan®
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Entre 90 et 100% donneur, les techniques d’étude des STR et a fortiori des VNTR ne
permettent pas une estimation suffisamment précise pour que le résultat de ces techniques soit
privilégié. Malgré une forte dispersion et des coefficients de corrélation faibles, il est a noter que
celui correspondant a I'étude des STR est plus élevé ; 0,8119 contre 0,3122 pour I'étude des VNTR
(Tableau 10). Les résultats de I’étude du VNTR sont rendus avec une précision, dans le meilleur des
cas de 5%, uniquement 3 valeurs sont donc possibles, 90%, 95% et 100% donneur (Figure 17).
Globalement, ces résultats médiocres, méme avec I'étude des STR, confirment qu’il faut privilégier
les résultats obtenus par PCR quantitative entre 90 et 100% donneur de chimérisme, comme la
procédure du laboratoire le prévoyait lorsque le suivi par étude des VNTR était utilisé. Cette pratique
doit rester vraie avec les STR. Ainsi, en cas de quantité d’ADN supérieure a 250 ng, une PCR
guantitative par chimie TagMan® sera réalisée, et si le pourcentage de chimérisme est supérieur a
90% donneur, I'étude des STR ne doit pas étre effectuée. Dans le cas contraire, un contréle par étude

des STR permettra de confirmer I'ordre de grandeur du CM.

Corrélation Tagman® et étude des STR (kit PP16) Corrélation Tagman® et étude des VNTR
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Figure 17 : Pourcentages de chimérisme obtenus par étude des STR ou des VNTR en fonction des résultats
supérieurs a 90% donneur par chimie TagMan®
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Si la quantité d’ADN est inférieure a 250ng, la sensibilité de la technique de PCR quantitative
diminue et I'étude des VNTR était privilégiée, méme en cas de pourcentage de chimérisme supérieur
a 90% donneur. Nous nous sommes intéressés a la différence de pourcentage entre les résultats
obtenus par étude des VNTR ou des STR et les résultats obtenus par PCR quantitative par chimie
TagMan®. Les performances des études des VNTR et STR ne sont pas diminuées en cas de quantité
d’ADN inférieure a 250 ng, a I'inverse de la PCR quantitative par chimie TagMan®. Il apparait que les
différences de pourcentages ne sont pas augmentées en dessous de 250 ng (Figure 18). Méme si la
sensibilité de la PCR quantitative par chimie TagMan® diminue, et passe de 0,001% a 250 ng a 0,01%
a 150 ng, elle reste trés inférieure a la sensibilité des techniques d’étude des STR (environ 5%) et des
VNTR (10-20%). Si 'ADN est de bonne qualité, le pourcentage de chimérisme reste fiable, la
différence de pourcentage par rapport a l'autre technique n’étant pas plus éloignée de 0, et ne
dépassant pas le seuil de sensibilité de I'étude des STR (5%) ou des VNTR (10 a 20%). Des résultats
interprétables en PCR quantitative ont été obtenus pour des dosages d’ADN compris entre 7 et 50
ng/uL (30,3 £ 1,5 ng/ulL ; n=72), tandis que des échecs par PCR quantitative sont retrouvés entre 5 et
43 ng/ulL (24,5 + 3,9 ng/uL ; n=15). Le dosage d’ADN ne permet donc pas de préjuger de la qualité de
I’ADN, seul le Ct du géne GAPDH est informatif. Aucun seuil limite ne peut donc étre fixé, et seules

des exigences de sensibilité limitent le rendu de résultats, pour de faibles quantités d’ADN.

50 ng/pL soit une quantité maximale de 250ng en PCR quantitative
10---- F oo eosooooooooco-ooooo-
8
v = ° e
g © o °
= E 5qe ‘e o ©
= :
° - - - - - Dosage
S : oo e d'ADN
o [ [J
a B Mmoo ® weeee o o o® e woeom © of oo (ng/uL)
) z (0] S -’ -* < !
=l H
o 2 « 290 . 400 © ° 600
2 » . : . . o’ ®e o
= e e - o, .
L2 g 5{ @@ ® LI
o <
035 . ® [ e
(4] L]
e . .
S10F----immmm o L N N
L]
101
L9 .
@
T e e bbbl
e E
5 & Dosage
= . d'ADN
o x L4 o ° hd © ng/uL
2= o 2 - - . ( 9/u )
< e $iee 200 o . 400 600
S @
[ =
o @
PBELE Rt ahhhhhhb b
= o
o ©
.

-10- :

Figure 18 : Différences des pourcentages de chimérisme obtenus par étude des VNTR ou STR — pourcentages
obtenus parR quantitative, en fonction de la quantité d’ADN post-allogreffe.

VNTR en haut, STR en bas. Les seuils de sensibilité sont représentés par des pointillés horizontaux, a 5% pour
Pétude des STR, et 10 a 20% pour I'étude des VNTR
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A noter que sur 36 comparaisons entre PCR quantitative et étude des STR, 2 chimérismes
étaient considérés comme complets par étude des STR, et mixtes par PCR quantitative (100% vs
93,2% ; 97,2% vs 95% donneur), et un autre était a l'inverse sous-estimé par étude des STR (90% vs

97,4% donneur). Les quantités d’ADN étaient supérieures a 250 ng.

En conclusion, I'étude des STR permet bien d’obtenir une meilleure corrélation avec la PCR
quantitative par chimie TagMan® que I'étude des VNTR, qui souffre d’'une faible sensibilité. Ces
résultats valident le choix fait par le laboratoire d’abandonner I'étude des VNTR, et de réaliser une
confirmation du résultat de PCR quantitative par études des STR si le pourcentage de chimérisme est
compris entre 10 et 90% donneur. Pour des pourcentages de chimérisme supérieurs a 90% donneur,
de faibles quantités d’ADN impactent la sensibilité de la PCR quantitative, mais celle-ci reste
supérieure a celle par étude des STR, et les résultats des deux techniques sont aussi bien corrélés que
pour des quantités d’ADN supérieures. Un contrOle par étude des STR n’est donc pas nécessaire en
cas de faible quantité d’ADN, si ’ADN est de bonne qualité, et si les résultats sont cohérents avec les
antériorités. En cas d’évolution significative du pourcentage de chimérisme par rapport a

I"antériorité, un contréle par étude des STR reste cependant souhaitable.
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5.3. Pathologies non malignes : les aplasies médullaires

Dans notre cohorte adulte, seuls 15 patients ont bénéficié d’une allogreffe de CSH dans le
cadre d’une pathologie non maligne, tous dans le cadre d’une aplasie ayant recu un conditionnement
atténué. Six patients présentaient un clone HPN sous sa forme aplasique en cytométrie et les 9
autres ont présenté une aplasie médullaire qualifiée d’idiopathique. Aucun des 15 patients n’a
manifesté de rechute documentée. Un patient est décédé a 80 jours post-allogreffe d’'une défaillance
multiviscérale, sans étre sorti d’aplasie et avec des CC a J30 et J60 sur sang total, attestant de la prise
de greffe. Trois autres patients étaient toujours dépendants des transfusions a J100, malgré un CC
sur sang total. Dix donneurs étaient génoidentiques, un haploidentique, quatre phénoidentiques au

receveur (Tableau 11).

Effectifs (/15 patients)

Type d’aplasie :

- Avec clone HPN 6

- Idiopathique 9
Donneur :

- Génoidentique 10

- Phénoidentique 4

- haploidentique 1
Greffon issu de :

- MO 9

- Csp 6

Tableau 11 : Effectifs des patients allogreffés pour aplasie médullaire

Un CM serait associé aux greffons issus du MO : parmi les 9 greffons issus de MO, 3 patients
sur 4 présentaient un CM sur population lymphoide T a J30 et 4 autres patients étaient en échec.
Parmi les 6 greffons issus d’une collecte de CSP, un seul a présenté un chimérisme inférieur ou égal a
95% donneur a J30, sur sang total (95%, 1 patient/5) et sur population lymphoide T (90%, 1
patient/4) et un autre était en échec sur population lymphoide T. A J100, 6 patients sur 7 présentent
un chimérisme inférieur ou égal a 95% donneur parmi ceux avec greffon issu de MO, contre 1 patient

sur 4 pour ceux ayant recu des CSP (Tableau 12).

Patients avec chimérisme < 95% a J30 Patients avec chimérisme < 95% a J100
Greffon Sang total Myéloide | Lymphoide T | Sang total Myéloide | Lymphoide T
MO 3/9 1/9 3/4; 4 échecs | 4/8 1/7 6/7
CSP 1/5 0/5 1/4; 1 échec Y 0/4 A

Tableau 12 : Profil de chimérisme des patients allogreffés pour aplasie médullaire
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Ces allogreffes sont bien tolérées, comme cela est confirmé sur notre cohorte, avec un seul
patient ayant présenté des manifestations de GVHa de score |l et 3 de score | de Glucksberg. Un seul
patient avec signe de GVH a présenté un CM a J100, sur sang total et sur population lymphoide T. Ce
patient présentait une GVHa de score |, mais il a finalement perdu son greffon. Trois patients ont
manifesté des signes de GVHc. Le premier patient est celui ayant présenté des manifestations de
GVHa de score Il et a présenté par la suite une GVHc cutanée et hépatique. Le deuxieme est I'un des
3 patients avec une GVHa de score |, et a présenté une GVHc cutanéomuqueuse. Le troisieme
patient, n’ayant pas été sujet a une GVHa a également manifesté des signes cutanéomuqueux de
GVHc. Au total, 5 patients ont eu des signes de GVHa et/ou de GVHc et un seul a eu un chimérisme
inférieur a 95% donneur, sur sang total et sur population lymphoide T a J100 (Tableau 13). A
I'inverse, parmi les 10 patients sans GVHa et/ou GVHc, 7 ont présenté soit a J30 soit a J100 un
chimérisme inférieur ou égal a 95% donneur sur population lymphoide T (a J30, 4 CM/6 allant de 20 a
79% et aJ100, 6 CM/6 allant de 11 a 95% donneur a J100) et dans une moindre mesure sur sang total
(a 130, 3/10 allant de 80 a 95% donneur et a J100, 3/8 allant de 82 a 95% donneur) (Tableau 13). Un
seul patient a présenté un CM sur population myéloide (95% a J30, 87% a J100), sans qu’il ne

présente d’évenement indésirable post-allogreffe.

Chimérisme sur sang total Chimérisme sur population lymphoide T
<95% a J30 <95% aJ100 | <95% aJ30 <95% a J100
GVHa et/ou GVHc 1/5 1/5 1/5 1/5
Absence de GVH 4/6 6/6 3/10 3/8

Tableau 13 : Suivi de chimérisme a J30 et a J100 en fonction de la survenue d’une GVH ou non

Globalement, ces patients ayant bénéficié d’'un conditionnement atténué, certains d’entre
eux présentent un CM. Les faibles effectifs ne permettent pas d’analyse statistique. Les chimérismes
sur sang total sont peu discriminants. En revanche, le chimérisme sur population lymphoide T, serait
plus fréguemment mixte en cas de greffon issu de MO et en absence de GVHa. Il s’agit de la majorité
des patients, les épisodes de GVHa ou de GVHc étant peu fréquents et non recherchés dans cette
indication de greffe Les échecs dus a de faibles quantités d’ADN a J30 limitent les conclusions quant a
d’évolution de ces CM, mais 4 patients sur 5 avec CM a J30 ont un pourcentage de chimérisme plus

bas a J100. Un suivi a J60 permettrait de préciser cette cinétique.
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5.4. Pathologies malignes

Les analyses ci-apres ont été réalisées sur tous les patients, a I'exception de ceux allogreffés
pour aplasie (n=243). lls présentaient donc tous une hémopathie maligne, avec un objectif de
remplacement de la totalité du systéme hématopoiétique, ce qui n’est pas le cas dans les aplasies, ou

le maintien d’une hématopoiése résiduelle du receveur n’est pas inquiétant.

Le greffon était issu de CSP dans 78% des cas (n=189), de MO dans 17% des cas (n=41) ou
d’USP dans 5% des cas (n=13) avec 58% de donneurs phénoidentiques (n=142), 40% génoidentique
(n=97) et 2% haploidentique (n=5) (Tableau 14). Aucune différence de survie n’a été retrouvée en
fonction du greffon issu de CSP ou de MO (p= 0,1750, Khi*=1,839) et du type de donneur,

phénoidentique ou génoidentique (p=0,0975 ; Khi®>=2,746).

Génoidentique | Phénoidentique | Haploidentique | Total
CSP 80 (33%) 109 (45%) 0 (0%) 189 (78%)
MO 17 (7%) 21 (9%) 3 (1%) 41 (17%)
uUspP 0 (0%) 11 (4%) 2 (1%) 13 (5%)
Total 97 (40%) 142 (58%) 5(2%) 243

Tableau 14 : Répartition des patients allogreffés pour hémopathie maligne, en fonction du type de greffe et
de greffon

Il apparait que les greffons issus de CSP sont significativement plus riches en cellules
hématopoiétiques nucléées CD45+ (p<0,0001), et en particulier en cellules CD34+ (0<0,0001) et CD3+
(p<0,0001) (Tableau 15).

Richesse du greffon | Effectifs Valeurs p
Cellules nucléées CD45+ (108/kg) MO 2,79 £0,37 41 <0,0001
Csp 9,56 + 0,25 176
Cellules CD34+ (10°/kg) MO 2,84+0,26 41 <0,0001
CSP 7,49 £ 0,27 191
Cellules CD3+ (10”/kg) MO 3,95+ 1,02 41 <0,0001
CSP 25,50+ 0,77 189

Tableau 15 : Richesse cellulaire en fonction du type de greffon
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Concernant les études de chimérisme, les analyses statistiques dépendent du seuil fixé pour
définir un CC. A titre d’exemple, a J30, avec un seuil de 90% donneur pour différencier CM de CC, les
proportions de CM sont respectivement de 1/94 et 13/140 pour des conditionnements standards et
atténués (p=0,0097). Au seuil de 95% donneur, elles sont de 4/94 et 25/140 (p=0,0020) ; au seuil de
98% donneur, elles sont de 9/94 et 49/140 (p<0,0001) (Tableau 16). Dans cet exemple, un
conditionnement atténué est associé a un CM de maniére significative quel que soit le seuil, mais la
significativité varie.

Pour définir ce seuil, des arguments de sensibilité de la technique et de pertinence clinique
sont considérés. La majorité des études menées jusqu’a présent définissent un seuil a 95% donneur,
car elles reposent sur une étude des STR dont la sensibilité ne permet pas d’affirmer qu’un
chimérisme est complet au-dela de 95% donneur. L'étude des VNTR est peu sensible, le seuil peut
difficilement étre fixé au-dessus de 90% donneur pour définir un CC. La méthode par chimie
TagMan® est tres sensible, et permet de définir un seuil théorique de chimérisme complet a 99% ou
supérieur. Dans la suite des analyses statistiques, nous avons choisi le seuil de 95% donneur, qui
correspond aux derniéres recommandations de la SFGM-TC (AHPA 2016) et permet d’étre homogéne
avec d’autres études, méme si la majorité des résultats ayant été obtenus par méthode TagMan®, un
seuil plus élevé aurait été possible. Les patients suivis par étude des VNTR ou STR l'‘ont été
majoritairement pour confirmer un chimérisme compris entre 10 et 90% donneur par chimie

TagMan®, ou parfois en cas de faible quantité d’ADN, inférieure a 250ng d’ADN.

Chimérisme sur sang total Conditionnements Conditionnements | Valeurs p
standards atténués
Sur sang total
Sang total | Chimérisme < 90% 1/94 (1%) 13/140 (9%) 0,0097
J30 Chimérisme < 95% 4/94 (4%) 25/140 (18%) 0,0020
Chimérisme < 98% 9/94 (10%) 49/140 (35%) <0,0001
Pourcentage de chimérisme | 99,23 +0,16% 96,75 + 0,58% <0,0001
Sang total | Chimérisme < 90% 2/74 (3%) 12/124 (10%) 0,0856
J100 Chimérisme < 95% 2/74 (3%) 20/124 (16%) 0,0040
Chimérisme < 98% 4/74 (5%) 30/124 (24%) 0,0007
Pourcentage de chimérisme | 99,20 + 0,30% 95,30 £ 1,249% 0,0074
Sur population myéloide
Myéloide | Chimérisme < 95% 0/22 (0%) 11/124 (9%) NS (0,2173)
J30 Pourcentage de chimérisme | 100,00 + 0,00% 97,47 £1,03% 0,0008
Sur population lymphoide T
Lymphoide | Chimérisme < 95% 11/20 (55%) 53/100 (53%) NS (1,000)
TJ30 Pourcentage de chimérisme | 91,57 +2,32% 82,49+ 2,57% NS (1,000)

Tableau 16 : Suivi de chimérisme a J30 et a J100 en fonction du type de conditionnement
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D’autre part, ces données confirment bien qu’un CM sur sang total, a J30 comme a J100, est
beaucoup plus rare avec un conditionnement standard (Tableau 15 et Figure 19), la moelle du
receveur étant détruite selon des modalités plus intensives. La moyenne de chimérisme est
significativement plus basse pour les conditionnements atténués par rapport aux conditionnements
standards sur sang total, a J30 (p<0,0001) et a J100 (p=0,0074) et également sur population myéloide
a J30 (p=0,0008), mais pas sur population lymphoide T (Tableau 16). Ces données sont confirmées en
proportions au seuil de 95% donneur a J30 et a J100 sur sang total (respectivement p=0,0020 et

p=0,0040) mais pas sur population myéloide (p=0,2173).

Conditionnement standard 2 J30  Conditionnement atténué 4 J30 [ Conditionnement standard 2 J100 Conditionnement atténué a J100

Total=94 Total=142 Total=74

Total=124

M chimérisme complet>95%
@ chimérisme mixte

Figure 19 : Proportion des patients avec chimérisme mixte ou complet sur sang total.
Chimérismes a J30 a gauche, a J100 a droite. Le seuil de définition du CC est défini comme supérieur a 95%
donneur.

Les analyses statistiques ultérieures ont été réalisées en séparant les 96 patients ayant
bénéficié d’un conditionnement standard (39%) des 149 ayant bénéficié d’'un conditionnement

atténué (61%), compte-tenu de profils de chimérisme différents.

De plus, le type de conditionnement détermine le calendrier de suivi de chimérisme au
Centre Henri Becquerel, un tri cellulaire n’étant pas prévu en cas de conditionnement standard, en
dehors des greffes haploidentiques. Toutefois, 29 patients sur 96 ont bénéficié d’un tel tri cellulaire
sur au moins un prélévement, notamment les 7 patients conditionnés par traitement myéloablatif
modéré (FB3, FB4) dont le chimérisme évolue potentiellement de maniére intermédiaire entre un
conditionnement myéloablatif standard et un conditionnement atténué. A noter que les patients
ayant recu un conditionnement standard sont plus jeunes que ceux ayant bénéficié d’'un
conditionnement atténué (37 + 11 ans; contre 53 + 11 ans pour les conditionnements atténués ;

p<0,0001), ce qui est cohérent avec les indications des conditionnements atténués.
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Les greffons issus de MO semblent privilégiés lors des conditionnements standards (34/96
soit 35% dans les conditionnements standards ; contre 7/148 soit 5% dans les conditionnements
atténués ; p<0,0001), et davantage de GVHa (45/96 soit 64% ; contre 48/149 soit 33% ; p<0,0001)
(Tableau 17). Les greffons issus de MO sont moins riches en cellules mais cela n’explique pas la
fréquence augmentée de GVHa. En effet, les patients ayant présenté une GVHa n’ont pas un greffon
significativement moins riche, méme en séparant greffons issus de MO et de CSP, que ce soit pour les
patients ayant recu un conditionnement standard ou atténué. Aucune association n’est non plus
retrouvée entre GVHc et richesse du greffon. Cette augmentation de GVHa par rapport aux
conditionnements atténués peut s’expliquer par la nature plus intensive du conditionnement, qui
faciliterait I'implantation du greffon. En effet, I'hématopoiése du receveur ayant été détruite, il n'y a
pas de compétition entre hématopoiéses du receveur et du donneur. L’hématopoiése de type

donneur serait alors active plus précocement, provoquant des réactions immunitaires précoces, de

type GVHa.

Conditionnement Conditionnement Total Valeurs p

standard atténué

CSP 59 (62%) 132 (90%) 191 (78%) <0,0001
MO 34 (35%) 7 (5%) 41 (17%) Khi* = 38,97
uspP 3 (3%) 8 (5%) 11 (5%)
Génoidentique 35 (36%) 62 (42%) 97 (40%) NS
Phénoidentique 60 (6%) 81 (55%) 141 (58%)
Haploidentique 1 (10%) 4 (3%) 5(2%)
GVHa 0- 26 (37%) 99 (67%) 125 (56%) <0,0001
GVHal I, l1l, IV 45 (64%) 48 (33%) 93 (44%) Khi? = 18,48
pas de GVHc 39 (50%) 67 (51%) 106 (50%) NS
GVHc 49 (50%) 65 (49%) 104 (50%)
Rechute 22 (23%) 65 (44%) 87 (36%) 0,0007
pas de rechute 74 (77%) 82 (56%) 156 (64%) Khi* = 11,46
Décédé 42 (44%) 81 (55%) 123 (51%) NS
envie 54 (56%) 66 (45%) 120 (49%)
Total 96 (39%) 147 (61%) 243 (100%)

Tableau 17 : Caractéristiques des patients allogreffés pour hémopathie maligne en fonction du type de

conditionnement
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Le pourcentage de rechute est plus élevé (p=0,0007) en cas de conditionnement atténué
(65/147 ; 44%) par rapport aux conditionnements standards (22/96 ; 23%), avec un impact négatif
sur la survie sans rechute (p=0,0023, Khi*=9,278), ce qui justifie également I'étude séparée des deux
types de conditionnement (Figure 20). Cette différence peut s’expliquer car la population bénéficiant
d’une greffe avec conditionnement atténué est une population plus fragile, notamment plus agée et
présentant des comorbidités. L’age étant associé a une baisse globale de I'immunité, I'effet GVL
pourrait étre réduit chez ces patients, ce qui pourrait expliquer la diminution de survie sans rechute

de ces patients. En survie globale, la tendance est similaire mais non significative : p=0,1667 ;

Khi?=1,912 (Figure 20).
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Figure 20 : Survie sans rechute et survie globale en fonction du type de conditionnement
Courbes en pointillés : conditionnement standard myéloablatif ; courbes continues : conditionnement atténué

Globalement, le profil de chimérisme, les modalités de suivi du chimérisme, le type de
greffon, la survenue d’une GVHa et la survie sans rechute different entre conditionnements

standards et atténués.
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5.4.1. Conditionnements standards

Chez les patients ayant bénéficié d’un conditionnement standard, le chimérisme n’est pas
significativement différent en fonction du type de greffon, du couple donneur-receveur, de la
survenue de GVHc ou d’une rechute. Trés peu de patients présentent un CM sur sang total a J30
(4/94 soit 4%, pourcentages compris entre 90 et 95% donneur) et a J100 (2/74 soit 3%, un a 80%,
I’autre a 90% donneur). Peu de tris cellulaires ont été réalisés, 29 patients sur 96, a J30 et/ou a J100.
Tous les tris sur population myéloide ont mis en évidence un CC, a 99 ou 100% donneur. En
revanche, sur 20 tris sur population lymphoide T a J30, 11 étaient inférieurs ou égal a 95% donneur
(en moyenne 85,49 + 3,21%), sans association avec un type de conditionnement (avec ou sans ICT,
busulfan, protocole FB3) ou un autre paramétre (origine du greffon, GVH, rechute). A J100, 2 patients

sur 21 présentaient un CM sur population lymphoide T (I'un a 83, I'autre a 90% donneur).

Les manifestations majeures de GVHa, de score Il, lll ou IV de Glucksberg surviennent chez
des patients présentant un chimérisme significativement plus élevé a J30 sur sang total (p=0,0338).
Cependant, cette différence est inférieure a 1% sur la moyenne des pourcentages des deux groupes
et n'est pas retrouvée en comparaison de proportion (p=0,6622) (Tableau 18). Cette donnée est
toutefois cohérente avec la littérature, et peut s’expliquer par une prépondérance d’une
hématopoiése de type donneur, interagissant fortement avec les CPA du receveur, mais ne peut pas

étre utilisable a I'échelle d’un individu.

Pourcentage de | Effectifs | valeurp Chimérisme | Valeurs p
chimérisme <95%

Sang total | GVHa O-I 99,02 £0,254% | 50 0,0338 2/50 NS

J30 GVHalll, 1, IV 99,47 £0,167% | 44 3/44 (0,6622)

Tableau 18 : Pourcentages de chimérisme a J30 sur sang total en fonction de la survenue d’une GVHa ou non
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5.4.2. Conditionnements atténués

Les tris cellulaires myéloide et lymphoide T ayant été trés majoritairement réalisés dans le
groupe des patients recevant un conditionnement atténué, les effectifs nous permettent davantage

d’études statistiques.

5.4.2.1. Type de greffon

En cas de couple donneur-receveur génoidentique, le chimérisme est significativement plus
bas a J30 par rapport a un couple phénoidentique sur sang total (p=0,0003), sur population
lymphoide T (p=0,0354), mais pas sur population myéloide. Si 'on compare le statut CM ou CC au
seuil de 95% donneur, cette différence n’est significative que sur sang total (p=0,0447 contre
p=0,0647 sur population lymphoide T) (Tableau 19). Beaucoup de patients avec greffon
phénoidentique présentent en effet un chimérisme élevé, mais inférieur a 95% donneur, donc classé

comme CM sur population lymphoide T.

Pourcentage de | Effectifs | Valeurs p | Chimérisme | Valeurs p
chimérisme <95%
Sang total Génoidentique 95,55+ 0,93% 61 0,0003 16/61 0,0447
J30 Phénoidentique | 97,59+ 0,76% 75 9/75
Myéloide Génoidentique 96,68 £+ 1,52% 56 NS 8/56 NS
J30 Phénoidentique | 98,03 + 1,46% 66 (0,5227) 3/66 (0,1095)
Lymphoide | Génoidentique 77,33 +3,74% 48 0,0354 31/48 NS
TJ30 Phénoidentique | 86,41 + 3,70% 48 21/48 (0,0647)

Tableau 19 : Pourcentages de chimérisme a J30 sur sang total et sur population lymphoide T en fonction du
caractere génoidentique ou phénoidentique du donneur par rapport au receveur

Ainsi, il existe donc un retard d’obtention du CC, qui disparait a J100 si le donneur est
génoidentique au receveur. Ce résultat peut s’expliquer par une moindre alloréactivité. Si I'on
s'intéresse aux patients avec alloréactivité accrue, les 4 patients avec greffon haploidentique
présentaient des chimérismes élévés a J30 et J100, généralement supérieurs a 99% donneur sauf un
patient avec un chimérisme a 90% donneur sur population lymphoide T a J30, et un autre avec des
chimérismes sur sang total et sur population myéloide respectivement a 98,20% et 98,30% a
J100. Parmi les 10 patients avec mismatch 9/10 et les 5 avec mismatch 4/6 ou 5/6, les 12
chimérismes sur sang total a J30 et les 13 a J100 étaient complets. Les seuls CM mis en évidence sont
retrouvés dans la population lymphoide T a J30 (3 des 7 patients étudiés). Au total, moins la
compatibilité HLA est importante, plus le chimérisme semble élevé sur sang total et sur population
lymphoide T. Le chimérisme sur population lymphoide T ne semble pas plus discriminant que sur

sang total.
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A noter que le type de greffon (MO, CSP ou USP) n’a pas d’impact sur le pourcentage de
chimérisme post-allogreffe. Concernant la richesse du greffon, seuls les greffons issus de CSP ont été
analysés, peu de greffes avec MO ou USP ayant été réalisées en cas de conditionnement atténué. Le
nombre de cellules CD45+ dans le greffon n’a alors pas d’influence significative sur le chimérisme
post-allogreffe. Le nombre de cellules CD34+ est significativement plus élevé, pour un CC a J30
(p=0,0054), et surtout, les CC a J30 sur sang total, ou a J100 sur sang total et population lymphoide T
sont associés a des greffons plus riches en cellules CD3+ (respectivement p=0,0127; 0,0149 et
0,0078) (Tableau 20). La richesse en cellules CD34+ permettrait donc une reconstitution
hématopoiétique plus rapide et la richesse en cellules CD3+ aurait également une influence
importante sur cette reconstitution post-allogreffe. Plus le greffon serait riche, plus le chimérisme
serait élevé, particulierement sur sang total et dans une moindre mesure sur population lymphoide
T. Concernant les cellules CD3+, cela peut-étre lié a la richesse cellulaire mais peut-étre aussi a la

diversité du répertoire T transféré.

Richesse en cellules CD3+ | Effectifs | Valeurs p
(10'/ke)
Richesse Sang total Chimérisme <95% | 20,39+ 1,78 24 0,0155
en CD3+ 130 Chimérisme >95% | 25,97 + 1,00 108
Sang total | Chimérisme <95% | 18,73 + 2,07 16 0,0101
1100 Chimérisme >95% | 25,66 + 0,96 116
Lymphoide | Chimérisme £95% | 20,58 + 1,59 31 0,0058
TJ100 Chimérisme >95% | 26,12 + 1,03 101
Richesse Sang total Chimérisme <95% | 5,90 £ 0,57 24 0,0061
en CD34+ J30 Chimérisme >95% | 7,71 £ 0,35 108

Tableau 20 : Richesse du greffon en cellules CD3+ et CD34+ en fonction du chimérisme
Suivi de chimérisme a J30 et J100. Tableau présentant uniquement les résultats significatifs
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5.4.2.2.

5.4.2.2.1.

Evolution post-allogreffe

GVH

De maniere plus franche que chez les patients ayant bénéficié d’'un conditionnement

standard, des manifestations majeures de GVHa (score I, lll ou IV de Glucksberg) apparaissent en cas

de chimérisme plus élevé a J30 sur sang total. Ce résultat est confirmé sur population lymphoide T a

J30 et aussi a J100, avec un écart de pourcentages plus important que sur sang total (Tableau 21). Un

pourcentage de chimérisme élevé est donc associé a la survenue d’'une GVHa, quel que soit le

conditionnement (Tableaux 18 et 21), avec une différence plus importante en pourcentage sur

population lymphoide T en cas de conditionnement atténué, ce qui faciliterait en pratique

I'interprétation. A noter également que les résultats de chimérisme a J30 et J100 ne sont pas

prédictifs d’'une GVHc.

Pourcentage de | Effectifs | Valeurs p | Chimérisme | Valeurs p
chimérisme <95%
Sur les patients avec conditionnement atténué
Sang total | GVHa O-I 95,97 £0,817% | 95 0,0204 22/95 0,0182
J30 GVHa ll, I, IV 98,41+0,452% | 45 3/45
Lymphoide | GVHa 0-I 79,33 £3,264% | 68 0,0285 41/68 0,0524
TJ30 GVHa i, I, 1Iv 89,20 £ 3,856% | 32 12/32
Lymphoide | GVHa 0-I 87,53+2,660% |72 0,0137 28/72 0,0035
TJ100 GVHa ll, lll, IV 94,24 £ 3,242% 35 4/35
Sur tous les patients, quel que soit le conditionnement
Sang total | GVHa 0-l 97,02 +0,555% | 145 0,0004 24/145 0,0063
J30 GVHa ll, lll, IV 98,93 £ 0,248% 89 4/89

Tableau 21 : Pourcentages de chimérisme a J30 et a J100 sur sang total et sur population lymphoide T en
fonction de la survenue d’'une GVHa ou non
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5.4.2.2.2. Rechute

La survenue d’une rechute est associée a un pourcentage de chimérisme plus bas a J100 sur
sang total (p=0,0064) et sur population lymphoide T (p=0,0022), avec des CM significativement plus
nombreux sur population lymphoide T (p=0,0133) (Tableau 22). Ce résultat était attendu, car on
considere toutes les rechutes méme celles survenues avant J100. A J30, ces résultats ne sont pas
significatifs, probablement car le CM est alors plus fréquent et imputable a d’autres parametres de
tels que la reconstitution hématopoiétique, le type de donneur, génoidentique plutét que

phénoidentique, et la GVHa.

De plus, certaines rechutes étant extramédullaires, il est tout a fait logique que le chimérisme
ne soit pas impacté, notamment dans les LAM sous forme de sarcomes granulocytaires localisés (4
patients dans la cohorte), ou dans les lymphomes (2 LHc, un LNH-B). Dans le MM, un faible
pourcentage de cellules tumorales plasmocytaires n’exclue pas une rechute, l'infiltration médullaire

étant fréquemment focale.

De maniéere plus intéressante, le suivi de chimérisme a J100 sur population lymphoide T
serait prédictif d’une rechute ultérieure, avec un chimérisme significativement plus bas en cas de
rechute (p=0,0065) et par conséquent une proportion de CM plus importante, sans atteindre le seuil
de significativité (p=0,1474) (Tableau 22). Au final, un CM serait associé a un risque de rechute plus
important, mais doit étre confirmé par d’autres examens, le chimérisme dépendant d’autres
facteurs. La population lymphoide T a J100 apparait particulierement intéressante et un point de

suivi a J60 pourrait permettre d’anticiper le risque de rechute.

Pourcentage Effectifs | Valeurs | Chimérisme | Valeurs
de chimérisme p <95% p
Rechute avant ou aprés J100
Sang total | Toute rechute 92,17 +2,61% | 52 0,0013 14/52 0,1502
J100 Absence de rechute | 97,56+0,98% | 72 6/72
Lymphoide | Toute rechute 82,28 +4,59% | 42 0,0022 17/42 0,0133
TJ100 Absence de rechute | 93,11 +2,07% | 66 16/66
Rechute apres J100
Lymphoide | Rechute aprés J100 84,36 +7,38% | 30 0,0108 12/30 0,1474
TJ100 Absence de rechute | 93,11 +2,07% | 66 16/66

Tableau 22 : Pourcentages de chimérisme a J100 en fonction de la survenue ou non d’une rechute
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5.4.2.3. Type d’hémopathie

Nous nous sommes également intéressés a I'apport du tri sur population spécifique de
I’'hémopathie. Concernant le tri sur population lymphoide T, aucune conclusion n’est possible :
uniqguement 5 LNH-T ou LAL-T ont été allogreffés avec conditionnement atténué, deux ont rechuté,
et le tri cellulaire n’a pas été effectué systématiquement a J30 et J100. En revanche, le tri sur
population myéloide est plus spécifiqgue des pathologies myéloides et leurs effectifs sont
conséquents (LAM, SMD, MF, LMC, LMMC, n=81 pour les conditionnements atténués). Ces
pathologies ont été comparées aux hémopathies malignes non myéloides (LAL, LNH, MM, LHc, n=64).
A J30, les pathologies non myéloides présentent un chimérisme plus volontiers mixte sur sang total
(p=0,0205), sur population lymphoide T (p=0,0557) et avec une plus grande significativité sur
population myéloide (p=0,0036) (Tableau 23). La reconstitution hématopoiétique serait donc plus

rapide dans les pathologies myéloides et en particulier dans le compartiment myéloide.

Pourcentage Effectifs | Valeurs p
de chimérisme
Sang total Myéloide 97,21+0,78% | 77 0,0205
J30 Non myéloide 96,20+ 0,86% | 63
Myéloide Myéloide 98,11+1,48% | 65 0,0036
J30 Non myéloide 96,77 £+1,45% | 59
Lymphoide | Myéloide 83,29+3,82% | 50 0,0557
T130 Non myéloide 81,69 +3,47% | 50

Tableau 23 : Pourcentages de chimérisme a J30 en fonction du type d’hémopathie, myéloide ou non

En cas de rechute, les pathologies myéloides présentent un chimérisme significativement
plus bas a J100, spécifiquement sur population myéloide, par rapport aux pathologies non myéloides
(Tableau 23). Sur sang total et population lymphoide T, les pourcentages de chimérisme ne sont pas
significativement différents, avec toutefois une tendance a des pourcentages de chimérisme plus
élevés dans les pathologies non myéloides, dont certaines sont plus a risque de rechute

extramédullaire. A J30, aucune différence significative n’est retrouvée.

Pourcentage Effectifs | Valeurs p
de chimérisme
Sang total Myéloide 89,45 +4,17% | 30 NS
1100 Non myéloide 95,88 +2,28% | 22 (0,4325)
Myéloide Myéloide 91,60+ 4,32% | 27 0,0278
J100 Non myéloide 97,95+1,95% | 20
Lymphoide | Myéloide 80,55+5,92% | 25 NS
TJ100 Non myéloide 84,83+7,43% | 17 (0,9845)

Tableau 24 : Pourcentages de chimérisme

myéloide ou non

a J100 en cas de rechute, en fonction du type d’hémopathie,
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Concernant ces hémopathies myéloides, un chimérisme plus élevé sur population lymphoide

T a J30 est associé a la survenue d’une GVHc (p=0,0060) (Tableau 25), ce qui n’était pas retrouvé sur

I’ensemble de la cohorte, mais va dans le méme sens que I'augmentation du chimérisme en cas de

GVHa. L'étude de la population lymphoide T pourrait

processus de GVHc, notamment a J30.

donc étre intéressante pour explorer le

En cas de rechute, la diminution du pourcentage de chimérisme est significative sur toutes

les populations a J100, avec une plus grande significativité sur population myéloide que sur

population lymphoide T (Tableau 25). La population myéloide étant plus spécifique de la population

tumorale, ce résultat est cohérent et est un argument pour que le tri cellulaire soit ciblé sur la

population tumorale.

Pathologies myéloide uniquement | Pourcentage Effectifs | Valeurs | Chimérisme | Valeurs
de chimérisme p <95% p

Sang total | GVHc 99,01+0,30% | 29 0,0516 2/29 0,2852
J30 Absence de GVHc 96,78+ 1,14% | 40 7/40

Lymphoide | GVHc 92,97 +3,67% | 19 0,0060 4/19 0,0347
TJ30 Absence de GVHc 79,48 +5,40% | 26 14/26

Sang total | Rechute 89,45+4,17% | 30 0,0022 10/30 0,0323
J100 Absence de rechute 97,38+1,39% | 39 4/39

Myéloide Rechute 91,60+4,32% | 27 0,0048 8/27 0,0133
J100 Absence de rechute | 98,29+1,36% | 37 2/37

Lymphoide | Rechute 80,55+5,92% | 25 0,0300 11/25 0,0875
J100 Absence de rechute | 91,61 +3,84% | 33 7/33

Tableau 25 : Pourcentages de chimérisme a J30 et a J100 en fonction des événements post-allogreffe
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5.4.3. Evolution post-greffe : les manifestations de GVH chronique

Concernant les patients présentant une GVHc, les caractéristiques de celle-ci sont énoncées

ci-apres, pour I’'ensemble des allogreffes d’hémopathies malignes, quel que soit le conditionnement.

104 patients sur les 210 ayant vécu au moins 100 jours post-allogreffe, ont présenté a un
moment donné des manifestations de GVHc. Parmi ces 104 patients, il s’agissait pour 87 d’entre eux
d’une GVH cutanéomuqueuse, le plus souvent sclérodermiforme. Les autres types de GVHc
constatées étaient par ordre de fréquence : hépatiques, digestives, oculaires et pulmonaires. Elles
concernaient dans la majorité des cas des patients présentant également une GVHc cutanée : 22
GVHc cutanées/28 patients avec GVHc hépatiques, 18/26 GVHc digestives, 17/19 GVHc oculaires et
11/16 GVHc pulmonaires. Quatre patients supplémentaires ne présentaient pas initialement de
GVHc, mais celle-ci s’est manifestée aprés DLI sous une forme cutanéomuqueuse et hépatique. Les
manifestations de GVHc n’ont pas d’impact sur la survie sans rechute. En revanche, il existe une
tendance non significative a un impact délétére sur la survie globale : p=0,0545; Khi>=3,699 en
analyse de survie (Figure 21). Ainsi, 59 patients, sur 108 ayant présenté une GVHc, sont décédés

contre 32 sur 102 patients indemnes de GVHc.
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Figure 21 : Survie sans rechute et survie globale chez les patients ayant présenté ou non une GVHc
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5.5.Patients ayant recgu des injections de lymphocytes du donneur

Dans la cohorte d’étude, 19 patients ont bénéficié de DLI au cours de leur suivi post-
allogreffe. Ces patients avaient été allogreffés dans le cadre d’'une LA pour 14 d’entre eux, d’'un SMD
pour un autre, d'un MM pour 3 patients et d’un LNH-B pour le dernier (Tableau 26). Parmi les LA, on
compte 12 LAM dont 2 secondaires a une LMC, 2 LAL Phi+, dont une secondaire a une LMC et une LA
biphénotypique Phi+. Le greffon était issu de CSP pour 17 patients, les deux autres ont recu un
prélevement de MO. L’indication aux DLI était variable (Tableau 25). Au total, un seul patient a
présenté des manifestations de GVHa (grade 1), les 18 autres patients étant évalués avec un score de

Glucksberg de O ou | (Tableau 26).

Trois patients ont eu une seule injection, le premier est décédé 20 jours aprés cette premiere
injection des suites de sa rechute ; le deuxiéme, allogreffé pour MM, a vu son pic monoclonal
régresser a 0,4 g/L et le chimérisme suivant était complet ; le troisieme a bénéficié de DLI car il
s’agissait d’'une LAM a risque élevé de rechute, en progression au moment de I'allogreffe, mais ayant
atteint un CC deés J30 (Tableau 26). Ce patient n’a jamais rechuté, mais est décédé d’une hépatite

toxique associée a une aspergillose pulmonaire et a une dénutrition.

Quatre patients ont recu deux injections et les 12 derniers patients ont eu trois injections. La
premiére injection a été réalisée entre 77 et 820 jours aprés |'allogreffe, en moyenne 276 + 201
jours. La deuxieéme suivait la premiere de 30 a 70 jours, et la derniére suivait la deuxieme de 30 a 100
jours. Douze patients ont présenté des manifestations de GVHc dont 6 avant DLI, 10 post-DLI dont 4

avant puis aprés DLI.

Neuf patients présentaient avant DLI des CC supérieurs a 95% donneur sur sang total, sur
population myéloide et sur population lymphoide T, mais présentaient un risque de rechute élevé.
Trois patients présentaient un CM uniquement sur la population lymphoide T (70%, 47% et 83%
donneur). Ce CM a été corrigé post-DLI. Un patient est resté en rémission, les deux autres ont
rechuté, dont un est décédé. Chez les trois derniers patients, I'injection de DLI n’a pas corrigé la
baisse de chimérisme, deux sont décédés, le troisieme conserve un CM sur les 3 populations, sans

rechuter.

En conclusion, beaucoup de patients présentaient déja un CC avant DLI, qui s’est maintenu
ensuite. Parmi les patients avec CM avant DLI, certains patients ont atteint un CC tandis que d’autres
ont maintenu un CM voire perdu leur greffon. Sur population lymphoide T, population avec le plus
grand nombre de CM avant DLI, seules 3 patients ont atteint un CC, sur les 7 avec CM. Les effectifs

sont faibles et il n’y a pas d’impact évident des DLI sur I’évolution du pourcentage de chimérisme.
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Marqueur Greffon Condition- Score Nombres Evolution du chimérisme post-DLI GVHc
Age | Indication de greffe molégulaire Donneur : MO Po— de Motif des DLI dliniections Total e | e T GVHc | post- | Déces
ou CSP GVHa ! Y ymp DLI
29 LAM génoidentique CSsp standard 0 Absenc.e de GVH malgré l'arrét 3 CC stable CCstable | CMstable | non oui non
des immunosuppresseurs
58 LAM génoidentique CSP atténué 0 Chimérisme mixte 3 non | non non
38 LAM phénoidentique CSP atténué 0 Chimérisme mixte 2 CC stable CCstable | CCatteint | non oui oui
RUNX1- . . Rechute moléculaire RUNX1- . . .
25 LAM RUNXIT1 phénoidentique CSP standard 0 RUNXIT1 3 oui oui oui
34 LAM CBFB-MYH11 | phénoidentique MO standard 1 Rechute m'\;\l(egﬂlalre CBFB- 3 CC stable CC atteint | CC atteint oui oui non
49 LAM génoidentique CSP standard 0 LAM réfractaire a 10 de la 3 CC stable CC stable CC stable non oui oui
greffe sans GVHa
53 LAM secondaire génoidentique CSP standard 0 Evolutivité SMD 3 CC stable CC stable non oui oui
65 LAM secondaire génoidentique CSP atténué 0 Perte compléte de chimérisme 2 <5% stable | 0% stable | <5% stable | non | non oui
24 LAM secondaire phénoidentique CSp atténué 0 LAM refragc;c:]lc: al0dela 1 CC stable CC stable non | non oui
LAM secondaire a L. . — . . . .
37 une LMC BCR-ABL génoidentique CSP atténué 0 Rechute moléculaire BCR-ABL 3 CC stable CC stable CC stable non oui oui
LAM secondaire a o . — . . -
60 une LMC BCR-ABL génoidentique CSP atténué 0 Rechute moléculaire BCR-ABL 1 CC stable CC stable CC stable non | non oui
51 | LA biphénotypique BCR-ABL phénoidentique CSsp atténué 1 Rechute moléculaire BCR-ABL 3 CC stable CC stable CC stable oui oui oui
59 LAL BCR-ABL génoidentique CSP atténué 0 Rechute moléculaire BCR-ABL 1 CM stable | CCstable | <5% stable | oui non oui
41 LAL seco[l'\(jlagre aune BCR-ABL phénoidentique CSP standard 2 Rechute moléculaire BCR-ABL 3 oui non oui
A VH Igré I'arré
50 SMD génoidentique CSP atténué 0 bsenc.e de GVH malgré 'arrét 3 CC stable CC stable CC stable non | non non
des immunosuppresseurs
45 MM génoidentique CSP atténué 0 Chlmerlsmo.a mixte ?t 1 CC stable CCstable | CCatteint | non oui non
augmentation du pic
46 MM phénoidentique CSP atténué 0 Persistance plz.:lsmocytes 3 CC stable CC stable CC stable oui oui non
dystrophiques

46 MM génoidentique CSP atténué 0 Pic a1,8g/L 2 non | non non
57 LNH B génoidentique MO atténué 0 Chimérisme mixte 3 CM stable | CM stable | CMstable | non | non non

Tableau 26 : Caractéristiques des patients ayant bénéficié de DLI
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6. Discussion

L’objectif principal de ce travail était d’étudier la place des techniques de suivi de chimérisme et
le chimérisme aprés tri cellulaire. Il s’agissait de préciser dans quel contexte I'étude de certaines
populations cellulaires est la plus pertinente, en particulier en termes de prédiction de la survenue
d’'une GVH ou d’une rechute. Il s’agissait également de reconsidérer le calendrier de suivi suite aux
nouvelles recommandations et de valider le remplacement de I'étude des VNTR par I'étude des STR au

laboratoire.

La collecte des informations a été rétrospective, avec nécessairement des biais liés a la sélection
des patients. S’agissant d’une cohorte d’adulte, I'involution thymique liée a I’adge a trés probablement
un impact sur la reconstitution du compartiment lymphocytaire T, mais cette cohorte n’a pas été
comparée avec des patients de pédiatrie pour I'objectiver. Malgré une prédominance des LAM (40%),
cette cohorte est disparate en ce qui concerne l'indication a la greffe, les conditionnements proposés, la
prophylaxie de la GVH instaurée et le stade de la maladie au moment de la greffe (premiére rémission
compléte, deuxiéme rémission compléte aprés une premiere rechute, ou encore réponse partielle apres
plusieurs lignes de traitement). En ce qui concerne la GVHa et la GVHc, la difficulté principale consiste a
grader précisément les manifestations, en particulier cutanées, lorsque leur sévérité clinique est faible.
L'appréciation d’'une GVHc est délicate d’autant que des stigmates de GVHa peuvent persister, ou que
des manifestations iatrogenes peuvent ressembler a une GVHc. Le recueil de données a donc pati de ces

difficultés a étiqueter une GVH.

Dans notre étude, seuls deux groupes de conditionnement ont été considérés, les
conditionnements standards et les conditionnements atténués. La diversité effective des
conditionnements atténués a toutefois un impact sur le chimérisme. En effet, il a été montré que les
CNMA peuvent conserver un CM prolongé jusqu’a 6 mois, surtout sur population lymphoide T, ce qui est
moins vrai avec les CIR (Baron and Storb, 2006; Baron et al., 2004; Carvallo et al., 2004; Valcarcel et al.,
2003). Les conditionnements sans ICT seraient également plus pourvoyeurs de CM (Thannberger, 2007).
Le traitement immunomodulateur post-allogreffe a également un impact significatif sur le chimérisme,
un arrét de la ciclosporine permettant d’atteindre un CC ou de prévenir un rejet de greffe (Hoelle et al.,

2004).
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Concernant le choix de la technique, I'étude des STR permet une quantification plus fine que
I’étude des VNTR, avec une meilleure sensibilité. De plus, 'usage de 16 marqueurs par I'étude des STR
permet d’augmenter l'informativité et la quantité d’ADN nécessaire est encore plus faible qu’avec

I’étude des VNTR. Ce travail nous permet de valider le changement de technique opéré au laboratoire.

La PCR quantitative par chimie TagMan® nécessite des quantités d’ADN importantes lors du
bilan pré-allogreffe. Un typage pour I'ensemble des marqueurs de la technique n’est possible que si
cette quantité est supérieure a 150 pg. Si la quantité d’ADN est comprise entre 50 et 150 ug, le typage
est réalisé sur un nombre restreint de marqueurs, correspondant aux marqueurs les plus souvent
informatifs dans I'expérience du laboratoire. En cas de quantité d’ADN inférieure a 50 pg, un typage

TagMan® n’est pas possible, et le suivi de chimérisme sera réalisé par étude des STR (Figure 22).

Ce travail nous permet de proposer une révision de I'arbre décisionnel pour le suivi de
chimérisme post-allogreffe (Figure 22). Lors des suivis avec chimérisme compris entre 10 et 90%
donneur, I'étude des STR est utile car elle permet de confirmer I'ordre de grandeur du résultat, qui est
peu reproductible par PCR quantitative par chimie TagMan®. En cas de chimérisme supérieur a 90%
donneur, I'étude des STR n’est pas nécessaire si les résultats sont similaires aux résultats précédents,
méme si les quantités d’ADN sont faibles (Figure 22). En effet, la sensibilité de la PCR quantitative
diminue, mais elle reste supérieure a celle de I'étude des STR et il n'y a pas de biais par rapport aux
résultats obtenus avec 250 ng d’ADN. En revanche, pour les variations importantes de chimérisme par
rapport aux antériorités, un controle par étude des STR est préférable. Ce contréle permettra de
conforter le résultat, qui devra également étre confirmé sur un nouveau prélevement, avant d’envisager

une modification de prise en charge, et notamment d'immunothérapie post-allogreffe.
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Figure 22 : Arbre décisionnel révisé de choix de technique pour le suivi de chimérisme post-allogreffe au

laboratoire
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Les recommandations émises par la SFGM-TC (AHPA 2016) préconisent qu’un chimérisme soit
considéré comme mixte s’il est inférieur ou égal a 95% donneur. Un chimérisme entre 90 et 95%
donneur nécessite une réévaluation précoce. Ce seuil a 95% donneur est adapté a I’étude des processus
immunitaires tels que le rejet de greffe et la GVH, impliquant des populations hématopoiétiques
significatives. Dans cette étude, ce seuil a été utilisé car il permet de comparer notre population a la
littérature et d’exploiter les résultats des études des VNTR et des STR, dont les limites de détection sont
plus faibles qu’en PCR quantitative. La PCR quantitative par chimie TagMan® a une limite de détection
de 0,1% ou moins, en fonction de la quantité d’ADN (Alizadeh et al., 2002a; Chen et al., 2011; Qin et al.,
2011). Le laboratoire de génétique oncologique du Centre Henri Becquerel privilégiant la PCR
guantitative par chimie TagMan®, un seuil plus élevé doit donc étre fixé, dans l'optique de détecter un
chimérisme mixte trés résiduel ou une rechute. Il a notamment été montré qu’une quantification des
faibles niveaux de chimérisme permettait une détection plus précoce d’événements défavorables,

notamment des rechutes (Qin et al., 2011).

D’une maniere générale, coupler le suivi de chimérisme et le suivi de maladie résiduelle
constituerait une bonne stratégie pour prédire le risque de rechute (Lange et al., 2011; Pérez-Simon et
al., 2002; Rossi et al., 2013). Ainsi, en cas de décroissance du pourcentage de chimérisme, I'atelier
d’harmonisation de la SFGM-TC préconise un controle anticipé et un suivi de maladie résiduelle par
d’autres marqueurs moléculaires ou en cytométrie (AHPA 2016). Le tri sur populations ciblées a été
proposé afin d’étudier plus spécifiquement certains phénomenes et d’augmenter la sensibilité pour un
mécanisme donné. Cependant, son utilisation n’a pas été incluse dans les derniéres recommandations,

par manque de données bibliographiques.

Ainsi, sur notre cohorte, un CM a J100 sur sang total est associé aux rechutes. Cette association
n’est pas retrouvée si on considére uniqguement les rechutes survenues aprées J100, a la différence du
chimérisme sur population lymphoide T, qui est significativement diminué, méme si on ne considére que
les rechutes ultérieures a J100. Le chimérisme a J100 sur cette population serait donc prédictif du risque
de rechutes. Un point de suivi a J60, mériterait d’étre réalisé afin d’anticiper ce risque de rechutes, si ce
résultat est confirmé. Un tel résultat sur population lymphoide T a déja été rapporté en cas de CM
prolongé (Mohty et al., 2007), ou précoce (Baron et al., 2004; Keil et al., 2003; Matthes-Martin et al.,
2003) et pourrait témoigner d'un défaut d'alloréactivité préalable a la rechute (Elkaim et al., 2014). La
population NK semble aussi particulierement discriminante, un CM a J14 ou a J28 étant associé au rejet
de greffe et a un impact négatif sur la survie globale, avec une significativité parfois supérieure au
chimérisme sur population lymphoide T (Baron et al., 2004; Matthes-Martin et al., 2003; Miura et al.,
2006). Ces CM précoces seraient ainsi liés au réle immunitaire antitumoral des populations T et NK, et

non a la réémergence des cellules tumorales, au moment de la rechute.
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Pour étudier cette réémergence, la population spécifique des cellules tumorales devrait étre
ciblée (Zetterquist et al., 2000). Ainsi, le tri sur cellules CD19+ serait utile dans les LLC, les LNH-B et les
LAL-B, CD138+ dans les MM, CD3+ dans les lymphomes T et CD34+ ou CD15+ dans les LAM, comme cela
a déja été proposé (Bornhauser et al., 2009; Lange et al., 2011; Mattsson et al., 2001b; Serrano et al.,
2000; Zeiser et al., 2005; Zetterquist et al., 2000). Dans les pathologies myéloides, le chimérisme sur
population myéloide a J100 est significativement diminué en cas de rechute, davantage que sur sang
total ou population lymphoide T. Il est également davantage diminué dans les pathologies myéloides par
rapport aux pathologies non myéloides en rechute. Dans cette optique de prédiction des rechutes, le
suivi de chimérisme se positionne comme une technique de suivi de maladie résiduelle. Pour cela, en
plus d’étre spécifique de la population tumorale, la sensibilité doit étre excellente. Dans une étude
récente sur des LAM, I"équivalence entre suivi de chimérisme et suivi de maladie résiduelle par étude de
I'expression de WT1 n’a pu étre démontrée, mais le suivi de chimérisme n’a pas été réalisé sur la
population spécifique de I’lhémopathie (Duléry et al., 2017). Au contraire, d’autres études montrent que
le chimérisme sur cellules CD34+ dans les LAM serait prédictif de la rechute avec une sensibilité et une
spécificité comparables a I'expression de WT1 (Kwon et al., 2012; Lange et al., 2011; Rossi et al., 2013).
Un tel suivi de chimérisme sur cellules CD34+, par une technique suffisamment sensible, serait
particulierement utile en absence de marqueur moléculaire disponible permettant un suivi de maladie

résiduelle, comme c’est le cas dans certaines LAM et dans la LLC.

Cependant, le chimérisme étant un phénoméne multifactoriel, méme sur population spécifique
de I'hémopathie, un CM peut étre transitoire ou stable sur le long terme, sans rechute. Pour faciliter
I'interprétation et détecter les facteurs confondants, un suivi ciblé sur la population tumorale doit étre
couplé a une autre population et au sang total, afin de différencier des mécanismes immunitaires et des
mécanismes tumoraux. L'étude de la population lymphoide T est la plus pertinente pour étudier les
phénomeénes immunitaires, a |'exception du suivi de chimérisme dans le cadre d’hémopathies
lymphoides T allogreffées, ou I’étude de la population NK pourrait étre une alternative. D’une maniére
générale, nos résultats montrent que le chimérisme sur population lymphoide T est plus volontiers
mixte que sur sang total et sur population myéloide. En cas de CM sur population lymphoide T, la
présence concomitante de cellules du donneur et du receveur limiterait I’alloréactivité et donc la GVHa
(Baron et al., 2004; Childs et al., 1999; McSweeney et al., 2001; Mohty et al., 2007; Stikvoort et al.,
2013). L'association CC et GVHa est ainsi retrouvée aussi bien a J30 et a J100, sur sang total, mais
surtout sur population lymphoide T, avec une différence en pourcentages plus importante. En ce qui
concerne la GVHc, elle est associée a un CC sur population lymphoide T a J30, mais uniquement dans les
pathologies myéloides. Ce CC interviendrait trées en amont par rapport aux manifestations de GVHc, et
pourrait étre le signe d’une reconstitution précoce du répertoire T, qui se maintiendrait au long cours et

provoquerait des réactions de GVH durables. D’autres études ont montré une association entre CC a J30
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sur population lymphoide T et survenue d’'une GVHc (Rupa-Matysek et al., 2011). Un CC sur population
lymphoide T semblerait également associé aux greffons issus de CSP dans les aplasies médullaires a J30
et a J100. La richesse en cellules CD3+ a également un impact sur le chimérisme, parmi les greffons issus
de CSP, un prélévement riche en cellules CD3+ étant encore davantage associé a un CC, sur sang total et
sur population lymphoide T. Il est a noter qu’un chimérisme sur population lymphoide T ne doit pas étre
interprété si du SAL a été administré au patient. Les lymphocytes T circulants sont en effets détruits

dans une telle circonstance.

Les patients ayant bénéficié d’'un conditionnement standard présentent un chimérisme presque
systématiqguement complet sur sang total des J30. Le tri cellulaire n’est actuellement pas réalisé
actuellement chez ces patients. Cependant, il apparait que sur la vingtaine de tris cellulaires de notre
cohorte, la moitié présentait un CM sur population lymphoide T a J30 et un quart a J100. Ce CM ne
semble associé a aucun événement particulier, mais mériterait une étude plus poussée, afin d’éclaircir
son mécanisme et son intérét potentiel. Un tri cellulaire sur population lymphoide T pourrait donc étre
envisagé chez ces patients. L'étude du chimérisme sur population spécifique des cellules tumorales, est
également pertinente quel que soit le conditionnement, et en particulier, si aucun marqueur

moléculaire n’est disponible pour le suivi de maladie résiduelle.

La majorité des patients ont été suivis a J30 et a J100 d’apres le calendrier fixé au Centre Henri
Becquerel, puis a J180 et a J360. Ainsi, le point intermédiaire a J60 n’a pas été systématique puisque non
préconisé. Un suivi a J60 est cependant de plus en plus souvent réalisé, ce qui est en adéquation avec
I’AHPA 2016 de la SFGM-TC. Nous proposons donc de systématiser ce suivi. Un point intermédiaire entre
J30 et J100 pourrait en effet donner des indications sur la cinétique du suivi de chimérisme, si le
chimérisme n’est pas complet a J30. En effet, au-dela des valeurs absolues, la cinétique d’évolution du
chimérisme est un parameétre primordial a l'interprétation (Rupa-Matysek et al., 2011). Ce point
fournirait également des indications importantes sur les phénomenes précoces, qui surviennent juste
apres la greffe. Un CC précoce est, par exemple, associé a la richesse en cellules CD34+ du greffon, qui
pourrait avoir un role important dans la reconstitution hématopoiétique, méme si le chimérisme n’est
pas le meilleur reflet d’une telle reconstitution (Carvallo et al., 2004; Elkaim, 2014). Un point de suivi
supplémentaire fournirait aussi des données intéressantes sur I'obtention retardée d'un CC sur
population myéloide en cas de conditionnement atténué ou en cas de donneur génoidentique. De plus,
les pathologies allogreffées a I'heure actuelle sont majoritairement des hémopathies a croissance
tumorale rapide, notamment des LA, alors que dans le passé, des pathologies d’évolution plus lente
étaient greffées telle que la LMC. Un suivi plus rapproché, serait indiqué, afin d’assurer une détection
précoce des rechutes, celles-ci survenant plus brutalement (Bader et al.,, 2004). A cela s’ajoute

I'importance de la cinétique du suivi de chimérisme, un point supplémentaire a J60 permettrait alors de
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suppléer aux échecs de suivi a J30 pour quantités d’ADN trop faibles. Toutefois, ces échecs, liés a

I'aplasie post-allogreffe, sont devenus rares avec I'amélioration des techniques d’extraction.

Dans cette étude, trop peu de greffes haploidentiques ont été réalisées pour en tirer des
conclusions (n=6 dont une aplasie et un conditionnement standard). A I'avenir, ce type de greffe devrait
se développer et les modalités de suivi de chimérisme sont par conséquent a affiner dans cette

indication, avec une place du tri cellulaire a préciser.

L'essor actuel de techniques de séquencage de nouvelle génération pose la question de leur
positionnement dans le suivi de chimérisme. Le NGS pourrait ainsi étre une alternative aux techniques
actuelles d’étude des STR. En effet, la limite de détection de ces deux techniques est similaire mais la
guantification par étude des STR est potentiellement limitée par les artéfacts techniques. Elle présente
cependant I'avantage d’utiliser des kits commerciaux standardisés. Les techniques de NGS présentent
également des limites, en termes de délais de rendus des résultats, de colt et d’estimation de la
fréquence allélique. Cette derniere est parfois mal estimée pour certaines régions, du fait d’un
déséquilibre d’amplification entre le brin sens et antisens, ou d’'une séquence en nucléotides ne
permettant pas une amplification optimale. L'usage du NGS ne sera donc possible qu’apres optimisation
des panels et des pipelines bio-informatiques, mais surtout si les délais de rendus deviennent

compatibles avec le suivi de chimérisme.

La PCR digitale, technique de PCR allele-spécifique également émergente, pourrait étre une
alternative a la PCR quantitative par chimie TagMan® compte tenu de sa bonne sensibilité (George et
al., 2013). Elle présente l'avantage d'utiliser de faibles quantités d’ADN par rapport a la chimie
TagMan®, pour une quantification absolue ne nécessitant ni courbe de calibration, ni réplicats. Elle offre
également la possibilité d’'un multiplexage simple a mettre en ceuvre. A I'avenir, cette technique
pourrait permettre le développement du suivi de chimérisme comme technique de suivi de maladie
résiduelle, si une limite de détection a 10™ voire 10™ est atteinte. La limite de détection de cette

technique dépend cependant du bruit de fond, qui peut étre variable d’un alléle a un autre.
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Conclusion

En conclusion, ce travail a permis de valider le remplacement de I'étude des VNTR par I'étude
des STR et de revoir ses indications. Il doit notamment permettre de limiter les controles réalisés,
lorsque le pourcentage de chimérisme par PCR quantitative est supérieur a 90% donneur. Il en résulte

un gain de réactifs et de temps technique pour le laboratoire.

D’un point de vue médico-économique, un typage pré-allogreffe est codé dans les RIHN comme
I'acte G225 et correspond a un BHN 1700. L’étude du chimérisme sur sang total correspond a I'acte
G179, coté BHN 500 et I'étude sur cellules triées correspond a I'acte G180, coté BHN 700. L'étude sur
populations triées doit donc étre limitée aux types cellulaires d’intérét. Un suivi de chimérisme réalisé
sur sang total et sur deux populations triées est raisonnable. En effet, un chimérisme sur sang total seul
est difficile a interpréter mais reste utile, car il permet d’avoir une vision d’ensemble du chimérisme.
L'utilisation du tri cellulaire permet d’étudier avec plus de spécificité certains parametres, sans
gu’aucune population ne soit spécifique d’un seul mécanisme. Ainsi, les populations lymphoides T et NK
sont plus spécifiques des réactions immunitaires, telles que la GVH, mais elles sont également impactées
par les rejets de greffe et les rechutes. A contrario, I'étude spécifique de la population tumorale

permettrait d’étre plus sensible aux rechutes.

Ce travail permet également de proposer de nouvelles modalités de suivi du chimérisme au
Centre Henri Becquerel, fixé a J30, J60, J100, 6 mois et 1 an de I'allogreffe minimum, en accord avec
I’AHPA 2016 de la SFGM-TC. Nous proposons de réaliser un tri, quel que soit le conditionnement et le

type de greffe, méme haploidentique :

- sur population lymphoide T (ou NK si hémopathie lymphoide T)

- sur population spécifique de I’hémopathie (tri CD33 et CD66b, CD34, CD19, CD138, CD3...)
Dans les aplasies médullaires, nous proposons de maintenir un tri :

- sur population lymphoide T, pour les mémes raisons que dans les hémopathies malignes

- sur population myéloide, correspondant a la population hématopoiétique majoritaire

Enfin, aprés DLI, le rythme varie, un chimérisme trié doit précéder la premiere injection de DLI,
et le chimérisme est ensuite réalisé régulierement, au minimum a J30 post-injection, afin de suivre

I’efficacité des DLI.
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RESUME

L'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) consiste a remplacer le systéeme
hématopoiétique du patient par celui d’'un donneur sain. Le chimérisme est défini par le
pourcentage de cellules d’origine donneur dans le sang ou la moelle du patient. Une étude a
été réalisée rétrospectivement sur 258 adultes allogreffés entre les 1° janvier 2007 et 2017
au Centre Henri Becquerel. Trois groupes composaient la cohorte : les aplasies médullaires
(n=15), les hémopathies malignes ayant recu un conditionnement standard (n=96) et celles
ayant recu un conditionnement atténué (n=147). Ce travail a permis de valider le
remplacement de I'étude des séquences Variable Number Tandem Repearts par I'étude des
séquences Short Tandem Repeats (STR). Les modalités du suivi de chimérisme ont été
réévaluées, notamment les places respectives de la PCR quantitative par chimie TagMan® et
de I'’étude des STR. Il a été montré que le tri cellulaire permet d’étudier plus spécificiquement
certains parameétres. Le chimérisme sur population lymphoide T est plus spécifique des
réactions immunitaires, notamment du greffon contre I'hoGte, ou le chimérisme est
significativement plus élevé a J30 et a J100. Le chimérisme sur population spécifique de
I’'hémopathie est plus sensible aux rechutes a J100. Ainsi, ces deux populations sont
particulierement intéressantes et un suivi de chimérisme réalisé sur sang total et deux
populations triées reste raisonnable d’un point de vue médico-économique. Enfin, le suivi de
chimérisme doit étre réalisé au minimum a J30, J60, J100, 6 mois et 1 an de l'allogreffe, en
accord avec les nouvelles recommandations, quelle que soit la pathologie et le
conditionnement.
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