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ABREVIATIONS

ACSH : Allogreffe de Cellules Souches hématopoiétiques

ADCC : Cytotoxicité a médiation Cellulaire Dépendante des Anticorps (Antibody Dependant Cell-
mediated Cytotoxicity)

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques

CSP : Cellules Souches Périphériques

EBV : Virus d’Epstein-Barr

GvHD : Maladie du Greffon contre 'Hote (Graft versus Host Disease)

GvL : Greffon contre la Leucémie (Graft versus Lenkenia)

HLA : Human Leukocyte Antigen

HHV-6 : Virus de ’'Herpes Humain 6

IDO : Indoleamine 2,3-Dioxygénase

IFN : Interféron

IL : Interleukine

IPS : Infections Précoces Séveres

LAL : Leucémie Aigué Lymphoblastique

LAM : Leucémie Aigiie Myéloblastique

LB : Lymphocytes B

LPS : Lipopolysaccharide

LT : Lymphocytes T

NK : Lymphocyte Natural Killer

OR : Odds Ratio

PAMPS : Motifs Moléculaires Associés aux Pathogenes (Pattern Associated Molecular Patterns)
PRR : Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptor)
PNN : PolyNucléaires Neutrophiles

SAL : Sérum Anti-Lymphocytaire

TCR : Récepteur des lymphocytes T (1" Ce// Receptor)

TLR : Récepteur de type Toll (To//-Like Receptors)
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Lallogreffe de cellules souches hématopoiétiques (ASCH) reste a ce jour la seule thérapie
cellulaire a visée curative pour de nombreuses hémopathies malignes et non malignes. Parmi toutes
les étapes de cette procédure complexe, la « prise » du greffon est essentielle pour garantir la
reconstitution de ’hématopoicse et son action thérapeutique. La non prise de greffe (ou perte de
greffon) constitue un échec de ’ACSH pour lequel différents facteurs de risques ont pu étre
identifiés. Si certains d’entre eux semblent systématiquement associés a un risque accru de non
prise de greffe, d’autres, en revanche, sont plus controversés. Parmi ceux-ci, les événements
infectieux, souvent cités comme facteurs de risque potentiels, n’ont jamais fait 'objet d’une étude

approfondie visant a étayer la relation de causalité a cette complication.

Ce travail fait le point sur les différentes infections précoces séveres (IPS) associées a la non
prise de greffe chez 'adulte. Apres une bréve introduction resituant le contexte actuel de ’ACSH,
nous résumerons la méthodologie et les principaux résultats obtenus ayant abouti a la production
d’un manuscrit soumis au journal Clinical Infections Diseases et actuellement en cours de revue. Nous
passerons ensuite en revue les données publiées a ce jour concernant les facteurs de risque associés
a la non prise de greffe, les différents effecteurs et mécanismes immunologiques impliqués cette
complication et les données disponibles sur les interactions entre ’hématopoicse et certains micro-
organismes pathogenes, avant d’introduire larticle lui-méme. Enfin, nous conclurons par les
perspectives de ce travail de these en exposant une proposition d’étude prospective de recherche

translationnelle sur les syndromes d’insuffisance médullaire apres ACSH.

1. L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (ACSH)

A I'ére des thérapies ciblées, I'activité d’ACSH reste en constante augmentation avec plus
de 16 000 greffes allogéniques recensées en Europe en 2016 et plus de 8 500 aux Etats-Unis (1,2).
Les hémopathies myéloides constituent les principales indications I’ACSH (55,7%), au premier
rang desquelles les leucémies aigués myéloblastiques (LAM) constituent a elles seules 38% des
indications totales (1). En France, 1 958 greffes allogéniques ont été recensées en 2016, les

hémopathies malignes représentant plus de 90% des indications (3).

Les pratiques ont beaucoup évoluées depuis les premicres greffes de moelle osseuse (MO)
il y a plus de 40 ans (4), avec l'introduction de différentes sources cellulaires (cellules souches
périphériques (CSP) en 1981 puis sang de cordon ombilical en 1988 (5)), 'apport des techniques
de biologie moléculaire permettant d’affiner la compatibilité HLA (Human Leukocyte Antigen), la
réduction de la toxicité liée au conditionnement (avec 'avenement des conditionnements a intensité
réduite permettant de proposer un traitement curatif a des patients de plus en plus agés),
I’amélioration de la prophylaxie de la maladie du greffon contre ’hote (ou GeHD pour Graft-versus-
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Host Disease) et la meilleure prise en charge des complications infectieuses (6). La survie globale a
5 ans apres allogreffe s’est ainsi nettement améliorée, passant de 37% pendant la période 1993-
1997 a 53% pour la période 2003-2007 (4). Celle-ci varie selon les sous-groupes de greffes, allant
de 78% (+/-2%) pour les greffes géno-identiques dans le cadre d’une aplasie médullaire
idiopathique jusqu’a 25% (+/-1%) pour les greffes phéno-identiques pour une LAM en situation
réfractaire. Ces chiffres provenant de centres américains sont comparables aux données frangcaises,
avec une survie globale a 5 ans toutes greffes confondues estimée a 49,3% pour la période 2002-

2008 (3).

Malgré ces avancées, les complications restent fréquentes et se refletent dans les principales

causes de mortalités. Ainsi, les complications infecticuses représentent la deuxieme cause de déces

apres allogreffe, responsables de 20% des déces précoces (avant J+100) et 9 a 13% des déces

« tardifs » (apres [+100) (2). Avec 8 2 10% des déces avant J+100 et 7 a 10% apres J+100, la GeHD

arrive juste derricre, la rechute constituant quant a elle toujours la premicre cause de déces (22 a

27% avant J+100, 47 4 58% apres J+100) (2).

2. Problématique de la non prise de greffe

La non prise de greffe est une complication dont I'incidence globale est estimée a 5,5%

dans les études rétrospectives les plus récentes, variant nettement selon les différents types de
greffes (7,8). Si plusieurs facteurs de risques tels que le type de maladie sous-jacente, la source
cellulaire ou la compatibilité HLLA ont été clairement identifiés comme facteurs de risque de non
prise de greffe (7—11), d’autres facteurs comme la prophylaxie de la GvHD ou la compatibilit¢ ABO
sont plus controversés (7,8). Parmi ceux-ci, les infections et en particulier les réactivations virales
sont souvent citées comme facteurs de risque potentiels (7,12—14). Cependant, a I'exception
notable du virus de 'Herpes humain de type 6 (HHV-6) dont la réactivation avant ACSH provenant
de cordon ombilical a été décrite comme prédictive de la non prise de greffe, les événements
infectieux précoces n’ont jamais fait 'objet d’une étude spécifique dans ’hypothese d’un lien causal

direct avec cette complication.

L’objectif de cette étude était d’identifier les événements infectieux associés aux

non prises de greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH).
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3. Résumé de I'article

Entre 2008 et 2017, 2094 dossiers de patients ayant bénéficié d'une ACSH ont été analysés
via la base de données de trois centres hospitalo-universitaires (Lyon (Centre Hospitalier Lyon Sud,
HCL), Paris (Saint-Louis, AP-HP) et Toulouse (Oncopole)). Quatre-vingt-huit cas éligibles ont été
identifiés, permettant de retenir 49 cas de pertes de greffon analysables. Quatre-vingt-dix-huit
témoins leurs ont été appariés sur des critéres connus comme facteurs de risque de perte de greffon
(type de maladie, source cellulaire, compatibilité HLLA, et autant que possible sur le sexe, 'age (+/-
10 ans) et la temporalité de la greffe (+/- 5 ans)). Les IPS, définies sur des critéres de sévérité
(infection menagant le pronostic vital) et de temporalité (survenant pendant la « fenétre » de prise
de greffe, allant du début du conditionnement J-7 jusqu’a J+42 apres greffe) ont été recueillies par
croisement des bases de données de chaque centre avec le dossier médical du patient. D’autres
criteres démographiques, liés a la transplantation (tels que la cellularité, la prophylaxie de la GeHD

ou la compatibilit¢ ABO) et microbiologiques ont également été recueillis.

L’analyse descriptive n’a révélé aucune différence statistiquement significative pour les
caractéristiques démographiques et hématologiques des deux groupes, confirmant la qualité de
I'appariement. En analyse univariée, les IPS étaient fortement associées a la perte de greffon (Odds

Ratio (OR) 11,04 ; Intervalle de confiance a 95% (1C95%) [3,86-31,61] ; p<0,0001). L.es hommes

recevant un greffon de femme (p=0,009), la discordance sérologique vis-a-vis du cytomégalovirus

(CMV) entre le donneur et le receveur (sérodiscordance) (p=0,033), une richesse cellulaire du
greffon inférieure ou égale a 2,5 (10° pour les greffons de CSP et MO, 10° pour les greffons de
cordons) cellules nuclées totales par kilogramme (p=0,040) étaient également des facteurs associés
a la perte de greffon. En analyse en sous-groupes, les IPS associées a la perte de greffon étaient
(par ordre décroissant de risque) : la toxoplasmose (OR 29,44), le sepsis prolongé non documenté
(OR 24,35), les infections fongiques invasives (OR 11,13), le sepsis sévere (OR 8,29) et les
infections virales (OR 2,84) (p<0,05 pour chaque sous-groupe). En analyse multivariée, les IPS, la
cellularité et la sérodiscordance CMV étaient indépendamment associés a la perte de greffon (OR
14,35 ; 1C95% [3,58-57,49] ; p<0,0001, OR 4,23 ; 1C95% [1,21-14,74] ; p=0,024 et OR 2,83 ;
1C95% [1,08-7,41] ; p=0,035, respectivement).

En prenant le déces de toutes causes comme événement compétitif, I'incidence cumulée
des IPS a 42 jours post-transplantation était significativement plus élevée chez les cas par rapport
aux témoins (75,5% [64,4-88,6] vs. 26,5% [19,1-36,9] respectivement ; Gray test : p<0,0001). La
mortalité cumulée liée aux infections a 5 ans, avec le décés de cause non infectieuse en événement

compétitif, était significativement plus élevée chez les cas par rapport aux témoins (75,2% [64,7-
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82,7 ws. 47,3% [27,2-61,9] respectivement ; Gray test : p=0,002). La survie globale a 5 ans était
significativement diminuée chez les cas (19,7% [5,2-34,2]) par rapport aux témoins (52,9% [42,4-
63,4]) (HR 2,475; IC 95% [1,48-4,137] ; p<0,0001). Concernant les 2°™ greffes de sauvetage, les
patients recevant une greffe haplo-identique présentaient un taux de survie globale supérieur par
rapport a ceux recevant une greffe de donneur non apparenté ou de sang de cordon (100% »s. 30%

; p=0,023 et 100% »s. 11,1% ; p=0,0035, respectivement).

Cette étude montre une forte association entre les IPS et les non prises de greffe. Bien que

cette relation ait souvent été suggérée comme un cofacteur dans d’autres études, cela n’avait jamais
été spécifiquement documenté. Par ailleurs, seules les infections virales étaient habituellement
analysées. Pour la premicre fois, d’autres agents infectieux d’origine fongique, bactérienne et
parasitaire sont mis en évidence au moment de I’échec de prise de greffe. La question se pose du
role de ces infections comme facteurs initiateurs ou conséquences contemporaines de cette
complication, le délai de survenue des IPS plaidant plutét en la faveur d’agent potentiellement
favorisant la non prise. Le pronostic péjoratif des non prises de greffe est en outre confirmé, avec
des résultats intéressants concernant la greffe haplo-identique en traitement de sauvetage

nécessitant confirmation sur de plus grandes séries.
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REVUE DE LA LITTERATURE
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Pour mieux comprendre la problématique, il convient d’introduire le sujet par un état des
lieux de la littérature. Vers la fin des années 1980, 'amélioration des procédures de prévention de
la GsHD a permis la diversification des types de greffes et ouvert la voie aux greffes HLLA
incompatibles (15). Cette avancée, permettant a un nombre croissant de patients n’ayant pas de
donneur apparenté géno-identique de bénéficier d’un traitement curatif, s’est accompagnée d’un
taux croissant de non prises de greffes (15,16). Plusieurs équipes se sont alors intéressées aux
facteurs de risques et mécanismes immuno-pathologiques associés a ces non prises. Les résultats,
parfois divergents et obtenus a partir de populations hétérogenes, soulignent toute la difficulté de
I'analyse de cette procédure complexe qu’est "ACSH et la prudence nécessaire pour l'interprétation

d’études peu ou non comparables.

I. NON PRISE DE GREFFE DE CSH

1. Définition
Pendant longtemps, la définition de la non prise de greffe n’a pas été standardisée. La
reconstitution autologue a ainsi souvent été considérée comme une perte de greffon secondaire (8)
avant d’étre classée dans les non prises de greffe primaires dans les approches plus récentes (11,17),
tandis que le dysfonctionnement du greffon (poor graft function) est parfois arbitrairement considéré

comme une non prise de greffe. Les études plus récentes convergent vers une définition cohérente

que nous reprendrons ici (Tableau 1).

La non prise de greffe primaire est définie par I'absence de prise initiale des CSH du
donneur, avec un chimérisme sur moelle mixte ou excédant 95% du receveur (7,8). En cas de
conditionnement myéloablatif, cette situation se traduit par une absence de sortie d’aplasie (non
prise de greffe neutropénique, avec polynucléaires neutrophiles (PNN) inférieurs a2 0,5 G/L) ou
une reconstitution autologue en cas de conditionnement d’intensité réduite (17,18). La non prise
de greffe secondaire est définie par la perte d’un greffon ayant précédemment montré des signes
de fonctionnement, avec perte du chimérisme du donneur. Celle-ci se traduit par sortie initiale
d’aplasie avec un chiffre de PNN supérieurs ou égal a 0,5 G/L pendant plus de trois jours
consécutifs avant un retour en aplasie. La dysfonction du greffon est une entité¢ distincte,
caractérisée par un chimérisme total donneur avec une moelle hypoplasique et deux ou trois
cytopénies persistantes aprés ASCH en I'absence de GvHD (17,19). Le délai généralement admis

pour considérer une non prise de greffe primaire est de 28 jours, porté a 42 jours pour les greffes
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de sang de cordon (10,20). Par extension, les études plus récentes proposent un seuil commun a
42 jours (11,18). Passé ce délai, la non prise de greffe est considérée comme secondaire. Une non
prise de greffe secondaire survenant avant 42 jours aprés ACSH est considérée non prise de greffe
secondaire précoce. Que la non prise soit primaire ou secondaire, un élément important est
I’absence de rechute de la maladie hématologique sous-jacente (17). L’absence de prise de greffe
liée a une rechute est en effet un événement distinct, régi par des mécanismes physiopathologiques

différents.

Cette définition, désormais reprise par la plupart des auteurs, constitue la premiére source
de variabilité des études plus anciennes. Outre la définition en elle-méme et sa temporalité, les
patients ayant présenté une rechute et/ou un déces précoces peuvent étre catégorisés comme non
prise de greffe dans les bases de données. Ceci constitue un biais dont il convient de s’affranchir

par I’éviction de ces patients des analyses pour accroitre la pertinence des résultats.

2. Incidence

Toutes greffes allogéniques confondues, I'incidence globale de la non prise de greffe est
estimée a 5,5% dans les études rétrospectives les plus récentes (7,8). Le risque est cependant tres
variable en fonction des situations, avec une incidence allant de 2% pour des maladies
hématologiques malignes greffées avec des CSP jusqu’a 30% pour des maladies non malignes
bénéficiant de greffon de sang de cordon ombilical ou de greffe haplo-identique (8,11,12,21). A
titre comparatif, le dysfonctionnement du greffon survient dans 5 a 27% des cas apres ACSH (19).
Réunies sous lentité nosologique des syndromes d’insuffisance médullaire apres ACSH (Bowe
marrow fatlure syndromes, définis dans le tableau 1), ces deux complications, bien que relativement

rares, ne sont pas exceptionnelles.
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DEFINITIONS DES SYNDROMES D’ INSUFFISANCE MEDULLAIRE APRES

ACSH

Non prise de greffe (graft failure)

e Primaire neutropénique :
o Absence de sortie d’aplasie (PNN =< 0,5 G/L) avant J+42 post-ACSH
o Chimérisme mixte ou = 95% receveur
¢ Primaire non neutropénique :
o Sortie d’aplasie (PNN = 0,5 G/L) avant J+42 post-ACSH
o Chimérisme = 95% receveur (= Reconstitution autologue)
e Secondaire précoce :
o Sortie d’aplasie pendant au moins 3 jours consécutifs (PNN = 0,5 G/L) avant
retour en aplasie avant J+42 post-ACSH
o Perte du chimérisme du donneur (chimérisme mixte ou = 95% receveur)
e Secondaire tardive :
o Sortie d’aplasie pendant au moins 3 jours consécutifs (PNN = 0,5 G/L) avant
retour en aplasie apres J+42 post-ACSH
o Perte du chimérisme du donneur (chimérisme mixte ou = 95% receveur)

Dysfonction du greffon (Poor graft function)

e Chimérisme total donneur (= 95% donneur)

e Présence d’une ou plusieurs cytopénies persistantes apres J+42 post-ACSH :
o PNN=05G/L
o Plaquettes <20 G/L
o Hémoglobine < 70 g/L

e Moelle hypoplasique

e Absence de GsHD

Criteres d’exclusion

e Rechute précoce de la maladie (avant J+42) et/ou décés sutvenant précocement apres
IPACSH.

Tableau 1: Définitions des syndromes d’insuffisance médullaire (Bone Marrow Failure
Syndromes) aprés ACSH

ACSH : Allogreffe de Cellules Souches Hématopoiétiques, GvHD : Graft-versus-FHost Disease (maladie du greffon contre I'bite), PNN :

Polynucléaires neutrophiles
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3. Facteurs de risques identifiés

a) Maladie hématologique

La maladie hématologique sous-jacente est probablement 'un des facteurs de risque

influencant le plus fortement la non prise de greffe. Les patients greffés pour une maladie non

maligne ont ainsi jusqu’a trois fois plus de risque de présenter une non prise de greffe que ceux
traités pour une hémopathie maligne (7). Dans cette population naive de chimiothérapie, 'intégrité
du systétme immunitaire favorise le rejet. Les patients atteints d’hémoglobinopathie sont
fréquemment polytransfusés sur fond d’hématopoiese hyper-cellulaire ce qui, comme nous le

verrons plus tard, peut impacter la prise de greffe.

Parmi les hémopathies malignes, les syndromes myéloprolifératifs présentent un risque

trois fois supérieur de non prise de greffe par rapport aux LAM (8). Cette différence est en partie

expliquée par la présence d’une splénomégalie, démontrée comme augmentant le délai de prise de
greffe ainsi que risque de non prise. La fibrose médullaire associée a certains SMP constitue
également un environnement peu favorable a la bonne installation des CSH. La splénectomie
permet de réduire ce délai sans impacter la survie globale (8,22). 11 est intéressant de noter qu’une
majoration de la cellularité (par l'utilisation de greffons de CSP par exemple) permet d’améliorer la
prise de greffe en cas de splénomégalie, attestant de la capacité de séquestration des cellules
sanguines par la rate. Plett e/ a/. avaient ainsi rapporté dans un modele murin la présence de CSH
dans la moelle osseuse et dans la rate 20 heures apres PACSH (23). Les CSH de la moelle
présentaient cependant un phénotype plus immature et conservaient une capacité de restauration
de T’hématopoiese supérieure aux CSH séquestrées par la rate, s’apparentant plus a des

progéniteurs.

Le statut de la maladie est également important, avec un surrisque de non prise de greffe

en cas de maladie avancée ou persistante, soulignant la difficulté d’implantation du greffon dans un
microenvironnement fortement altéré par la maladie hématologique (8). Dans une étude récente
de la Société Francaise de Greffe de Moelle et de Thérapie Cellulaire (SFGM-TC), Cluzeau ef 4.
ont montré que, dans le sous-groupe des hémopathies malignes, le seul facteur significativement
associé a la non prise de greffe en analyse multivariée était le statut de la maladie avant
transplantation (24). Cette analyse réalisée sur une période de temps relativement récente (2006-
2012) incluait uniquement les greffes provenant de donneurs non apparentés et n’incluait ni greffe

de cordon, ni greffe haplo-identique.
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b) Caractéristiques du greffon

Les greffes de CSH provenant de sang de cordon ombilical ont un risque de non prise

supérieur par rapport aux greffes issues de CSP ou de MO (7,8). Entre ces deux dernieres sources

cellulaires, le risque de non prise est plus élevé dans certaines situations pour les greffons de MO
par rapport aux CSP, notamment en cas d’hémopathie maligne ou de conditionnement
myéloablatif (8). Ces différences doivent étre rapprochées de la cellularité du greffon. S’il n’existe
pas, a priori, de différence « qualitative » concernant les CSH elles-mémes (ces dernieres ayant la
capacité de transiter entre la MO et le sang), un greffon issu de CSP contient trois a quatre fois plus
de cellules CD34+ et environ dix fois plus de lymphocytes qu’un greffon issu de MO (5). Olsson
et al. ont ainsi rapporté un effet protecteur de la richesse du greffon a partir d’une cellularité
supérieure ou égale a 2,5.10° cellules nuclées totales par kg et 3.10° cellules CD34+ par kg (7). La
pertinence de ce seuil a été confirmée par la plus grande étude sur la non prise de greffe
rétrospective a ce jour, montrant une augmentation du risque de non prise de 40% en cas de
cellularité inférieure ou égale a 2,4.10° cellules nuclées totales par kg (8). L’'impact du nombre de

cellules CD34+, étudié a différents seuils, n’était cependant pas retrouvé dans cette deuxieme étude.

Ces résultats suggerent que plus que la cellularité elle-méme, c’est la source cellulaire qui est

importante, avec les différents sous types cellulaires qui lui sont associés.

c) Compatibilité HLA

Le faible taux de non prise de greffe observé en cas de greffon provenant d’un donneur
apparenté HLA identique (dit géno-identique) s’explique en grande partie par la profondeur de la
compatibilit¢ HLA. En cas de greffe provenant d’un donneur non apparenté, une compatibilité de
8/8 (pour chacun des deux alléles des locus HLA-A, -B, -C et -DRB1) est recherchée aux Etats-
Unis. En Europe, cette compatibilité est étendue au locus HLA-DQ (compatibilité 10/10). Dans
I’éventualité ou plusieurs donneurs seraient disponibles, la compatibilité pour le locus HLA-DP
(12/12) est également recherchée. Les premicres greffes bénéficiaient d’un typage HLA par une
méthode sérologique, définissant des incompatibilités dites « antigéniques ». L’introduction des
méthodes de biologie moléculaire a permis d’affiner le typage HLLA, permettant de détecter des

incompatibilités au niveau génique, dites « alléliques ».

Ces regles ont été établies a la lumicre des études ayant progressivement rapporté 'impact
de la compatibilit¢ HLLA sur PACSH. L’incompatibilité sérologique a ainsi été 'un des premiers
facteurs de risque identifié de non prise de greffe, avec jusqu’a 28% de non prises de greffe
observées dans le contexte haplo-identique en comparaison a 2% pour des greffes géno-identiques

dans une étude datant de 1989 (15). Plus tard, les méthodes de typage haute résolution ont révélé
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que chaque incompatibilité allélique au niveau des différents loci HLA-A, -B, -C (HLA de type I)
et -DRB1 (HLA de type II) est associée a augmentation significative de la mortalité globale (25,20).
L’augmentation de la mortalité d’une greffe compatible 9/10 est ainsi estimée a 27% par rapport a
une greffe compatible 10/10 (26). Si certains auteurs ont rapporté des incompatibilités semblant
mieux tolérées (notamment dans le locus -B et -C), une méta analyse récente retrouve un impact
similaire pour les incompatibilités HLLA-A, -B et -C avec une tendance a 'augmentation de la

mortalité globale en cas d’incompatibilité -DRB1 (26).

Les incompatibilités dans les locus -DP et -DQ (HLA de type II) n’ont quant a elles jamais
montré d’impact sur la mortalité globale. La particularité de l'incompatibilit¢ HLA-DP doit
cependant étre soulignée. Une étude a en effet montré que 'incompatibilité -DP pouvait se diviser
en deux catégories : les incompatibilités dites « permissives », mieux tolérées, et les incompatibilités
dites « non permissives », plus immunogenes et associées a un moins bon pronostic (27). Ainsi chez
les patients bénéficiant d’une greffe avec un donneur non apparenté HLA compatible 10/10, les
incompatibilités non permissives -DP étaient associées a une augmentation de la mortalité globale,
de la mortalité non liée a la rechute et du taux de GzHD aigué. Plus étonnant, cette étude retrouvait
des survies comparables entre les greffes compatibles 9/10 avec incompatibilité -DP permissive et

les greffes compatibles 10/10 avec incompatibilité -DP non permissive.

Toutes ces données liées a 'incompatibilité HLLA sont transposables au risque de non prise

de greffe. Les greffes non apparentées présentent ainsi toutes un surrisque de non prise de greffe

par rapport aux greffes apparentées géno-identiques (7). Le risque est significativement plus élevé

en cas d’incompatibilités pour les locus HLA de type 1 (28-30) mais semble étre compensé par
I’administration de sérum anti-lymphocytaire (SAL) pour les incompatibilités -C, -DP et -DQ (31).
Un surrisque existe également en cas d’incompatibilité -DP, méme permissive, ce qui représente

80% des cas de greffe compatibles 10/10 (32,33).

d) Anticorps anti-HLA

La présence d’anticorps anti-HLA est retrouvée chez 1 a 5% des donneurs volontaires de
sang en bonne santé, jamais transfusés (34). Chez les patients candidats a I’allogreffe, ce chiffre est
estimé entre 19,6% et 39,4%, principalement li¢ a la polytransfusion (35). De nombreuses études
ont documenté 'impact déléteére de ces anticorps préexistants sur les résultats de PACSH. Plus que

la simple séropositivité, c’est la présence d’anticorps spécifiques dirigés contre le HILA du donneur

qui est associée a un risque accru de non prise de greffe (35). Ces données se sont vérifiées dans

toutes les situations de greffe non apparentées (10/10, 9/10, sang de cordon et haplo-identique)

avec des incidences de non prise de greffe allant jusqu’a 57,1% dans certaines situations de double
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greffe de sang de cordon avec présence d’anticorps dirigés contre les deux unités placentaires (30).
Dans le cas des greffes non apparentées HLA compatibles 10/10, ce sont les anticorps dirigés
contre le HLA-DP du donneur qui pourraient participer au rejet du greffon (37). Ces résultats
doivent étre nuancés a la lumiere de certaines études qui n’ont pas mis en évidence de relation entre
la présence d’anticorps anti-HLA spécifiques du donneur et le risque de non prise de greffe,
notamment dans le cadre de greffe de double unité placentaire avec présence d’anticorps dirigés
contre un seul cordon (38) ou de greffe a conditionnement réduit (39). La spécificité des anticorps
n’était cependant pas étudiée dans ce dernier cas, et la présence d’anticorps anti-HILA était tout de

méme associée a une moins bonne survie globale.

Ces données sont particulicrement importantes avec 'augmentation actuelle du nombre de
greffes haplo-identiques. Ces greffes en situation apparentée majorent en effet le risque de présence
d’anticorps anti-HLA spécifiques du donneur, notamment chez les femmes multipares. Gladstone
et al. décrivaient ainsi au sein d’une cohorte rétrospective de 296 patients ayant bénéficié d’une
greffe haplo-identique la présence d’anticorps anti-HLA spécifiques du donneur chez 14,5%
(n=43) d’entre eux (40). En analyse en sous-groupe, 30,6% des femmes présentaient des anticorps
anti-HLA spécifiques du donneur, contre 4,9% des hommes. I’EBMT propose ainsi des
recommandations guidant la sélection du meilleur donneur haplo-identique a la lumiere des
données récentes de la littérature (41). La recherche d’anticorps anti-HILA spécifiques du donneur
est recommandée chez tous les patients, avec en cas de positivité la sélection d’un autre donneur si
possible ou bien la désensibilisation avant ACSH. Des protocoles d’immunomodulation (échanges
plasmatiques, immunoglobulines intraveineuses, perfusions de Rituximab) ont été développés dans
ce cadre, permettant une réduction du taux d’anticorps (42). Les résultats mitigés obtenus avec de
telles approches soulévent la question du réle exact des anticorps dans ce contexte, comme nous

le verrons plus tard dans la discussion.

e) Compatibilité ABO

L’incompatibilité ABO a longtemps été considérée comme un facteur risque d’hémolyse ne
génant pas la bonne prise de greffe. Les premicres études réalisées a la fin des années 1970 ne
retrouvaient effectivement pas d’impact de 'incompatibilit¢ ABO sur le délai de sortie d’aplasie ou
la survenue de GsHD (43,44). Ce n’est que plus tard vers la fin des années 1990 qu’une surmortalité
associée a un exces de non prise de greffe a été décrite (45). Cet effet était surtout marqué en cas
d’incompatibilité ABO bidirectionnelle, sans impact retrouvé de I'incompatibilité mineure ou

majeure sur la survie. Inversement, 'incompatibilité ABO majeure a été reliée a un surrisque de

non prise de greffe en cas de donneur non apparenté, avec un impact moindre de I'incompatibilité

bidirectionnelle qui ne ressortait plus dans 'analyse multivariée (31). Ces résultats ont été confirmés
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dans une autre étude portant sur des ACSH géno-identiques, avec un effet indépendant de la source

cellulaire (8).

Malgré ces données, I'impact actuel de I'incompatibilité ABO reste controversé. Les études
plus récentes ne retrouvent pas d’'impact des différentes incompatibilités sur la non prise de greffe
en analyse multivariée (7). Cette différence pourrait s’expliquer en partie par la désérythrocytation
ou la réduction plasmatique des greffons ABO incompatibles. Ce traitement entraine une perte de
cellularité, avec une baisse du nombre de lymphocytes T (IT), constituant un potentiel facteur de
confusion expliquant possiblement la persistance de I’association en analyse univariée. Par son effet
antiprolifératif sur les L'T et les lymphocytes B (LB), le méthotrexate utilisé en prophylaxie de la

G2HD pourrait également minimiser I'impact immunologique de I'incompatibilité ABO.

f) Discordance de sexe

Vers le milieu des années 1950, Eichwald ez a/. rapportaient un rejet plus fréquent et plus
rapide des greffes de peau provenant de donneurs murins males sur des souris femelles (46). La
découverte du role prédominant en transplantation des antigenes du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH), codés par les génes du systeme HLA, a par la suite fait passer la
discordance de sexe au second plan. Ce n’est qu’ultérieurement que le sujet a fait 'objet d’un regain
d’intérét avec la constatation d’une majoration de la mortalité globale chez les hommes recevant
un greffon de CSH d’un donneur féminin (47,48). Cet effet était associé a une augmentation de la
mortalité liée a la greffe, du taux de G#HD et une diminution du risque de rechute. D’autres études
ont également décrit une diminution de la survie globale avec une augmentation du taux de non
prise de greffe chez les patientes recevant un greffon de donneur masculin (21,48,49). L’effet était
observé quel que soit I'age, indépendamment de 'année de greffe et de la source cellulaire. D’une
facon intéressante, 'augmentation du risque de non prise était limitée aux patientes ne recevant pas

de SAL ou aux greffons déplétés en LT.

Des résultats inverses ont été rapportés dans des études rétrospectives plus récentes avec
des effectifs importants, montrant un risque supérieur de non prise de greffe en cas d’homme
recevant un greffon de donneur féminin (7,8). Ce renversement de tendance pourrait en partie
s’expliquer par la généralisation du SAL pour les greffes non apparentées, minimisant 'impact de
la reconnaissance allogénique d’antigenes d’histocompatibilité mineurs codés par le chromosome
Y sur la non prise de greffe. Ainsi, le sexe du donneur ne semble plus avoir d’impact, ni sur la survie
globale ni sur la non prise de greffe pour les patientes allogreffées (8,50). Les données issues des
pratiques récentes rapportent une survie sans progression inférieure chez les hommes,

indépendamment du sexe du donneur (50). Dans le cas d’un greffon de donneur féminin, cette
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surmortalité est associée a une majoration du risque de G#HD chronique et de la mortalité non liée
a la rechute, avec diminution du risque de rechute. La surmortalité dans cette population abolirait

le bénéfice secondaire a la réduction des rechutes.

g) Conditionnement

Le développement des conditionnements non-myéloablatifs (permettant en théorie une
reconstitution autologue en cas de non prise de greffe) et d’intensité réduite (situé entre le non-
my¢éloablatif et le myéloablatif) a permis une diminution de la mortalité non liée a la rechute,
étendant ainsi Iéligibilité de la procédure d’allogreffe a des patients plus agés et/ou présentant plus
de comorbidités. Cette diminution apparente de toxicité ne s’est cependant pas soldée par une
diminution de la mortalité globale, comme cela a été rapporté dans un essai randomisé récent
comparant les deux types de conditionnements (myéloablatif zersus intensité réduite) chez des
patients atteints de LAM ou de syndrome myélodysplasique (51). Devant un excés de mortalité

globale dans le groupe a conditionnement réduit, ’essai a da étre stoppé de fagon précoce.

Corollaite de cette diminution de doses, les conditionnements non-myéloablatifs et

d’intensité réduite exposent a un surrisque de non prise de greffe (7). Ceci est particulierement vrai

en cas de conditionnement d’intensité réduite utilisé pour une maladie non maligne, favorisant ainsi
la persistance d’un systéme immunitaire actif chez le receveur. Parmi ces conditionnements, le
conditionnement non-myéloablatif expose a un risque supérieur par rapport au conditionnement

d’intensité réduite (52).

Le type de traitement utilisé peut également avoir son importante : 'association d’une
irradiation corporelle totale et de cyclophosphamide semble diminuer le risque de non prise de

greffe en cas de conditionnement myéloablatif (8). Un risque plus élevé de non prise de greffe est

rapporté en cas d'utilisation de busulfan associé a du cyclophosphamide.

h) Prophylaxie de la GvHD

Les déplétions en I.'T du greffon (dites ex »ivo) en vue de réduire le taux de GyHD se sont

accompagnées d’une augmentation importante des non prises de greffe, entre 10 a 30% en cas de
donneur géno-identique et plus encore pour les greffe HLA incompatibles (7,49,53). Les bons

résultats obtenus par la suite avec I'introduction du SAL (déplétion en LT dites 7 vivo) permettant
une réduction significative du taux de G#HD aigué et chronique sans majoration du risque de
rechute, ont abouti a la généralisation de cette approche en Europe pour les greffes non apparentées
(54-56). Ces différents effets ne s’accompagnent toutefois d’aucune différence significative en
termes de survie globale. I’étude de Olsson ef a/. ne retrouvait pas d’impact de 'utilisation de SAL

sur la non prise de greffe avec les pratiques récentes (8). Dans cette étude cependant, 87% des
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greffes T déplétées provenaient de MO avec une cellularité importante pouvant éventuellement
favoriser la prise en masquant Ieffet de la lymphodéplétion T du greffon. Une potentielle
diminution de I'effet du greffon contre la leucémie (GuL. pour Graft versus Leukemia) dans certaines
populations, associée a une majoration du délai de reconstitution immunitaire ainsi que du risque
infectieux sont les principaux arguments allant contre la généralisation du SAL aux Etats-Unis. Le
développement d’autres approches prometteuses comme le cyclophosphamide post-greffe

restreint encore cette option (57-59).

Concernant les autres traitements prophylactiques de la G#HD, un risque diminué de non
prise de greffe a été rapporté avec l'association ciclosporine + méthotrexate ou l'utilisation de

tacrolimus (7,8). A I'inverse, l'utilisation de méthylprednisolone est associée a un surrisque de non

prise de greffe. Ia encore, la prophylaxie de la G#HD est un parameétre composite et fortement
relié au type de greffe : pour exemple, I'utilisation de méthylprednisolone plus répandue dans les

greffes de cordon, rend l'interprétation de ces données difficile.

i) Autres facteurs
Drautres facteurs favorisant la non prise de greffe ont été décrits de facon plus anecdotique.

Olsson et al. retrouvent dans leur étude un surrisque de non prise de greffe chez les patients agés

de moins de 30 ans (8). Ceci pourrait étre lié a une meilleure persistance du systéme immunitaire

apres conditionnement dans cette jeune population. Un excés de non prise est également observé

chez les patients présentant un performance status inférieur a 90%. Enfin, 'augmentation du risque

de perte observé avec les greffons cryoconservés pourrait s’expliquer par l'altération de la cellularité
liée a cette procédure. L’ensemble des facteurs décrits et identifiés comme étant associés a la non

prise de greffe est résumé dans le tableau 2.
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FACTEURS ASSOCIES A LA NON PRISE DE GREFFE

Maladie hématologique

e Maladie progressive/réfractaire
e Maladie non maligne
o Hémoglobinopathies, aplasie médullaire idiopathique
¢ Syndromes myéloprolifératifs
o Risque en partie lié a la présence d’une splénomégalie
Greffon
¢ Source cellulaire
o Sang placentaire
o MO > CSP (particulicrement si hémopathie maligne ou conditionnement
myéloablatif)
o Cellularité < 2,5.10°CNT/kg
¢ Incompatibilit¢ HLA
o Haplo-identique
o Phéno-identique (particulierement si incompatibilit¢ HLA de type I)
o Anticorps anti-HLA spécifiques du donneur
¢ Incompatibilit¢ ABO majeure
¢ Discordance de sexe
o Receveuse d’un greffon masculin (compensé par le SAL)
o Receveur d’un greffon féminin
Autres
¢ Conditionnement
o Intensité réduite > non myéloablatif
o My¢loablatif : utilisation de Busulfan a la place de I'irradiation corporelle totale
e Prophylaxie de la GvHD
o Utilisation de méthylprednisolone
¢ Condition du patient
o Age inférieur 2 30 ans

O Performance status intérieur a 90%

Tableau 2 : Facteurs associés a la non prise de greffe

CNT : Cellules Nuclées Totales, CSP : Cellules Sonches Périphériques, HILA : Human Leukocyte Antigen, MO : Moelle ossense,
SAL : Sérum anti-lymphocytaire
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4. Evolution apres perte du greffon

a) Impact sur la survie globale

La population de patients allogreffés étant trés hétérogene, 'analyse de la survie globale
varie de fagcon importante entre les différents sous-groupes et centres de transplantation et doit, de
fait, étre interprétée avec prudence. La mortalité sans seconde greffe de sauvetage est extrémement
élevée en I'absence d’hématopoicse fonctionnelle. Certains auteurs rapportent ainsi une mortalité
de 99% chez les patients ayant présenté une non prise de greffe et n’ayant pas bénéficié d’une greffe

de sauvetage (60). Parmi les patients bénéficiant d’une greffe de sauvetage, la survie globale a 5 ans

toutes greffes confondues est quant a elle estimée entre 11% et 50% (10,20,60,61). Ce chiffre est
différent en fonction du type de maladie : la non prise de greffe en cas de maladie hématologique
non maligne ne modifierait pas la survie, avec une survie globale a 3 ans pouvant aller jusqu’a 82%
apres greffe de sauvetage a conditionnement réduit (7,11). La survie globale a 5 ans apres une
seconde greffe pour une aplasie médullaire idiopathique est, elle, estimée a 60,7% (62). Chez les
patients allogreffés avec un conditionnement myéloablatif pour une hémopathie maligne, la survie

globale a 1 an aprés non prise de greffe est estimée a 45% (8).

Si la rechute constitue souvent la premicre cause de déces apres non prise de greffe (26,7%
dans I'étude d’Olsson e7 al.) suivie par les causes infectieuses (15,2%), ces dernieres prennent la
premicre place dans certaines publications, représentant jusqu’a 52% des causes de déces apres
seconde greffe (de sauvetage) (8,18,20). D’une fagon intéressante, la non prise de greffe représente
la troisieme cause de déces (1,5-2,5%) apres la GeHD (2-6%) et les infections (6-13%) chez les

patients allogreffés pour une aplasie médullaire idiopathique (63).

b) Prise en charge

La prise en charge apres une non prise de greffe n’est pas standardisée. Si plusieurs options
existent (diminution de 'immunosuppression, administration de facteurs de croissances, infusion
de lymphocytes du donneurs, administration de cellules souches mésenchymateuses (CSM)), une

greffe de sauvetage semble étre la solution offrant les meilleurs résultats (64). En cas de greffon

autologue disponible, celui-ci peut étre proposé. De moins bons résultats sont généralement
observés avec les greffes de cordons dans cette indication par rapport aux greffes de donneurs non
apparentés ou apparentés issues de CSP ou MO (65). Malgré le faible nombre de patients rapportés
pour le moment, la réalisation d’une greffe haplo-identique en sauvetage, avec jusqu’a 75% de
survie globale a 5 ans dans certaines séries, semble étre une approche prometteuse (14,66). Plus

d’études sont nécessaires afin de pouvoir trancher entre ces différentes options.
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Une deuxieme greffe s’accompagne quoi qu’il en soit d’une toxicité importante, avec des
taux de mortalité non liée a la rechute allant de 63% jusqu’a 75% dans certaines séries rétrospectives
analysant les greffes de sauvetage aprés une premicre greffe non apparentée (60,67). La encore,
cette mortalité passe a 12% en cas de seconde greffe pour maladie non maligne a conditionnement
non myéloablatif (11). Le conditionnement d’intensité réduite, voire méme I'absence de
conditionnement, semble ainsi étre préférable dans ces conditions, épargnant I'impact de la toxicité

et la prolongation de I'aplasie du conditionnement myéloablatif (18,20,67).
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II. ACTEURS IMMUNITAIRES DE LA NON
PRISE DE GREFFE

Sile role des immunoglobulines dans le rejet de greffe en transplantation d’organe solide
a bien été démontré, celui-ci est plus controversé dans ’ACSH ou les mécanismes cellulaires sont
décrits comme prédominant (68,69). Les LT sont ainsi considérés comme les acteurs majeurs du
rejet de greffe de CSH, les données récentes soulignant cependant 'importance de la coopération
avec les LB (70,71). La non prise de greffe allogénique de CSH étant multifactorielle, identifier les
mécanismes impliqués au niveau cellulaire constitue le principal levier permettant d’élaborer des

stratégies de dépistage et de prévention de cette complication.

1. Immunité cellulaire

a) Lymphocytes Ta

Lymphocytes T CDS+

Les LT résiduels du receveur sont considérés comme les principaux médiateurs de la non
prise de greffe (72). La cytotoxicité des LT CD8+ du receveur dirigés contre des molécules du
CMH du greffon a été démontrée des 1987 (73). Plus tard, 'observation de rejet méme dans le cas
de greffes HLA compatibles a mené a la 'identification d’antigenes mineurs d’histocompatibilité
comme autres cibles des LT (74). Ces antigénes, non codés par le systeme HLA, possedent un
important polymorphisme et peuvent ainsi différer entre deux individus apparentés HLA
identiques (75). Un exemple caractéristique est I'antigene H-Y, codé par le chromosome Y,
spécifique de Tlhomme (76). Cet antigene, exprimé notamment par les progéniteurs
hématopoiétiques, peut étre reconnu et activer les LT allogéniques en cas de greffe provenant d’un
donneur de sexe opposé (77). Ceci explique en partie le surrisque observé dans certaines études de
non prise de greffe en cas de patiente recevant un greffon de donneur masculin avant la

généralisation du SAL (21,48,49).

Les mécanismes immunologiques générant l'alloréactivité et le rejet du greffon par les LT
CD8+ du receveur sont encore mal compris. Dans un modéle murin, I'inactivation de différents
mécanismes de cytotoxicité (par relargage de perforine) ou d’induction de 'apoptose (par différents
ligands tels que FasL, TRAIL, TWEAK et TL1A) ne permet pas d’inhiber le rejet du greffon par
les LT CD8+ du receveur (78,79). Bien que ces résultats suggerent le réle de facteurs indépendants
non cytotoxiques dans les mécanismes de rejet, il faut noter que les soutis étaient pré-exposés a des
antigénes mineurs d’histocompatibilité, avec une population LT CD8+ mémoire déja présente
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pour médier le rejet. Cette immunisation, souvent réalisée dans les essais précliniques reproduisant

le modcle de non prise de greffe, ne reflete ainsi pas de fagon fidele la procédure d’ACSH humaine.

Parallélement, le role favorisant la prise de greffe des T CD8+ du donneur iz leur effet

cytotoxique (médié notamment par la perforine) et I'induction d’apoptose (par expression de
FasL) sur les LT résiduels de 'hote a également été démontré (80). Cet effet, contrebalancé par une
augmentation du risque de G#HD, serait en partie indépendant du TCR (1" Ce// Receptor), comme

cela a été montré a moindre échelle avec des LT dépourvus de TCR.

Lymphocytes T CD4+
Bien que les L'T CD8+ soient au centre du mécanisme cellulaire de rejet, le role des LT

CD4+ ne doit pas étre négligé. Il a ainsi été montré que certains épitopes de la protéine H-Y

pouvaient étre présentés apres ACSH par les molécules du CMH de type 11 aux LT CD4+ Jelper
(L'Tw), ces derniers favorisant la maturation des cellules dendritiques et I'expansion des LT CD8+
cytotoxiques (81). Certains LT CD4+ cytotoxiques peuvent également agir en I'absence de LT

CD8+, reconnaissant et détruisant directement la cellule présentant le peptide cible vz le CMH de
type II (82).

Lymphocytes T  régulateurs

Par leur fonction immunomodulatrice, les LT CD4+ CD25+ FoxP3+ régulateurs (LT
jouent un role majeur dans le maintien de la tolérance du soi, notamment »iz la synthése de
cytokines immunosuppressives (telles que 'IL-10 et le TGF) ou la capacité d’inhiber la formation

de progéniteurs hématopoiétiques my¢éloides (83). L’ablation des LT\, du receveur par un anticorps

anti-CD25 augmente le phénomene de rejet médié par les lymphocytes Natural Killer INK) chez la

souris (84). Cet effet, reproduit par le blocage spécifique de la synthese de TGFR, suggere un réle
suppresseur de cette cytokine sur la cytotoxicité des NK impliqués dans le rejet. Inversement, le

transfert concomitant de LT, avec le greffon favorise la prise de greffe (85). D’une fagon tres

intéressante, le potentiel immunosuppresseur des LT, dans ce contexte permet de diminuer le
risque de G#HD sans altérer 'effet GoL, en diminuant notamment 'expression du récepteur a 'IL-
2 sur les LT alloréactifs. Ces données bien décrites chez la souris ont par la suite été confirmées

chez ’Homme (86).

Les LT, ont également un réle dans la maintenance de la CSH. Fujisaki ez a/. ont montré
dans un modele murin analysé par des techniques d’imagerie iz vivo que les LT, de la moelle étaient
co-localisés avec les CSH dans la niche hématopoiétique (87). De plus, I’ablation des LT, ou le

blocage de I'action de I'IL-10 entraine une perte des CSH dans ce mode¢le, suggérant que les LT,
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maintiendraient une zone de privilege immun au sein de la niche permettant la protection d’un

« réservoir » de CSH.

b) Lymphocytes Natural Killer

La capacité des lymphocytes NK du receveur a rejeter des CSH allogéniques a été démontré

sur des modeles de souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) (88). Ces souris, présentant un
déficit de 'immunité adaptative (T et B), conservent en effet la capacité de rejeter des greffes de
MO allogénique. Ce rejet médié par les lymphocytes NK est en outre indépendant de la

reconnaissance préalable des cellules allogéniques par une immunoglobuline.

Contrairement aux L'Taf3, 'activation des NK n’est ni spécifique d’un antigéne, ni restreinte
par le CMH (89). Les lymphocytes NK présentent a leur surface trois type de récepteurs : les
récepteurs de Cytotoxicité Naturelle (NCR pour Natural Cytotoxicity Receptors), les récepteurs lectine
de type C (CD9%4, NKG2D) et les récepteurs de la famille des KIR (pour Killer Immunoglobulin-like
receptors). Si les NCRs sont tous activateurs, les deux autres types de récepteurs peuvent étre
activateurs ou inhibiteurs. Ainsi, I'activation ou linhibition des lymphocytes NK dépend de
I’équilibre entre la stimulation de ces différents types de récepteurs, dépendante en grande partie
de l'environnement. Les molécules du CMH de type 1, exprimées par toutes les cellules du soi
(excepté les hématies), sont reconnues par des récepteurs KIR inhibiteurs permettant la tolérance.
A Tinverse, I'absence de reconnaissance de molécules du CMH de type I autologue entraine la
stimulation de récepteurs KIR activateurs, levant I'inhibition des lymphocytes NK et entrainant
leur activation. Dans un contexte ’ACSH non HLA identique, cette reconnaissance des cellules
étrangeres du greffon par les lymphocytes NK du receveur peut ainsi mener au rejet, 22z une action

cytotoxique ainsi qu’une induction de Papoptose par la voie FasL (90,91).

Selon le méme principe que pour les LT, les lymphocytes NK du donneur ont également

un réle dans la prise de greffe en facilitant élimination des cellules résiduelles du receveur. Cet
effet est d’autant plus intéressant qu’il permet une action GzL sans majoration du risque de GzHD,
expliquant le fort gain d’intérét des greffes haplo-identiques dont I'action repose en majorité sur
Pactivité des NK (92). Outre la destruction des LT résiduels du receveur, I'infusion de lymphocytes
NK alloréactifs permet effectivement de détruire les cellules présentatrices d’antigenes résiduelles
impliquées dans la physiopathologie de la GyHD. Par ailleurs, il a été montré que les lymphocytes
NK activés favorisent la croissance de colonies de CSH iz vitro en ’absence de tout autre facteur

de croissance hématopoiétique (93).
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c) Lymphocytes Tyd

De fagon similaire aux lymphocytes NK, les LTyd ne sont pas restreints par le CMH et ne
requi¢rent pas d’activation préalable par les cellules présentatrices d’antigenes (94). Cette sous-
population de LT, appartenant a la classe de 'immunité innée, peut également répondre a divers
stimuli de stress exprimés par des cellules infectées ou tumorales. I.’absence d’alloréactivité associée
a une activité anti-infectieuse et antitumorale d’installation rapide expliquent 'attention particulicre
portée aux L'Tyd dans le contexte de PACSH et de la thérapie cellulaire. Promouvant 'effet GoL
sans majorer le risque de GzHD, un taux élevé de LTyS aprés ACSH est associé a une meilleure
survie sans rechute et survie globale (95). La déplétion des greffons en LTa«f au profit des
lymphocytes NK et Tyd est ainsi en plein développement, avec des résultats prometteurs dans la
greffe haplo-identique (96). Plus spécifiquement, dans la non prise de greffe, Radestad e 4/ ont
rapporté la faisabilité, 'efficacité et la bonne tolérance d’une infusion « booster » de CSH déplétée
en LTuaf (comportant donc une majorité de LTyd) chez cinqg patients ayant présenté une non prise
de greffe secondaire (97). Le role exact de ce sous-type de LT dans la prise du greffon reste toutefois

encore peu étudié et nécessite plus d’études.

2. Immunité humorale

a) Immunoglobulines
Bien que le réle exact des anticorps anti-HLLA dans la non prise de greffe soit controversé,
les différents mécanismes immunologiques régissant leur activité ont été bien décrits. Taylor ez al.

ont montré que des souris exposées a des antigenes HILA différents avant de recevoir une ACSH

pouvaient rejeter le greffon en 3 heures par une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des

anticorps (ADCCQC), contre 6 jours pour des souris non immunisées (98). Les cellules du receveur

ayant un récepteur a la fraction constante Fc des immunoglobulines (FcR+), principalement les

lymphocytes NK et les macrophages, sont les principaux médiateurs de I'effet cytotoxique dans
cette situation. De fagon notable, une sensibilisation contre un antigene HLA donné entrainait le

rejet de greffon présentant d’autres antigenes HLA par un phénomene de réactivité croisée.

Outre les molécules HLA, d’autres antigenes peuvent étre la cible d’anticorps apres ACSH.

La présence d’immunoglobulines dirigées contre les CSH ou les cellules endothéliales (anticorps
anti-CD34+ et anti-VEGFR-2+) a été associée a la non prise de greffe chez ’'Homme (99). Dans

une cohorte de 43 patients ayant bénéficié d'une ACSH provenant de CSP ou de MO, Tazzari ef
al. rapportaient la présence d’anticorps de type IgM et IgG dirigés contre les PNN (anti
CD16/FcyRIIIb) dans 69% des cas (100). Les patients séropositifs présentaient un chiffre plus bas

de PNN jusqu’a 6 mois apres la greffe sans que cela n’ait d’'impact sur la prise de greffe. D une
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facon intéressante, ces anticorps étaient retrouvés chez tous les patients ayant bénéficié d’une greffe
déplétée en LT et a un taux plus faible avec les greffes issues de CSP, généralement plus riches en
LT. Ceci pourrait étre lié au retrait concomitant des LT, lors de la lymphodéplétion, laissant
librement proliférer des clones auto-réactifs. La question de la spécificité de ces anticorps se pose
néanmoins, les PNN étant pourvus de plusieurs récepteurs pour la fraction Fc des

immunoglobulines (CD16, CD32, CD64) pouvant se lier de fagon aspécifique aux IgG.

Ces données soulignent I'importance potentielle des anticorps préexistants a la greffe dans
les mécanismes de rejet. Tout comme les cellules les produisant, les anticorps présent au moment
de PACSH ne sont pas détruits par le conditionnement (98). La persistance d’anticorps produits
par les cellules de 'hote a ainsi été décrite jusqu’a plus de 18 mois apres ACSH (16). Leur role exact
est cependant controversé, la présence d’anticorps étant fortement corrélée a la présence de LT
CD8+ cytotoxiques spécifiques et aucune preuve démontrant la médiation directe du rejet par les
anticorps n’existant a ce jour chez 'Homme (71). Beaucoup d’auteurs considerent ainsi les

anticorps comme un épiphénomeéne, témoin de la présence de médiateurs cellulaires du rejet (70).

b) Cas particulier du sérum anti-lymphocytaire

Parmi les différentes stratégies d’immunothérapie influengant la prise de greffe, il convient
de souligner effet du SAL. Souvent allégué comme son principal mode d’action, I'effet sur les LT
est loin d’étre isolée. 11 a ainsi été montré que le SAL exerce son action non seulement par : (7)
déplétion des LT circulants et des zones lymphoides secondaires »iz une lyse dépendante du
complément ; mais également par (%) modulation de lexpression de molécules de surface
impliquées dans ’'adhérence et la migration des cellules immunitaires ; () induction de 'apoptose
des LB ; (77) maintien des cellules dendritiques dans un état immature favorisant la tolérance tout
en interférant avec les fonctions des cellules dendritiques matures ; et (2) induction de 'expansion
des LTw, (101,102). Ces différents effets, bien ¢tudiés avec le sérum dérivé de lapin
(Thymoglobuline®) ne sont cependant pas transposables avec toutes les formulations, comme I'ont

rapporté Feng ef al. en montrant que SAL dérivé de cheval provoquait au contraire une diminution

du nombre de LT, (103).

3. Role des cellules souches mésenchymateuses

En 1987, Simmons ¢f al. rapportaient dans Nature que les cellules du stroma médullaire ne
sont pas détruites par le conditionnement et restent d’origine receveur apres ACSH (104). Les
nombreux effets immunomodulateurs des CSM découverts par la suite, associés a leur expression
limitée des antigenes HLA de classe I (et 'absence d’expression d’antigenes HLA de classe II) en
ont fait des candidats de choix pour supporter la procédure I’ACSH (105).
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a) Support de ’lhématopoiése et réparation tissulaire

Les CSM tiennent une place importante dans 'homéostasie médullaire. La transplantation
de CSM a des souris NOD-SCID (Non Obese Diabetic - Severe Combined ImmunoDeficiency), qui en plus
du déficit de 'immunité adaptative cité plus haut présentent un déficit de 'immunité innée, permet
la reconstitution en 4 a 10 semaines de 'ensemble des cellules du microenvironnement médullaire
constituant la niche supportant ’hématopoicse par la différenciation des CSM en cellules stromales,
ostéocytes, ostéoblastes et cellules endothéliales (1006). Les cellules stromales dérivées des CSM

permettent le maintien de la CSH a un état quiescent et garantissent son auto-renouvellement.

Apres ACSH, le microenvironnement médullaire est fortement altéré par Iirradiation, la
chimiothérapie et I'impact de maladie hématologique. Par ces capacités de différenciation, les CSM

peuvent ainsi promouvoir la reconstitution du stroma médullaire, tout en assurant le

renouvellement et la différenciation de la CSH par la synthése de différentes cytokines (notamment

IL-6, SCF ou FLT3-L) (107). Les CSM peuvent également migrer dans les organes endommagés
pour contribuer a la réparation tissulaire, comme cela a été décrit dans le thymus apres ACSH,

favorisant dans ce cas la reconstitution immunitaire (108).

b) Modulation de la réponse immunitaire

Les CSM peuvent moduler la réponse immunitaire de différentes maniéres (revues par
Uccelli ez al. (109)) : (2) en inhibant la fonction de présentation antigénique des cellules dendritiques
(par inhibition de la maturation des progéniteurs myéloides et monocytes en cellules dendritiques
immatures et diminution de 'expression du CMH 1I et des molécules de costimulation par les
cellules dendritiques matures) ainsi que leur potentiel pro-inflaimmatoire (par inhibition de leur
production de TNF et induction de la production d’IL-10 par les cellules dendritiques
plasmacytoides) ; () en inhibant lactivité cytotoxique des lymphocytes NK, par diminution de
Iexpression de récepteurs activateurs (NKp30 et NKG2D) ; (7z) en diminuant la capacité de burst
oxydatif des PNN et en majorant leur durée de vie vz la production d’IL-6 ; (#) en favorisant
Iengagement des LT vers la voie Tu2, majorant la synthése d’IL-4 anti-inflammatoire, et en
inhibant la prolifération des LT, favorisant leur survie dans un état quiescent par la production
d’IDO (Indoleamine 2,3-Dioxygénase, médiant la dégradation du Tryptophane, acide aminé
essentiel pour la prolifération des LT), ; (») en induisant la prolifération des LTy ; (#7) en inhibant
la prolifération et la différenciation des LB. Si beaucoup de ces effets passent par contact cellulaire
direct, certains sont médiés par la production de facteurs immunomodulateurs tels que le TGFB,

I'IL-0, la prostaglandine E2 (PGE2) ou I'IDO.
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c) Activité anti-infectieuse

Bien que possédant de nombreuses actions immunosuppressives, les CSM ont également
un role anti-infectieux. Ainsi, les CSM possedent des récepteurs de type Toll (TLR pour To//-Like
Receptors) permettant d’inhiber leur activité immunosuppressive et d’induire une réponse interféron
(IFN) de type I en cas d’infection (109,110). L’activation du TLR-4 en réponse au
lipopolysaccharide (LPS) permet également aux CSM d’induire la mobilisation rapide de cellules

immunitaires effectrices, notamment par la différenciation et la migration des monocytes.

Les CSM peuvent également agir en tant que cellules présentatrices d’antigénes dans la
phase trés précoce de la réponse immunitaire, ou les concentrations faibles d’IFN-y majorent
Iexpression du CMH de type II a leur surface. I.’augmentation d’IFN-y survenant par la suite induit
petit a petit leurs fonctions immunosuppressives et régulatrices (111). Une action directe des CSM
sur le pathogene a également été suggéré par plusieurs équipes ayant montré I'inhibition de la
croissance de différents micro-organismes (bacilles a gram positif dont Staphylococcus aurens, a gram
négatif dont Pseudomonas aernginosa, ainsi que d’autres pathogenes notamment Toxoplasma gondii et le
CMV) mis en cultures avec des CSM (107,112). Ces effets pourraient notamment étre médiés par

une action compétitive sur les ressources du microenvironnement (110).

Plus qu’un réle dimmunomodulation, les CSM auraient ainsi un véritable rdle

d’immunosurveillance avec la capacité de détecter différents changements dans le
microenvironnement, leur permettant d’engager une réponse pro- ou anti-inflammatoire en
fonction du contexte. En fournissant un frein efficace a la réaction inflammatoire, les CSM

permettent également de prévenir les dégats tissulaires liés a une inflammation incontrolée.

d) Applications cliniques pour la prise de greffe

Ces capacités de support de I’hématopoiese, de modulation de la réponse immunitaire et
de promotion de la réparation tissulaire font des CSM des acteurs clés pour le bon déroulement de
I’ACSH. Différents protocoles de co-infusion de CSM avec le greffon dans Poptique de favoriser
la prise de greffe ont ainsi été essayés. Si les résultats sont encore controversés concernant
Pefficacité de la procédure, la co-infusion de CSM est tres bien tolérée et montre des résultats
encourageant, notamment dans les greffes haplo-identiques (113). D’autres équipes ont évalué
I'intérét de I'infusion de CSM avec ou sans unité de sang placentaire chez les patients présentant
une dysfonction du greffon apres ACSH, les deux stratégies semblant efficaces et permettant une
meilleure récupération hématologique, patticuli¢rement chez les patients en 17 rémission compléte

a P’ACSH par rapport aux patients lourdement prétraités (114,115).
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La connaissance des différents acteurs de la prise (ou du rejet) de greffe de CSH, repris
dans un schéma récapitulatif (Figure 1), devrait nous permettre de mieux cerner les différents effets

par lesquels les agents infectieux peuvent interférer avec cette procédure.

Facteurs empéchant Facteurs favorisant
la prise de greffe , la prise de greffe
|
: o J9FP
|

CMH | o
.\:\ .‘ Treg Treg
. | +
Anticorps /
| |
!

anti-HLA
@ Liaison
N

CMH-peptide

. Cellules du donneur
. Cellules du receveur

Figure 1 : Acteurs cellulaires influant la prise de greffe

Les lymphocytes T (LT) CD8+ du receveur reconnaissent les cellules souches hématopoiétiques (CSH) du
donneur comme étrangeres via la présence d’antigenes du complexe majeur d’histocompatiblité (CMH) ou
d’histocompatibilité mineurs différents. L’absence de CMH du soi est reconnu par les lymphocytes Natural
Killer NK). Les cellules présentatrices d’antigenes du receveur, principalement les cellules dendritiques (DC),
stimulent les LT CD8+ et CD4+ par la présentation »ia le CMH 1 et 11 d’antigenes exprimés par la CSH
du donneur. Les LT CD4+ stimulent la réponse CD8+ etla réponse B. Les lymphocytes B (LB) du receveur
(puis les plasmocytes (P)) produisent des anticorps dirigés contre le systtme HLA ou d’autres antigénes
présentés par la CSH.

Parmi les facteurs favorisant la prise de greffe, les LT régulateurs (LTyg) aussi bien du receveur que du
donneurs exercent une action immunosuppressive sur les LT et NK du receveur via la synthése d’IL-10 et
de TGFB. Les LT CD8+ et NK du donneur permettent ’élimination des cellules immunitaires résiduelles
du receveur. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) du receveur possedent, elles, différentes
propriétés immunomodulatrices par contact cellulaire direct ou synthése de facteurs anti-inflaimmatoires
(IDO, PGE2, TGFp) permettant I'inhibition de la réponse T et B du receveur.
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III. RELATIONS HOTE - PATHOGENES
PENDANT LA PRISE DE GREFFE

Beaucoup d’auteurs introduisent leur article en citant les infections comme facteurs de
risque bien établi de non prise de greffe (7,11,12,18,20). Une analyse plus approfondie de la
littérature identifie finalement peu de données objectives, ce type d’événement étant souvent traité
comme un critere secondaire intuitif et implicite, ne se basant sur aucune définition standardisée.
Ainsi, a 'exception de quelques données sur les infections virales, aucune étude a ce jour n’a décrit
de facon précise les événements infectieux en lien avec la non prise de greffe. Dans ’étude de
Rondon e al. par exemple, 22% des déces apres non prise de greffe sont reliés a une cause
infectieuse, sans qu’il ne soit fait mention ni de critéres diagnostiques rigoureux, ni de sévérité (10).
Il est dés lors difficile de savoir comment interpréter une étude ou la simple détection d’une

réplication virale peut étre considérée comme une infection.

D’un point de vue évolutif, la CSH a di s’adapter afin de pouvoir répondre aux besoins
immunitaires inhérents a une agression d’origine infectieuse. Outre I'effet poussant la CSH a
compenser les cytopénies induites, différents mécanismes peuvent interférer avec ’hématopoicse
durant un tel événement: infection directe de la CSH ou des progéniteurs par le micro-organisme
en cause (principalement des virus), reconnaissance des motifs moléculaires associés aux
pathogenes (PAMPs pour Pattern Associated Molecular Patterns) par les TLRs présents a la surface de
la CSH et des progéniteurs, modification du microenvironnement médullaire et de sa composition
(cellulaire et cytokinique) par P'agent infectieux (116). Pour exemple, la stimulation du TLR-4
(récepteur principal du LPS) sur les progéniteurs hématopoiétiques entraine leur différenciation
vers la lignée myéloide et favorise la différenciation des progéniteurs lymphoides en cellules
dendritiques (117). En revanche, une stimulation prolongée de ce méme TLR est délétere pour la

CSH, altérant progressivement sa capacité a reconstituer I’hématopoiese (118).

Comme nous I'avons vu dans le paragraphe précédent, les cellules du stroma médullaire
dont les CSM et les cellules endothéliales peuvent également détecter des ligands immunogenes
d’origine infectieuse za leurs propres TLRs, induisant a leur tour la production de facteurs de
croissance appropriés tels que le G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) ou MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) en cas de reconnaissance du LPS (119). II est des lors facilement concevable

que la réponse immunologique a agent infectieux puisse diriger et moduler I’lhématopoiese.
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1. Virus

Les infections virales sont probablement les seuls événements infectieux bénéficiant de
données objectives dans leur lien potentiel avec la non prise de greffe. Plusieurs facteurs peuvent
moduler ’hématopoicse en cas d’infection virale. I’infection directe des CSH ou des progéniteurs
entraine la production de cytokines pro-inflaimmatoires, d’IFN de type 1 (IFN-o/B) par
reconnaissance des PAMPs via les récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptors), I’IFN de type 2
(IFN-y) ainsi que la production d’IL-6 par les CSM (120). Si ces effets visent a stimuler la réponse
antivirale en phase aigué, il est maintenant bien démontré qu'une production soutenue et chronique
d’IFN de type I induit un état immunosuppresseur en stimulant la production de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10, TGFR), en inhibant la réponse Tul au profit de la formation de LT, en
provoquant ’épuisement des LT CD8+ et en inhibant la réponse B (121). Au niveau de la CSH, il

a été démontré que la production aigué d’IFN-a permet la mise en cycle de la CSH quiescente et

sa_prolifération, tandis qu'une production chronique inhibe le renouvelle de cette population,

entrainant I’épuisement de la CSH (116,122). La virémie peut également participer a la destruction

directe des cellules, comme cela peut étre le cas avec les plaquettes, certains virus pouvant majorer
leur clairance par la formation de complexes immuns ou par réactivité croisée avec des anticorps

dirigés contre le virus (123).

a) Virus de ’'Herpés Humain de type 6

Données cliniques

Du fait d’une réactivation rapide apres ACSH, THHV-6 présente un intérét particulier dans
les complications précoces telle que la non prise de greffe. Drobsyski ez a/. décrivaient en 1993 la
présence ’HHV-6 dans le sang et la moelle de patients avec fievre non documentée, dont certains
présentaient une insuffisance médullaire inexpliquée apres ACSH (124). Une lymphopénie a
également été décrite chez les patients présentant une réactivation HHV-06, associée a I'inhibition
de la réponse lymphocytaire T spécifique dirigée contre le virus (125). Un autre étude a rapporté
une reconstitution lymphocytaire T CD8+ significativement plus lente a 6 mois post-ACSH en cas
de réactivation HHV-6 (126). Plus tard, Chevalier ef a/. ont montré que la réactivation 'HHV-6
apres ACSH était associée a une majoration du délai de prise de greffe (127). Il faut néanmoins
prendre en compte le fait que ces réactivations surviennent surtout apres greffe de cordon. Le
Bourgeois ¢ al. ont montré que la réactivation HHV-6 pendant I'aplasie apres double greffe de sang
de cordon était un facteur de risque indépendant de non prise de greffe (128). En décrivant les
réactivations virales survenant apres une perte de greffon, Lund e 2/ ont observé un plus grand

nombre de réactivation HHV-6 parmi les non prises primaires neutropéniques par rapport aux non
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neutropéniques, sans différence pour le CMV ou 'EBV (18). Aucun critere de sévérité n’était
cependant associé, les réactivations HHV-6 étant par exemple considérées a partir du seuil de
détectabilité. I.’étude n’ayant pas été réalisée pour rechercher un facteur de risque infectieux, aucune

comparaison avec des patients controles n’a été réalisée.

Meécanismes immuno-physiopathologiques

Si PHHV-6 est retrouvé latent dans les monocytes et les progéniteurs médullaires CD34+,
la cible principale de ’THHV-6 reste le LT CD4+, avec un effet cytopathique puis cytolytique (129).
L’infection induit une polarisation T2 en supprimant la production d’IL-2 des LT (ainsi que celle
d’IL-12 et d’IFN-y des macrophages) au profit d’'une production d’IL-10. I’HHV-6 promeut
également la formation de LT, sécrétant de 'IL-10. Ces différents effets participent a 'inhibition

de Pexpression du TCRaB impliqué dans la réponse T antivirale. Cliniquement, I'infection a HHV-

6 entraine une lymphopénie associée a un déficit prolifératif des LT face a un antigéne de rappel

apres ACSH (130). Inversement, la réduction du nombre de LT éduqués concrétisée par une perte
de diversité du répertoire immunitaire contre les différents pathogenes explique le surrisque
d’infection a HHV-6 observé dans les greffes issues de sang de cordon ombilical (127).
Contrairement a FTHHV-6B qui est espéce quasi exclusive se réactivant apres ACSH (127), le
variant HHV-6A peut également infecter les LT CD8+, les LTy$ ainsi que les lymphocytes NK,

sous types cellulaires impliqués en grande partie dans la réponse antivirale.

L’effet cytopathique est moins bien décrit pour les cellules présentatrices d’antigenes, ou
’HHV-6 semble latent. Le virus peut cependant induire de fortes perturbations dans la cellule
dendritique et le macrophage, en supprimant notamment de la production d’IL-12, cytokine clé de
la polarisation Tu1 impliquée dans la réponse antivirale. Dans les monocytes, THHV-6 induit la
diminution d’expression de CD14, CD64 et HILA-DR, trois molécules de surface jouant un role

important dans l'activation des cellules présentatrices d’antigenes (129).

Parallelement a son action sur les LT, linfection 2 HHV-6 inhibe la formation de

précurseurs hématopoiétiques de différentes lignées, ainsi que la croissance des cellules médullaires
stromales 7z vitro (124,131). I”’HHV-6 module également I'expression du CD46 a la surface des

cellules lymphoides. Cette protéine de surface, exprimée par toutes les cellules nucléées, joue un
role essentiel en prévenant I'activation spontanée du complément face aux cellules autologues. La
diminution d’expression du CD46 par HHV-6 entraine ainsi une lyse médiée par le complément

des cellules infectées dans le tissu lymphoide.

Ainsi, ces différents mécanismes permettent non seulement a FTHHV-6 d’échapper au

systeme immunitaire mais potentialisent également la pathogénicité d’autres virus. La réactivation
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d’HHV-6 majore ainsi le risque de réactivation du CMV, et est associé a la maladie a CMV dans
certaines greffes d’organe solide (132). L’inhibition des LT CD4+ provoquerait une diminution de
la réponse LT CD8+ spécifique dirigée contre d’autres virus, dont le CMV. Ceci est d’autant plus
marqué dans les greffons de cordons, caractérisées par un déficit quantitatif et qualitatif en cellules
dendritiques plasmacytoides associé a une forte proportion de LT CD4+, cible préférentielle de
PHHV-6 (133). 1l reste cependant difficile de savoir si la réactivation HHV-6 est la cause primaire
de la suppression de limmunité anti-CMV, ou simplement la conséquence dun état

d’immunosuppression latent.

b) Cytomégalovirus

Données cliniques

De nombreuses études ont documenté 'impact négatif de la réactivation CMV apres ACSH
sur la survie globale et la mortalité non liée a la rechute (134). Une augmentation de I'incidence de
la GoHD est également observée chez les patients présentant une réactivation du CMV, avec en
particulier une forte majoration du risque de GvHD chronique dans les organes ciblés par le virus
en cas de maladie a CMV (135). L’effet du virus sur la rechute reste quant a lui controversé, certains
auteurs ayant rapporté une diminution du risque de rechute chez les patients présentant une
réactivation du CMV (1306). Cet effet n’a cependant pas été retrouvé dans une des plus grandes
analyses multicentriques réalisée a ce jour par Teira ¢f a/, ou aucun impact de la réactivation du
CMYV sur la rechute n’a été observé parmi 9 469 patients receveurs d’'une ACSH de CSP ou MO
entre 2003 et 2010 (134).

Si linfection a CMV est associée a un risque majoré de rejet de greffe aigué et chronique

apres transplantation d’organe solide, cela n’a jamais été démontré dans le cas de PACSH (137).

Avec un délai médian de réactivation a 41 jours apres ACSH, le CMV se réactive en général plus
tardivement que ’HHV-6, diminuant l'intérét qui a pu étre porté a ce pathogene dans I’étude des
facteurs de non prise de greffe (128,134). Plusieurs études fondamentales ont pourtant souligné le
role potentiellement délétere que peut avoir le virus sur la prise de greffe et la reconstitution

immunitaire.

Mécanismes immuno-physiopathologiques

Appartenant a la méme sous-famille des beta-herpesvirinae, THHV-6 et le CMV possedent des
cibles communes telles que les monocytes et les progéniteurs médullaires (129,138). Apres la
primo-infection, le CMV persiste a I’état latent dans la lignée myéloide, particulierement dans les
monocytes (139). Le virus peut également infecter aussi bien les CSH que les cellules du stroma

médullaire.
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Le CMV possede des capacités immunosuppressives importantes médiées par des

mécanismes variés (revues par Freeman (139)) : (/) diminution de expression des antigenes HLA

de classe I et II a la surface des LT et des cellules présentatrices d’antigénes ; (i) production de
protéines homologues au HLA de classe I, interférant avec la reconnaissance des cellules infectées
par les NK et les LT ; (7) inhibition directe de la prolifération des LT avec diminution de leur
capacité de production et de réponses a certaines cytokines (IL-2, IFN-y) et augmentation de
Pexpression de récepteurs inhibiteurs dont PD-1 a leur surface ; (7) augmentation de 'expression
a la surface des cellules infectées des récepteurs a la fraction Fc des immunoglobulines, prévenant
la liaison des anticorps a d’autres protéines virales exprimées a la surface de la cellule et diminuant
la lyse médiée par le complément ; () diminution du recrutement des cellules inflammatoires par
synthése de cytokines captant des chimiokines telles que MCP-1 et MIP-1a. Ces différents effets
peuvent expliquer le risque majoré d’infections bactériennes et fongiques chez les patients

présentant une réactivation a CMV (135).

Parallélement, le CMV possede la capacité d’entretenir une réponse inflammatoire durable,

comme cela a été démontrée dans un modele allogénique de greffe rénale (139,140). La
reconnaissance des macrophages et cellules dendritiques par des LT activés entraine une synthese
de TNF-u, induisant la division et la maturation des cellules myéloides. Cette maturation
s’accompagne d’une réactivation des contingents de CMV latent, responsable d’une activation de
la voie de NF-»«B entrainant a son tour la production de TNF-o, auto-entretenant la boucle
inflammatoire. La corrélation entre TNF-« et CMV a été observée dans d’autre modéles et

notamment dans le sepsis (139).

Tous ces effets illustrent ainsi les deux grands moyens de survie développés par le CMV
pour persister : 'immunosuppression d’une part, permettant au CMV de survive a I’état latent en
¢chappant au systtme immunitaire de son hote, et un effet pro-inflammatoire d’autre part,
permettant au virus d’activer sa propre réplication dans un climat inflammatoire et d’assurer sa

transmission par les excréta.

Dans le cas de PACSH, la réplication CMV_entraine une expansion des I'T mémoires

effecteurs spécifiques du virus (141). Cette expansion serait le moteur principal de la reconstitution

immunitaire chez les patients présentant une réactivation CMV post-ASCH, comme attesté par
Pinversion du ratio CD4+/CD8+ et 'augmentation de I'expression du CD57 sur les LT CD8+
observée chez les patients réactivant le CMV. Cependant, ’'analyse par séquencage du TCR révele

que cette expansion se fait au détriment de la diversité du répertoire global, caractérisée par une

contraction importante du répertoire des I'T CD8+ mémoires ainsi que de la population des L'T
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CD4+ et CD8+ naifs, présentant alors de nombreux déficits. Par conséquent, la polyvalence et

I’hétérogénéité de la réponse T est significativement diminuée. Parallelement, le CMV entraine une

expansion de la population Tyd, véritable signature immunologique du CMV, cette population

ayant la capacité de reconnaitre les cellules leucémiques qu’elles soient infectées ou non par le CMV
(142). Tous ces éléments pourraient expliquer le risque diminué de rechute retrouvé dans certaines
études en cas de réactivation du CMV apres ACSH, au profit d’un risque infectieux et d’une

mortalité non liée a la rechute majorés.

c) Virus d’Epstein-Barr

Données cliniques

Selon les régions, jusqu’a 90% de la population générale est séropositive pour PEBV (143).
Bien que potentiellement responsable de tableaux de pancytopénies durant la primo-infection ou

e complications lymphoprolifératives en cas d’imunosuppression associée n’a jamais été
d lications lymph liférati di 1 iée, TEBV n’ is ét

associé a un risque majoré de non prise de greffe aprés ACSH. Ceci pourrait s’expliquer par sa

réactivation concomitante de la lymphopoicse B, survenant 2 a 3 mois apres greffe (144).
Cependant, il est important de noter que la famille des Herpesviridae représentent 62% des étiologies
virales de syndrome hémophagocytaire (ou lymphohistiocytose hémophagocytaire), 49% étant liés
a’EBV (145). La défaillance médullaire, dont nous discuterons la physiopathologie plus loin, peut
entretenir des cytopénies profondes engageant le pronostic vital a court terme (146).

Mécanismes immuno-physiopathologiques

D’une sous-famille différente du CMV et de THHV-6 (gamma-herpesvirinae), le virus présente
un tropisme différent, infectant principalement les lymphocytes B ainsi que les cellules épithéliales
via ses protéines de fusion liant le CMH de type II et le CD21. Une fois le LB infecté, TEBV produit

différentes protéines interférant avec la fonction de présentation antigénique, diminuant
Pexpression du CMH de type II et I'expression des récepteurs activateurs des NK (143). Ces

modifications permettent a TEBV d’échapper au systeme immunitaire avant de rentrer dans une
phase de latence dans les LB mémoires. A noter que I'infection des lymphocytes B par TEBV

augmente I'expression des récepteurs de surface favorisant 'infection par THHV-6 (129).

Si les LT parviennent a controler la prolifération des LB infectés chez le sujet
immunocompétent, la situation est différente chez 'immunodéprimé et particulicrement dans les
mois suivant ’ACSH ou la réplication du virus peut entrainer une expansion incontrolée de LB
pouvant éventuellement mener a un syndrome lymphoprolifératif pos-transplantation dont le
pronostic est péjoratif (147). L’EBV pourrait ainsi diriger en partie la reconstitution immunitaire
B aprés ACSH. La réplication de PEBV survient en général dans les 3 mois suivant la greffe, a une
période ou il existe encore un profond déficit dans le pool de LB mémoires CD27+ (principal
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réservoir de TEBV). Burns ¢# a/. ont ainsi montré qu’une forte charge virale EBV était associée a
I’émergence plus précoces des LB mémoires CD27+, positifs pour TEBV (148). Les patients ne
répliquant pas ou faiblement TEBV présentaient quant a eux une population constituée en majorité
de LB naifs durant les 6 a 12 premiers mois, négatifs pour PEBV. La reconstitution de la population
lymphoide majoritaire n’était, elle, pas différente entre les groupes répliquant ou non P'EBV. D’une
facon intéressante, la charge virale EBV était principalement liée a I’expansion des LB mémoires

plus qu’a une réplication du virus seul.

d) Autres virus

L’adénovirus est un des virus pouvant aussi bien se réactiver que s’acquérir de novo apres
ACSH. Sa réplication se retrouve plus volontiers chez les enfants. Si les différents atteintes
pulmonaires, gastro-intestinales et vésicales ont été bien décrites, son impact sur la prise de greffe
est méconnu (149).

De nombreux autres virus tels que le BK virus (entrainant une cystite hémorragique chez 5
a 15% des patients apres ACSH), le virus de ’'Herpes (HSV), le virus varicelle-zona (VZV), les virus
pneumotropes (Influenza, Parainfluenza, Virus Respiratoire Syncitial, Metapneumovirus), le virus
JC ou bien encore les virus hépatotropes (hépatites A, B et C) peuvent également poser des
problémes infectieux plus ou moins tardivement apres PACSH (144). La encore aucune relation
avec la non prise de greffe n’a jamais été explorée, leurs réactivations ou transmissions étant pour

la plupart plus tardive et pour certains beaucoup plus rares.

2. Bactéries et champignons

a) Bactéries

La neutropénie profonde caractérisant la période de prise de greffe est un facteur de risque
majeur d’infection bactérienne chez les patients bénéficiant d'une ACSH. La sévérité est variable
selon la situation et le(s) micro-organisme(s) impliqué(s), allant de la simple bactériémie
asymptomatique (souvent dans le cadre d’une infection liée au cathéter a Staphylococcus non anreus,
d’origine cutanée) jusqu’au choc septique (144). Dans une grande étude portant sur 291 179 greffes
(autologues et allogéniques) réalisées entre 2000 et 2008 aux Etats-Unis, Kumar e7 a/. rapportaient
13,2% (n=3 418) de sepsis séveres survenant pendant la période de prise de greffe parmi les 25 950
ACSH étudiées (150). Parmi ces patients, 24,5% présentaient au moins trois dysfonctions d’organe
et la mortalité globale hospitalicre était estimée a 55,1%. Une défaillance hématologique était
signalée dans 22,5% des cas de sepsis séveres, sans précision toutefois sur la profondeur des
cytopénies et leurs potentielle relation avec une perte de greffon. Le stress immunologique li¢ a la

sévérité du sepsis pourrait constituer un obstacle important a la bonne prise du greffon.
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b) Champignons

Parallélement au risque bactérien, la neutropénie prolongée expose les patients allogreffés
a un risque significatif d’infections fongiques invasives précoces. Par ordre de fréquence
décroissante, les aspergilloses, les candidoses et les zygomycoses sont les infections fongiques
prédominantes apres ACSH (151). Cinquante-neuf pourcents des épisodes surviennent dans les 60
jours suivant la greffe, avec un risque particulierement important d’infection a Candida spp. durant

la période d’aplasie (144). Dans I’étude d’Olsson ez al., Pantécédent d’infection fongique avant

ACSH n’était pas associé a la non prise de greffe (8). L’aplasie prolongée liée a la non prise de greffe

étant souvent considérée comme cause de I'infection fongique invasive, aucune étude n’a jamais

mis en avant ce type d’infection comme potentiel facteurs de risque. I'impact de la réaction

immunologique liée a ces pathogeénes pourrait cependant géner la prise de greffe.

c) Relation directe avec la CSH

Kolb-Miurer ¢f al. ont montré que la CSH quiescente résiste a I'infection par différents
germes intracellulaires (tels que Listeria monocytogenes et Salmonella enterica) et extracellulaires (tel que
Yersinia enterocolitica) (152). De méme, Baldrige ¢f a/. n’ont observé aucune bactérie viable dans les
CSH de leur mode¢le murin d’infection a Mycobacterinm avium (153). Cela peut étre relié a 'expression
discrete des différents récepteurs Fc (CD16, CD32, CD64) par la CSH d’une part, ainsi qu’a sa
localisation au sein de la niche hématopoiétique, protégée dans un espace de privilege immun. Avec
leur capacité d’inhiber la croissance de différents micrcoorganismes (dont différents types
bactériens a gram négatifs et positifs), les CSM participent également a la protection de la CSH
(105). Ce n’est qu'apres la différenciation des CSH en progéniteurs monocytaires exprimant le
CD14 qu’un début d’internalisation bactérienne est observé, d’abord par macropinocytose puis
également par phagocytose a des stades plus tardifs (marquée par le développement du récepteur

Fc CD32) (152). La susceptibilité aux infections bactériennes des CSH et progéniteurs

hématopoiétiques serait ainsi corrélée au développement progressif des mécanismes de
phagocytose. L'infection précoce des progéniteurs par Listeria monocytogenes ou Yersinia enterocolitica
accélere en outre leur maturation et influence leur différenciation en monocytes en induisant la

synthese de GM-CSF, d’IL-06, IL-8, IL-10, IL-12 et de TNF-a (154).

d) Impact du Sepsis

D’une facon intéressante, les CSH recueillies aupres de souris apres un sepsis a Pseudomonas
aeruginosa ou une infection a Mycobacterium avium présentent un important déficit fonctionnel avec
une capacité altérée de prise de greffe (153,155). Pendant la phase aigué du sepsis, la forte

consommation des PNN face a une infection bactérienne privilégie la différenciation de la CSH
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vers la lignée myéloide par un mécanisme indépendant des TLRs (156). Apres une phase de forte

stimulation immunitaire, la prolongation du sepsis entraine progressivement un état

immunosuppresseur en induisant notamment 'apoptose des LT CD4+ et CD8+ dans les tissus

lymphoides (157). La phagocytose des corps apoptotiques dérivés de ces cellules immunes par les
cellules présentatrices d’antigénes promeut un état de tolérance immunitaire en favorisant 'anergie
et en promouvant un phénotype Tu2 des LT avec synthese de cytokines anti-inflammatoires telles
que I'IL-10. Le sepsis induit également une augmentation de la durée de vie des neutrophiles en
retardant leur apoptose, ces derniers présentant alors des fonctions altérées avec un phénotype
immunosuppresseur (157). Les cellules dendritiques sont elles aussi sujettes a 'apoptose au cours
du sepsis, les cellules restantes présentant un phénotype immunosuppresseur sécrétant de 'IL-10.
Les monocytes arborent également un phénotype anti-inflammatoire, diminuant leur synthese de
TNF-o, d’IL-1a, d’'IL-6 et d’IL-12 au profit de 'IL-10 et de 'IL-1RA (antagoniste récepteur) et
réduisant leur capacité de présentation par réduction de I'expression d’HLA-DR. Ces différents

mécanismes induisent une réponse diminuée a différents PAMPS comme le LPS.

Cette «tolérance aux endotoxines» se traduit également dans la population des
lymphocytes NK, devenant tolérants aux agonistes TLRs avec une diminution subséquente de leur
production d’IFN-y. Cette atteinte des NK entraine une augmentation de la réactivation
d’infections virales latentes. Au niveau des LT CD4+, une diminution globale des sous-types Txl,
Tu2 et Tul7 a été décrite. De facon similaire a ce que 'on observe dans les états inflammatoires
prolongés liés aux infections virales ou au cancet, le sepsis non controlé entraine ’épuisement des
LT effecteurs, diminuant alors la synthése de cytokines telles que 'TFN-y et le TFN-« et diminuant
Pexpression du CD127 de surface. Cette diminution globale des LT effecteurs s’accompagne d’une
augmentation de la population de LT, résistante a 'apoptose induite par le sepsis notamment par

surexpression de Bcl-2 (157).

Les patients mourant de sepsis présentent ainsi un état d’immunosuppression marqué avec
une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires, une majoration de 'expression
de récepteurs inhibiteurs (tels que PD-1 et CTLA-4) associée a une diminution de récepteurs
activateurs (tels que CD28 et CD86), une expansion des LT, et des cellules myéloides suppressives

(158).
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e) Role de I'lIFN-y
Parallélement a son action sur les CSM, 'IFN-y exerce une influence directe sur la CSH. Il

a ainsi été démontré que la production d’IFN-y inhibe Iérythropoiése ainsi que la granulopoiése au

profit de la monopoi¢se (159). L’IFN-y inhibe également la différenciation des LB (160). D’une

facon intéressante, ces effets se retrouvent également sur les cellules malignes, 'IFN-y pouvant
d’une part inhiber la formation de colonies issues de LAM, leucémie myéloide chronique et
myélome multiple, tout en induisant la différenciation des blastes dans la LAM (161). Les effets de
'IFN-y sont en partie médiés par une inhibition de STAT5 via SOCS]1, perturbant la voie de la

thrombopoiétine.

I’IFN-y peut également avoir une action immunosuppressive. La production d’IFN-y dans

certaines LAM peut contribuer a ’échappement immunitaire en induisant Pexpression de PD-1.1
et I’'IDO par les blastes ainsi que I'expression d’IDO par les CSM (162,163). Par ailleurs, la

mutation activatrice de FLT3 dans certaines LAM induit une activation directe de STAT-5,

contrecarrant 'effet de la cytokine sur la voie de la thrombopoiétine.

Ainsi, PIFN-y peut avoir un effet a la fois pro et anti tumoral en fonction de la situation.
Ceci est cohérent avec la fonction de I'IFN-y, produite principalement lors de la réponse
immunitaire aux pathogenes intracellulaires. L.a majoration de production des monocytes se fait
alors au dépend de la lignée érythroide ainsi que des neutrophiles et éosinophiles, impliqués dans
la réponse aux pathogenes extracellulaires. Cet effet pourrait expliquer en partie la susceptibilité
aux infections bactériennes chez les patients présentant une infection virale (164). La production

soutenue d’IFN-y serait en outre impliquée dans la pathogénie de certaines formes d’aplasie

médullaire idiopathique. Le taux d’IFNy est élevé dans le sang périphérique et la moelle osseuse de
patients suivis pour aplasie médullaire idiopathique, et la présence de cette cytokine dans les

lymphocytes de ces patients est un facteur prédictif de réponse au traitement immunosuppresseur
(165). En étudiant le profil transcriptomique de CSH et progéniteurs CD34+ exposés a 'IFN-y 7
vitro, Zeng ef al. ont observé une surexpression de genes impliqués dans les voies de signalisations
apoptotiques qui n’était pas retrouvée pour les cellules stromales (166). L’expression constitutive
d’IFN-y a un faible taux provoque un modele d’aplasie médullaire spontanée chez la souris, en
inhibant la prolifération des différents progéniteurs (commun, granulo-monocytaire et
mégacaryocytaire/érythrocytaire), la différenciation de la CSH en progéniteur myéloide commun

ainsi que la différenciation de la lignée B (160).
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3. Toxoplasmose

La toxoplasmose est une infection opportuniste rare apres ACSH liée a Toxoplasma gondii
(T. gondii), protozoaire eucaryote intracellulaire pouvant infecter toutes les cellules nuclées (167).
Son incidence varie fortement selon les études, allant de 0% dans les greffes autologues jusqu’a
23% apres ACSH chez les patients séropositifs (168). Ces données sont cependant probablement
sous-estimées du fait de 'absence de stratégie diagnostique directe pendant longtemps, avec dans
certaines séries un diagnostic post-mortem réalisé dans 53% des cas (169). Les atteintes du systéme
nerveux central et les atteintes disséminées sont fréquentes, représentant 87% des cas de
toxoplasmoses rapportés apres ACSH, contre 10% pour les atteintes pulmonaires simples (168).
La détection du parasite par PCR a constitué une avancée majeure pour la détection de T. gondii,
permettant le diagnostic d’infections précoces (qu’elles soient primaires ou par réactivation) dans
le premier mois suivant PACSH et permettant un monitoring de la charge parasitaire sanguine utile
a la stratégie thérapeutique. Le traitement prophylactique pat triméthoprime/sulfaméthoxazole
(cotrimoxazole), bien que recommandé par certains groupes, est cependant difficilement

généralisable du fait de la myélotoxicité de cette combinaison, problématique dans cette population.

Le lien entre toxoplasmose et non prise de greffe a été suggéré par la publication d’un cas
pédiatrique allogreffé avec des CSH issues de cordons (170). Le patient avait présenté une perte de
greffon secondaire tardive dans un contexte de toxoplasmose disséminée diagnostiquée en post-
mortem. Une étude réalisée par le groupe HEMINF sur les facteurs de risques associés a la
toxoplasmose apres ACSH rapportait également deux cas de non prise de greffe sur 23 cas décrits
(171). Bien que la myélotoxicité potentielle du traitement par triméthoprime/sulfaméthoxazole
ainsi que I'infection potentiellement tardive (pouvant étre la conséquence de la non prise de greffe)
constituent de sérieux facteurs potentiels de confusion, cette association reste toutefois

préoccupante et mérite des analyses plus approfondies.

Tres peu d’études ont étudié la relation entre ce parasite et ’hématopoiese. En analysant
I'impact de T. Gondiii sur des CSM humaines dérivées de cordon, Chu e# 2/ ont récemment montré

que le parasite est capable d’induire 'autophagie des CSM pendant la période précoce de l'infection,

puis 'apoptose de ces mémes cellules pendant la phase tardive via une diminution de 'expression

de Mcl-1, protéine anti-apoptotique de la famille de Bcl-2 (172). Connaissant 'importance des CSM
dans la maintenance de la CSH (173), altération du microenvironnement médullaire lors d’une

toxoplasmose apres ACSH est fortement suggérée.
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4. Role du microbiote

a) Bactérien

Les avancées récentes dans la description de la composition du microbiote, permises
notamment par le développement des technologies de séquencage haut débit et leur baisse de cott,
ont permises d’étudier de facon bien plus précise le role de cet écosysteme sur ’hématopoiese et la
réponse immunitaire. Sans rentrer dans des détails qui dépasseraient le cadre de cette revue, le
biotope de flore commensale permet la métabolisation des fibres en acides gras volatils (comme le
propionate), ces derniers pouvant influencer ’hématopoicse en promouvant la maintenance de la
CSH et amplifiant la lignée myéloide (174). En revanche, une altération du microbiote entraine une
inflammation continue de bas grade induite par exposition aux LPS et PAMPs liée a la dominance

de microbes pathogenes. Ces signaux stimulent la CSH et les progéniteurs via les TI.Rs (4, 7 et 9)

entrainant en cas de stimulation prolongée une inhibition de ’hématopoiese (175).

b) Viral

Le virome représente 'ensemble du répertoire viral contenu dans le corps en I'absence de
situation pathogene particuliere, regroupant tous les virus infectant les cellules de I'hote, ceux
persistant a I’état latent, les virus infectant les micro-organismes du microbiote (principalement des
phages se répliquant dans les bactéries commensales) et également les éléments viraux endogenes
(176). 11 est actuellement estimé que jusqua 10" bactériophages colonisent le corps humain,

régulant notamment la fonction des différentes bactéries constitutives du microbiote.

En plus de lintestin et du tractus respiratoire, des données métagénomiques récentes ont

montré la présence d’un virome sanguin (176,177). La encore, les nombreuses interactions que

peuvent avoir ces différents virus avec le systeme immunitaire (revus par Cadwell (178)) pourraient
moduler le dialogue immunologique entre I'hote et le greffon.

5. Autres situations

a) Sepsis fébrile prolongé non documenté

Outre les mécanismes immunitaires déja cités en lien avec le sepsis, cette situation pourrait
se rapprocher sur le plan physiopathologique dune forme de lymphohistiocytose
hémophagocytaire secondaire. Ce type de syndrome, plus communément appelé syndrome
d’activation macrophagique en frangais, est lié a une activation immunitaire non controlée face a
un stimulus persistant, favorisée par un environnement immunosuppresseur (146). Différents
facteurs déclenchants ont été identifiés, au premier rang desquels figurent les agents infectieux et

les hémopathies malignes. Les LT et NK activés dans ce contexte sécretent de forts taux de
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cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-6, le GM-CSF ou I'IFN-y. Cette tempéte
cvtokinique entraine finalement une forte activation des macrophages médullaires, favorisant la

phagocytose des cellules matures de la MO telles que les érythrocytes, les leucocytes et les

plaquettes. Les précurseurs et les CSH sont également touchées, leur phagocytose étant favorisée
par la diminution de Pexpression du CD47 a leur surface (prévenant habituellement la phagocytose

par interaction avec SIRPA) (179).

En DPabsence de marqueur spécifique, le diagnostic de syndrome d’activation
macrophagique peut étre difficile et se fait généralement sur un faisceau d’arguments cliniques et
biologiques. Dans une étude prospective menée sur 68 patients allogreffés, Abdelfeki ez 4l
rapportaient la présence de tous les critéres diagnostiques de syndrome d’activation macrophagique

chez 8,8% des patients (n=06), dont 3 ne présentaient aucune documentation microbiologique (180).

b) Impact du statut sérologique

L’impact du statut sérologique n’est pas systématiquement analysé dans les publications
s’intéressant aux non prises de greffe. Dans leur étude de 2013, Olsson ¢f a/. ne retrouvaient pas de
lien entre le statut sérologique CMV et la non prise de greffe (7). Ni 'impact d’autres sérologies

notamment toxoplasmose et EBV) ni celui de la sérodiscordance n’était cependant analysé.
p p y

Dans la plus grande série publiée a ce jour analysant spécifiquement 'impact sérologique
du CMV sur 49 542 patients ayant bénéficié d'une ACSH pour différentes hémopathies malignes
ou non malignes, Ljungman e# a/. rapportaient une diminution de la survie globale pour les patients
séronégatifs recevant un greffon de donneur non apparenté séropositif, sans différence observée
en cas de greffe apparentée (181). De facon similaire, les patients séropositifs recevant un greffon
de donneur séronégatif avaient une moins bonne survie globale en cas de conditionnement

my¢éloablatif. La non prise de greffe n’était pas relevée. Cet impact négatif de la sérodiscordance

pour le CMV documenté sur une large série confirme la nécessité de privilégier un donneur

présentant le méme profil que celui du patient en cas de greffe non apparentée.

Dans une autre grande étude portant sur 16 628 patients allogreffés pour une leucémie
aigué (my¢éloide ou lymphoide), Schmidt-Hieber e7 a/. retrouvaient également une diminution de la
survie globale et de la survie sans progression en cas de séropositivité du donneur et/ou du
receveur, associée a une mortalité non liée a la rechute plus élevée (182). Ces résultats étaient
particulierement marqués dans le cas d’'une greffe pour leucémie aigué lymphoblastique. De facon
intéressante, la séropositivité du donneur et/ou du receveur était également associée a une plus
faible fréquence de chimérisme total donneur dans cette étude. Contrairement a I’étude de

Ljungman ef al., le statut sérologique du donneur n’avait pas d’impact pronostique en cas de patient
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séropositif pour le CMV. Bien qu’aucune différence n’ait été rapportée parmi les différents groupes
¢tudiés en termes de prise de greffe, une diminution de Iincidence cumulée a 2 ans de la
récupération du chiffre de PNN était observée dans le groupe séropositif pour le receveur et/ou le

donneur.

Les différentes interactions pouvant survenir entre les CSHs de ’hote et un pathogene au

cours d’une infection sont résumées dans la figure 2.

Clairance
immunitaire ——» | Différenciation

I:l Diminue le nombre de CSH
|:|Augmente le nombre de CSH

aigué  |Mise en cycle

Réponse Prolifération

IFN type |

GM-CSF @
%

(a/B) Inhibition
chlromqu—e; Epuisement Différenciation | €«———!
|
Immuno-
/:G@

Réponse suppression
IFN type Il (y)

Figure 2 : Modulation de la cellule souche hématopoiétique au cours d’une infection

Outre leffet poussant la cellule souche hématopoiétique (CSH) a compenser les cytopénies induites,
I’hématopoiese peut également étre impactée de fagon directe ou indirecte par différents mécanismes : A.
Infection directe de la CSH ou des progéniteurs (principalement des virus) ; B. Reconnaissance des motifs
moléculaires associés aux pathogenes par les récepteurs de type To// (TLR) présents a la surface de la CSH
et des progéniteurs ; C. Modification du microenvironnement médullaire et de sa composition (cellulaire et
cytokinique) par 'agent infectieux ; D. Altération du microenvironnement

CSM : Cellule Sonche Mésenchymatense, IFIN : Interféron, LLPS : Lipopolysaccharide.
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IV. CONCLUSIONS PRELIMINAIRES

Cette revue de la littérature nous aura permis d’appréhender les différents parametres
cliniques et acteurs immunologiques impliqués dans la prise ou le rejet du greffon. Si les différents
micro-organismes (pathogenes ou non) cités peuvent impacter I’hématopoicse et la réponse
immunitaire de nombreuses maniéres, nous pouvons constater que tres peu de données objectives
existent concernant leurs relations avec la prise de greffe. D’un point de vue clinique, définir les
infections pertinentes, c’est-a-dire suffisamment précoces et séveres pour pouvoir potentiellement
perturber Iinstallation du greffon constitue la premicre difficulté dans I’étude de cette relation. Les
données manquantes dans les bases de données internationales, de méme que l'absence de

définition standardisée en sont une seconde, parmi d’autres.

Quelles sont les infections pouvant potentiellement géner la prise de greffe ? Existe-t-il un
lien direct entre certains micro-organismes et le rejet du greffon ? Des stratégies préventives sont-
elles envisageables pour prévenir cette problématique ? C’est en nous posant ces différentes
questions que nous avons proposé cette premicre étude observationnelle sur les infections et les
non prises de greffe, en choisissant un design cas-témoins pour s’affranchir des principaux facteurs

de confusions.
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Background: Graft failure (GF) is a severe event after allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation (HSCT), for which pre-engraftment infections have never been
thoroughly documented.

Methods: We conducted a retrospective, multicentric, matched case-control (1:2) study
among adult allogeneic HSCT recipients with GF to investigate early-onset severe
infections (ESIs) in such complication. Matching criteria were stem cell sources,
underlying diseases, time to HSCT (5 years), age (10 years). ESIs were defined as
lifethreatening infections occurring upon conditioning until day 42 after HSCT.
Variables were analyzed using conditional logistic regression and Fine & Gray
competing risk regression models.

Results: Among 2094 HSCT (2008-2017), 49 GF cases were identified and matched
with 98 controls. In univariate analysis, ESIs were strongly associated with GF (OR
11.04; 95%CI [3.86-31.61]; p<0.0001). Etiological causes were toxoplasmosis (OR
29.44), undocumented sepsis (OR 24.35), invasive fungal infections (OR 11.13), blood
stream infections (OR 8.29), viral infections (OR 2.84) (p<0.05 for each). Cases were
more likely to have a lower graft cellularity (p=0.04), gender mismatch (female->male)
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respectively). Cumulative incidence of ESls was significantly higher for cases vs.
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Dear Editor,

I am pleased to submit an original article entitled “A matched case-control study of early-
onset severe infections in the setting of graft failure after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation” for consideration for publication in Clinical Infectious Diseases.

In this study, we exaustively analysed eatly-onset severe infections associated with graft
failure after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation by matching cases with controls
according to well described risk factors (underlying disease, stem cell source, HLLA matching...)
and defining severity criteria for each type of infection. Using multivariate conditional logistic
regression and Fine & Gray competing risk regression models, we observed a strong association
between major opportunistic infections (toxoplasmosis, blood stream infection, invasive fungal
infection and viral infections) and graft failure, some of which have never been reported before.
Interestingly, the median delay to first infection was very short in cases, inferior to the expected
engraftment delay, suggesting a real impact of early severe infections on the engraftment.

Additionally, we observed a poor overall prognosis after graft failure, counterbalanced by
a very good outcome in patients benefiting from a rescue graft with an haplo-identical donor versus
those who had a rescue graft from an unrelated donor.
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ABSTRACT

Background: Graft failure (GF) is a severe event after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT), for which pre-engraftment infections have never been thoroughly
documented.

Methods: We conducted a retrospective, multicentric, matched case-control (1:2) study among

adult allogeneic HSCT recipients with GF to investigate early-onset severe infections (ESIs) in such
complication. Matching criteria were stem cell sources, underlying diseases, time to HSCT (£5

years), age (10 years). ESIs were defined as life-threatening infections occurring upon
conditioning until day 42 after HSCT. Variables were analyzed using conditional logistic regression
and Fine & Gray competing risk regression models.

Results: Among 2094 HSCT (2008-2017), 49 GF cases were identified and matched with 98
controls. In univariate analysis, ESIs were strongly associated with GF (OR 11.04; 95%CI [3.86-
31.61]; p<0.0001). Etiological causes were toxoplasmosis (OR 29.44), undocumented sepsis (OR
24.35), invasive fungal infections (OR 11.13), blood stream infections (OR 8.29), viral infections
(OR 2.84) (p<0.05 for each). Cases were more likely to have a lower graft cellularity (p=0.04),
gender mismatch (female->male) (»=0.009) and cytomegalovirus (CMYV) serodiscordance
(»<0.033). In multivariate analysis, ESIs, low graft cellularity, CMV serodiscordance were
independently associated with GF (OR 14.35; p<0.0001, OR 4.23; p=0.024; OR 2.83; p=0.035,
respectively). Cumulative incidence of ESIs was significantly higher for cases »s. controls (75.5%
vs. 26.5%; p<<0.0001). Five-year overall survival was lower in cases (19.7% us. 52.9%; p<0.0001)
with a higher infection-related mortality. A better outcome was obtained with haplo-identical
rescue transplantations.

Conclusions: ESIs are strongly associated with GF and may participate in mechanisms impeding

engraftment.
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INTRODUCTION

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the only curative treatment for
several malignant and non-malignant hematological diseases to date. A sustained engraftment of
the donor stem cells is essential for transplant success and overall outcome. Graft failure (GF) is a
rare but severe event after HSCT, exposing the recipient to a considerably increased mortality
through disease relapse, drawbacks of marrow aplasia and infections.[1] Recent retrospective
studies have estimated the overall incidence of GF around 5.5%, strongly influenced by the
underlying disease and the graft type.[1,2] Stratified risk ranges from 2% up to 30% when
addressing peripheral stem cell source in a malignant setting or alternative graft source for a non-
malignant disease, respectively.[2-5]

Primary GF is defined as never having achieved engraftment with an absolute neutrophil count
(ANC) =0.5 G/L or 20.5 G/L not exceeding three consecutive days without evidence of disease
relapse. Secondary GF is the loss of a previously functioning graft associated with a loss of donor
chimerism. Autologous recovery can occur after a reduced-intensity conditioning and is classified
in secondary GF in certain studies[2], while considered as a primary non neutropenic GF in more
recent approaches.[5,0] Poor graft function is a distinct entity, defined by the presence of two or
three cytopenia, hypoplastic or aplastic bone marrow with a full donor chimerism.[6]

Different risk factors such as non-malignant underlying diseases, partial remission at transplant,
HLA mismatch, use of a cord blood source and low graft cellularity have been found to be
consistently associated with GF.[1,2,5,7,8] Other factors such as ABO mismatch and graft-versus-
host disease (GVHD) prophylaxis are inconstantly associated.[1,2] Infections are often cited as
circumstantial events in the setting of GF, accounting for 22% of GF in a retrospective study.[8]
However, to the exception of human herpes virus 6 (HHV-6), whose pre-engraftment reactivation
has been found predictive of GF in double cord blood HSCT|9], causes of GF are likely
multifactorial, and the mechanism through which infections may participate is unknown.
Nonetheless, no study has specifically documented eatly-onset severe infections (ESIs) associated
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with GF. The purpose of the present study was to focus on the incidence, the chronology, the type
and the outcome of ESIs occurring during the expected engraftment period in the setting of GF
after allogeneic HSCT. Using a case-control design with matching criteria consisting in well-
documented risk factors, the objective was to determine whether ESIs were associated with GF,

and to subsequently test the hypothesis using multivariate and competing risk regression models.

METHODS

Study design and patients. We conducted a retrospective, observational, multicentric matched
case-control (1:2) study among adult (=18-year-old) allogeneic HSCT recipients transplanted at the
Hematology department of three French tertiary-care university hospitals (Paris, Saint-Louis; Lyon,
Centre Hospitalier Lyon-Sud; Toulouse, Oncopole) between January 2008 and December 2017.
Recipients diagnosed with GF were identified by cross-referencing the prospectively maintained
databases of the Hematology departments and by additional chart reviews. GF recipients eligible
for inclusion were those who matched the following criteria: (7) primary GF, defined by failure to
achieve donor-derived ANC =0.5 G/L for more than three consecutive days by day 42 post-HSCT,
including neutropenic GI with persisting aplasia and non-neutropenic GF with autologous
recovery, without evidence of disease relapse; or (7) early secondary GF, defined by the loss by day
42 post-HSCT of a previously functioning graft (donot-derived sustained ANC 0.5 G/L for more
than three days) associated with loss of full donor chimerism without evidence of disease relapse.
Each case was matched with two controls according to stem cell source, underlying hematological
disease, temporal proximity of HSCT (5 years), age (310 years) and gender. Recipients who died
before day 20 after HSCT were excluded from the study.

To perform analysis on selected variables, the following recipients’ characteristics were collected:
demographics; underlying disease; disease status at transplantation; previous transplantation; stem
cell source (cord blood unit [CB], peripheral blood mobilized stem cells [PB], and bone marrow
[BM]); graft cellularity (total nucleated cells, CD34+ and CD3+ when available); high-resolution
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class I and II HLA typing (performed by PCR-SSP and PCR-SBT when necessary); female donor
for male recipient; ABO mismatch (absence, minor, major or bidirectional); donor and recipient
serostatus for cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr-Virus (EBV) and toxoplasmosis; conditioning
regimen (myeloablative [MAC] or reduced intensity [RIC]);[10] GVHD prophylaxis (calcineurin
inhibitors, mycophenolate mofetil, methotrexate, cyclophosphamide, anti-thymocyte globulin
[ATG], corticosteroids); type of graft failure (primary neutropenic, autologous recovery and early
secondary); second graft (with graft source, HLA matching and delay between grafts); grade of
acute GVHD (aGVHD); overall mortality and attributable cause (relapse, infection, GVHD or
others) and infection-attributable mortality. All the chimerism analysis were performed according
to each center practice, usually around day 30 post-HSCT, by standard or RQ-PCR amplification
based on single nucleotide polymorphism in whole peripheral blood (+/- on selected CD3+,
CD33+ and CD19+ cells) and bone matrow (+/- on selected CD34+ and CD19+ cells). The
Ethics Committees of each hospital approved the study. Because of the retrospective observational
nature of the study and the lack of any modification in patients’ management, the need for informed
consent was waived.

FEarly-onset severe infection assessment. ESIs were defined as life-threatening fungal, viral,
parasitic or bacterial infection occurring upon conditioning (day 7 before HSCT) until day 42 post-
HSCT using the EBMT classification for infections, infectious agent-related reactivations and
diseases. Full definition criteria are provided in supplemental data.[9,11-13]

Objectives. The primary objective of the study was to evaluate the association between ESIs and
GF. Other risk factors such as cellularity and ABO mismatch were evaluated as potential
contributors to GF. Secondary objectives were to determine cumulative incidence of ESIs over
time (with death from any other cause as a competing risk) and infection-related mortality over
time (with death from non-infectious origin as a competing risk) upon allogeneic HSCT. Finally,
we determined probabilities of overall survival for cases and controls and subsets according to the

presence of ESIL.
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Statistical analysis. Data were expressed as count (percentage) or median (interquartile range
[IQR]). Descriptive data were compared using Mann—Whitney’s U test, khi-2 test or the Fisher’s
exact test, where appropriate. Odds ratios (OR) and 95% confidence interval (CI) were calculated
using conditional logistic regression. OR of variables for which a contingency of 0 was present in
one group were calculated using Fisher’s exact test. Variables associated with a p-value <0.10 by
univariate analysis were selected for multivariate analysis. Cumulative incidence and survivals were
calculated using the Fine & Gray competing risk regression model. Competing events were death
from all causes for the cumulative incidence of ESIs, and infection-free death for the cumulative
survival rate of infection-related death. Overall survival was estimated using the Kaplan-Meier
method and compared using the log-rank (Mantel-Cox) test. Analyses were based on two-sided p-
values, with statistical significance defined by p <0.05 and conducted with XL stat 2018 (Addinsoft)

and R software version 3.4.3.

RESULTS

Over the study period, 2094 allogeneic HSCT were performed in the three centers (Figure 1).
Eighty-eight recipients were identified as potential GF cases according to each center database.
Thirty-nine recipients were excluded (early death before 20 days (n=21) or relapse (n=18)). Forty-
nine GI were ultimately selected, including 45 (91.8%) primary GF and 4 (8.2%) early secondary
GF.

Description of cases showed that nearly 70% were male and the median age at HSCT was 50 years
(IQR, 34-61) (Table 1). Roughly three quarter of underlying diseases were divided into acute
myeloid leukemia (26.5%, n=13), myelodysplasic syndrome (26.5%, n=13) and myeloproliferative
syndrome (22.4%, n=11). More than half of cases (56.3%, n=27) were in intermediate stage at
HSCT. Cell sources were PB (40.8%, n=20), CB (34.7%, n=17) and BM (24.5%, n=12). Median
delay to first ESI episode was 12 (IQR, 7-22) versus 19.5 (IQR, 8.8-26.8) days for cases and controls,
respectively (p=0.201). Depending on graft source, the delay was shorter in cases than in controls
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(CB, 9.5 [IQR, 7.3-17.3] »s. 14 [IQR, 10-20.3] days, PB 9.5 [IQR, 2.5-20.5] »s. 25 [IQR, 9.3-33] days,
BM 20 [IQR, 13-25] »s. 29 [IQR, 19-32], respectively) without reaching statistical significance. The
median follow-up was 34 (IQR, 14-49) and 46 (IQR, 33.5-74.3) months for cases and controls,
respectively. Twenty-eight (57.1%) cases received a rescue HSCT at a median delay of 63 (IQR, 62-
63), 70 (IQR, 59-82) and 75 (IQR, 57-97) days for haploidentical, CB, and matched or mismatched
unrelated donors, respectively.

The univariate analysis showed significant differences between the recipients’ subsets (Table 2).
Briefly, male cases were more likely to have received graft from a female donor (»=0.009). As
previously reported, a lower total nucleated cells was observed in cases in comparison with controls
(OR 2.66; 95% CI [1.04-6.79]; p=0.040) when using a 2.5 cutoff (10° cells/kg for BM/PB, 10’
cells/kg for CB).[1,2] Too many missing data did not allow analyzing the role of anti-HLA
antibodies. When addressing factors related to serostatus, significantly higher frequency of CMV
serodiscordance (both positive recipient (R) with negative donor (D) and R-/D+) was observed
among cases (OR 2.17; 95% CI [1.06-4.42]; p=0.033) with a prominence of R+/D- (31.3%) vs. R-
/D+ (18.8%). Regarding infections, ESIs were strongly associated with GF (OR 11.04; 95%CI
[3.86-31.61]; p<0.0001). Cases cumulated significantly more ESIs than controls (p<0.001). ESIs
subset analysis ranked GF association according to etiologic agent (by decreasing order):
toxoplasmosis (OR 29.44; 95%CI [1.29-671.65]; p=0.034), prolonged undocumented sepsis (OR
24.35; 95%CI [1-592.07]; p=0.050), invasive fungal infection (IFI) (OR 11.13; 95%CI [2.49-49.72];
»=0.002), blood stream infections (BSI) (OR 8.29; 95%CI [1.78-38.69]; p=0.007) and viral
infections (OR 2.84; 95%CI [1.28-6.27]; p=0.010). Among viral infections, the subset including BK
virus, adenovirus and Influenza A infections was significantly associated with GF (OR 11.02;
95%CI [1.251-97.16]; p=0.031) and a trend toward an association of GF and EBV infection was
observed (p=0.068). The median time to first ESI described here was 9.5 [2.5-20.5], 9.5 [7.3-17.3]
and 20 [13-25] days for PB, CB and BM, respectively. The median time to ESI subsets was 8 [7-

11], 8.5 [5-19] and 11.5 [7.75-22.75] days for BSI, IFI and viral infections respectively, whereas
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undocumented sepsis and toxoplasmosis occurred later, at a median time of 20 ([8-25] and [10.5-
28] respectively) days. In multivariate analysis, ESIs (OR 14.35; 95% CI [3.58-57.49]; p<0.0001),
total nucleated cells = 2.5 (OR 4.23; 95% CI [1.21-14.74]; p=0.024) and CMV serodiscordance (OR
2.83; 95%CI [1.08-7.41]; p=0.035) were independently associated with GI (Table 3).

The cumulative incidence of ESIs upon conditioning until day 42 post-HSCT was significantly
higher for cases »s. controls (75.5% [64.4-88.6] vs. 26.5% [19.1-36.9]; Gray test: p<<0.0001) (Figure
2A). When addressing infection-related mortality, the 5-year cumulative survival rate was higher in
controls than in cases (75.2% [64.7-82.7] vs. 47.3% [27.2-61.9] respectively; Gray test: p=0.002)
(Figure 2B). Estimated 5-year overall survival was significantly lower in cases (19.7%, 95% CI 5.2-
34.2) than in controls (52.9%, 95% CI 42.4-63.4) (HR 2.475; 95% CI [1.48-4.137]; p<0.0001)
(Figure 3A). When performing a subset analysis of GF cases with and without ESIs, overall survival
was slightly different but without statistical significance (»=0.306) (Figure 3B). When performing a
subset analysis of GF rescued by a second transplantation, a better outcome with haplo-identical
HSCT was observed in comparison with unrelated donor and CB (»p=0.023 and p=0.0035,

respectively) (Figure 3C).

DISCUSSION

Results show that ESIs are strongly associated with GF in adult HSCT recipients. By matching the
two groups on previously known GF-risk factors and by methodically inventorying ESIs, we were
able to describe pathogens and clinical settings associated with GI.

Toxoplasmosis was the opportunistic infection the most strongly associated with GF, as previously
suggested in a single-center study and confirmed here in a multicenter design.[14] The use of
curative trimethoprim/sulfamethoxazole is a potential cofounder with regards to myelosuppressive
effect. Nonetheless, the rather late 25-day median delay for initiation of treatment likely pleads for
an intrinsic impact of Toxoplasma gondii on engraftment. Few studies have addressed the impact of
parasites on hematopoiesis. A recent study has demonstrated the induction of apoptosis in human
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umbilical cord mesenchymal stem cells by 1. gondii.[15] Regarding the importance of these cells for
hematopoietic stem cell maintenance,[16] a direct effect of I. gondii on BM microenvironment in
the setting of GF is plausible.

A novelty is that bacterial BSI and IFI were associated as well with GF. So far, no direct link has
ever been evidenced between GF and bacterial BSI or IFI. Innate and adaptive immune impact of
sepsis could impair engraftment in different ways including induced immune cells apoptosis or T-
cell exhaustion and shift to a Tu2 phenotype.[17] Interferon (IFN)-y production can also impair
hematopoietic stem cell self-renewal, erythropoiesis and neutrophil differentiation to the benefit
of monopoiesis.[18]

Most studies related to GF consistently acknowledge the primordial role of viral infections in
GF.[1,2,4,8,19,20] However, to the notable exception of HHV-06,[9] few studies have thoroughly
investigated virus infections in the setting of GF. From a host-pathogen perspective, direct viral
infection of the hematopoietic stem and progenitor cells can trigger the activation of pattern
recognition receptor in these infected cells, leading to a type I IFN response and pro-inflammatory
cytokine secretion, eventually leading to impaired BM microenvironment with inhibition of
hematopoietic stem and progenitor cells renewal.[21] HHV-6 has been clinically linked to GF[9]
and reported to impair hematopoiesis iz vitro with a tropism for differentiated CD34+ cells.[22]
CMYV infection can profoundly impair the immune response, notably through immunosuppressive
properties.[23] In a murine model, CMV infection after HSCT inhibited the engraftment by down
regulation of stem cell factor (SCF) production by recipient’s stromal cells, and subsequent
diminution of hematopoietic stem and progenitor cells expressing SCF receptor.[24] In cases,
although the most frequent ESIs were of viral origin, the odd of GF occurrence upon viral
infections was the lowest among pathogenic agents. The relative high frequency of viral
reactivations among HSCT recipients, together with monitoring of viral load guiding pre-emptive

treatment options may explain this result.
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Interestingly, we found that prolonged undocumented sepsis was also strongly linked to GF. This
suggests that the inflammatory burst generated by undetected exogenous or endogenous stimuli
could negatively impact engraftment. Among hypothesized pathophysiological mechanisms, an
overlap condition assimilated to a secondary hemophagocytic syndrome is evoked, as infections
and/or intra-medullar residual malignant cells, known to be potential inducers, may trigger such a
process, together with the immune suppression of HSCT.[25,26] A prospective study has evaluated
the incidence of hemophagocytic syndrome after HSCT. Among 68 HSCT recipients, 6 (8.8%) had
all criteria for hemophagocytic syndrome, including 3 cases without any microbiological
documentation[27]. Thus, monitoring biomarkers such as ferritinemia, triglyceridemia and
fibrinogenemia and discussing bone marrow aspiration may be relevant in case of persistent febrile
undocumented sepsis (=5 days) despite appropriately escalated anti-infectious strategies.

The multivariate model confirmed ESIs as strong and independent factors associated with GF. In
addition, a lower cellularity with a cutoff of total nucleated cells < 2.5 was also associated with GF,
as previously reported.[2] Interestingly, CMV serodiscordance remained independently associated
with GF. This association deserves special consideration, as various studies have reported a
negative impact of CMV seropositivity (either of the donor or the recipient) on overall survival,
with higher risk in unrelated donor grafts.[28] Ljungman e# 2/ have also reported a negative impact
of CMV serodiscordance on overall sutvival, in case of unrelated donor (for R-/D+) or
myeloablative conditioning (for R+/D-).[29] Consistently, Schmidt-Hieber et a/. have reported a
worse prognosis in case of CMV seropositivity of the donor and/or the recipient in 16,628
allogeneic HSCT transplanted for acute leukemia.[30] Although this study was not designed to
analyze GI¥ (and consequently register-based GI definitions could extend to early deaths and
relapses), CMV serostatus had no impact on the 4% reported GF. However, R+ and/or D+ CMV
serostatus was associated with a significantly reduced frequency of complete donor chimerism in
both acute myeloid and lymphoblastic leukemias recipients, together with a decreased 2-year

cumulative incidence of neutrophil engraftment in the lymphoblastic subset.
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Whether ESIs are causes or consequences of GF is a matter of debate. We opted for studying ESIs
occurring in the window of engraftment. The mean time to engraftment differs according to graft
sources and is usually reported at 16 days for PB, 20 days for BM and 25 days for CB grafts,
respectively.[31-33] Based on the temporality of ESIs reported in the present study, we should
definitely consider ESIs as a cause of GF.

With an estimated 5-year overall survival of 19.7%, our results are consistent with the poor
prognosis often reported after GF, with a 5-year overall survival estimated between 10-50%[8,34—
36]. Although no definite consensus currently exists, a second rescue graft is considered the
treatment of choice for primary GF and persisting aplasia, with a 5-year overall survival ranging
from 11% to 50% in recent studies.[8,34—37] In our study, haplo-identical graft seemed to do better
than unrelated or CB graft as salvage therapy. However, regarding the low number of patients
studied, this result must be interpreted with caution and requires further confirmation.

Our study has strengths and limitations. The strength is the relatively large case cohort from three
transplant centers and exhaustive data collection. Indeed, GF is often a secondary endpoint
documented by disparate inclusion criteria such as relapse,|[8] absence of distinction between GF
and poor graft function,|[6] heterogeneous diagnosis criteria and substantial missing data such as
chimerism status.|2] Thus, rigorous inclusion criteria excluding out-of-chart data (early death and
relapses) and the literature-based list of ESIs are strong points of the present study. We
acknowledge the bias of interpretation in inferring ESIs as potential causes of GF. Timing of
infections may have likely affected the graft outcome, either by directly participating in or resulting
from GF. Although the choice of control recipients provided a relevant comparator group to
evaluate odds ratio, some previously reported GF risk factors were not found, likely because of
under-powering. In addition, we could not include ESIs subsets in the multivariable model due to
lack of power. Finally, the retrospective design precluded the collection of all variables of interest

(particularly HLLA antibody data).
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To conclude, the present study suggests that ESIs are strongly associated with GF. Different
underlying immunological mechanisms are prone to impair BM microenvironment and
hematopoietic stem and progenitor cells engraftment. Further studies should address associations
between hematopoietic stem and progenitor cells and infectious agents, particularly the
immunological mechanisms involved in GF graft failure or poor graft function. ESIs prevention

and treatment must be promptly addressed during the critical window of engraftment after HSCT.
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TABLES

Characteristics Cases (n=49) Controls (n=98)
Age at HSCT (years) 50 (34.0-61.0) 50.5 (41.0-56.0)
Sex (male) 34 (69.4) 64 (65.3)
Underlying disease
Acute Myeloid Leukemia 13 (26.5) 22 (22.4)
Acute Lymphoblastic Leukemia 4 (8.2 12 (12.2)
Myelodysplastic syndrome 13 (26.5) 27 (27.6)
Myeloproliferative Syndrome 11 (224) 21 (21.4)
Bone marrow failure Syndrome 2 (41 4 4.1
Lymphoproliferative neoplasm 3 (6.1) 7 (7.1)
Multiple Myeloma 3 (6.1) 5 (6.1
Disease stage at HSCT
Early 20 (41.7) 51 (53.1)
Intermediate 27 (56.3) 43 (44.8)
Advanced 1 @27 2 (20)
Number of transplants
1 40 (81.6) 84 (85.7)
2 8 (16.3) 9 (9.2
3 1 @2 5 (5.2
HILA Match
Matched Unrelated Donor 12 (24.5) 32 (32.7)
Mismatched Unrelated Donor 13 (26.5) 18 (18.4)
Cord Blood 17 (34.7) 34 (34.7)
Haploidentical 1 (2 2 (2
Matched sibling 6 (12.2) 12 (12.2)
Mismatch DP 13 (29.5) 24 (27)
Stem cell source
Bone Marrow (BM) 12 (24.5) 23 (23.5)
Peripheral Blood (PB) 20 (40.8) 41 (41.8)
Cord Blood (CB) 17 (34.7) 34 (34.7)
Conditioning regimen
Myeloablative 15 (30) 31 (31.0)
Reduced intensity 34 (69.4) 67 (68.4)
Cellularity
Total nucleated cells
BM/PB (108 cells/kg) 5.8 (2.3-10.0) 7.3 (3.2-9.5)
CB (107 cells/kg) 22 (1.8-2.6) 2.6 (1.7-3.1)
CD34+ cells
BM/PB (106 cells/kg) 54 (3.4-7.4) 5.9 (3.0-7.4)
CB (105 cells/kg) 1.5 (1.1-1.8) 1.7 (1.4-2.6)
CD3+ cells (106 cells/kg) 43.4 (6.1-163.5) 36.7 (11.7-237.5)
ABO mismatch
No mismatch 23 (48.9) 43 (45.3)
Major 10 (21.3) 27 (28.4)
Minor 9 (19.1) 17 (17.9)
Bidirectional 5 (10.6) 8 (8.4
Follow up (months) 34 (24-49) 46 (33.5-74.3)
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Table 1. Recipient’s demographic and hematological characteristics

Data are n (%) for dichotomous variables or median (IQR, interquartile range) for continuous
variables. Cases and control recipients were compared using the Mann—Whitney’s U test, khi-2 test
or Fisher’s exact test, where appropriate. There were no significant differences in baseline
characteristics between the two study groups (p-value range from 0.169 to 1.000).

Abbreviations: BM, bone marrow; CB, cord blood; GVHD, graft-versus-host disease; HSCT, hematopoietic stem

cell transplantation; PB, peripheral blood mobilized stem cells.
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Controls
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Variable Cases (n=49) (n=98) OR 95% CI p-value
Sex mismatch
Female donor for male recipient 16 (33.3) 13 (14.4) 3.03 [1.27-7.27] 0.013 *
Male donor for female recipient 7 (14.9) 23 (25.0) 0.37 [0.13-1.10] 0.075
Cellularity
TNC = 2.5 20 (43.5) 25 (28.1) 2.66 [1.04-6.79] 0.040 *
CD34+ cells < 3b 21 (44.7) 41 (44.1) 1.07 [0.44-2.60] 0.880
ABO mismatch 24 (51.1) 52 (54.7) 0.89 [0.45-1.75] 0.727
Major 10 (21.3) 27 (28.4)
Minor 9 (19.1) 17 (17.9)
Bidirectional 5 (10.6) 8 (8.4
GVHD prophylaxis
Ciclosporin 47 (95.9) 94 (95.9) 1,00 [0.18-5.66] 1.000
Tacrolimus 1 (2.0) 3 3.1 0.66 [0.07-6.51] 0.722
Methotrexate 13 (26.5) 24 (24.5) 1.11 [0.51-2.44] 0.788
Mycophenolate mofetil 33 (67.3) 58 (59.2) 1.35 [0.70-2.59] 0.377
Cyclophosphamide 2 (41 3 3.1 1.35 [0.22-8.34] 0.748
Corticosteroids 3 (6.1 5 5.1 1.21 [0.28-5.30] 0.797
CMV serological status at HSCT
R-D- 10 (20.8) 30 (31.6) 0.55 [0.24-1.25] 0.153
R-D+ 9 (18.8) 11 (11.6) 1.81 [0.68-4.82] 0.236
R+D- 15 (31.3) 19 (20.0) 2.04 [0.87-4.81] 0.104
D+ and/or R+ 39 (79.6) 65 (68.4) 2.00 [0.85-4.72] 0.114
Serodiscordance 24 (50.0) 30 (31.0) 2.44 [1.13-5.26] 0.024 *
Toxoplasma serological status at
HSCT
R-D- 13 (27.0) 26 (28.9) 0.86 [0.41-1.84] 0.703
R-D+ 8 (16.7) 8 (8.9 2.26 [0.77-6.60] 0.140
R+D- 14 (29.2) 29 (32.2) 0.83 [0.40-1.73] 0.623
Serodiscordance 22 (45.8) 37 (41.1) 1.16 [0.60-2.21] 0.659
Early severe infection (ESI)¢ 37 (75.5) 26 (26.5) 11.04 [3.86-31.61]  <0,0001
Number of ESIs 1 (1-2) 1 (1-1) 6.17 [2.72-13.99]  <0.001
1 24 (64.9) 22 (84.0)
22 13 (35.1) 4 (15.3)
Type of ESI
Viral infections 20 (40.8) 20 (20.4) 2.84 [1.28-6.27] 0.010
CMV 8 (16.3) 9 (9.2 1.95 [0.69-5.48] 0.209
EBV 7 (14.3) 5 (5.1) 3.18 [0.92-11.00] 0.068
HHV6 6 (12.2) 7 (7.1 2.20 [0.58-8.36] 0.249
Other virus 5 (10.2) 1 11.02 [1.25-97.16] 0.031 *
2 or more viral infection 5 (25) 2 (10 3.00 [0.58-15.47] 0.407
Toxoplasmosis 6 (12.2) 0 (0 29.44  [1.29-671.60]  0.034 *
IFI 14 (28.6) 6 (6.1) 11.13 [2.49-49.72] 0.002
BSI 9 (18.4) 3 3.1 8.29 [1.78-38.69] 0.007
Undocumented sepsis 5 (10.2) 0 (0 24.35 [1.00-592.07]  0.050 *
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Table 2. Univariate analysis of potential factors associated with graft failure among case
and control recipients

Data are n (%) for dichotomous variables or median (IQR) for continuous variables. Cases and
control recipients were compared using conditional logistic regression. OR of variables for which
a contingency of 0 was present in one group were calculated using Fisher’s exact test.

* Total nucleated cells, in 10° cells/kg for bone marrow and peripheral blood, 107 cells/kg for cord
blood.

> CD34" cells, in 10° cells/kg for bone marrow and peripheral blood, 10° cells/kg for cord blood

¢ Early-onset severe infections occurring upon conditioning (day-7) until day+42 after HSCT. Full
definition criteria are provided in supplemental data, Table 1.

Abbreviations: BM, bone marrow; BSI, blood stream infections; CB, cord blood; CI, confidence interval; CM/,
eytomegalovirus; D, donor; EBV, Epstein Barr virus; ESI, early-onset severe infection; GV HD, graft-versus-host
disease; HHV-6, human herpes virus-6; IF1: Invasive Fungal Infection, PB, peripheral blood mobilized stem cells;

R, recipient; TINC, total nucleated cells.

Variable OR 95% CI p-value

ESI 14.35 [3.58-57.49] <0.0001 Hokokx
Total nucleated cells < 2.5 4.23 [1.21-14.74] 0.024 *
CMYV serodiscordance 2.83 [1.08-7.41] 0.035 *
Female donor for male recipient 2.29 [0.65-8.09] 0.197

Table 3. Multivariate analysis of factors associated with graft failure among cases and
controls recipients

Risk factors were compared using a conditional multivariate logistic regression model.

* Total nucleated cells, in 10® cells/ kg for bone marrow and peripheral blood, 10" cells/kg for cord

blood.

Abbreviations: CI, confidence interval; CMV’, cytomegalovirus; EST, early-onset severe infection; OR, odds ratio
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Flow chart of patients included in the study

Abbreviations: GF, graft failure; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation

Figure 2. Cumulative incidence and survival analyses.

Cumulative incidence and survival analysis were calculated using the Fine & Gray competing risk
regression model.

A: cumulative incidence of ESIs over time upon conditioning (day -7) until day +42 after HSCT,
with death from all causes as competing event.

B: cumulative survival rate of infection-related death from HSCT until 5 years post-HSCT, with
death from non-infectious origin as competing event

Abbreviations: ESI, early-onset severe infection; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation.

Figure 3. Survival analyses

Opverall survival (OS) probabilities were estimated by the Kaplan-Meier method and compared by
the log-rank test.

A: OS of cases versus control recipients

B: OS of cases versus control recipients according to the presence of ESI

C: OS among recipients who underwent a second graft after GF

Abbreviations: ES1, early-onset severe infection; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation.
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FIGURES

2094 allogeneic HSCT
Lyon, n=683
Paris, n=1027
Toulouse, n=384

v

88 eligible cases
Lyon, n=44
Paris, n=35

Toulouse, n=9
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49 graft failures (GF)
Lyon, n=25
Paris, n=21
Toulouse, n=3

J

Potential case identification:

No engraftment

No neutrophil recovery at day +42

> 95% recipient chimerism at day +42
Second graft

39 excluded
Death before d+20, n=21
Relapse, n=18

98 matched controls
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45 primary GF

33 neutropenic

4 early secondary GF
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Figure 1 — Flow char

t of patients included in the study
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SUPPLEMENTAL DATA

Type of infection

Criteria of severe infection

Fungal According to 2016 IDSA and 2008
EORTC/MSG criteria" All proven or
probable invasive fungal disease. Possible
Aspergillosis were retained if responsible of a
prolonged > 5 days fever without other
documentation

Viral HHV6’: High initial viral load (>3 logi

Were excluded: directly treated low viral load
(< 3 logio copies/mL for CMV/HHVG, < 4
logio Ul/mL for EBV, evidence of BK virus in

urine without symptoms nor BK viremia)

copies/mL) or increasing viral load judged
significant and treated

EBV": High initial viral load (>4 logio
copies/mL) or increasing viral load judged
significant and treated

CMV’: High initial viral load (>3logi
copies/mlL), rapid viral load doubling time
(>1logio copies/mL in 3 days) ot proven CMV
disease

BK virus®: Positive BK viremia
Adenovirus’: High initial viral load (>3logio
copies/mL if intermediate risk, > 2logi
copies/mL if high risk ), or increasing viral load

judged significant and treated

Influenza: Documented pneumonia
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Bacterial Blood Stream Infection (BSI) with at least
Were excluded: BSI without organ dysfunction | one organ dysfunction:

According to 2016 SEPSIS 3 criteria™
Sepsis (QSOFA and SOFA >= 2)

Septic shock

According to 2001 International sepsis
definitions conference’:

Severe sepsis with at least one organ
dysfunction

Septic shock

Parasitic Toxoplasmosis'”: Infection (at least one
blood sample positive tested by PCR for T.

Gondii) or disease

Sepsis of unknow origin >=5 days persistent fever (>=38.5°C) under
appropriate anti-infectious agents

incrementation, without any documentation

Supplemental table 1. definition of severe infections

Viral DNA load was assessed by RQ-PCR as recommended, from whole blood samples, two times a week
for CMV, once for EBV and HHVG6 and only in high risk selected patients for adenovirus. Toxoplasmosis
screening was performed only in high-risk grafts (recipient with a positive serology), according to each centre
habit. BK virus infection was researched in patients presenting urinary symptoms by RQ-PCR in urine and
blood. Influenza infection was documented by molecular assay (conventional RT-PCR or rapid molecular
assay) in patients with acute febrile respiratory illnesses occurring during outbreaks and epidemics.

CMV: Cytomegalovirus, EBV: Epstein Barr Virus, HHV -6: Human HerpesVirus-6
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DISCUSSION
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Nos résultats montrent une forte association entre les IPS et la non prise de greffe. Cette
association est particulicrement marquée pour les toxoplasmoses, les infections fongiques
invasives, le sepsis sévere et le sepsis prolongé non documenté. Déja bien commentées dans
Particle, nous ne reviendrons pas sur les principales limites de I’étude, forcément biaisée du fait de
son caractere rétrospectif. Nous commenterons brievement les résultats liés aux IPS, avant

d’aborder les perspectives ouvertes par ces données.

I. RESULTATS DE ’ETUDE

1. Association IPS-non prise de greffe

Avec une incidence cumulée d’IPS a J+42 significativement plus élevée chez les cas par

rapports aux témoins (75,5% vs. 26,5%), les IPS toutes causes confondues sont fortement associées

a la non prise de greffe dans notre étude (OR 11,04). Ces résultats sont d’autant plus significatifs

que nos groupes étaient appariés sur les critéres connus de non prise de greffe, et que I'association
se renforce (OR 14,35) dans le mod¢le multivarié incluant la cellularité et la sérodiscordance CMV.
Le fait que les infections pourraient étre aussi bien la cause des non prises de greffe que la
conséquence de I'aplasie induite constitue un biais imporant a prendre en compte dans I'analyse de
ces résultats. Cependant, la précocité observée de ces événements infectieux, particulierement lors
de I'analyse en sous-groupe par source cellulaire (médiane de 9,5 jours pour les greffons de CSP et
cordons) ou par pathogene (médiane de 8 jours pour les sepsis séveres, 8,5 jours pour les infections
fongiques et 11,5 jours pour les infections virales), survenant avant la date théorique de sortie
d’aplasie moyenne, doit faire fortement considérer ces IPS comme potentiels facteurs favorisants

la non prise de greffe.

a) Toxoplasmose

Avec six cas dans le groupe étudié contre zéro dans le groupe controle, les infections a
Toxoplasma gondii ressortent tres fortement associées a la non prise de greffe dans notre étude (OR
29,44). Ces résultats rejoignent les observations précédentes faites par le groupe HEMINF,
rapportant deux cas de non prises de greffe sur 23 cas de toxoplasmose apres ACSH (171). Le
traitement curatif par triméthoprime/sulfamethoxazole (cotrimoxazole), avec sa myélotoxicité,
pourrait étre un potentiel facteur confondant dans ces résultats. Cependant, le délai médian tardif

de début de traitement (25 jours) associé au fait que certains patients ont ¢té traités par une
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association moins myélotoxique (pyriméthamine et sulfadiazine) plaide en faveur d’un réel effet du

parasite sur la bonne prise du greffon.

b) Infections bactériennes et fongiques

Pour la premicre fois, notre travail rapporte une association forte entre les infections
fongiques invasives, les infections bactériennes et la non prise de greffe (OR 11,13 et OR 8,29
respectivement). Si les rapports directs entre les différents pathogénes fongiques/bactériens et la
CSH sont moins évidents que pour les virus, la réaction immunitaire induite par ces micro-
organismes (entrainant notamment ’épuisement et 'apoptose des LT) ainsi que 'impact de 'TFN-

y sur ’hématopoicse pourraient géner la prise de greffe de nombreuses maniéres.

c) Sepsis prolongé non documenté

Cette catégorie visait a définir une situation clinique récurrente : celle d’un sepsis avec fievre
persistante sans aucune documentation malgré I'escalade antibiotique et antifongique. Les patients
peuvent ainsi passer plusieurs jours (voir semaines) dans un état d’inflammation intense avec une
fievre dépassant les 40°C. Dans notre étude, une telle situation se retrouve fortement associée a la
non prise de greffe malgré une p-value a la limite de la significativité statistique (OR 24,35 ; [1,00-
592,07] ; p=0,050). La significativité clinique est cependant bien réelle, suggérant que le stress
inflammatoire généré par un stimulus endogene ou exogeéne non controlé peut géner la prise du
greffon. Sur le plan immunologique, la situation se rapprocherait donc d’un syndrome d’activation
macrophagique. La surveillance de marqueurs biologiques tels que la ferritine, les triglycérides ou
le fibrinogene associée a la réalisation d’un bilan médullaire complet en cas de situation clinique
évocatrice avec aplasie persistante et fievre prolongée (= 5 jours) malgré une escalade anti-

infectieuse adaptée pourrait ainsi se justifier.

d) Infections virales

Avec un OR a 2,84, les infections virales arrivent a la derniere place du classement des IPS
les plus fortement associées a la non prise de greffe dans notre étude. Ceci est a contrebalancer par
leur fréquence, représentant 40,8% des IPS chez les cas. Les stratégies de surveillance systématiques
et de traitement préemptif tout comme la fréquence relative de ces infections (20,4% des témoins

ayant également présenté une infection virale précoce) pourraient expliquer ce résultat.

De fagon surprenante, les réactivations HHV-6 et CMV ne sont pas associées a la non prise
de greffe dans notre étude (p=0,249 et p=0,209, respectivement). Ceci pourrait s’expliquer par un
manque de puissance, 6 (12,2%) et 8 (16,3%) cas ayant présenté une réactivation contre 7 (7,1%)
et 9 (9,2%) témoins. Les nombreux effets immunosuppresseurs de 'THHV-6 et du CMV, décrits

plus haut, auraient de nombreuses raisons d’influer la prise de greffe. La relative fréquence de ces
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réactivations virales rend I'analyse difficile sur des effectifs réduits. Sur une plus grande population,
une analyse en sous-groupe sur les greffes de cordons aurait également pu étre intéressante pour

chercher a mettre en évidence une éventuelle association entre THHV-6 et la non prise de greffe.

A la lumicre des éléments avancés dans la discussion, la présence d’une tendance vers
'association entre la réplication EBV et la non prise de greffe en analyse univariée (p=0,068) peut
paraitre étonnante. La réplication précoce de TEBV avant J42 pourrait toutefois étre le témoin d’un
état d’immunosuppression enclin a la non prise de greffe. Un monitoring de I'activité des LB dans
ce contexte pourrait étre intéressant. Par ailleurs, les T spécifiques du virus pourraient également
inhiber la CSH, comme cela a été suggéré apres des cas de mononucléose infectieuse compliquées

d’aplasie médullaire chez le sujet immunocompétent (183).

Du fait des effectifs réduits, les autres infections virales ont été regroupées en un seul et
méme groupe dans notre étude. Ce sous-groupe, réunissant les infections a BK virus (n=4), a
adénovirus (n=1) et a Influenza (n=1) est fortement associé a la non prise de greffe (OR 11,02). Ces
infections étant plus rares dans la période précoce (particulicrement dans le cas du virus Influenza,
dont la transmission est censée étre prévenue par Iisolement protecteur), leur diagnostic, moins
standardisé, peut également étre plus tardif. Ce délai pourrait ainsi potentiellement laisser assez de
temps a l'infection pour instaurer une pression immunitaire suffisante pour géner la bonne prise

du greffon.

2. Role de la sérodiscordance

Les différentes actions immunosuppressives et sur la reconstitution immunitaire du CMV
pourraient expliquer ’association entre la sérodiscordance CMV et la non prise de greffe observée
dans notre étude. Ces données rejoignent les résultats rapportés par Ljungman e/ a/. (diminution de
la survie globale pour les patients séronégatifs recevant un greffon de donneur non apparenté
séropositif ainsi que pour les patients séropositifs recevant un greffon de donneur séronégatif en
cas de conditionnement myéloablatif) (76). On pourrait ainsi imaginer qu’en cas de receveur
séronégatif, la transmission du CMV par le greffon pourrait promouvoir une réaction
inflaimmatoire épuisant la moelle tout en dirigeant la reconstitution immunitaire anti-CMV au
dépend du reste du répertoire lymphocytaire T. Inversement, en cas de receveur séropositif, les LT
du donneur séronégatif pourraient étre vite supprimés ou du moins monopolisés par le CMV au
dépend de leur action promouvant la prise de greffe. La encore, le manque de puissance associé a
Papproche préemptive de traitement participent probablement a I’absence d’association entre la

réactivation CMV et la non prise de greffe dans notre étude. Ces résultats pourraient également
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signifier que le virus n’a pas besoin d’étre a un seuil détectable dans le sang pour médier ses effets

favorisant le rejet.

3. Survie apres non prise de greffe

Nos résultats confirment la faible survie globale a 5 ans apres perte du greffon (19,7% [5,2-
34,2]). Comme nous l'avons vu, ces chiffres varient fortement entre les différents sous-groupes,
avec une mortalité plus élevée chez les patients ne bénéficiant pas de seconde greffe. Parmi les
patients bénéficiant d’une greffe de sauvetage, les patients ayant recu une greffe haplo-identique
présentaient une survie globale a 3 ans nettement meilleure que ceux ayant bénéficié d’une greffe
de donneur non apparenté ou de sang de cordon (100% »s. 30% et 11,1%, respectivement). Une
disponibilité plus rapide du greffon associée a la reconstitution immunitaire permise par le greffon
haplo-identique (notamment en termes d’immunité innée, lymphocytes NK et Tyd) pourraient
permettre une meilleure prise du greffon dans un environnement qui lui était hostile jusqu’alors. 1l
pourrait étre intéressant d’étudier le conditionnement et le protocole immunosuppresseur réalisés
dans ce contexte. Ces résultats doivent toutefois étre interprétés avec précaution du fait des effectifs

réduits étudiés (n=5 pour les greffes haplo-identiques, n=10 pour les autres groupes).
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II. PERSPECTIVES

Des interactions complexes entre I’hote, le greffon et les écosystémes microbiens (qu’il
s’agisse du microbiome symbiotique ou de micro-organismes opportunistes pathogénes) sont
induites de facto par la procédure ’ACSH. Siun intérét particulier est porté a I’étude des interactions
entre I’hote et le greffon (interface entre deux répertoires immunitaires dissemblables), 'impact des
agents infectieux est quant a lui moins bien décrit.

Larticle présenté dans cette these est le préambule a un projet d’étude des syndromes
d’insuffisance médullaire aprés ACSH. Le rationnel ayant été développé tout au long de ce travail,
la section suivante exposera une proposition de projet d’étude prospective translationnelle visant a
analyser conjointement les facteurs immunologiques et infectieux susceptibles d’interférer avec la
greffe. Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans les syndromes d’insuffisance
médullaire apres ACSH permettrait une optimisation de la prise en charge des patients et du

pronostic de PACSH.

1. Hypothese de travail et objectif de I’étude

Notre hypothese de travail est que Iactivation des cellules immunitaires (notamment des
lymphocytes T) impliquées dans la physiopathologie des syndromes d’insuffisance médullaire n’est
pas le seul fait de I'alloréactivité, mais que les écosystémes microbiens participent au développement
des cytopénies. I objectif principal sera donc de déterminer les facteurs immunitaires et microbiens

associés aux syndromes d’insuffisance médullaire. Cet objectif sera atteint au moyen du

développement d’outils permettant la caractérisation de Penvironnement immunitaire et microbien

du greffon afin de déterminer des états ou profils associés aux syndromes d’insuffisance médullaire.

2. Patients et méthodes

a) Définitions et criteres d’inclusion des receveurs d’ACSH

Tout patient adulte (=18 ans) présentant une hémopathie maligne avec premicre indication
d’ACSH sera éligible. Les insuffisances médullaires apres ACSH incluront les non prises de greffe
et les dysfonctions du greffon selon les criteres précédemment décrits dans le tableau 1 (copié ci-

apres). Les patients avec une bonne récupération médullaire constitueront la population controle.
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DEFINITIONS DES SYNDROMES D’ INSUFFISANCE MEDULLAIRE APRES

ACSH

Non prise de greffe (graft failure)

e Primaire neutropénique :
o Absence de sortie d’aplasie (PNN =< 0,5 G/L) avant J+42 post-ACSH
o Chimérisme mixte ou = 95% receveur
e Primaire non neutropénique :
o Sortie d’aplasie (PNN = 0,5 G/L) avant J+42 post-ACSH
o Chimérisme = 95% receveur (= Reconstitution autologue)
e Secondaire précoce :
o Sortie d’aplasie pendant au moins 3 jours consécutifs (PNN = 0,5 G/L) avant
retour en aplasie avant J+42 post-ACSH
o Perte du chimérisme du donneur (chimérisme mixte ou = 95% receveur)
e Secondaire tardive :
o Sortie d’aplasie pendant au moins 3 jours consécutifs (PNN = 0,5 G/L) avant
retour en aplasie apres J+42 post-ACSH
o Perte du chimérisme du donneur (chimérisme mixte ou = 95% receveur)

Dysfonction du greffon (Poor graft function)

e Chimérisme total donneur (= 95% donneur)

e Présence d’une ou plusieurs cytopénies persistantes apres J+42 post-ACSH :
o PNN=05G/L
o Plaquettes <20 G/L
o Hémoglobine < 70 g/L

e Moelle hypoplasique

e Absence de GsHD

Criteres d’exclusion

e Rechute précoce de la maladie (avant J+42) et/ou décés sutvenant précocement aprés
IPACSH.

Tableau 1: Définitions des syndromes d’insuffisance médullaire (Bone Marrow Failure
Syndromes) aprés ACSH

ACSH : Allogreffe de Cellules Souches Hématopoiétiques, GvHD : Graft-versus-FHost Disease (maladie du greffon contre I'bite), PNN :

Polynucléaires neutrophiles
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b) Workflow de I’étude

Une étude pilote « preuve de concept » sera d’abord menée en monocentrique au centre
hospitalier Lyon Sud. L’analyse de la faisabilité du protocole pilote et des résultats préliminaires
permettra d’affiner le design de I’étude afin de proposer une étude multicentrique par la suite, le
nombre de centres participant restant a déterminer en fonction de la validation médicale et
scientifique par chaque centre d’une telle proposition de recherche. L’avis du conseil scientifique
de la SFGM-TC sera sollicité pour cette étude.

Le projet sera mené selon un design chronologique prévu par le suivi conventionnel post-
ACSH, en respectant les délais nécessaires a I’établissement et au maintien de la prise de greffe. Les
prélevements seront donc effectués dans le cadre du suivi classique des patients allogreffés, aucune
visite ni aucun prélevement n’étant rajouté (Figure 3).

c) Recueil des données clinico-biologiques

Apres information et recueil du consentement du patient, toutes les informations requises
par le protocole seront consignées dans un cahier d’observation électronique sécurisé. Les données
seront recueillies au fur et a mesure qu'elles seront obtenues, de fagon anonymisée.

La liste exhaustive des variables cliniques et biologiques recueillies en période pré-
transplantation, liées a la transplantation et en période post-transplantation est présentée dans les
tableaux 3 et 4 ci-apres. Ces variables seront recueillies a I’état basal pour les données pré-
transplantation et liées a la transplantation, et a chaque visite (quand requis) pour les données post-

transplantation.
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Pré-greffe M1 M3 M6

M12 M24

Patients :
-2 18 ans
- Diagnostic d’hémopathie

Echantillon de sang
périphérique
5 tubes EDTA 5mL

maligne avec indication

d’allogreffe
- Premiere greffe

Echantillon
meédullaire
1 tube EDTA 5mL

Recueil données cliniques et
biologiques préexistantes

@ Prélévements/analyses protocolaires

Figure 3: Protocole de suivi prospectif aprés allogreffe
hématopoiétiques

M : Mois

de cellules souches
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DONNEES CLINIQUES ET BIOLOGIQUES PRE-EXISTANTES RECUEILLIES

Pré-greffe
e Données démographiques du patient
o Age, Sexe, score comorbidités (HCT-CI) + détails comorbidités (diabéte, tabac,
maladie pulmonaire ou cardiaque chronique, maladie auto-immune, cancer)
splénectomie
o Antécédent de greffe autologue
o Anticorps anti-HLA (st positif : recherche spécificité contre le donneur)
¢ Données hématologiques
o Type de maladie (LAM et SMD, LAL, SMP, aplasie médullaire, SLP, MM), facteurs
génétiques et moléculaires pronostiques
o Statut de la maladie (précoce, intermédiaire, tardive/avancée)
o Maladie résiduelle (évaluée en cytologie + immunophénotypage, cytogénétique et
moléculaire quand réalisable)
e Données relatives au donneur et greffon
o Données démographiques donneur : sexe, age
Source (Moelle osseuse, cellules souches périphériques, sang de cordon)
Compatibilit¢ HLA (HLA A, B, C, DR, DQ et DP)
Compatibilit¢ ABO (Mineure, Majeure, Mixte)
Cellularité du greffon : cellules nuclées totales, CD34+ et CD3+
o Traitement du greffon (congélation, déserythrocitation...)

O O O O

¢ Données relatives a la greffe
o Conditionnement prévu (Myéloablatif/intensité réduite/non myéloablatif)
¢ Données infectiologiques
o Sérologies patient et donneur : CMV, EBV, HSV, toxoplasmose, VIH, VHB, VHC,
syphilis
o PCR virales sanguines : CMV, EBV, HHV-6, Adénovirus, Toxoplasmose, BK-virus

Suivi : M1, M2, M3, M4, M6, M12, M24
e Prise de greffe
o Délai de prise de greffe (en jours)
o Chimérisme sur sang et moelle
o Maladie du greffon (aiglie/chronique, grade, réponse, réfractaire ?)

¢ Données hématologiques
o Réponse (évaluée en cytologie + immunophénotypage, cytogénétique et moléculaire
quand réalisable)
e Traitement regus
o Type de traitements (classés en : Immunosuppresseur, anti-infectieux, myélotoxique)
o Prophylaxie de la GvHD
o Traitement de la non prise ou dysfonction du greffon
o Immunoglobulines polyvalentes
e Infections (cf Annexe 1)
o Bactériennes, Fongiques, Virales, Parasitaires, Sepsis non documentés

Tableau 3 : Données clinico-biologiques recueillies prévues dans le suivi habituel

ACSH : Allogreffe de Cellules Souches Heématopoiétiques, CMV” : Cytomegalovirus, EBV : Epstein-barr Virns, GvHD : Grafi-
Versus-Host Disease (maladie du greffon contre Ihote), HL.A : Human Lenkocyte Antigen, HHV -6 : Human Henpes 1Virus 6, HST” :
Henrpes Simplex: Virus.
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d) Analyses protocolaires : méthodes

Pour répondre a l'objectif principal, plusieurs approches se basant sur des méthodes
innovantes d’exploration du systéme immunitaire et des écosystémes microbiens seront utilisées et
testées de facon différentielle et séquentielle sur deux fractions sanguines: médullaire et
périphérique. Des prélévements issus de donneurs sains (pour le sang périphérique) ou de patients
en rémission complete depuis plus de 5 ans venant a 'occasion d’une visite de controle (pour la
moelle osseuse) seront analysés au titre de population de référence.

Une premicere approche consistera a développer des tests immunitaires fonctionnels basés

sur des données transcriptomiques et protéomiques. Une analyse du séquengage de PARN sur sang

total et médullaire nous permettra d’étudier différentes signatures immunitaires (innées, T
classique, helper et cytotoxique, T régulatrice, T mémoires, Tyd, NK, B classique et régulatrice) et
d’établir les profils immunitaires associés a la non prise de greffe. Le versant fonctionnel sera étudié
selon une approche méthodologique et analytique adaptée des travaux proposés récemment par les
équipes de I'institut Pasteur (Consortium Milieu Interieur) (184). Cette méthode permet un dosage
des principales cytokines de 'immunité adaptative et innée directement sur sang total apres 24h
d’incubation dans une seringue préte a 'emploi. La réponse a différents stimulis peut également
étre évaluée. L'immunité innée sera étudiée par analyse de la synthese de TNF-a apres stimulation
du sang total et médullaire par des antigenes immunogenes ubiquitaires tels que le LPS,
Pentérotoxine staphylococcique B, le VZV. En plus du TNF-«, d’autres cytokines/chemokines

seront analysées dans le surnageant de culture pour apprécier le versant adaptatif (IL-2, IL-4, IL-

10, IL-17, IFN-y). Ces deux résultats nous permettront de dresser un profil immunitaire quantitatif,
qualitatif et fonctionnel associé a I'insuffisance médullaire apres ACSH.

Une deuxieme approche consistera a étudier le virome sanguin des receveurs d’ACSH par

méthode de High Throughput Sequencing (HTS). Ce volet aura pour but d’évaluer la composition
du virome associée aux syndromes d’insuffisance médullaire apres ACSH et d’analyser en quoi elle

differe des receveurs d’ACSH sans insuffisance médullaire. I’existence d’un virome médullaire et

I’évaluation de sa composition différentielle dans les deux populations sera également recherchée.
Pour les besoins du protocole, les analyses seront réalisées avant greffes et a certaines

échéances du suivi standard, a M1, M3, M6, M12 et M24.
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DONNEES BIOLOGIQUES PROTOCOLAIRES

Pré-greffe et suivi : M1, M2, M3, M4, M6, M12, M24

¢ Immunophénotypage :

o Lymphocytes T
* CD3+, CD4 et CD8+ avec ratio CD3/CD8
* PDI, production IFNy
o Lymphocytes Tyd
o Lymphocytes B
= CD19+, CD20+, CD21+
o Expression de HLA-DR et PD1 sur les monocytes
o Lymphocytes Tig
=  CD25+ Foxp3+
o Lymphocytes NK
o CSM (moelle) :
* CD73+,CD90+, CD105+, CD14, CD34 & CD45
e Biomarqueurs sanguins
o IFNy, IL-4, IL-10, TNFax
o Ratio IL10/TNFus
o Ratio IFN-y/IL-4
¢ Dosage des immunoglobulines
o Sous types : IgG, M, A
e Test fonctionnels
o Analyse fonctionnelle apres exposition a différents antigenes tels que le LPS,
Pentérotoxine staphylococcique B ou le VZV par systeme Truculture ®
e Virologie :
o PCR virales multiplex (sang et moelle)
o Virome sanguin et médullaire (HTS)
¢ En cas de fievre prolongée inexpliquée
o Numération Formule Sanguine
o Coagulation avec fibrinogene
o Triglycérides
o

My¢élogramme avec bilan virologique complet

Tableau 4 : Données biologiques prévues dans le protocole

ACSH : Allogreffe de Cellules Souches Hématopoiétiques, CMV” : Cytomegalovirus, EBV : Epstein-barr Virns, GvHD : Graft-
Versus-Host Disease (maladie du greffon contre 'hote), HHV -6 : Human Herpes Virns 6, HL.A : Human Leukocyte Antigen, HST” :
Herpes Simplexe Virns, HTS : High Throughput Sequencing
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e) Effectifs attendus et analyses statistiques

L’incidence globale des dysfonctions du greffon est estimée entre 10 et 25% apres ACSH
(185). A ceci s’ajoute les non prises de greffe, dont I'incidence globale est estimée a 5,5% toutes
greffes confondues (7,8). Sachant qu’environ 80 greffes allogéniques sont réalisées chaque année
au centre hospitalier Lyon Sud, une vingtaine de patients incluables dans le groupe « insuffisance
médullaire » est attendue par année. La premicre partie étant exploratoire et monocentrique, une
vingtaine de patients dans chaque groupe est attendue. Le recueil sera purement prospectif pour
les quarante premiers patients. Une fois le nombre de patients atteints dans le groupe controle (avec
un suivi minimum d’un an), les prélévements seront congelés et analysés uniquement en cas de

développement d’un syndrome d’insuffisance médullaire pour compléter le goupe des cas.

Cette premicre analyse et sa faisabilité pratique nous permettra ensuite d’étendre I’étude a
d’autres centres. Un nombre de sujets nécessaire sera alors calculé en fonction des résultats

attendus.

3. Retombées attendues

Cette étude nous permettra de décrire les phénomenes immunologiques et infectieux
intervenant dans la prise de greffe et l'insuffisance médullaire apres ACSH. Une meilleure
compréhension de ces événements devrait nous aider a mieux les prévenir et améliorer la prise en
charge des cytopénies aprés ACSH. Comprendre lintéraction avec les micro-organismes du
microbiome et les microrganismes pathogenes devrait également permettre d’ouvrir de nouvelles
voies thérapeutiques pour ces syndromes ne bénéficiant actuellement que de peu d’options. Enfin,
la découverte d’un éventuel virome médullaire serait une premicre faisant reconsidérer le modele

actuel de zone de privilege immun.
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CONCLUSION
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C’est en approfondissant un sujet que 'on s’apercoit progressivement de I’étendue de ce
que I'on ignore. Ainsi, ce travail aura rempli sa fonction si désormais il existe plus de questions qu’il
n’y en avait auparavant. Dans le contexte spécifique de la procédure complexe de 'ACSH, la
compréhension des mécanismes régissant les relations entre ’hote receveur et les écosystemes
microbiens est loin d’étre parfaite. Les différents effecteurs et médiateurs impliqués dans ce
dialogue immunologique, dont I’état des connaissances a été résumé dans ce document, nous
permet ainsi d’envisager différents moyens par lesquels les agents infectieux peuvent interférer avec
la physiologie de la CSH. De futures études plus poussées devraient nous permettre de mieux

comprendre ces interactions et d’améliorer la prise en charge du patient.
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Type d’infection Pathogenes

Fongique

Aspergillus spp. (186)
Candida spp. (187)
Mucormycoses (188)
Hyalohyphomycoses (189)
Preumocystis jirovecci (190)

Virale

Exclusion : charge virale initiale faible traitée
(< 3 logio copies/mL pour CMV/HHV-6, < 4
logio UI/mL pour EBV, présence de BK vitus
dans les urines sans symptomes ou sans

EBV (147)

CMV (191,192)
HHV-6, -7, -8 (192)
BK virus (193)
Adénovirus (194)

virémie) Influenza (195)
Virus respiratoires (196)
Bactérienne Bactériémie sans dysfonction d’organe

Selon les criteres 2016 SEPSIS 3 (qSOFA et
SOFA = 2) :(197)

- Sepsis

- Choc septique

Sepsis non documenté

Fievre (= 38,5°C) non documentée, persistante
(= 5 jours) malgré une escalade anti-infectieuse

appropriée

Parasitaire

Toxoplasmose (167)

Annexe 1: Tableau des infections recueillies apres ACSH

Les criteres diagnostiques (donnés en références) sont ceux des dernieres conférences de consensus de

PECIL (regroupant différentes sociétés savantes : TEBMT, TEORTC, 'ICHS et ’ELN).

CMV” : Cytomégalovirus, EBV” : Virus d’Epstein-Barr, HHV : Virus de 'Herpés Humain
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CONCLUSIONS

La perte de greffon aprés allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est un événement
rare, de trés mauvais pronostic. Si plusieurs facteurs de risques tels que le type de maladie sous-jacente, la
source cellulaire ou la compatibilité HLA sont clairement identifiés comme pouvant favoriser la perte de
greffon, les facteurs de risques infecticux sont quant 4 eux souvent cités sans jamais avoir fait 'objet
d’une étude approfondie éﬂ}? rant leur lien causal dans cette complication. L objectif de ma thése était
d*identifier les facteup§@es infectieux associés aux pertes de greffons de CSH par le biais d une
éude cas-témoin.

2094 dossie
analysés via la bas

nt bénéficiés d’une allogreffe de CSH entre 2008 et 2017 ont été
trois centres hospitalo-universitaires universitaires (Lyon (CHLS),
Paris (Saint-Louis) et copole)). 88 cas éligibles ont é¢ identifiés, permettant de retenir 49
cas de pertes de greffon {ables. 98 témoins leurs ont été appariés sur des critéres précédemment
identifiés comme associés a la perte de greffon (type de maladie, source cellulaire, compatibilité HLA, et
autant que possible sur le sexe l'dge et la temporalité de la greffe). Les événements infectieux précoces
sévéres (IPS), définis sur des critéres de sévérité (infection menagant e pronostic vital) et de temporalité
(survenant pendant la période entourant la prise de greffe, allant du début du conditionnement J-7 jusqu'a
J42 aprés greffe) ont été recueillis par croisement de la base de données respective de chaque centre avec
le dossier médical du patient. D'autres critéres démographiques, hématologiques tels que la cellularité, la
prophylaxic pour la maladie du greffon contre I'hote (GVHD) ou la compatibilité ABC et
microbiologiques afférentes aux événements infecticux ont également été recucillis.

L’analyse descriptive n’a révélé aucune différence statistiquement significative dans les
caractéristiques démographiques et hématologiques des deux groupes, confirmant la qualité de
"appariement. En analyse univariée, les IPS étaient fortement associées aux pertes de greffon (OR 8,54 ;
Intervalle de confiance 4 95% (1C95%) [3,97-18,82] ; p<0,001). La discordance de sérologic CMV entre
le donneur et le receveur (sérodiscordance) était également associée a la perte de greffon (OR 2,17 ;
1C95% [1,06 ; 4,42] ; p<0,033), avec une tendance a des greffons de plus faible cellularité chez les cas
(p=0,074). En analyse en sous-groupe, les IPS associées a ia perte de greffon étaient (par ordre
décroissant de risque): la toxoplasmose (OR 2944 ; IC95% [1,29-671,65] ;, p=0,034), les sepsis
prolongés non documentés (OR 24,35 ; 1C95% [1-592,07]) ; p=0,050), les bactériémies sévéres (OR 7,13 ;
[C95% CI [1,83-27,70] ; p=0,005), les infections fongiques invasives (OR 5,54 ; 1C95% [1,96-15,69] ;
p<0,001) et les infections virales (OR 2,69 ; 1C95% [1,27-5,71] ; p=0,01). En analyse multivariée, les IPS
et la serodiscordance CMV étaient les seuls facteurs de risques indépendants associes 4 la perte de greffon
(OR 7,94 ; IC95% [3,28-19,20] ; p<0,001 et OR 3,20 ; IC95% [1,32-7,76] ; p=0,010, respectivement).

En prenant le décés (toutes causes confondues) comme événement compétitif, I'incidence cumulée
4 42 jours aprés allogreffe des ISP était significativement plus élevée chez les cas par rapport aux témoins
(75,5% [64,4-88,6] vs. 26,5% [19,1-36,9] respectivement ; Gray test : p<(.0001). La mortalité cumulée &
5 ans liéc aux ISP, avec le décés de causce non infecticuse en événemenlabirHéDRL, était significativement
plus importante chez les cas par rapport aux témoins (75,2% . 47.3% [27,2-61,9]
respectivement ; Gray test : p=0,002).
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La survie globale 4 5 ans était significativement plus basse chez les cas (19,7% [5,2-34,2)) par
rapport aux 1émoins (52,9% [42,4-63,4]) (HR 2,475; IC 95%.[1,48-4,137] ; p<0,0001). L analyse en sous-
groupe montrait une tendance au pronostic moins favorable pour les cas ayant présentés des ISP comparés
& ceux n'en ayant pas fait., sans atieindre la significativité statistique (p=0,306). Concernant les 2°™
greffes de sauvetage, les patients ayant bénéficié d’une greffe haplo-identique présentaient une meilleure
survie globale que ceux ayant bénéficiés d'une greffe de donneur non apparenté ou de sang de cordon
(p=0,023 et p=0,0035 respectivement).

Cette étude fait le point sur les événements infectieux sévéres survenant aprés allogrefte, montrant
une forte association entre les ISP et les pertes de greffon. Bien que cette relation ait souvent été suggérée
dans d'autres études, cela n’avait jamais été démontré. Par ailleurs, seules les infections virales sont
habituetlement analysées. Pour la premiére fois, les autres agents infecticux fongiques, bactériens et
parasitaires sont étudiés. Le pronostic trés péjoratif des pertes de greffon est en outre confirmeé, avec de
fagon intéressante une meilleure survie globale chez les patients ayant bénéficié d’une greffe haplo-
identigue en traitement de sauvetage.
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Vincent ALCAZER - Infections précoces séveres et non prise de greffe
de cellules souches hématopoiétiques

RESUME

Les infections sont souvent citées comme facteur de risque de non prise de greffe
apres allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (ACSH). Cependant, aucune étude n’a
jamais étudié spécifiquement les événements infectieux précoces séveres (IPS) dans ce
contexte ni démontré leur association a la non prise de greffe.

Entre 2008 et 2017, 2094 patients allogreffés dans trois centres (Paris, Lyon,
Toulouse) ont été analysés permettant de retenir 49 cas de non prise de greffe. Pour chaque
cas, deux témoins (n=98 au total) ont été appariés sur des critéres déja connus comme
favorisant la non prise de greffe (maladie hématologique, compatibilité HLA, source cellulaire,
et autant que possible dge, sexe et temporalité de la greffe).

En analyse univariée, les IPS étaient fortement associées a la perte de greffon (Odds
Ratio (OR) 11,04 ; p<0,0001) avec par ordre décroissant de risque : les toxoplasmoses (OR
29,44), les sepsis prolongés non documentés (OR 24,35), les infections fongiques invasives
(OR 11,13), les sepsis séveres (OR 8,29) et les infections virales (OR 2,84) (p<0,05 pour
chaque sous-groupe). En analyse multivariée, les IPS, la faible cellularité et la
sérodiscordance CMV étaient indépendamment associés a la perte de greffon (OR 14,35 ;
p<0,0001, OR 4,23 ; p=0,024 et OR 2,83 ; p=0,035, respectivement). L'incidence cumulée
des IPS a 42 jours aprés ACSH était significativement plus élevée chez les cas par rapport
aux témoins (75,5% vs. 26,5% respectivement ; p<0,0001). La survie globale a 5 ans était
significativement plus basse chez les cas par rapport aux témoins (19,7% vs. 52,9% ;
p<0,0001). Les patients ayant bénéficié d'une greffe haplo-identique en sauvetage
présentaient une survie globale nettement meilleure que ceux ayant bénéficié d’'une greffe
de donneur non apparenté ou de sang de cordon (100% vs. 30% ; p=0,023 et 100% vs.
11,1% ; p=0,0035, respectivement).

Nos résultats montrent que les IPS sont fortement associées a la non prise de greffe
de CSH. Le pronostic péjoratif des pertes de greffon est en outre confirmé, avec des résultats
intéressant concernant la greffe haplo-identique en traitement de sauvetage.
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