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que les statuts MICA receveurs et NKG2D donneurs, associés a une faible activité cytotoxique, sont des facteurs de risques

augmentant ’incidence de GVH aigué selon un mécanisme devant étre élucide.

Membres du Jury :

Président : Monsieur le Professeur GARCON Loic, CHU Amiens

Assesseurs :Monsieur le Professeur MAROLLEAU Jean-Pierre, CHU Amiens
Monsieur le Professeur DUVERLIE Gilles, CHU Amiens
Monsieur le Docteur GUILLAUME Nicolas, CHU Amiens
Madame le Docteur DESOUTTER Judith, CHU Amiens



Université de Picardie Jules Verne
U.F.R. DE PHARMACIE
Année Universitaire 2016/2017

MEMOIRE de DIPLOME D’ETUDES SPECIALISEES
DE BIOLOGIE MEDICALE

(Tenant lieu de Thése en vue du diplome d’Etat de Docteur en Pharmacie)

Nom : Apithy
Prénom : Marie-Joélle

Titre du mémoire/Thése: MICA and NKG2D polymorphisms have a significant impact on
acute graft versus host disease after HLA-matched hematopoietic stem cell transplantation.

Mots-clés: Polymorphism, MIC-A, NK, NKG2D, GVH, HSCT

Résumé: mica (MHC class | polypeptide-related sequence A) is a highly polymorphic gene closely linked to the HLA-

B locus. It encodes a cell stress inducible glycoprotein, which mediates an activatory signal towards the NKG2D receptor
expressed on NK-cells, CD8+ aff and yd-T-cells and NKT-cells. MICA polymorphisms have been shown to influence
NKG2D signaling. Here, we evaluated whether recipient MICA and donor NKG2D polymorphisms (respectively MICA-129,
MICA A5.1 and NKC3, NKC4) could influence the incidence of graft versus-host disease (GVH), overall survival (OS) and
relapse free survival (RFS) on 124 patients undergoing allogenic hematopoietic stem cell transplantation using an HLA-
matched donor (10/10). In an univariate model, MICA genes mismatch between recipient and donor pairs (p=0.023),
recipient MICA A5.1 heterozygosity (p=0.030), donor NKC4 C/C polymorphism (p=0.013) are associated with the increase
of incidence of acute GVH (grade | to 1V). Recipient MICA Ab5.1 heterozygosity is also associated with chronic GVH
(p=0.04) while Recipient MICA-129 val/val tends to be a risk factor of chronic GVH without being statistically significant.
These polymorphisms have no significant impact on OS and RFS in our study. Our data suggest that a MICA or NKG2D low
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Liste des abréviations

ADCC: Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity, Cytotoxicité Dépendante des
Anticorps

BSA: Body Surface Area, surface corporelle

CPA: Cellules Présentatrices d’ Antigenes

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMV: Cytomégalovirus

CSH: Cellules Souches Hématopoiétiques

CSP: Cellules Souches Périphériques

EBMT: European Society for Blood and Marrow Transplantation

EFS: Event Free Survival, Survie sans évenement

G-CSF : Granulocyte Colony-Stimulating Factor, Facteur stimulant la granulopoiese
GVL : Graft Versus Leukemia, Réaction du greffon contre la leucémie

GVH: Graft Versus Host, Réaction du greffon contre I’hote

HLA: Histocompatibility Leucocyte Antigen, Antigéne leucocytaire d’histocompatibilité
ICT: Irradiation Corporelle Totale

IFN: Interféron

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif, motif d’activation des récepteurs
immuns basés sur la tyrosine

ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif, motif d’inhibition des récepteurs
immuns basés sur la tyrosine

LAM: Leucémie Aigue Myéloide

LAL: Leucémie Aiglie Lymphoide

LCDP: Leucémie a Cellules Dendritiques Plasmacytoides
LFS: Leukemia Free Survival, survie sans leucémie

LH: Lymphome Hodgkinien

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

10



LMMC : Leucémie Myélomonocytaire Chronique

LNH : Lymphome Non Hodgkinien

LP : Leucémie a plasmocytes

LTCD8+ : Lymphocytes T CD8+

MAC : Myéloablative Conditionning, Conditionnement myéloablatif
MO : Moelle Osseuse

NGS : Next Generation Sequencing, Séquencage nouvelle génération
NIH: National Institutes of Health

NK: Natural killer

NKG2D: Natural Killer Group 2 D

NRM: Non Relapse Mortality, Mortalité sans rechute

OR: Odd Ratio

PFS: Progression Free Survival, Survie sans progression

RC: Rémission Compléte

RIC: Reduce Intensity Conditioning, Conditionnement d’intensité réduit
RFS: Relapse Free Survival, Survie sans rechute

RP: Rémission Partielle

RTC: Reduce Toxicity Conditioning, Conditionnement de toxicité réduite
SAL: Sérum anti lymphocytaire

SMD: Syndrome Myélodysplasique

SMP: Syndrome Myéloprolifératif

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SSO: Sequence Specific Oligonucleotide

SSP: Single Specific Primers

TBI: Total Body Irradiation, irradiation corporelle totale

TRM: Treatment Related Mortality, Mortalité liée au traitement

OS: Overall Survival, Survie globale
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. Préambule

L’allogreffe de Cellule Souches Hématopoiétiques est une indication fréquente dans le cadre
d’hémopathies malignes myéloides et lymphoides et consiste en un apport de cellules souches
allogéniques, étrangéres au patient, qui vont reconnaitre et éliminer les cellules tumorales. Ce
contrble anti tumorale réalisé par des effecteurs immuns constitue un des effets
principalement recherché, on parle alors d’effet de réaction du greffon contre la leucémie
(GVL). La présence de lymphocytes T dans le greffon permet un effet GVL mais
s’accompagne également d’un effet de réaction du greffon contre I’héte (GVH) par
présentation d’antigénes du soi via les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) du receveur,
dont la sévérité varie et reste a 1’origine d’un taux de morbidité et mortalité important. La
maitriser est une problématique actuelle. La déplétion en lymphocyte T diminue la GVH mais
augmente le taux de rechute par une diminution en parall¢le de I’effet GVL. L’application
clinique des cellules NK est en investigation. Ces cellules sont en effet reconnues comme
exercant un effet cytotoxique et anti tumorale via un panel large de récepteurs activateurs et
inhibiteurs. Pour cela de nombreux marqueurs phénotypiques et fonctionnels des cellules NK
sont en études. Plusieurs travaux explorent la possibilité de transfusion de cellules NK chez
des patients atteints de pathologies hématologiques notamment des leucémies aigués
myeéloides (LAM) permettant une allo réactivité fonctionnelle des cellules NK du donneur

tout en limitant le risque de GVH.

II. Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) est un ensemble complexe de genes codant
pour des molécules qui vont assurer la fonction cellulaire de présentation de I’antigéne. Chez
I’homme, le CMH correspond aux antigenes de leucocytes humains (HLA). Des fragments
peptidiques issus de la degradation de protéines intracellulaires pour lesquelles il existe un
polymorphisme génétique vont étre ainsi présentés par les molécules de CMH aux cellules de
I’'immunité. Ces fragments représenteront pour une grande partie, les antigénes mineurs
d’histocompatibilité lorsqu’il s’agira de peptide du soi. Les genes du systtme HLA sont
localisés sur le chromosome 6 chez I’homme (Figure 1). On distingue 3 classes de CMH. Le

CMH de classe | correspond aux molécules HLA-A, B, C qui sont exprimées sur toutes les
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cellules nucléées a 1’exception des cellules neuronales et de certains tissus tels que la cornee
ou les glandes salivaires. Le CMH de classe Il correspond aux molécules HLA DR, DQ et DP
dont I’expression a la surface est restreinte aux cellules présentatrices d’antigénes, notamment
les monocytes, les macrophages, les lymphocytes B et les cellules dendritiques. Le CMH de
classe Il quant a lui renferme des molécules n’intervenant pas dans la présentation
antigénique. Les molécules HLA de classe | et Il sont tres polymorphes, codominantes et
s’expriment simultanément a la surface cellulaire. Il existe une transmission par haplotype des
parents aux descendants. Au sein d’une famille, la probabilité d’une compatibilité HLA entre
fréres ou sceurs est donc de 25% (Figure 2). Il existe également une association préférentielle
entre deux alléles de deux loci différents, on parle de déséquilibre de liaison. La probabilité de
trouver deux alléles associés est alors supérieure au simple hasard. Les molécules HLA jouent
¢galement un réle dans 1’histocompatibilité et intervienent dans les rejets de transplantations
d’organes et de greffes de cellules souches hématopoiétiques. Lorsque deux patients sont
identiques au niveau des molécules de classe | (A, B et C) et de classe 1l (DRB1, DQBL1),

nous sommes dans le cadre d’une compatibilité 10/10.

Chromosome 6

Long arm Short arm

HLA region

Class 11 Class 111 Class [
I ] 1l I
DAL
DFE DPA DOBI DRBI TNFA, B C A
+—H—HH H-H
H—H .
52491 DaS 2y a2 it DiES3nS a5 105
Figure 1: Localisation des molécules de CMH de classe I, 11 et 111 sur le chromosome 6 ¢
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Peére Mers

A1 A3 A2 A2
CWi1 cwz CW3 CW6
BS B7 B5 B27
DW1 Dw2 DW3 DW4
I Enfants I
A1 A2 A3 A2 A1 A2 A3
cW1 CW3 Cw2 CW3  CWi1 CW6 Cwa2
B8 B5 B7 B5 B8 B27 B7

Figure 2: Transmission des haplotypes des parents aux enfants

I11. L’Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques
A. Définition

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est le traitement de choix de
nombreuses affections hématologiques malignes. Elle consiste en un recueil de CSH chez un
donneur, qui sont ensuite infusées chez un receveur ayant recu en amont un conditionnement
myéloablatif ou non (chimiothérapie +/- associée & une irradiation corporelle totale (ICT)).
Elle est associée a une incidence élevée de morbidité et de mortalité liée a la procédure,
limitant son indication a des patients jeunes, du fait d’une mortalité précoce proportionnelle a
I’age. La mise en place de conditionnements atténués ou non myéloablatifs (Reduced
Intensity Conditionning) permet de s’affranchir de facteurs limitants tels que 1’age et la
comorbidité®. 1l a clairement été établi que Dactivité anti-tumorale de 1’allogreffe provient
non seulement de la destruction des cellules tumorales par les fortes doses de chimio-
radiothérapie recues lors du conditionnement, mais également par un effet GVL (Graft vs
Leukemia) avec la lyse des cellules tumorales par les cellules immunitaires du donneur

contenues dans le greffon®. L effet GVL est recherché dans le but d’induire un effet anti-
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tumoral et de permettre une immunodépression suffisante pour la prise du greffon en évitant
les rejets tout en prévenant le risque de GVH®. La réalisation d’une allogreffe aprés
chimiothérapie myéloablative a montré ses bénéfices, impliquant 1’augmentation des taux de
rémission compléte et un plus faible risque de rechute comparé aux procédures d’autogreffe.
Mais il persiste néanmoins un pourcentage non négligeable de mortalité imputable a la
toxicité du traitement (20 & 50%) dans les 6 premiers mois®®. L allogreffe suppose un donneur
de CSH différent du receveur. Il est en général demandé une compatibilité 10/10 pour les loci
HLA de classe | (2A, 2B, 2C) et de classe 11, (2DRB1, 2DQB1) entre couples donneurs et
receveurs. Le donneur peut ainsi étre un membre de la famille, on parlera alors de greffe
géno-identique. A 1’heure actuelle, seuls 30% des patients bénéficient de tels donneurs.
Lorsqu’il n’y a pas de fratrie compatible, il est recherché un donneur phéno-identique dans le
fichier national ou international de Donneur Volontaire de Moélle®. Pour cela, un typage
HLA du receveur et du donneur est effectué au laboratoire d’histocompatibilité par méthode
sérologique (lymphocytotoxicité dépendante du complément) et/ou par biologie moléculaire
(SSP, SSO en méthode Luminex®, séquencage Sanger, NGS). Dans certains cas, une moindre
compatibilité peut étre acceptée, on parlera alors de greffe alternative. Il s’agira alors de
greffe «mis-match » (9/10 ou 8/10), de greffe haplo-identique (5/10 avec un donneur
familial)® ou encore de greffe de sang de cordon ol une compatibilité 8/8 voire 6/6 (A, B,
(C), DR) est possible®(figure 3).

Donneur HLA identique dans la fratrie?

Allogreffe
géno-identique

Allogreffe
phéno-identique

Alternatives Criteres de choix du donneur

- Compatiblité HLA
- Sang de cordon - Groupe sanguin ABO
(simple, double) - Sexe

- Statut CMV

- Allogreffe haplo-
identique(familiale
- Mis-match

- Alloimunisations antérieurs
- Etat genéral et recherche de contre-
indication au don

Figure 3: Algorithme décisionnel concernant le choix des donneurs, d’apres
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B. Les différentes sources cellulaires

a) La moelle osseuse

Utilisée lors des procédures d’allogreffes et d’autogreffes, elle sera préférée dans le cadre
d’une greffe haplo-identique ou pour traiter des hémopathies non malignes. Elle est prélevee
sous anesthésie générale au niveau des crétes iliaques. Le recueil d’un maximum de 20ml/kg
de poids du donneur sera ainsi effectué afin d’obtenir 2 & 3*10° cellules nucléées/kg de poids

du receveur.

b) Les cellules souches périphériques

Le sang périphérique adulte renferme physiologiquement peu de CSH mais celles-ci peuvent
étre mobilisées grace aux facteurs de croissance hématopoiétiques, notamment le Colony-
Granulocyte-Stimulating-Factor (G-CSF). Les CSH, comptabilisées alors en énumérant les
cellules CD34+, sont ensuite recueillies par cytaphérése. Le choix des cellules souches
périphériques (CSP) par rapport a la MO est lié a une sortie d’aplasie plus précoce grace a une
reconstitution hématologique plus rapide mais il existe un risque plus important de développer
de la GVH. La richesse minimale recommandée est de 3*10° CD34+/kg de poids du

receveur”.

¢) Le sang de cordon

Utilisé essentiellement dans le cadre d’allogreffes non apparentées, le sang de cordon doit étre
sélectionné sur des critéeres de compatibilité HLA et de richesses cellulaires. Une dose
minimum de 3*10" cellules nucléées/kg est nécessaire. En effet, des études menées par
Wagner et al. ont observé un taux d’échec de greffe et une survie moins importante chez des
patients pour qui moins de 1,7*10° CD34+/kg de poids du receveur ont été injectées®.
D’autres etudes ont montré le bénéfice des greffes par double sang de cordon en termes de
survie et de prise de greffe @ @9 Chez des sujets atteints de leucémie aigué, un traitement par
conditionnement myéloablatif suivi d’une allogreffe de double sang de cordon serait associé a

un taux de rechute moins important qu’une greffe géno ou phéno-identique ou encore une
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greffe mismatch 9/10. La mortalité sans rechute (NRM) serait cependant plus élevée sans

impacter la survie sans leucémie (LFS)((D:(12.(3),

C. Indications cliniques

Si elle reste le meilleur moyen de prévenir la rechute, 1’allogreffe reste néanmoins associée a
une forte morbi-mortalité liées au traitement (TRM). Celle-ci est indiquée dans de
nombreuses hémopathies malignes : les leucémies aigués (LAM, LAL), les syndromes
myeélodysplasiques, les lymphomes, les myélomes et les myélofibroses (primitives ou
secondaires). Les protocoles sont adaptés en fonction de la pathologie et de son pronostic,
établis sur des critéres cytogénétiques et moléculaires, ainsi que sur 1’dge et les facteurs de
risques du patient. Dans le cadre d’'une LAM avec des critéres cytogénétiques de bon
pronostic ainsi que des criteres moléculaires favorables (CEBPA doublement muté,
NPM1+ FLT3-) avec une maladie résiduelle (MRD) négative, le risque de rechute est estimé
suffisamment bas chez ces patients. Le taux de succes du rattrapage étant également élevé,
I’allogreffe pourrait étre reportée lors d’une seconde rémission™. Néanmoins, des méta-
analyses plus récentes, sur plusieurs études randomisées ont montré une meilleure survie sans
rechute (RFS) chez des patients allogreffés ou autogreffés versus chimiothérapie seule. Avec
ces nouvelles recommandations, une autogreffe ou une allogreffe géno-identique pourra étre
proposée en premiere Rémission cytologique (RC1). D’autre part, les patients de mauvais
pronostic seraient préférablement allogreffés en géno-identique, phéno-identique, ou en greffe
alternative en RC1, 'autogreffe n’étant pas recommandée™ ™). Le tableau n° 1 résume les
pratiques courantes en Europe d’aprés I’EBMT, en fonction des pathologies et des facteurs

pronostiques de la maladie.
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PATHOLOGIES INDICATIONS

LAM avec anomalies cytogénétiques
récurrentes
Bon pronostic (LAM-CBF t (8 ; 21), inv(16)
t(16 ; 16), CEBPA doublement muté/
NPM1+/FLT3-
MRD -)
Pronostic intermédiaire

Mauvais pronostic (faible répondeur,
M5/MB6, caryotype complexe/monosomie 7
Inv(3)/FLT3+.

LAM 3

LAL

>35 ans, mauvais répondeur/ chimiorésistant
MRD+ en RC1
Patients en rechute aprés chimio en RC2/MRD+

LAL Ph+/- MRD-

Leucémie Myéloide Chronique

Myélofibrose primitive ou
Secondaire < 65 ans

Syndrome Myélodysplasique

LYMPHOME

MYELOME

< 70 ans répondant & une 1° ligne de
traitement
>70 ans, patients réfractaire ou rechute précoce

APLASIE MEDULLAIRE

Autogreffe en RC1 ou
allogreffe géno-identique

Allogreffe géno/phéno-identique ou alternatif
Autogreffe++ si pas de donneur géno-identique

Allogreffe géno/phéno-identique et alternative
Autogreffe non recommandée

En RC2, MRD -, autogreffe en consolidation

Allogreffe géno/phéno-identique

Allogreffe géno/phéno-identique /greffe
alternative
Autogreffe

Allogreffe si rechute aprés ITK de 2°™
génération ou résistance connue (mutation

T315I)

Allogreffe géno/phéno identique ou greffe
alternative
Autogreffe non recommandée

Autogreffe en cas de facteur de bon pronostic
Allogreffe si blastes < 5%

Autogreffe en 1°° intention
Allogreffe si rechute ou maladie réfractaire

Autogreffe en conso

2°™ autogreffe +chimio
Allogreffe en cours d’essais cliniques

Allogreffe géno-identique, patients jeunes
(survie a 80%)

Tableau 1: Indications des allogreffes et autogreffes d’apres (7)

LAM: Leucémie Aigué Myéloide, LAL: Leucémie Aigué Lymphoide, MRD: Maladie Résiduelle,

RC1: premiere Rémission Cytologique, Ph+: chromosome de Philadelphie
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D. Conditionnements

Le conditionnement préalable a 1’allogreffe doit répondre a deux principaux objectifs : avoir
un réle immunosuppresseur et une action anti-tumorale. Différents schémas thérapeutiques
sont possibles, se distinguant par leurs pouvoirs myeélotoxiques et leurs propriétés
immunomodulatrices. 1l existe des conditionnements myéloablatifs (MAC) et des
conditionnements atténués (RIC) ou non myéloablatifs"®. Le choix du conditionnement se
fera en fonction des caractéristiques genérales du patient, notamment 1’age, les facteurs de
comorbidité, la pathologie et son statut au diagnostic. Le nombre de lignes de traitement et la
source de greffon qui sera utilisée seront définis d’apreés ces mémes critéres. Dans le cadre
d’un conditionnement myéloablatif, une irradiation corporelle totale (ICT) a dose maximum
de 12 Gray associée a de I’Endoxan® a une dose totale de 120mg/kg est utilisée. Dans
certaines situations et pour certaines pathologies, I’ICT est substituée par du Busulfan®,
toujours associée a de I’Endoxan® ou de la fludarabine. Dans le contexte d’une
chimiothérapie d’intensité réduite ou non myéloablative, les mémes molécules sont utilisées
mais a dose réduite. La fludarabine est utilisée a dose plus faible associée a une ICT ne
dépassant pas les 2 Gray, plus ou moins associée a une injection de sérum anti-lymphocytaire
(SAL). D’autres molécules comme le Melphalan® peuvent étre aussi utilisées. Le probléme
majeur attaché a ce type de conditionnement est un effet cytoréducteur moindre, augmentant

le risque de rechute. La toxicité liée au traitement demeure néanmoins plus faible (TRM)®".

E. Complications de I’allogreffe

a) LaGVH

La GVH constitue une des complications majeures de 1’allogreffe en termes de morbidité et
de mortalité, responsable de 30% de déces des patients et jusqu’a 80-90% de décés pour les
formes plus séveres. Elle résulte d’un conflit immunitaire avec les cellules du greffon qui
reconnaissent comme étrangers les antigénes tissulaires du receveur. Les tissus concernés sont
principalement 1’épithélium cutané et digestif mais le foie et le thymus peuvent également étre
touchés. L’intensité du conditionnement, 1’age du receveur, le statut CMV, la compatibilité

HLA (donneur apparenté, non apparenté, greffe alternative), et la présence d’antigénes
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mineurs (notamment dans les schémas « femme donneuse et homme receveur », lié a la
présence d’antigéenes mineurs HY sur le chromosome Y) sont les principaux facteurs

favorisants une GVH!®:(9),

1. GVH aigué

La GVH aigué, dont I’incidence varie de 20 a 60% survient classiquement au cours des cent
premiers jours post allogreffe®®. Les organes principalement atteints sont la peau avec la
présence d’un rash cutanéomuqueux, le foie et le tractus gastro-intestinal. Ces atteintes se
traduisent biologiquement par une hyper-bilirubinémie et cliniquement par des nausées,
vomissements et diarrhées. La GVH aigué peut survenir également apres les cents premiers
jours, il s’agit d’'une GVH aigué retardée. La différence avec la GVH chronique est basée sur
des critéres cliniques définis par des conférences de consensus de la NIH®Y. Les nouveaux
criteres de diagnostics cliniques de GVH chronique sont en effet basés, entre autres, sur des
atteintes de la bouche, des yeux, du tractus génital, des poumons et des articulations. Les
réactions de GVH aigué se déroulent en plusieurs étapes ; une étape de conditionnement
aboutissant a des dommages tissulaires et une sécrétion de TNFa, IL-1 et IL-6 chez le
receveur, une activation des lymphocytes T du donneur par augmentation de la présentation
d’antigénes par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) du receveur puis une phase
effectrice  d’inflammation  correspondant a un maintien de [I’environnement
inflammatoire®? @)% _Tout ceci a pour conséquence une destruction des cellules tumorales
et des cellules de I’hote. Les tableaux n°2 et 3 résument les stades et les différents grades en

fonction des organes atteints®®.
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Stade 0 Pas d’atteinte

Stade 1 <25% de la surface corporelle totale

Stade 2 25 & 50% de la surface corporelle totale

Stade 3 >50% de la surface corporelle totale (+

érythrodermie)

Stade 4 Erythéme bulleux généralisé+ desquamation
>5% de la surface corporelle totale

Stade 0 < 2mg/dl

Stade 1 2-3mg/dl

Stade 2 3,1-6 mg/dl

Stade 3 6,1-15 mg/dl

Stade 4 >15 mg/dl

Atteinte Gastro-intestinale Volume de selles perdus/24h chez adulte
>50kg

Stade 0 < 500ml/24h

Stade 1 500-1000 ml/24h

Stade 2 1000 -1500 ml/24h

Stade 3 >1500 ml/24h

Stade 4 Douleurs abdominales + selles abondantes

Tableau 2: Différents stades de la GVH aigué en fonction des 3 principaux organes atteints d’aprés > @,

Grade Peau Foie Atteinte gastro-
intestinale
Grade | Stade 1a 2 Non Non
Grade Il Stade 3 Stade 1 Et/ou stade 1
Grade 11 Stade2a 3 Stade 2-3 Et/ou stade 2-3
Grade IV Stade 2 a 4 Stade 4 Et/ou stade 4

Tableau 3: Différents grades en fonction des atteintes des 3 principaux organes lors d’une GVH aigué

d’apres (25), (26)et (27)
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2. GVH chronique

La physiopathologie de la GVH chronique est quant a elle assez mal connue. L’ implication
des cellules T CD4+ du donneur suivie d’une activation de la voie TH2 (réponse humorale) et
d’une formation de T CD4+ alloréactifs serait mis en évidence® @I y aurait également
une augmentation de la réponse des lymphocyte Thl et Th17 parallelement a une diminution
des lymphocytes T régulateurs®®. D’autres études suggerent que le risque de développement
de GVH chronique est probablement associé aun polymorphisme génétique donneur-
receveur, une déficience en cellules immunitaires tels que les cellules NK, les cellules T
régulatrices et une augmentation des molécules inflammatoires TNFo, IL10 et BAFF a
I’origine d’une formation de fibrose inflammatoire. Ces molécules inflammatoires pourraient
de ce fait servir de marqueurs de survenue de GVH chronique®®?. 1 ’incidence est de 30%
chez les receveurs qui ont recu une greffe géno-identique 10/10 et de 60 a 70 % chez les
receveurs ayant bénéficié¢ d’une greffe alternative ou phéno-identique non apparentée®©3,
Historiquement, on parlait de GVH chronique lorsque celle-ci survenait apres cent jours post
allogreffe. 11 est devenu évident que cette notion seule n’avait que peu de sens au niveau
clinique. En 2005, la NIH a proposé une conférence de consensus se basant sur des
manifestations cliniques plutdt que sur un laps de temps de survenue des signes cliniques®?,
B9.69 1 est reconnu que des signes de GVH aigué et chronique peuvent coexister chez un

méme patient.

3. Prophylaxie de la GVH

Une prophylaxie par traitements immunosuppresseurs est mise en place pour prévenir la
GVH. Le traitement classique va comprendre de la ciclosporine a dose de 3 a 5 mg/kg/jour en
IV avec un relais par voie orale dés que possible, associée a quatre doses de Méthotrexate® a
J+1, J+3, J+6, J+11C9 Cette association peut étre complétée par une injection de sérum anti-
lymphocytaire (SAL) dans le but d’effectuer une déplétion in-vivo en cellules T. Le
Méthotrexate® peut également étre substitué par du Cellcept® (mycophénolate
mofétil) "8 D autres molécules comme les anticorps monoclonaux dirigés contre les

récepteurs solubles a ’interleukine 2 (anti-1L2), ou des anti-TNFa peuvent étre utilisées.
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b) Le rejet et la rechute

Le risque de rejet et de rechute reste rare mais présent. Ces complications sont souvent liées a
une incompatibilité HLA, la présence d’anticorps anti-HLA chez le receveur dirigé contre le
donneur, I'utilisation d’un conditionnement non myéloablatif (RIC)“?, un greffon contenant
un taux de CD34+ insuffisant, une deplétion trop importante en cellules T réduisant 1’effet
GVL“D4 ainsi que les infections virales intercurrentes telles que celles & cytomégalovirus
(CMV). La pathologie et son statut au moment de la greffe sont également des facteurs

influencant la rechute”.

c) Les complications infectieuses

Elles sont fréquentes et a I’origine d’une lourde morbidité. Plusieurs mécanismes entrent en
jeu et vont avoir une influence variable au cours du temps : I’aplasie médullaire, faisant suite
au conditionnement et la neutropénie qui en résulte sont responsables des complications du
premier mois. L’asplénie fonctionnelle, secondaire a I’irradiation corporelle totale, favorise
les infections & germes encapsulés et celles dues aux virus (EBV, CMV).
L’immunosuppression cellulaire induite par la prophylaxie de la GVH s’exprime a partir du
deuxiéme mois post allogreffe et peut étre a 1origine d’infections a pathogénes
intracellulaires. Le risque fongique est particuliérement important en cas de corticothérapie
prolongée. Le risque infectieux va également dépendre de la pathologie, de la source du
greffon (prévalence deux a trois fois supérieure pour les allogreffes non apparentées), de la
neutropénie prolongée dans le cadre des greffes de sang placentaire, de la richesse en
lymphocytes T et des modalités du conditionnement (neutropénie atténuée en cas de
conditionnement & intensité réduite)!”. La figure 4 représente la chronologie des

complications infectieuses en fonction du temps post greffe.
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Figure 4: Chronologie des complications de la greffe de cellules souches hématopoiétiques

d) Autres complications non immunologiques

En dehors des complications infecticuses, la réalisation d’une greffe allogénique induit
chez le receveur des complications liées a la toxicité propre a la procédure. On note en
effet des atteintes rénales liées a la néphrotoxicité de certaines molécules de
chimiothérapie et de certains antibiotiques, des complications hépatiques par survenue de
maladies veino-occlusives (MVO) liées a I’utilisation de toxiques ou a une réactivation
virale. Il existe également un risque de développement de fibrose pulmonaire et de

perturbations endocriniennes.

IVV. Les cellules NK

A. Définition

Les cellules NK ont été décrites dans les années 70 par R. Kiessling et R. Herbeman comme
étant des lymphocytes non T et non B ayant une cytotoxicité naturelle vis-a-vis des cellules
tumorales. lls sont en effet décrits comme étant de grands lymphocytes granulaires présents
dans le sang périphérique dont le phénotype est caractérisé par 1’expression des marqueurs

CD56 (NCAM), CD16 (FcyRINA), NKp46 et par I’absence d’expression de CD3, ce qui va

29



les différencier phénotypiquement des autres lymphocytes. Ces cellules constituent environ 10
a 15% des lymphocytes circulants dans le sang périphérique humain mais sont également
présentes dans la rate, le foie, les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse, la cavité
péritoneale et le placenta. Elles peuvent subir une activation par des cytokines et sont capables
d’extravaser et d’infiltrer la majorit¢ des tissus contenant des cellules infectées ou
malignes?). Ces cellules sont considérées comme faisant partie de 'immunité innée,
principalement en raison de 1’absence d’expression des récepteurs spécifiques d’antigénes a
leur surface et par leur absence de nécessité d’étre stimulé au préalable avant d’effectuer leurs
fonctions. Elles constituent ainsi une premiere ligne et assurent un rdle important dans
I’'immuno-surveillance contre les infections virales et les processus tumoraux. Il a été
démontré que les cellules NK jouent également un rdle dans I'immunité adaptative en
possédant un comportement de mémoire. Elles ont la capacité de conserver in vivo la mémoire
intrinseque d'une activation préalable in vitro par interaction avec d’autres cellules de
I’immunité telles que les cellules dendritiques(44)'(45). Leurs roles font actuellement 1’objet de

différents travaux de développement clinique dans le domaine thérapeutique®“".

B. Développement, phénotype et fonction

Les cellules NK dérivent de cellules souches hématopoiétiques CD34+ et commencent leur
développement dans la moelle osseuse mais, contrairement aux lymphocytes T, leur
maturation s’opére au niveau des organes lymphoides secondaires, sans passage obligatoire
par le thymus®. Certaines cytokines (surtout les interleukines 2, 18, et 15) ont un rdle majeur
dans la maturation et la différentiation des cellules NK“®. Un modéle de développement et de
différenciation des cellules NK a été proposé par Freud et Caligiuri® (figure 5). Il comporte
cinqg stades majeurs de différenciation basés sur 1’étude de 1’expression des molécules telles
que CD34, CD11, CD94, CD16 et CD56 majoritairement. Les stades 4 et 5 sont marqués par
I’acquisition de CD56 et correspondent aux deux principaux groupes de cellules NK, les
CD56"1" et les CD56%™. L’acquisition de fonctions effectrices telles que la production
d’TFNx et la cytotoxicité s’effectuent tardivement au cours de leur développement (stades 4 et
5).
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STAGE 1 STAGE 2 STAGE 3 STAGE 4 STAGE 5
(CD56briant) (CD569™)

CD34(+) CD34(+) CD34(+) CD34(-) CD34(-) CD34(-)
CD38(lo) CD117(-) CD117(+)  CD117(+) CD117(+/-) CD117(-)
CD45RA(-) CD94(-) CD94(-) CD94(-) CD94(hi) CD94(+/-)
CD10(-) CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(+)
CD45RA(+) CD45RA(+)  LFA-1(+) LFA-1(+) KIR(+/-)

CD10(+) CD10(-)
Pro NK Pré NK NK immatures \ z /
STAGE 6 (?)

(Memory NK)

NKG2C(?)
CD57(?)

Figure 5: Modéle de développement in vivo des différents stades des cellules NK humaines (“48)

Les CD56%™CD16+ constituent la vaste majorité des cellules NK au niveau sanguin (90-
95%), elles sont majoritairement cytotoxiques mais peuvent également produire de facon
significative de I'I[FNy et du TNFa apres stimulation par une cible antigénique. L’expression
du récepteur FcyRIlIl CD16 assure la capacité des cellules NK & favoriser la cytotoxicité
dépendant des anticorps (ADCC).

Les CD56™" CD16LOW/- sont majoritairement retrouvées au niveau du systéme
lymphatique mais constituent néanmoins 10 % des cellules NK au niveau sanguin. Elles
contiennent des vésicules cytolytiques de perforine et de granzyme et sont capables de
produire des cytokines en réponse a une inflammation®®%, En plus d’une régulation de la
fonction des cellules NK liée a la production de cytokines, il existe une régulation du signal
associee a la présence de récepteurs inhibiteurs et activateurs situés a leurs surfaces
permettant ainsi la distinction entre cellules normales et anormales. La figure 6 résume les

principales différences phénotypiques entre les deux types cellulaires.
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La principale fonction des cellules NK est donc la cytotoxicité. Il s’agit d’une cytotoxicité
dépendante de la perforine, mécanisme similaire & celui utilisé par les lymphocytes T CD8+.
Suite a la reconnaissance d’une cellule cible, la cellule NK libére le contenu de ces granules
cytoplasmiques et entraine la formation de pores dans la membrane de la cellule cible.
D’autres mécanismes cytotoxiques conduisant a la mort cellulaire sont possibles notamment
une interaction Fas/ Fas ligand, ou encore une libération de granzyme B (serine estérase des
granules). L autre fonction des cellules NK est la production de cytokines, notamment I’INF,
mais aussi I’IL-10 le GM-CSF et les B-chimiokines. Ces cytokines produites participent a
I’activation, a I’entretien de la réaction inflammatoire, au contréle du type de réponse adaptive

et au contrdle direct de la réplication virale. #®-#1:G1)

CDI_bt”"‘"
CDSGL"'W 1 ] CD1gbMan
0 ' IL-2Ro ” }[ }|
9/- {1 #
o , /‘*ICL Ioey CD56" I | IL-2/-15Rp
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TNF-f gy GMCSF o Catee® o *y o oxen
O L Effector functions: . 0g 0 "
O~ o ™Fa +ADCC 0% ag00r
o0 +++LAK G T Effector functions:
IFN-y Q10 +Natural cytotoxicity Low cytokine production +++ADCC
High cytokine production HALAR v
+++Natural cytotoxicity
(51)

Figure 6: Phénotypes et fonctions des cellules NK
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C. Education des cellules NK et tolérance du soi

Les cellules NK acquiérent des fonctionnalités par le biais d’un processus d’« éducation »
aussi appelé « licensing », qui va leur permettre de distinguer les cellules saines des cellules
anormales qui seront leurs cibles®?®® . Grace a la présence d’un large panel de récepteurs a la
surface cellulaire, en situation physiologique, les cellules NK interagissent avec le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) sur les cellules saines et sont inhibées. Ce
mécanisme garantit que les cellules saines soient préservées de la cytotoxicité NK. Une baisse
d’expression des molécules CMH-I est per¢ue comme une modification de 1’équilibre des
signaux inhibiteurs/activateurs, et conduit a I’activation des fonctions effectrices des cellules
NK (par absence de signal inhibiteur). De plus les cellules NK lysent les cellules cibles qui
n’expriment pas les molécules CMH-I, ¢’est la théorie du soi manquant « missing self »°%.
Ceci va constituer un ¢lément important dans I’immunité anti-tumorale que vont exercer les
cellules NK vis-a-vis des blastes dans les leucémies aigués, de par leur perte d’expression du
CMH de classe I & la surface cellulaire?. D autre part, grace & la présence de récepteurs dits
activateurs, les cellules NK reconnaitront les molécules de « détresse » sur les cellules
anormales (figure 7). Méme si I’expression des molécules du CMH-I est normale,
I’apparition ou la surexpression de ces ligands (cellules infectées ou tumorales) modifie
I’équilibre des signaux des récepteurs activateurs et inhibiteurs, et conduit a ’activation des

cellules NK®®,
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La perte de Pexpression des molécules de CMH
» entraine la lyse de la cellule tumorale.

tion de la cellule NK .08
o0
Cytokines et
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[ a surexpression de molécules induites par e stress
entraine Ia lyse de la cellule tumorale ou infectée.

Figure 7: Mécanismes d'activation et d'inhibition des cellules NK®3:¢%



D. Répertoire des cellules NK

Les cellules NK ont donc la particularité de pouvoir eliminer rapidement les cellules cibles,
infectées ou anormales. Ce mécanisme dépend de 1’expression de plusieurs récepteurs sur
leurs surfaces qui reconnaissent les molécules du CMH de classe I. Ces recepteurs
appartiennent a différentes familles:

- les récepteurs de la superfamille des immunoglobulinesincluant les Killer cell
Immunoglobulin-like Receptor (KIR) et les Leukocytes Immunoglobulin-like Receptor (LIR)
- les récepteurs hétérodimeres CD94/NKG2 appartenant a la famille de récepteurs lectines de
type C

- la famille des récepteurs de la cytotoxicité naturelle (NCR).

L’activité des cellules NK est régulée par 1’équilibre entre les signaux activateurs et

inhibiteurs de ces récepteurs. La résultante de ces signaux conditionne la réponse NK®®.

a) Les récepteurs KIR et leurs ligands

Les récepteurs KIR sont des glycoprotéines transmembranaires codées par des génes
regroupés au niveau du chromosome 19 et reconnaissant les molécules du CMH de classe |
classique (notamment HLA-C) et non classique (notamment HLA-G). On distingue deux
sous-familles en fonction du nombre de domaines extracellulaires: les KIR2D (deux
domaines extracellulaires) et les KIR3D (trois domaines extracellulaires). Les récepteurs KIR
different aussi par la longueur de leur domaine cytoplasmique, caractérisant ainsi les KIR
inhibiteurs (domaine intracellulaire long) et les KIR activateurs (domaine intracellulaire
court). Ces derniers ont pour réle d’assurer I’interaction des cellules NK avec les cellules
normales tout en leur permettant de reconnaitre des cellules ayant une expression altérée du

CMH I suite & une transformation tumorale ou une infection virale ©¢758.(9),

b) Les récepteurs NCR et leurs ligands
La famille des récepteurs NCRs est composée de 3 récepteurs activateurs: NKp46, NKp44 et

NKp30. Ces récepteurs partagent beaucoup de similitudes quant a leurs fonctions et sont

capables de reconnaitre une variété importante de ligands dont le nombre ne cesse de croitre,
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notamment les ligands B7H6 pour NKP30 et MLL5 pour NKp44, exprimés par les cellules
tumorales. D’autres ligands reconnus par ces récepteurs sont également exprimés par les
cellules infectées par des virus. Les NCRs ont la capacité d’activer les cellules NK et surtout
d’induire la lyse directe par cytotoxicité des cellules cibles lors de I’interaction avec leurs
ligands. NKp46 et NKp30 sont exprimés par les cellules NK au repos alors que I’expression
de NKp44 est exclusivement induite sur les cellules NK activées. Les récepteurs NCRs
constituent donc une arme trés importante qu’utilisent les cellules NK pour éliminer les
cellules infectées ou bien transformées par un processus tumoral. La diminution de
I’expression de ces récepteurs a la surface des cellules NK est un mécanisme d’échappement

de certains virus®:©,

c) Les récepteurs CD94 /NKG2A,Bet C

Les récepteurs CD94/NKG2 sont des protéines appartenant a la famille des lectines de type C.
IIs sont exprimés & la surface des cellules NK humaines sous la forme d’hétérodimeéres et sont
composés d’une sous-unité commune, le CD94, liée de fagon covalente (pont disulfure) a une
autre sous-unité de la famille NKG2. Les complexes CD94/NKG2A, B et C reconnaissent la
molécule du CMH-I non classique HLA-E. Cette derniére présente des peptides dérivés de
séquences signal des molécules du CMH-I classique. Les hétérodiméres CD94/NKG2A et
CDY94/NKG2B sont inhibiteurs tandis que 1’hétérodimeére CD94/NKG2C est un récepteur
activateur®®D_ Les récepteurs a domaine intracellulaire long contiennent deux motifs ITIM
qui délivrent un signal inhibiteur et les récepteurs a domaine intracellulaire court délivrent un
signal activateur en s’associant avec la protéine adaptatrice DAP-12 qui posséde un motif
ITAM (figure 8).
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Figure 8: Voie de signalisation des différents récepteurs NKG2 “¥
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d) Le récepteur NKG2D et ses ligands

Identifié en 1991 comme un récepteur orphelin activateur des cellules NK ne co-exprimant
pas CD94 contrairement aux autres récepteurs NKG2, NKG2D est présent sous forme d'un
récepteur homodimeére et fait néanmoins partie de la famille des récepteurs semblables aux
lectines de types C®?. 11 s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire exprimée a la surface
des cellules NK, mais également des lymphocytes TCD8+ ofy, ¥& ainsi que des
macrophages®. Le géne codant NKG2D est situé sur le chromosome 12 au niveau du géne
NKC.

E. Le récepteur NKG2D

a) Signalisation

Le récepteur NKG2D est associé a une molécule adaptatrice DAP10 permettant la formation
d’un complexe nécessaire a la stabilisation et a I’activité de NKG2D a la surface cellulaire
(figure 8, 9). Chague homodimére de NKG2D s’associe avec deux homodimeres de DAP-10
pour former une structure hexamérique. Sur les lymphocytes TCD8+, NKG2D servira de

molécule de co-stimulation pour amplifier le signal du récepteur TCR (T Cell Receptor)®?.

Structure, signaling, and expression of NKG2D

Extracellular

Transmembrane

Cytoplasmic

Expressed by:
of T cells
vo T cells

NKT cells

NK cells

NK Cells (mouse)

Figure 9: Association du récepteur NKG2D, des molécules adaptatrices DAP10 et leurs
expressions par les leucocytes et les cellules NK (modeéle murin)®©?
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b) Régulation du récepteur NKG2D

De nombreux facteurs régulent I’expression de NKG2D a la surface cellulaire : la production
de cytokines inflammatoires telles que I’'IL-2, 7, 12 et 15 qui vont augmenter 1’expression
membranaire du récepteur ainsi que la production de ligands spécifiques permettant leur
activation®. Certains virus et cellules tumorales ont développé plusieurs stratégies
d’échappement a son action en sécrétant notamment des facteurs solubles (Transforming
Growth Factor-f (TGF-B) ou Prostaglandine E2 (PGE2)) ayant la capacité de moduler
I’expression de NKG2D®",

c) Polymorphisme du récepteur NKG2D

Il existe une relation inversement proportionnelle entre activité cytotoxique des cellules NK et
développement de cancer. En effet, une étude menée par Hayashi et al., permettant d’évaluer
les facteurs génétiques associés a une activité cytotoxique, a permis de souligner qu’il était
possible d’étudier des haplotypes de NKG2D afin de mettre en évidence les personnes
présentant une haute ou une faible activité cytotoxique, ce qui par extension, permettrait
également de mettre en évidence un risque plus ou moins élevé de développement de cancer
en fonction de cette activité. Il a donc été mis en évidence deux blocs d’haplotypes, chacun
d’entre eux contenant deux groupes majeurs de SNPs reliés soit a une basse (LNKI1/LNK?2)
soit a une haute (HNK1/HNK2) activité cytotoxique. Les SNPs reliés a ces haplotypes
majeurs se situent majoritairement au niveau du locus de NKG2D, au sein d’une région du
géne NKC, s’étendant sur 270 kb et comprenant des loci de génes de récepteurs de cellules
NK. Huit polymorphismes ont été associés de maniére significative a une activité cytotoxique.
Il s’agit notamment de NKC-3 (rs1049174) et NKC-4 (rs2255336) mais également de NKC 7,
9,10, 11, 12, 17. Le tableau n° 4 résume la relation entre les différents génotypes possibles et

I"activité cytotoxique®.
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Génotype Activité cytotoxique
NKC3
HNK1 (G) G/G Forte
G/IC Intermédiaire
LNK1 (C) CIC Basse
NKC4
HNK2 (T) T/T Forte
CIT Intermédiaire
LNK2 (C) C/C Basse

Tableau 4: Activité cytotoxique en fonction des polymorphismes NKC3 et NKC4 d’apres ©©

d) MIC-A, exemple d’un ligand du recepteur NKG2D

Deux familles de ligands apparentés au CMH de classe | sont reconnues par NKG2D : I’UL-
16-binding proteins (ULBP1-6) connu également sous le nom de RAET1 et le MHC classe |
chain related protein (MIC-A et B). MIC-A et MIC-B sont situés sur le chromosome 6 a
proximité du gene codant pour les molécules de CMH de classe | classique (figure 10). Ces
molécules sont tres polymorphes (il existe plus de 70 alleles connus de MIC-A et 30 alléles de
MIC-B) et ne jouent aucun réle dans la présentation d’antigéne (il ne partage que 15 a 40%
d’acides aminés avec le CMH de classe 1)®¥. A la différence du CMH-1 classique, MIC-A et
MIC-B sont des protéines trés peu exprimées dans les tissus normaux. Une expression
majoritaire au niveau de I’épithélium gastro-intestinal est retrouvée®. Leur expression est
par contre accrue dans les cellules soumises a un stress (cellules infectées et cellules
tumorales)©®®®)(0 | e géne MIC-A est associé étroitement avec le géne HLA-B par un

phénomeéne de déséquilibre de liaison("2(3)
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Figure 10: Localisation du géne MIC-A sur le chromosome 6

La protéine MIC-A est constituée de trois domaines extracellulaires (ol1-3), une région

transmembranaire et une queue cytoplasmique®. Il s’agit d’une molécule constituée de six
exons trés polymorphes (figure 11) (4710,

MIC family RAET1/ULBP family
 MICA || MICB | ULBP1  ULBP2  ULBP3  ULBP4 ULBP5 | ULBP6 |
ala2 ala2
t a |
S ’ S {
Genetic location M:-Ist:’lzc;.c)us I Non-MHC region (6q25) l
Structure ‘:’;{r::{:: I al/a2 domains I
Polymorphism* .70 ] , 30 | | 2 l l 1 aq K 6 3 | ‘ 1 i

Figure 11: Structure et polymorphisme des ligands du récepteur NKG2D®
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1. MIC-AA5.1

L’exon 5 du géne MIC-A correspond a une séquence répétée de triplets de nucléotides
« GCT ». Sept séquences différentes de répétitions sont décrites actuellement. Il s’agit des
séquences A4 a AILO0, correspondant respectivement a une répétition de 4 a 10
triplets « GCT », A4 étant la séquence Wild-Type (WT). Ces séquences codent pour la partie
transmembranaire de la protéine MIC-A"". La mutation MICA A5.1 correspond & une
modification d’un microsatellite sur I’exon 5. Une guanine est insérée, entrainant des
modifications dans la traduction de la protéine (Figure 12). En effet, cette insertion introduit
un codon STOP aboutissant a 1’expression d’une protéine tronquée par absence de queue
cytoplasmique® (figure 13). La mutation A5.1 est reliée a ’alléle commun MICA 008 (&

plus de 90% dans une étude sur une population slovaque)®.
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Figure 12: Séquence d'un alléle MICA A5.1, insertion d'un nucléotide G. (SeqPilot®)
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Figure 13: Structure de la molécule MIC-A sans et avec mutation A5.1¢®

2. MIC-A 129

Le polymorphisme MICA 129 consiste en une substitution du nucléotide A en G en position

129 de I’exon 3 aboutissant a un nouvel acide aminé (Valine - Méthionine) au niveau de la

chaine lourde 02 de la protéine MICA. Cette substitution influe la liaison de MIC-A qui sera

de forte affinité (en présence de méthionine) ou de faible affinité (en présence de valine) au

récepteur NKG2D®E),

3. MIC-A solubles

La molécule MIC-A peut exister sous forme soluble apres clivage protéolytique de MIC-A au

niveau membranaire. Cette forme soluble de MIC-A a une faible affinité pour les récepteurs

NKG2D et entrainerait non seulement la production accrue d’IFNy par les cellules NK mais

stimulerait également une réponse TH2 plutdt que TH1, impliquant la survenue et le maintien

dune GVH chronique®?.
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V.Objectifs de I’étude

L’efficacité des cellules NK a été initialement établie dans le cadre de greffes haplo-
identiques, notamment sur une cohorte de 112 patients atteints de LAM®“?. Ces patients
présentaient donc un mis-match KIR-ligand classe | avec leurs donneurs, ce qui permettait de
théoriser ’activité des cellules NK par un effet « missing-self ». Il a été observé une meilleure
OS et une survie sans évenement (EFS) de 60% (comparé & un groupe contréle sans mis-
match KIR-ligand chez qui on avait un EFS de 5%). De plus, les infusions de 1,5*10" cellules
NK/kg en greffe haplo-identique, (Miller et al.) mettent en évidence une réponse clinique sans
GVH chez certains patients?. D’autre part, des études préliminaires menées chez des souris
NOD/SCID chez qui des blastes de LAM humains ont été transférés, ont montré qu’apres
transfusion de cellules NK, il a été observé une nette diminution de la blastose et donc un
effet GVL important indépendant de la GVH. En effet, ’absence de signal inhibiteur
entrainerait également une lyse des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) du receveur et
donc une baisse de la GVH par diminution de la présentation d’antigéne®®®®3 [ impact
clinique des cellules NK dans le cadre d’allogreffe sans mis-match HLA (géno ou phéno-
identique) reste controversé et fait appel a d’autres mécanismes d’interactions cellulaires que
le classique « missing-self », comme par exemple les interactions NCR/NCR ligands et
NKG2D/MICA-ULBP“?),

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au modele NKG2D/MIC-A dans le cadre
d’allogreffes sans mis-match HLA. L’objectif de notre étude est de définir I’'impact des
polymorphismes de ces deux genes relies a leur activité biologique, sur une cohorte de

patients allogreffés en géno-ou phéno-identique.

Nous avons ciblé 1’étude des polymorphismes MIC-A (MIC-A 129, A5.1) et NKG2D (NKC3,
NKC4) et évalué leurs implications de maniére dépendante ou indépendante, dans la survenue

de GVH aigué ou chronique et le devenir du receveur en termes de survie suite a 1’allogrefte
de CSH.
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V1. Matériels et méthodes

A. Population étudiée : couples donneurs et receveurs

11 s’agit d’une étude rétrospective concernant 124 couples donneurs/receveurs. Les receveurs
sont des patients atteints d’hémopathies malignes lymphoides ou myéloides ayant bénéficié
d’une allogreffe de CSH a partir de donneurs géno- ou phéno-identiques au CHU d’Amiens

de 2011 & 2016 dans le service d’hématologie clinique.

a) Criteres d’inclusion

Tous les criteres cliniques des patients incluant 1’age, le sexe, la pathologie, le statut a la
greffe et la prophylaxie utilisée suite a 1’allogreffe dans 1’étude sont répertoriés dans le

tableau n°5

b) Critéres d’exclusion

Nous avions au départ 158 couples donneurs/receveurs.

Ont été exclus de 1’étude : les patients ayant bénéficié d’une greffe alternative (haplotype ou
mis-match 9/10), ceux n’ayant pu étre suivis pour cause de déces précoce en post-allogreffe
et ceux n’ayant pas la quantité requise d’ADN conservée au laboratoire d’histocompatibilité,

afin de mener les investigations biologiques.
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CARACTERISTIQUES VALEURS
Receveur n=124

Age médian 54ans [21-72]
Homme 83
Femme 41
Statut CMV receveur-donneur
Négatif-négatif 58
Autres combinaisons 66
Receveur-Sexe du donneur
Homme-Femme 23
Autres combinaisons 101
Groupe sanguin ABO receveur-donneur
Compatibilité ABO 79
Incompatibilité ABO 45
Conditionnement
MAC+/- ICT 10
RTC 16
RIC/Séquentiel 98
Pathologies (Classification OMS 2008)
LAM 41
AUTRES (LCDP, Leucémie & Plasmocytes, Leucémie 21

Lymphoide Chronique, aplasie médullaire, myélome,
Lymphome de Hodgkin)

Lymphome non Hodgkinien 19
Syndromes myéloprolifératifs et LMMC 16
Leucémie Aigué Lymphoide 15
Syndrome Myélodysplasique 12
Statut a la greffe
RP1, 2 ou + 21
RC1 51
RC 2 ou + 18
Stable 12
Progression 22
Source cellulaire
Moélle Osseuse 12
Cellules Souches Périphériques 112
Source donneur
Géno-identique 55
Phéno-identique 69
GVH prophylaxie
Ciclosporine/méthotrexate 44
Ciclosporine/Cellcept® 32
Ciclosporine 42
Ciclosporine/méthotrexate/SAL
Ciclosporine/SAL 1

Tableau 5: Caractéristiques cliniques de la population étudiée

MAC= Conditionnement myéloablatif, RTC= Conditionnement de toxicité réduite, RIC=
Conditionnement d’intensité réduite, ICT= Irradiation corporelle Totale, RP= Rémission Partielle, RC=
Rémission Cytologique, LCDP= Leucémie a cellules dendritiques plasmacytoides
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B. Méthodes

Deux méthodes ont été appliquées :

- Séquencage selon la méthode SANGER pour la recherche de la mutation A5.1 du
géne MIC-A, le polymorphisme MIC-A 129 ainsi que la détermination du génotypage du
géne MIC-A.

- PCR en temps réel pour la recherche du polymorphisme NKC3 et NKC4 du
récepteur NKG2D.

a) Extraction de L’ADN

L’extraction a été effectuée par méthode automatisée sur le GEnoM-6®. La concentration et la
pureté en ADN obtenue a été mesurée par spectrophotométrie sur Nanodrop®. L’ADN a
ensuite été conservé a -20°C (ou -80°C pour les échantillons les plus anciens).

b) Génotypage MIC-A par la méthode Sanger

1. Principe

La méthode de séquencage Sanger est une technique gold standard crée par Frederick Sanger
dans les années 1970. La méthode consiste a initier la polymérisation de I’ADN a I’aide d’une
amorce complémentaire du fragment d’ADN d’intérét.

L’¢longation par ’ADN polymérase est réalisée en présence d’un mélange des quatre
désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ainsi que de faibles concentrations des
quatre didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) chacun associé a des
marqueurs fluorescents différents les uns des autres.

Leur incorporation sur le brin naissant entraine, par effet terminateur de chaine, un arrét de la
synthése d’ADN. Il en résulte un mélange de fragments d’ADN de taille variable qui se
terminent par toutes les positions possibles dans la séquence. Ces fragments sont ensuite
séparés selon leur taille. On obtient ainsi un électrophorégramme analysé informatiquement
(Figure 14).
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Figure 14: Principe du séquencage de Sanger, électrophorégramme a interpréter sur le
logiciel SeqPilot®

2. Reéactifs utilisés et choix des amorces

Nous avons utilisé un kit HotStarTagq Polymerase de QIAGEN® contenant de la HotStarTaq
DNA Polymerase, activée apres une incubation de 15min a 95°C, du tampon 10X permettant
de maintenir une amplification spécifique et une bonne liaison des primers, du Mg,
cofacteur de la DNA polymeérase et de la solution Q facilitant I’amplification par amélioration
de la structure tridimensionnelle des molécules d’ADN, ainsi qu’un kit ANTP de QIAGEN®
contenant 10mM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP, pour la réaction d’extension.

Le séquencage Sanger a été utilisé afin de déterminer la mutation au niveau de 1’exon 5 et
d’effectuer un génotypage du gene MIC-A. Les amorces devaient donc couvrir toutes les
régions d’intéréts. Celles-ci ont été entierement congues en respectant les regles de longueurs
de paires de bases (environ 20 pb), la température de fusion qui doit avoisiner les 60°C ainsi
que le pourcentage de nucléotides GC qui ne doit pas exceder 60%. D’autres régles de
« design » ont été consultées et respectées afin d’éviter I’hybridation des amorces entre elles
ou la formation de boucles a I’intérieur ou a I’extérieur des segments d’amorces, qui
pourraient également s’hybrider entre eux, augmentant par conséquent le risque d’échecs

d’amplifications (http://www.premierbiosoft.com, http://alhomepage.com). Trois couples

d’amorces (sens et anti-sens) ont ainsi éte utilisés pour 1’étude (Tableau n°6).
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Primers 5°2>3’ Longueur Tm(°C) %GC

(bp)
Exon 2F ATTTCCTGCCCCAGGAAG 18 58.45 56
Exon 2R GAGACAGGTCCCTGCTCTCTG 21 59.97 62
Exon 3F TTCGGGAATGGAGAAGTCACT 21 59.51 48
Exon 3R ATGCCTTCATCCATAGCACAG 21 58.61 48
Exon 5F AACACAGCGGGAATCACAG 19 59.7 52.6
Exon 5R ATGGAAGCCTTGTCACCAAC 20 60 50

Tableau 6: Séquences des primers utilisés pour I’étude des exons 2,3 et 5 du géne MIC-A

F=Forward, R= Reverse

Nous avons effectué le séquencage des exons 2, 3, et 5 du gene MIC-A. Ces 3 exons
permettent d’obtenir le génotype MIC-A, les exons 3 et 5 permettent, respectivement,
d’étudier les polymorphismes MIC-A 129 et A5.1. Le mélange réactionnel effectué est

présenté dans le tableau n°7.

Réactifs Volume par tube (ul)
H20 17,85
Tampon Taqg 10X HotStar 5
Mgcl2 25mM HotStar 5
DNTP 2mM 5
Q Solution HotStar 10
Primer F 10 pmol/ul 2,5
Primer R 10 pmol/ul 2,5
Taq HotStar 5U/ul 0,15
Volume Mix 48
ADN 2

Tableau 7: Mélange réactionnel pour la PCR MIC-A

48uL de ce mélange réactionnel ont été distribués par tube auquel nous avons rajouté 2l
d’ADN.
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L’amplification pour la PCR a été effectuée selon le programme prédéfini suivant :

T0 95°C 15 min
T195°C 1 min

T2 60°C 1min } *35 cycles
T3 72°C 1min

T4 72°C 10 min

La présence d’amplicons a été vérifiée par migration sur gel. Pour cela 2 pl de produit de PCR
sont mélangés avec du loading Buffer (2ul) que I’on fait migrer sur du gel d’agarose a 2%
avec un témoin de poids moléculaire pendant 13 min a 100V. On met en évidence alors la
présence réelle d’amplicons par observation du gel sous UV, témoin d’un bon rendement de

PCR (Figure 15).

Gel d'agarose MICA 2016.08.17
Tneg EXON 2

Tneg

Tneg

absence

absence
d'amplification

d'amplification

. - - - - - - - ~ - - N - - N Pr—
-

Tneg

Figure 15: Migration d’amplicons post PCR de I’exon 2 de I’alléle MIC-A sur gel d’agarose

Suivent ensuite une étape de purification enzymatique par EXoSAP afin d’effectuer un

nettoyage enzymatique des produits de PCR et d’éliminer I’excés de nucléotides (DNTPs et
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amorces) et une etape de réaction de séquence avec incorporation des didéoxynucléotides
permettant de générer des petits fragments de suites nucléotidiques qui seront ensuite
analysés. Le protocole de mélange réactionnel de Ready Reaction Mix est répertorié dans le

tableau n°8.
Réactifs Volume par puits (en ul)

(BigDye.terminator v1.1; v3. 1) 5X 3

sequencing Buffer
BigDye V3.1 (Sequencing RR-100) 2
H20 10

15 ul de ce mélange dans chaque puits

Amorces R et Fa5pm/ul 1
Ampligene purifié 4
Volume Total 20

Tableau 8: Mélange réactionnel de la réaction de séquence du géne MIC-A

F=Forward, R= Reverse

Le mélange réactionnel est préparé pour n+1 échantillons.

La réaction de séquence a été effectuée selon le programme suivant :

98°C 1Min

98°C 10sec

60°C 4min

Nous n’avons utilisé que le primer EXON 5R qui permettait d’amplifier la région contenant la

mutation A5.1.

Enfin, une étape de purification des réactions de séquences par Big Dye® XTerminator™
nécessaire a 1’élimination des amorces et des ddNTPs en exces a été réalisée. Les séquencages
ont été effectués sur le plateau technique de biologie moléculaire sur 1’automate Genetic
Analyzer 3500XL DX®. Les fragments ainsi obtenus ont été interprétés via le logiciel

Seqpilot® afin de déterminer la présence ou I’absence de mutation.
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c) PCR en temps réel

1. Principe

Le principe de la PCR en temps réel (ou PCR quantitative, RQ-PCR) repose sur la possibilité
de suivre au cours du temps la formation d’amplicons a I’aide de fluorescence. Les données
de PCR correspondant aux données de fluorescence sont collectées a chaque cycle et
représentent la quantité de produit de PCR amplifiée a cet instant. La fluorescence est donc
directement proportionnelle & la quantité d’amplicons qui se forment. Le suivi de la
fluorescence se fera durant la phase exponentielle de la réaction de PCR. Il existe deux
principes généraux pour la détection quantitative en RQ-PCR :

- les agents se liant a I’ADN (SYBR Green).

- les sondes fluorescentes.

2. Meéthode des sondes fluorescentes

La PCR quantitative en temps réel par sondes fluorescentes utilise une sonde spécifique
oligonucléotidique TagMan® couplée aux amorces spécifiques des fragments a amplifier et
marquée en 5 par un fluorophore Reporter et en 3’ par un fluorophore Quencher.

Le spectre d’émission du Reporter chevauche le spectre d’excitation du Quencher. Lorsque
les deux fluorophores sont proches, le Quencher atténue 1I’émission du Reporter. Mais lorsque
la Tag polymerase effectue son action d’exonucléase, le spectre du Reporter augmente.
L’augmentation du signal est donc proportionnelle a la quantité de copies d’ADN obtenue a

chaque cycle de PCR (Figure 16).
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Figure 16: PCR en temps réel, méthode des sondes fluorescentes.

3. Etude du polymorphisme NKG2D par PCR en temps réel

L’ADN étudié a été au préalable dilué a 20ng/ul dans de 1’eau distillée stérile pour un volume

totale de 5ul. Les Mix de PCR (Predisgn) ont été également au préalable aliquotés pour un

volume total de 10 pl. Nous avons préparé un mélange réactionnel selon le protocole Mix

PCR temps réel TAQMan® du laboratoire (tableau n°9). Ce mélange réactionnel est

composé de MasterMix Genotyping et d’aliquots Predisgn 40X préalablement décongelés et

conservés a I’abri de la lumiére et des prélévements d’ADN dilués a étudier. 19 L de

mélange réactionnel plus 1 pul d’ADN dilué ont été distribués dans une plaque pour PCR

temps réel. La plaque de PCR a ensuite été transportée a 1’abri de la lumiére et centrifugée.

L’amplification PCR a été effectuée selon le programme suivant :

95°C, 10 min
92°C, 15s
60°C, 1Imin
4°C 10 min

*40 cycles
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Réactifs Volume par puit (ul)

H20 8.5

Master Mix genotyping 10

Predisgn 40X 0.5
Volume mix 19
ADN 20 pl 1
Volume total 20

Tableau 9: Mélange réactionnel PCR en temps réel, Polymorphisme NKG2D

La PCR a été effectuée sur I’automate TagMan® au laboratoire de virologie au Centre
Universitaire de Recherche en Santé (CURS). Les génotypes ont été déterminés par

interprétation des SNPs retrouvés pour chaque patient (logiciel SDS 2.4) (Figure 17).
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Figure 17: Interprétation du polymorphisme NKC3.
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d) Méthodes statistiques

L’analyse des facteurs de risque de GVH aigu€, GVH chronique et de mortalité liée au
traitement a été réalisée a 1’aide des modeles univariés et multivariés de régression logistique.
Certains parameétres sont analysés par des tests de Khi-deux d’indépendance associées a une
analyse de risques compétitifs (GVH aigué avec le polymorphisme NKC4 et la mutation
A5.1), le décés sans GVH étant considéré comme un événement competitif. Les variables
ayant une valeur p <10% en analyse univariée sont inclus dans un modeéle multivarié avec un
seuil alpha de sélection fixé a 5%. Concernant 1’analyse de la survie globale (OS) et de la
survie sans rechute (RFS), I’analyse a été est réalisée a 1’aide des mod¢les univariées et
multivariées de Cox. Les variables ayant une valeur p <10% en analyse univariée sont inclues
dans un modeéle multivarié avec seuil alpha de sélection fixé a 5%. Le logiciel SAS® version
9.4 (SAS Institute, Cary, NC) est utilisé pour 1’analyse statistique. Les courbes de survies ont
été tracées selon la méthode de Kaplan-Meier.

VI1I. Résultats

A. Epidémiologie des polymorphismes MIC-A/NKG2D chez les
receveurs/donneurs

a) Mutation A5.1 et polymorphismes au niveau de I’exon 5

Sur les 124 patients étudiés, 61.3% présentent la mutation A5.1, dont 31.6% homozygotes et
68.4% hétérozygotes. Dans la cohorte de donneurs, 60.5% des patients présentent la mutation

A5.1 dont 32% homozygotes et 68% héterozygotes

Pour les patients comme pour les donneurs, sept polymorphismes de MIC-A ont été mis en
évidence au niveau de I’exon 5 : A4 (WT), A5, A5.1, A6, A7, A8, A9. Les proportions sont

exprimées dans les tableaux n® 10 et 11.
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Receveurs

Polymorphisme A4 A5 A6 A7 A8 A9 A5.1
Nombres 31 22 55 1 2 22 76

Polymorphisme A4 A5 A6 A7 A8 A9 A5.1
Nombres 33 21 59 2 4 15 75

Tableau 10: Répartition des polymorphismes de I'exon 5 chez les patients et leurs donneurs

Polymorphisme exon 5 Receveurs Donneurs
(Homozygotes/Hétérozygotes) (n=124) (n=124)

A5/A5 4 0
Ab5.1/A5.1 24 24
A5.1/A6 26 il
A5.1/A9 13 9
A5.1/WT 6 7
A5/A5.1 7 4

A5/A6 2 4

A6/A6 6 9

A6/A9 7 4
A6/WT 14 11

ATWT 1 2

A9/A9 2 2

WT/WT 3 4

A5/A8 2 4

A5/WT 7 9

Tableau 11: Répartitions des polymorphismes retrouvés au sein des populations
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b) Génotypage du géne MIC-A

Lors de la détermination des génotypes, nous avons mis en évidence douze alleles différents
(Tableau n°12).

Génotypage Receveurs Donneurs
(n=124) (n=124)
008 50 54
004(009) 32 34
002 30 25
007(018) 14 25
010(025) 3 10
016 1 7
011(034) 1 1
012 0 6
017(084) 1 2
001 2 1
042(051) 0 1
033 1 0

Tableau 12: Alléles MIC-A donneurs, receveurs

Sur les 76 patients receveurs présentant la mutation A5.1, 67 sont reliés a un génotypage
MIC-A 008, soit 89,5%, tandis que 75 donneurs présentent la mutation A5.1 dont 73 sont
reliés a un génotypage MIC-A 008, soit 97.3%.

L’association du génotype 008/008 a I’allele A5.1 a été confirmée par un test statistique de
Khi-deux (Tableaux n°13 et 14).
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Génotypage 008

Polymorphisme A5.1 Absence Présence Total
Absence 36(29.03%) 12(9.68%) 48
Homozygote 0(0%) 24(100%) 24
Hétérozygote 9(17.31%) 43(82.69%) 52
Total 45 79 124

Tableau 13: Tableau de contingence, génotypage 008 et allele A5.1

Statistique Valeur P

Khi-deux 52.8841 <0.0001

Tableau 14: Association significative du génotypage 008 et de I'alléle A5.1, p<0,05

Comme deécrit dans la littérature, de tous les alleles connus du géne MIC-A, MIC-A A5.1

(associé & MIC-A 008) est I’alléle le plus représenté dans notre cohorte de patients®®,

On note également une association entre 1’allele A4 (WT) et le génotype 007. En effet, sur 31
receveurs exprimant 1’alléle A4, 38.7% (12) expriment le génotype 007 et sur 33 donneurs
exprimant 1’allele WT, 63.6% (21) ont un génotype 007.

Une autre association entre 1’alléle A6 et le génotype 004/009 a été mise en évidence. En
effet, 87.2% (48) des receveurs A6 (55) ont les génotypes 004 ou 009 alors qu’on en
dénombre 77.9% chez les donneurs (Tableau n°15).

Le génotype le plus fréquent est le 008/008 (25%), suivi du génotype 004/008 (13.7%) dans le
groupe des receveurs. Chez les donneurs, le génotype le plus fréquent est a I’inverse le

004/008 (28.2%) et le 008/008 (19.4%).

A51[Allele| P [A4[AllRle] P [A6] Allle | P
008 | (%) 007 | (%) 004(009) | (%)

Receveurs | 76 67 895 | 31 12 38.7 | 55 48 87.2

Donneurs | 75 73 97.3 | 33 21 63.6 | 59 46 77.9

Tableau 15: Relations entre génotypage et polymorphisme au niveau de I'exon 5 chez les donneurs et les
receveurs
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Un antigene présent chez le receveur et absent chez le donneur entraine la présence d’un mis-
match dans le sens GVH/GVL. On parle de mis-match global lorsqu’il existe un mis-match
dans les 2 sens. Sur les 124 patients, 39.5% (49) présentent un mis-match GVH/GVL et 46%

(57) un mis-match global.

c) Polymorphisme MIC-A 129

En ce qui concerne le polymorphisme MIC-A 129, on retrouve 46.8% de génotype V/V (58),
46.8% de génotype M/V (58) et 6.4% de génotype M/M (8) pour les receveurs. Pour les
donneurs, 50% expriment un génotype V/V, 46% un génotype M/V, et 4% un génotype M/M.

On observe 10,5% (13) de mis-match MIC-A 129 entre donneurs et receveurs.

d) Polymorphisme NKG2D

Pour le polymorphisme NKC3 chez les receveurs:
- 42.7% expriment un génotype G/C,

- 47.6% un génotype C/C

- 9.7% un génotype G/G.

Pour le polymorphisme NKC4:

- 33.1% des patients expriment le génotype C/T,

- 64.5 % le génotype C/C

- 2.4% le génotype T/T.

Les donneurs quant & eux expriment pour NKC3 :
- un génotype G/C a 42.7%,

- un génotype C/C a 46%,

- un génotype G/G a 11.3%

Pour NKC4 :

-un genotype C/T a 33.1%,

-un génotype C/C a 63.7% et

-un génotype T/T a 3.2%

Les données sont repertoriees dans le tableau n°16.
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Receveur n (%) Donneur n(%)

MIC-A 129
Alleles
M 66 (53.2) 62 (50)
\Y 116 (93.5) 119 (96)
MIC-A A5.1

Alléles
G 65 (52.4) 67(54)
C 112 (90.3) 110 (88.7)
NKC 4

Alleles
c 121 (97.6) 120 (96.8)
T 44 (35.5) 45 (36.3)

Tableau 16: Résultats des mutations A5.1, polymorphismes MIC-A 129 et NKG2D chez receveurs et
donneurs.

B. Fréquence de survenue de GVH aigué, GVH chronique, rechute et

réactivation virale en fonction des polymorphismes MIC-A/NKG2D

Au total 57.3% des patients ont développé une GVH aigué dont 63,38% grade | et Il et 36.6%
grade 111 et 1V. 24,2% ont fait de la GVH chronique, 21,8% ont rechuté, 31.5% ont eu une
réactivation CMV et 32,3% une réactivation EBV. Le tableau n°17 présente les données de

survenue de GVH aigué et chronique en fonction des polymorphismes MIC-A/NKG2D.



Populations GVH aigué GVH GVH Sans GVH Sans
Grades Grades I1l, GVH aigué chronique GVH chronique
I, 11 v
n(%) 71(57.26) 45(36.29) 26(20.97) 53(42.74) 30(24.19) 94(75.81) 124
Absence receveurs A5.1 25(35.21) 15(33.33) 10(38.46) 23(43.40) 11(36.67) 37(39.36) 48 (36.29)
P ns ns ns ns ns ns
Homozygote receveurs A5.1 10(14.08) 8(17.78) 2(7.69) 14(26.42) 3(10) 21(22.34) 24(19.35)
P ns ns ns ns ns ns
Hétérozygote receveurs A5.1 36(50.70) 22(48.89) 14(53.85) 16(30.19) 16(53.33) 36(38.30) 52(41.93)
B P=0.0131 P=0.006 ns ns P=0.04 ns
MIC-A 129 receveurs V/V 33(46.48) 17(37.78) 16(61.54) 25(47.17) 19(63.33) 39(41.49) 58(46.77)
B ns ns ns ns ns ns
MIC-A 129 receveurs M/V 35(49.30) 27(60) 8(30.77) 23(43.340) 10(33.33) 48(51.06) 58(46.77)
P ns ns ns ns ns ns
MIC-A 129 receveurs M/M 3(4.23) 1(2.2) 2(7.69) 5(9.43) 1(3.33) 7(7.44) 8(6.45)
P ns ns ns ns ns ns
NKC3 donneurs C/C 40(56.34) 25(55.56) 15(57.69) 17(35.85) 17(56.67) 42(44.67) 57(46)
P ns ns ns ns ns ns
NKC3 donneurs C/G 27(39.03) 17(37.78) 10(38.46) 26(49.06) 12(40) 41(43.62) 53(42.7)
P ns ns ns ns ns ns
NKC3 donneurs G/G 4(5.63) 3(6.7) 1(3.85) 10(15.09) 1(3.33) 11(11.7) 14(11.3)
P ns ns ns ns ns ns
NKC4 donneurs C/C 52(73.24) 33(73.33) 19(73.08) 27(50.94) 22(73.33) 57(60.63) 79(64.16)
P P=0.0131 P=0.004 ns ns ns ns
NKC4 donneurs C/T 19(26.76) 12(26.67) 7(26.93) 22(41.51) 8(26.67) 33(35.11) 41(33.06)
P ns ns ns ns ns ns
NKC4 donneurs T/T 0(0) 0(0) 0(0) 4(7.55) 0(0) 4(4.55) 4(3.22)
P ns ns ns ns ns ns
Mis-match GVH/GVL 23(32.39) 14(31.11) 9(34.61) 26(49.06) 13(43.33) 36(38.30) 49(39.51)
P ns ns ns ns ns ns
Mis-match Global 28(39.44) 17(37.78) 11(42.31) 29(54.72) 16(53.33) 41(43.62) 57(45.97)
P ns ns ns ns ns ns

Tableau 17: GVH aigué et chronique en fonction des polymorphismes receveurs

ns= non significative




C. Association significative de la mutation A5.1 chez le receveur avec la
survenue de GVH aigué et GVH chronique, sans impact sur la survie

Les patients hétérozygotes pour la mutation A5.1 ont développé plus de GVH aigué tous
grades confondus (tableaux n°17,18, 19, 20).

Analyse univariée Analyse multivariée
OR 1C 95% P OR IC 95% P
MIC-A-A5.1
Homozygote vs. absence  0.81 [0.30; 2.17] 0.0648
Hétérozygote vs.
absence 3.67 [1.56; 8.65] 0.0007
MIC-A-A5.1 2.13 [1.02; 4.44] 0.0439
(Hétérozygote+
homozygote vs. absence)
MIC-A-A5.1 2.60 [1.22; 5.56] 0.0131 2.38 [1.10; 5.15] 0.0277
(hétérozygote vs.
homozygote+absence)

Tableau 18: risque de développement de la GVH aigué chez les receveurs hétérozygotes pour la mutation A5.1

OR : Odd Ratio

Mutation A5.1

GVH aigué

Non Oui Total
Absence 23(43,40%) 25(35.21%) 48
Homozygote 14(26.42%) 10(14.08%) 24
Hétérozygote 16(30,19%) 36(50.70%) 52
Total 53 71 124

Tableau 19: Tableau de contingence, A5.1 hétérozygotes, receveurs

Statistique Valeur

Khi-2 12.2370 0.0022

" Tableau 20: A5.1 hétérozygotes, receveurs
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L’impact de la mutation A5.1 chez le receveur sur la survenue de GVH aigué (grades | et Il
vs. grades Il et IV) a ensuite été étudié par analyse du risque compétitif. Les courbes
correspondent au délai de survenue de GVH aigué avant décés. (Figure 18).
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Figure 18: Délai de survenue de GVH aigué en fonction du polymorphisme A5.1 en risque compétitif

0 =Absence de la mutation A5.1, 1= Homozygote, 2 =Hétérozygote

On observe une augmentation du risque de développement de GVH aigué grades | et Il

lorsque les receveurs sont hétérozygotes pour la mutation A5.1 (P=0.006)

Il a été également mis en évidence, en analyse univariée, une augmentation du risque de GVH

chronique chez les patients hétérozygotes pour la mutation A5.1, (P=0.04).
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Nous ne notons aucune association significative chez les receveurs entre la mutation A5.1
avec la survie globale (OS) et la survie sans rechute (RFS) (Tableaux n°21, 22 ; Figures 19,
20).

OR IC 95% P
MIC-A A5.1
Homozygote vs. absence 0.93 [0.43; 2.03] 0.8558
Hétérozygote vs. absence 0.59 [0.31; 1.14] 0.1195
MIC-A A5.1 (Homozygote+ 0.69 [0.38; 1.22] 0.2029
hétérozygote vs. absence)
Mis-match MIC-A A5.1 0.92 [0.45; 1.88] 0.8236

Tableau 21: OS en fonction de la mutation A5.1, receveurs

Product-Limit Estimations de survie

+ Censuré

0.8 |

06 Tl
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o] 250 500 750 1000 1250 1500

AS_1 0 1 2

Figure 19: OS en fonction de la mutation A5.1 chez le receveur, P=0,86

0 =Absence de la mutation A5.1, 1 = Homozygote, 2 =Hétérozygote
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OR IC 95% P
MIC-A A5.1
Homozygote vs. absence 1.28 [0.63; 2.60] 0.4961
Hétérozygote vs. absence 0.68 [0.37; 1.27] 0.2261
MIC-A A5.1 (Hétérozygote+ 0.78 [0.45; 1.35] 0.3835
homozygote vs. absence)
Mis-match MIC-A A5.1 0.95 [0.38; 2.39] 0.9141

Tableau 22: RFS en fonction de la mutation A5.1, receveurs.

Product-Limit Estimations de survie

+ Censuré

0.8 +
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Figure 20: RFS en fonction de la mutation A5.1 chez le receveur, P=0.91

0 =Absence de la mutation A5.1, 1= Homozygote, 2 =Hétérozygote
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D. Le polymorphisme NKC4 C/C (LNK2/LNK2) chez le donneur
est associe a un risque de survenue de GVH aigué chez le
receveur sans impacter la survie (OS, RFS).

Les tableaux n°23 et 24 mettent en ¢évidence 1’association significative entre le

polymorphisme C/C (LNK2/LNK2) chez le donneur et la GVH aigué.

Non Oui Total
C/C 27(50.94%) 52(73.24%) 79
CIT 22(41.51%) 19(26.76%) 41
TIT 4(7.55%) 0 4
Total 53 71 124

Tableau 23: Tableau de contingence, polymorphisme NKC4 des donneurs

Statistique Valeur P
Khi-2 8.6692 0.0131
Tableau 24: Polymorphisme NKC4 C/C des donneurs

En analyse du risque compétitif, on observe une plus forte probabilité de développement de
GVH aigué (grades I et Il) pour les donneurs ayant un polymorphisme C/C (LNK2/LNK2 de
faible affinité ; P=0.004; Figure 21).



14

...... 5
— INEMINED C/C

donneurs

Frotatiny

Figure 21: Délai de survenue de GVH aigué en fonction du polymorphisme NKC4
chez les donneurs

1= NKC4C/C, 2= NKCA4C/T, 3= NKCAT/T

Nous notons 1’absence d’impact du polymorphisme sur la survie (OS, RFS; tableaux n°25,
26 ; Figures 22, 23).

I1C 95%

1.08 [0.59; 1.97] 0.8060

NKC4

Tableau 25: OS en fonction de NKC4
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Product-Limit Estimations de survie
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Figure 22: OS en fonction de NKC4 du donneur, P= 0.806

1= NKCA4C/C, 2= NKCAC/T, 3= NKCAT/T

1C 95%

NKC4 1.00 [0.57; 1.76] 0.989

Tableau 26: RFS en fonction de NKC4

Product-Limit Estimations de survie

0.8

0.6 - Y L44++41
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[v] 250 500 750 1000 1250 1500

delrec
nkcdd 1 2 3

Figure 23: RFS en fonction de NKC4 du donneur, P=0.989

1= NKCA4C/C, 2= NKCA4C/T, 3= NKCAT/T
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E. L’utilisation d’une donneuse « femme » pour un receveur
« homme » impacte la survenue de GVH chronique

En analyse univariée et multivariée, 1’utilisation d’une donneuse pour un receveur « homme »
est associée a de la GVH chronique au seuil de 10%.

Analyse univariée Analyse multivariée
OR IC 95% P OR IC 95% P
Femme pour Homme 2.45 [0.93; 6.43] 0.0690 2.45 [0.93; 6.43] 0.0690

Tableau 27: Risque de GVH chronique en fonction du sexe du donneur.

F. Parametres non significatifs

a) GVH aigué
OR IC 95% P |

Mis-match GVH/GVL 1.30 [0.73; 2.34] 0.3751
Mis-match global A 1.40 [0.78 ; 2.52] 0.2252
MIC-A A5.1
Homozygote vs. absence 0.93 [0.43; 2.03] 0.8558
Hétérozygote vs. absence 0.59 [0.31; 1.14] 0.1195
MIC-A A5.1 0.69 [0.38; 1.22] 0.2029
(Homozygote+hétérozygote vs.
absence)
Mis-match MICA A5.1 0.92 [0.45; 1.88] 0.8236
MIC-A 129
M/ vs. VIV 0.81 [0.44; 1.48] 0.4891
M/M vs. VIV 0.97 [0.23; 4.13] 0.9709
MIC-A 129 (M/V+ MIM vs. VIV) 0.82 [0.46; 1.48] 0.5115
Mis-match MIC-A 129 1.16 [0.46; 2.94] 0.7552
NKC3 1.35 [0.74; 2.46] 0.3193
NKC4 1.08 [0.59; 1.97] 0.8060
Réactivation CMV 1.35 [0.68; 2.68] 0.3829
Réactivation EBV 0.64 [0.31; 1.30] 0.2142
Compatibilité ABO 0.75 [0.41; 1.36] 0.3468
Compatibilité ABO majeure 2.01 [0.99; 4.06] 0.0523
Femme pour homme 0.81 [0.38; 1.75] 0.5988
Sexe (femme vs. homme) 0.56 [0.28; 1.13] 0.1034

Tableau 28: Absence d'impact sur la GVH aigué.
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b) GVH chronique

OR IC 95% P

Mis-match GVH/GVL 0.43 [0.21; 0.89] 0.0235
Mis-match global A 0.52 [0.25; 1.08] 0.0795
Mis-match MIC-A A5.1 1.45 [0.56; 3.72] 0.4427
MIC-A 129

M/V vs. VIV 0.55 [0.09; 3.52] 0.4074
M/M vs. VIV 141 [0.68; 2.94] 0.2392
MIC-A 129 (MV+M/M vs. V/IV) 0.96 [0.47; 1.96] 0.9064
Mis-match MIC-A 129 1.01 [0.30; 3.39] 0.9842
NKC3 1.16 [0.57; 2.37] 0.6889
NKC4 0.74 [0.35; 1.55] 0.4209
Réactivation CMV 0.98 [0.38; 2.51] 0.9657
Réactivation EBV 0.90 [0.42; 1.94] 0.7839
Compatibilité¢ ABO 1.38 [0.66; 2.87] 0.3909
Compatibilité ABO majeure 1.53 [0.53; 4.39] 0.4261
Femme pour Homme 0.74 [0.30; 1.85] 0.5267
Sexe (femme vs. homme) 0.66 [0.31; 1.40] 0.2788

Tableau 29: Absence d'impact sur la GVH chronique

c) OS
OR IC 95% P

Mis-match GVH/GVL 1.08 [0.47; 2.47] 0.8586
Mis-match global A 1.30 [0.57 ; 2.96] 0.5340
MIC-A A5.1
Homozygote vs. Absence 0.78 [0.22; 2.80] 0.3664
Hétérozygote vs. Absence 1.78 [0.72; 4.44] 0.1139
MIC-A A5.1donneur 142 [0.60; 3.36] 0.4275
(Hétérozygote + homozygote vs.
absence)
Mis-match MIC-A A5.1 0.61 [0.19; 1.95] 0.4022
MIC-A 129
M/ vs. VIV
M/M vs. VIV
MIC-A 129 (M/V+ M/M vs. V/IV) 0.49 [0.21; 1.14] 0.0967
Mis-match MIC-A 129 1.05 [0.26; 4.16] 0.9447
NKC3 0.57 [0.25; 1.30] 0.1795
NKC4 0.45 [0.17; 1.15] 0.0949
Réactivation CMV 1.46 [0.52; 4.10] 0.4738
Réactivation EBV 0.94 [0.38; 2.32] 0.9018
Compatibilité¢ ABO 0.89 [0.38; 2.06] 0.7858
Compatibilit¢ ABO majeure 1.71 [0.58; 5.03] 0.3309
Sexe (femme vs. homme) 1.23 [0.52; 2.92] 0.6303

Tableau 30: Absence d'impact sur I'OS
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d) RFS

OR IC 95% P
Mis-match GVH/GVL 1.04 [0.60; 1.80] 0.8776
Mis-match global A 1.18 [0.68 ; 2.02] 0.5576
MIC-A A5.1
Homozygote vs. absence 1.28 [0.63; 2.60] 0.4961
Hétérozygote vs. absence 0.68 [0.37;1.27] 0.2261
MIC-A A5.1 (homozygote+ 0.78 [0.45; 1.35] 0.3835
hétérozygote vs. absence)
Mis-match MICA-A5.1 0.95 [0.38; 2.39] 0.9141
MIC-A 129
M/V vs. VIV 0.88 [0.51; 1.54] 0.6653
M/M vs. VIV 0.89 [0.21; 3.77] 0.8775
MIC-A 129 (M/V+ M/M vs. VIV) 0.79 [0.46; 1.36] 0.4028
Mis-match MICA129 0.95 [0.38; 2.39] 0.9141
NKC3 1.27 [0.73; 2.20] 0.3959
NKC4 1.00 [0.57; 1.76] 0.9891
Réactivation CMV 1.22 [0.64; 2.32] 0.5465
Réactivation EBV 0.86 [0.46; 1.59] 0.6315
Compatibilit¢ ABO 0.73 [0.42; 1.28] 0.2736
Incompatibilité ABO majeure 1.81 [0.91; 3.61] 0.0921
Femme pour homme 0.89 [0.44; 1.77] 0.7353
Sexe (femme vs. homme) 0.74 [0.40; 1.37] 0.3425

Tableau 31: Absence d'impact sur la RFS

70




e) Mortalité liée au traitement (TRM)

OR IC 95% P
Mis-match GVH/GVL 1.31 [0.61; 2.78] 0.4851
Mis-match global 1.59 [0.75; 3.37] 0.2286
MIC-A A5.1
Homozygote vs. absence 1.03 [0.38; 2.84] 0.6022
Hétérozygote vs. absence 0.65 [0.28; 1.52] 0.2735
MIC-A A5.1
(homozygote+ 0.76 [0.36; 1.63] 0.4830
hétérozygote vs. absence)
Mis-match MIC-A A5.1 1.10 [0.42; 2.85] 0.8462
MIC-A 129
M/V vs. VIV 1.05 [0.49; 2.26] 0.8290
M/M vs. VIV 1.40 [0.22; 9.05] 0.7381
MIC-A 129 (M/V+ M/M 1.08 [0.51; 2.27] 0.8486
vs. VIV)
Mis-match MIC-A 129 1.01 [0.29; 3.58] 0.9834
NKC3 1.31 [0.62; 2.80] 0.4798
NKC4 0.87 [0.40; 1.90] 0.7272
Réactivation CMV 1.28 [0.51; 2.25] 0.6005
Réactivation EBV 0.50 [0.21; 1.20] 0.1208
Incompatibilité ABO 1.09 [0.50; 2.36] 0.8317
majeure
Femme pour homme 0.67 [0.24; 1.84] 0.4327
Sexe (femme vs. homme) 0.74 [0.40; 1.37] 0.3425

Tableau 32: Absence d'impact sur la TRM
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VIII. Discussion

Les polymorphismes MIC-A et NKG2D ont éte étudiés dans de nombreux contextes
pathologiques autres que 1’allogreffe de CSH. La présence de la mutation A5.1 sur les cellules
du greffon d’un donneur a été impliquée dans la survenue de rejet humoral aigué dans le cadre
de transplantations rénales®.

Le polymorphisme MIC-A 129, notamment la présence homozygote de la méthionine, est
associée & la survenue de psoriasis®”. Certains polymorphismes du géne MIC-A ( MIC-A
007, MIC-A 019) sont également associés a la spondylarthrite ankylosante indépendamment
du géne HLA-B*27¢),

Dans les greffes géno et phéno-identiques, nous avons montré une association entre la
présence d’une hétérozygotie MIC-A A5.1 chez le receveur et une augmentation significative
de GVH aigué grades I et II. L’haplotype NKG2D-LNK2 est aussi relié a la GVH aigué
(grades | et 1l). Les autres marqueurs étudiés (MIC-A 129 chez le receveur et les
polymorphismes NKG2D (HNK1-LNK1) chez le donneur) n’influencent pas 1’OS et la RFS.

A. En fonction de la mutation A5.1

Suemizu et al. ont prouvé que ’allele MIC-A AS5.1 était a ’origine de la production d’une
protéine tronquée, transportée a la surface apicale de la cellule endothéliale du tissu
intestinale. Or, I’expression de la protéine native s’effectue plutét a la surface basolatérale de
la cellule, site potentiel d’interaction avec les cellules T et NK. De plus, 1’allele MIC-A A5.1
est associé a la production d’une forme soluble de MIC-A, dérivant du clivage protéolytique
de la protéine exprimée a la surface membranaire des cellules. L’endocytose ultérieure du

complexe NKG2D/MIC-A soluble compromettrait I’activité cytotoxique®.

Des études menées in vitro, ont montré que la présence de MIC-A A5.1 (008) était a

’origine :

- de la libération de la protéine entiére via la sécrétion d’exosomes
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- d’un rétrocontréle négatif et de la diminution de 1’expression des récepteurs NKG2D sur les
cellules NK, associés a une baisse en parall¢le de I’activité cytotoxique des cellules NK.
Néanmoins, 1’exposition des lymphocytes T CD8+ (LTCD8+) a la protéine MIC-A A5.1
(008) contenue dans les exosomes n’affecterait pas de maniére significative la capacité des

lymphocytes T CD8+ & la lyse cellulaire®?.

L’augmentation significative de GVH aigué chez nos patients portant la mutation A5.1
pourrait étre expliquée par ces événements. La diminution de IP’activité des cellules NK
entrainerait une majoration de la présentation d’antigene par les CPA immatures du receveur,
en paralléle a la diminution de leur lyse par les cellules NK du donneur, tout en conservant

I’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+.

Par contre, nous observons une diminution du risque de développement de GVH aigué chez
les patients homozygotes pour la mutation A5.1 (OR=0.81, P=0.0648). La présence de la
mutation en double exemplaire serait donc un facteur protecteur, probablement di a une
diminution plus importante des récepteurs NKG2D a la surface des cellules NK, mais avec
cette fois-ci un impact potentiel sur I’activit¢ des LTCD8+, responsable de la GVH. Cet
aspect protecteur de la mutation A5.1 homozygote est confirmé par une étude récente de
Anderson et al.®V. A noter toutefois que Parmar et al., sur une cohorte de 236 patients, ne
retrouvent pas de lien entre la présence de MIC-A A5.1 (008) et la survenue de GVH®®.
Anderson et al. retrouvent, sur une faible cohorte de 38 allogreffes, une tendance a la

diminution de I’incidence de GVH aigué en présence de MIC-A A5.1 (008) chez le receveur.

B. En fonction du polymorphisme NKC4 LNK2/LNK2 (=C/C)

Des études préliminaires sur I’impact du polymorphisme du géne NKG2D dans I’allogreffe de
CSH, dans un groupe de patients définis comme présentant des risques standards (LAM,
LAL, lymphome en RC1), ont mis en évidence une meilleure survie globale chez les
receveurs allogreffés 10/10 avec des donneurs NKG2D-HNK1 (OR=0.44, P=0.01) ainsi
qu’une diminution de la TRM. On ne note néanmoins aucun impact sur la rechute ou le
développement de GVH. Ces résultats n’ont toutefois pas été retrouvés sur une cohorte de

patients & haut risque®?.

73



Notre étude met en évidence un risque de développement de GVH aigué chez des receveurs
allogreffés avec des donneurs présentant deux haplotypes NKG2D-LNK2(C/C), conférant une
faible activité cytotoxique aux cellules NK, mais la relation entre ces deux événements
cliniques et moléculaires restent encore a éclaircir. Nous pouvons poser 1’hypothése que le
statut LNK2 du donneur, avec une baisse de I’activité cytotoxique des cellules NK, pourrait
étre a I’origine d’une diminution de la lyse cellulaire des CPA immatures du receveur, avec
pour corollaire une augmentation de la présentation d’antigénes du soi au LTCD8+, ce qui a

pour conséquence le développement de GVH.

C. En fonction de MIC-A 129

La présence dun génotype MIC-A 129 valine/valine est associée a une augmentation de
I’incidence de GVH chronique avec un effet additif de la présence de forme soluble de MIC-
A, tandis que la présence d’anticorps anti MIC-A confere une protection vis-a-vis de la GVH

chronique (cohorte de 211 patients allogreffés)™:

Ces observations soulignent qu’une faible activité cytotoxique de la cellule NK via son
interaction avec MIC-A (MIC-A 129 valine/valine et MIC-A solubles) favorise 1’émergence
de la GVH alors qu’une activité cytolytique non entravée (les anticorps anti-MIC-A
permettant de diminuer le taux sérique de MIC-A solubles) ont un effet inverse. Cette
hypothése peut étre étayée par 1’association, dans cette méme cohorte de patients, entre MIC-
A 129 méthionine/méthionine et une augmentation de 1’incidence de la rechute, probablement
lié a un effet protecteur de ce polymorphisme, vis a vis de la GVH chronique, et donc sans
doute un effet GVL moindre. Toutefois, dans notre étude, nous n’avons pas retrouvé de lien
entre les polymorphismes MIC-A 129 et les paramétres cliniques étudiés, soulignant la
nécessité d’obtenir des cohortes importantes pour observer des corrélations réalisées par des

études multiparamétriques.
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D. En fonction du mis-match MIC-A

Nous n’avons mis en évidence aucune relation entre les mis-matchs GVH/GVL, globaux et
mis-matchs MIC-A 129, dans la survenue de GVH aigué ni d’impact sur la survie,
contrairement aux études de Carapito et al., Fuerst et al., ainsi que Askar et al., ¢3©(9,
Cependant, les impacts d’un tel mis-match MIC-A entre le donneur et le receveur restent
controversés dans la littérature.

Sur une série de 922 allogreffes, Carapito et al. montrent que les mis-matchs MIC-A sont
associés a une augmentation de I’incidence de GVH aigué grades I11-1V,de GVH chronique et
de la mortalité sans rechute.

Pour Parmar et al., le taux de GVH aigué de grades II a IV est plus élevé en présence d’un

mis-match MIC-A. Toutefois sa cohorte de 236 allogreffes inclue des greffes 10/10 et 9/10®9.

D’autres études s’opposent a ces résultats, comme celles d’Anderson et al. ainsi que Park et
al.,, ou il n’est mis en évidence aucune relation entre MIC-A et GVH sur des cohortes,

respectivement de 38 et 59 allogreffes %)

Cette disparité de résultats peut s’expliquer par I’absence d’homogénéité entre les populations
en termes de pathologies et par la différence de taille de 1I’échantillon. Les données obtenues

sont, dans ces conditions, difficilement comparables.

Les disparités retrouvées dans la littérature, en comparaison avec notre étude, peuvent

s’expliquer par de nombreux autres criteres.

Tout d’abord, certaines études integrent parfois des patients greffés avec un mis-match 9/10.
Pour I’étude spécifique de I’implication des génes MIC-A, il faut toutefois veiller a ne pas
introduire de cas avec des mis-matchs HLA-B. En effet, il existe un déséquilibre de liaison
entre le HLA-B de classe | et le géne MIC-A. Notre cohorte n’est composée que de patients
allogreffés en compatibilité 10/10, dont 44.4% ont recu une greffe géno-identique. Nous

avons donc potentiellement peu de mis-match MIC-A dans notre cohorte.

De plus, peu d’études intégrent la détermination HLA-DPB1 pour définir dans les allogreffes
10/10, les compatibilités 12/12, 11/12 et 10/12. Les mis-matchs HLA-DPB1 sont, en théorie,
absents dans les greffes géno-identiques mais sont présents, jusqu’a 80%, dans des greffes

phéno-identiques. Il est admis aujourd’hui que certains mis-matchs sur ce locus augmentent
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I’incidence de la GVH. L’incidence des mis-matchs sur les loci DRB3, DRB4 et DRB5 (pour

définir des allogreffes 14/14) restent encore actuellement controversée.

La répartition des indications d’allogreffes varie également beaucoup d’une étude a 1’autre,
notamment la proportion d’hémopathies myéloides versus lymphoides, ainsi que la présence
de nombreux cas de leucémies myéloides chroniques dans les études rétrospectives.

L’activité cytotoxique des cellules NK a été démontrée dans des pathologies myeloides,
notamment les LAM. En effet, la densité antigénique des ligands pour NKG2D différe,
notamment entre des blastes myéloides et lymphoides B, entrainant sans doute une
répercussion sur 1’activité cytotoxique des lymphocytes exprimant NKG2D. Notre population
composite de patients ne permet sans doute pas d’étudier de facon optimale le lien entre les

polymorphismes MIC-A/NKG2D et les critéres cliniques de type OS et RFS.

Les protocoles de conditionnement peuvent également expliquer les disparités entre les
études, notamment lorsqu’ils impliquent une déplétion en lymphocyte T in vivo par injection

de sérum anti lymphocytaire (SAL).

Le nombre de sujets étudiés (124) semblerait étre un facteur limitant dans notre étude. Les

principales autres études incluent généralement plus de 200 patients allogreffés.

Enfin, la médiane de suivi de nos patients (14.88 mois [0,20 ; 48,85]) est relativement courte
¢tant donné la présence de patients allogreffés de moins d’un an dans la cohorte, ce qui
pourrait expliquer I’absence de données statistiquement significatives sur la survie globale

(31,4% de la population a été suivi a plus de 24 mois).
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IX. Conclusion

La survenue de GVH est une des causes majeures de mortalité suite a I’allogreffe de CSH.
L’incidence reste élevée malgré le respect de la compatibilité HLA classes | (A, B, C) et Il
(DPB1, DQB1, DRB1) entre donneurs et receveurs. L’utilisation de cellules NK dans des
pathologies myéloides visant a obtenir un effet GVL sans effet délétere (GVH) est en phase
de recherche. Notre étude met en évidence un impact significatif de survenue de GVH aigué
et chronique en fonction de certains polymorphismes MIC-A et NKG2D sans impacter la

survie.

L’exploration de molécules telles que MIC-A, ainsi que 1’étude de polymorphismes des
récepteurs NKG2D, pourraient améliorer la prise en charge du patient, en aiguillant le choix
des donneurs par prédiction d’un risque potenticl de développement de GVH ou de pronostic

moins favorable pour le patient.
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