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antithymocyte globulin-sérum anti-lymphocytaire
concentré érythrocytaire
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myeloablatif conditioning-conditionnement myéloablatif
human leukocyte antigen
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HLA-mismatched unrelated donor- donneur non apparenté non compatible
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HLA matched unrelated donor-donneur non apparenté compatible
partial T-cell depletion

reduced intensity conditioning

antigene rhésus

sibling donor-donneur familiale HLA compatible

T-cell receptor
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1 Introduction

1.1  Contexte

Depuis les premieres transplantations de moelle dans les années 50, d'immenses progres ont
été réalisés, que ce soit dans les indications, les protocoles de chimiothérapie, les protocoles
d’immunosuppression post-transplantation de cellules souches hématopoiétiques (TCSH)
allogénique ou encore la gestion des complications immédiates et chroniques. Concernant la
recherche de donneurs, les avancées dans le domaine de la transplantation, avec notamment
la mise en place de protocoles de TCSH haplo-identiques, permettent maintenant d’offrir ce
traitement a presque tous les patients présentant une indication a la TCSH. Ce traitement
implique un soutien transfusionnel intensif [1] et peut constituer un véritable défi pour le
centre de transfusion en charge de 'approvisionnement, tant sur le plan quantitatif que
qualitatif, particulierement lorsque des allo-immunisations compliquent la situation. L'allo-
immunisation anti-érythrocytaire survient aprés qu’une réponse immune d’un individu soit
induite par des antigenes étrangers donc absents de la surface de ses globules rouges. La
conséquence d’une allo-immunisation est la survenue d’un anticorps (AC) irrégulier
caractérisé par le fait de ne pas étre systématiquement présent chez les sujets dépourvus de

I’antigéne correspondant.

Le taux d’allo-immunisation chez des patients polytransfusés a déja été étudié et s’éléve a
4%[2]. En revanche, peu d’études ont été publiées dans le domaine des patients transplantés
de cellules souches hématopoiétiques (CSH). Ting et al [3] ont analysé 150 patients apres
transplantation de CSH et ont détecté des allo-ACs irréguliers chez 8% des patients. En
revanche, Sanz et al.[4] ont trouvé une incidence d’allo-immunisation aprés transplantation
de 3.7% en analysant une série de 217 patients allo-greffés de CSH. La raison de cette
apparente disparité de résultat est probablement que la premiéere étude citée a été réalisée
en 1987 et que depuis lors les protocoles transfusionnels ont changé. Perseghin et al [5]et
Abou-Ellala et al [6] décrivent eux des résultats proches avec des incidences d’allo-

immunisation post-TCSH de respectivement 1.4% (n=218) et 2.1% (n=193).



1.2  Transplantation de cellules souches hématopoiétiques

1.2.1  Choix du donneur

La transplantation allogénique de CSH ne requiert pas que les groupes sanguins
érythrocytaires du donneur et du receveur soient identiques car les antigénes ABO ne sont
pas exprimés sur les cellules souches pluripotentes. Une incompatibilité ABO existe dans
presque 50% [7] des TCSH, mettant cependant le receveur a risque de complications telles
gu’une érythroblastopénie chronique acquise, une prise de TCSH retardée ou des réactions

hémolytiques retardées.

Au moment de I'évaluation d’'un donneur de cellules souches hématopoiétiques, son profil

HLA est bien évidemment déterminant et plusieurs types de donneurs sont possibles :

Donneur familial HLA compatible (frére ou sceur)

Donneur non apparenté HLA compatible 10/10 (MUD)
- Donneur non apparenté non HLA compatible (MMUD, HLA 8 ou 9 /10)

Haplo-identique (partage entre le receveur et le donneur d’un haplotype HLA- frére ;

sceur ; parent ; enfant, cousin, neveu)

D’autres parameétres sont ensuite pris en compte comme le statut CMV du donneur, son état
de santé et son genre. A ce jour, I'impact d’une incompatibilité ABO sur I’évolution clinique de
la TCSH reste sujet a controverse [5,8,9] et ne fait actuellement pas partie des critéres de

sélection du donneur.
La définition des différentes incompatibilités ABO est la suivante [10] :

- Lincompatibilité majeure correspond a la présence dans le plasma du receveur
d’isoagglutinines anti-A, anti-B et/ou anti-AB contre les antigénes présents sur les
globules rouges du donneur (exemple le plus courant : receveur de groupe sanguin O,
donneur de groupe sanguin A).

- Lincompatibilité mineure correspond a la présence dans le plasma du donneur
d’isoaglutinines anti-A, anti-B et/ou anti-AB contre les antigénes présents sur les
globules rouges du receveur (exemple le plus courant : receveur de groupe sanguin A,

donneur de groupe sanguin O).



- Lincompatibilité bidirectionnelle correspond a la présence d’isoagglutinines
incompatibles dans le plasma du receveur et du donneur (exemple: receveur de

groupe sanguin A, donneur de groupe sanguin B ou l'inverse).

1.2.2 Stratégies transfusionnelles

Les consignes transfusionnelles appliquées aprés la transplantation guidant le choix des
concentrés érythrocytaires (CE) pouvant étre distribués doivent donc prendre en compte le
groupe ABO du receveur et du donneur et tous les allo-ACs connus. L’antigene D étant trés
immunogene, il est fortement recommandé de le respecter, qu’il soit présent chez le donneur
ou chez le receveur. Finalement, le phénotype C, E, c, e et K du donneur et, si possible du

receveur [11], devraient étre respectés également.

1.2.3  Allo-immunisation : généralités

Le développement d’allo-ACs anti-érythrocytaires suit plusieurs étapes commencant par la
reconnaissance de |'antigene présent sur I'érythrocyte étranger, suivies de sa capture par les
cellules présentatrices d’antigenes, de son traitement et transport intracellulaire pour
finalement étre présenté a la surface cellulaire par les HLA de classe Il au TCR, éléments
généralement nécessaire a I'activation des lymphocytes T CD4. Puis, les interactions cellulaires
entre les lymphocytes T CD4 et B menent a la différentiation des lymphocytes B en
plasmocytes susceptibles de produire des allo-AC dits immuns ou irréguliers, par opposition
aux ACs naturels pouvant étre spontanément présents dans le sérum d’une personne si
I’antigéne correspondant n’est pas exprimé par ses érythrocytes [12]. Ces ACs irréguliers ont
la particularité d’étre évanescents (environ 1/3 des ACs d’importance transfusionnelle ne sont
plus détectés aprés un an, et 40% a 45% ne sont plus détectés apres 5 a 10 ans) et ne sont
donc pas toujours décelables par nos techniques de dépistage immuno-hématologiques.
Néanmoins, si un AC d’importance transfusionnelle est mis en évidence, il se doit d’étre
toujours respecté lors de la distribution de CE en raison de la mémoire immunitaire assurée

par les lymphocytes T.

1.2.3.1 Caractéristiques des antigénes érythrocytaires

Il existe plus de 376 antigénes érythrocytaires différents qui présentent des caractéristiques
propres tant sur le plan structurel que fonctionnel et qui sont résumées dans la Table 1. Le
taux d’expression d’un antigene donné est également variable en fonction de I'état

homozygote ou hétérozygote des alleles codants et d’autres variations inter-individuelles. Il



est effectivement observé qu’avec le méme AC monoclonal le taux d’expression d’un allele

précis varie d’un individu a I'autre. L'immunogénicité est en partie liée au taux d’expression.

Des études observationnelles ont permis d’identifier les antigeénes les plus immunogenes [13].

Table 1. Antigénes érythrocytaires les plus courants

Numéro ISBT*

001
002

003
004

005

006

007

008

009

010

*|SBT : International Society of Blood Transfusion

Nomenclature ISBT

ABO
MNS

P1PK
RH

LU

KEL

LE

FY

JK

DI

Nom du systéme

ABO
MNS

P1PK
Rh

Lutheran

Kell

Lewis

Duffy

Kidd

Diego

Type de

molécule

glucide
protéine avec
un passage

membranaire

glucide
protéine avec
plusieurs
passages
membranaires
protéine avec
un passage
membranaire
protéine avec
un passage
membranaire
glucide
protéine avec
plusieurs
passages
membranaires
protéine avec
plusieurs
passages
membranaires
protéine avec
plusieurs
passages

membranaires

Nom du géne

ABO

GYPA,B,E

RHD, CE
A4GALT

LU, BCAM

KEL

FUT3

FY, DARC

JK, SLC14A1

DI, SLC14A1

Fonction

glycosyltransférase
chaperon pour
transport de la bande 3,
contribution a
I’électronégativité du

glycocalyx

glycosyltransférase
transporteur

d’ammonium et de CO;

molécule d‘adhésion

activateur de

I’endothéline-3

fucosyltransférase

récepteur de

chimiokines

transporteur de |‘urée

bande 3 (cytosquelette
et échange d’anion

HCO3-/Cl)



1.2.3.2 Caractéristiques des receveurs pouvant influencer la formation d’allo-AC

L’essentiel des données de la littérature étudiant les facteurs pouvant influencer la formation
d’AC est issu de cohortes de patients souffrant d’hémoglobinopathies (drépanocytose et B-
thalassémie) et démontre que des facteurs aussi bien génétiques qu’environnementaux du

receveur sont susceptibles d’influencer la survenue d’une allo-immunisation.

Concernant les caractéristiques génétiques, le polymorphisme HLA de classe Il joue un réle
important : les porteurs d’"HLA B35 [14] ont été décrits comme « bons répondeurs » (patients
a haut risque de développer des ACs) alors que les porteurs du HLA DRB1*04 sont plus a risque
de développer des ACs anti-Jka [15]. D’autres études se sont intéressées au polymorphisme
du HLA chez les patients allo-immunisés et ont démontré d’autres associations de certains
alleles du HLA-DRB1 avec certaines allo-immunisations [16,17]. En revanche, il a été démontré
gu’une mutation dans le géne FCGR2C (FCGR2C.nc-ORF) diminuait le risque d’allo-

immunisation chez les patients drépanocytaires [18,19].

Une étude de 2013 par Tatari-Calderone et al.[20] a montré que deux polymorphismes d’un
nucléotide dans le géne codant pour la protéine de surface du lymphocyte B CD81 (rs708564
et rs2237863) influencaient I'allo-immunisation chez des patients drépanocytaires

polytransfusés.

Concernant les facteurs environnementaux, on postule que I'état inflammatoire du patient au
moment de la transfusion pourrait exercer une influence. En effet deux études rétrospectives
effectuées sur des cohortes de patients drépanocytaires ainsi que de patients souffrant de
maladies inflammatoires du célon présentant des parametres de l'inflammation élevés au
moment de la transfusion suggerent que I'état inflammatoire pourrait étre un facteur de
risque[21,22]. Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par un environnement pro-inflammatoire
systémique favorisant la réaction immune adaptative [23,24]. L’age du patient pourrait aussi
jouer un réle sur la base de I’hypothése que I'exposition aux antigénes érythrocytaires a un
jeune age pourrait mener a une certaine tolérance/non réponse si des transfusions devaient
se répéter a I'dage adulte. Des études rétrospectives menées sur des patients souffrant
d’hémoglobinopathies et ayant été transfusés dés un jeune age (<10ans) ont montré que les
taux d’allo-immunisation dans le groupe de patients polytransfusés était plus faible, 11%

versus 20%, respectivement [25].



Comme facteur environnemental additionnel, on suppose que I'exposition préalable a des
pathogénes (bactéries, virus) présentant des similarités avec les antigénes érythrocytaires
pourrait étre un facteur prédisposant a I'allo-immunisation[16]. Ce phénomeéne pourrait
s’expliquer par la réaction croisée de certains ACs initialement dirigés contre des pathogéenes
avec des antigénes du soi, en raison d’'une homologie de structure entre ces antigenes. Ce
mécanisme de réaction croisée par mimétisme moléculaire a été décrit par exemple avec le

développement d’ACs anti-K aprés une septicémie a E. coli[25-27].

Une autre problématique liée au receveur est la différence ethnique entre les patients
transfusés et les donneurs de sang. En effet, la constellation d’antigenes présents a la surface
des globules rouges et leur fréquence est variable selon I'ethnie. La problématique a été bien
décrite chez les patients drépanocytaires présentant un taux élevé d’allo-immunisation allant
de 7% a 47% en fonction de de I'exposition aux transfusions [28] et également des pratiques
transfusionnelles. En effet, bien qu’il soit recommandé de respecter au minimum le groupe
ABO et le phénotype D, C, E, c, e et K, ceci n’est pas toujours le cas (ignorance des bonnes
pratiques cliniques ou du phénotype lors de la distribution du produit sanguin, absence de
produits compatibles). De plus, I’haplotype RH, composé de deux génes RHD et RHCE codant
respectivement pour les antigénes D et C, E, ¢, e, est connu pour de nombreux
polymorphismes. Ces derniers donnent lieu a différents variants d’importance
transfusionnelle qui ne sont pas obligatoirement « sérologiquement » détectables [29]. Il
s’agit le plus souvent de variants d’antigénes du systeme RH qui ont une prévalence
globalement inférieure a 1% dans la population caucasienne et de 27% dans certaines

populations africaines[30].

Enfin, la population étudiée dans le présent travail est particuliére sur le plan immunologique
en raison des traitements immunosuppresseurs recus avant et aprés la TCSH (ATG,
cyclophosphamide, mycophénolate mofétil, inhibiteur de la calcineurine, méthotrexate et
parfois stéroides) et aussi en raison de la reconstitution immune post-TCSH qui est lente et

souvent incompleéte.

1.2.3.3 Facteurs liés au produit sanguin
La méthode de prévention la plus importante reste la transfusion de culots érythrocytaires les
plus compatibles (D, C, E, c, e, K) en tenant compte, comme mentionné au préalable, du

phénotype du donneur et du receveur en cas TCSH. Dans certaines constellations
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donneur/receveur et en cas de présence d’allo-ACs, cet acte de prévention peut s’avérer
complexe mais reste néanmoins un geste essentiel pour sécuriser I’avenir transfusionnel des

patients.

La leuco-réduction effectuée a I'aide d’un filtre situé a I’entrée de la poche de préléevement
permettant de diminuer les réactions fébriles post-transfusionnelles et la transmission de
certains virus, pourrait également diminuer le risque d’allo-immunisations anti-

érythrocytaires [31].

En conclusion, face au défi transfusionnel des patients transplantés de CSH, la connaissance
des facteurs génétiques et environnementaux susceptibles d’influencer la survenue d’allo-ACs
est essentielle. Le but de ce travail est donc d’évaluer i) I'incidence de nouveaux ACs anti-
érythrocytaires aprés TCSH et ii) 'impact de facteurs cliniques/environnementaux sur leur
formation en se basant sur une cohorte de 880 patients greffés a Genéve sur une période de

20 ans.

2 Méthodes

2.1  Objectifs
Le critere d’évaluation primaire de cette étude est le développement d’allo-ACs sur une

période de 5 ans aprés TCSH.

2.2 Cohorte rétrospective de patients post-TCSH

Nous avons analysé de maniére rétrospective les données cliniques et biologiques d’une
cohorte historique de 880 patients adultes et pédiatriques ayant bénéficié d’'une TCSH
(prélevement médullaire, périphérique ou de sang de cordon) dans I'unité de transplantation
des Hopitaux Universitaires de Geneve du ler janvier 1999 au 31 décembre 2019. Les données
ont été extraites de la base de données de la transplantation de I'unité de transplantation du

service d’hématologie et du systéme informatique de tracabilité des transfusions de I'unité
11



d’hématologie transfusionnelle, INLOG version 6.7.0.7. L’étude a été approuvée par le comité

d’éthique local en décembre 2020 (étude n° 2020-02999).

2.3  Méthode analytique

L'identification d’ACs irréguliers s’effectue par une méthode d’hémagglutination en colonne
de filtration. Quinze hématies-tests, natives et traitées a la papaine (ID-Diapanel, Biorad,
Cressier) sont utilisées par un test indirect a I'antiglobuline. Ces mémes hématies-tests sont
utilisées lors de I'identification d’allo-ACs fixés aprées élution. La distribution antigénique des
globules rouges-tests est conforme aux recommandations nationales et couvre I'ensemble
des antigénes courants d’importance transfusionnelle. Un allo-AC est confirmé par trois
réactions positives sur des globules rouges porteurs et trois réactions négatives sur des
globules rouges non-porteuses de I'antigéne concerné. Ce test pré-transfusionnel est valable
96 heures, ce qui signifie qu’en cours d’hospitalisation pour une TCSH, I'analyse est répétée

tous les 3-4 jours puis en suivi ambulatoire au minimum une fois par semaine pendant 3 mois.

Nous avons étudié les différentes formes de T-déplétion (TCD) « in vivo » avec administration
de sérum anti-lymphocytaire (ATG-Thymoglobulin® 7.5 mg/kg ou ATG-Fresenius ® 25mg/kg))
ou : T déplétion partielle (pTCD) « in vitro » (incubation du greffon in vitro avec de
I'alemtuzumab, Campath®, lavage puis administration du greffon manipulé a JO suivi a J1 de
I’administration d’une poche non manipulée contenant environ 100x10E6/kg de lymphocytes

T du donneur)[32].

2.4  Statistiques:

Les estimations de l'incidence cumulée des nouveaux allo-ACs érythrocytaires post-TCSH ont
été comparées a l'aide du test de Gray pour l'analyse univariée et de la méthode Fine-Gray,
fondée sur le modeéle de Cox, pour les régressions proportionnelles des risques (variables :
ATG, post transplant cyclophosphamid (pTCD), type de conditionnement, type de maladie,
type de donneur, incompatibilité de groupe ABO majeur, mineur ou bidirectionnel). Le décés
a été considéré comme risque compétitif pour les différentes variables analysées. En
hématologie et plus particulierement dans les études sur la TCSH, on utilise les risques

compétitifs en raison du taux de déces important, car ce modele permet d’observer la
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survenue de I’événement d’intérét (ici le développement d’ACs anti-érythrocytaires) sans que
I’événement en compétition (ici le déces) ne modifie la probabilité d’observer notre
événement. Pour identifier et caractériser les antigenes ciblés par les différents allo-ACs
identifiées post-TCSH, une « heatmap » a été réalisée par classification ascendante
hiérarchique des allo-ACs en utilisant la méthode de Ward via un calcul des distances
euclidiennes. L'analyse statistique a été réalisée en utilisant Prism version 7 (GraphPad Inc.),
R version 3.5.1 [Project Comprehensive R Archive Network (CRAN) (http://cran.us.r-
project.org)] avec R studio version 1.1.453. Les valeurs de P bilatérales < 0,05 ont été

considérées comme significatives.

3 Résultats

Les caractéristiques clinico-biologiques des patients de la cohorte TCSH genevoise sont

résumées dans la table 2.

Table 2
Caractéristiques des patients et de la transplantation
Patients (n=880)

Age, médiane 49 (35-58)

(étendue interquartile)

Sexe, n (%) F 341 (39)
H 539 (61)

Diagnostic, n (%) LMA 336 (38)
LLA 108 (12)
SMD 107 (12)
SMP 33 (4)
SMP/SMD 33 (4)

13



Caractéristiques des patients et de la transplantation

Patients (n=880)

Lymphome 91 (10)
Myélome 47 (5)
LLC 16 (2)
LMC 50 (6)
Autre 59 (7)
Transplantation, n (%) | CSP 732 (87)
MO 126 (15)
e 20 (2)
Conditionnement, n | MAC 483 (55)
(%)
RIC 397 (45)
Type de donneur, n (%) | APP 341 (39)
MUD 350 (40)
MMMUD 97 (11)
Haplo 73 (8)
Autre 19 (2)
Pas de T-déplétion, n | Oui 67 (7)
(%)
Non 813 (93)
ATG, n (%) Oui 441 (50)
Non 439 (50)
pTCD, n (%) Oui 366 (38)
Non 514 (62)
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Caractéristiques des patients et de la transplantation

Patients (n=880)

PTCy, n (%) Oui 91 (10)
Non 789 (90)
T-déplétion, n (%) TCD 14 (2)
Incompatibilité ABO, n | Majeure 177 (20)
(%)
Mineure 167 (20)
Bidirectionnelle 54 (6)

LMA : leucémie myéloide aigué ; LLA : Leucémie lymphoide aigué ; SMD :
Syndrome myélodysplasique ; SMP : Syndrome myéloprolifératif, LLC :
Leucémie lymphoide chronique, LMC: Leucémie myéloide chronique,

CSP : cellules souches périphériques, SC : sang de cordon

Comme indiqué dans la Figure 1A, I'incidence cumulée générale des allo-ACs en post-TCSH a
5 ans est de 6% sur notre collectif. L'incidence cumulée de I'apparition d’allo-ACs a ensuite été
ajustée en fonction de diverses variables liées a la TCSH. Dans les analyses univariées, nous
avons observé une incidence cumulée a 5 ans de 1,3% dans le groupe haplo identique, 9.4%
dans le groupe mismatch unrelated donor (MMUD), 8,2% dans le groupe matched unrelated
donor (MUD), et 4.1% pour le groupe HLA identique apparenté. Nous avons comparé
spécifiguement l'incidence cumulée des ACs du groupe HLA identique avec les autres types
de donneurs (MMUD, haplo-identique) et avons mis en évidence une association entre une
plus forte incidence d’ACs et |'utilisation d’'un donneur non apparenté incompatible (MMUD)

azard Ratio D 2. o 2. . =0. 1gure .
(H d Ratio (HR) : 2.351C95% [2.02, 5.46], p = 0.046) (Fig 1B)

Sur ce collectif, nous avons observé que les incompatibilités ABO concernaient 45% des TCSH,
avec 20 % d’incompatibilité ABO majeure, 20% d’incompatibilité ABO mineure et 6%

d’incompatibilité ABO bidirectionnelle.
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Figure 1

L'incidence est de 6.5% dans le groupe ayant recu des cellules souches périphériques contre
5% dans le groupe ayant recu de cellules souches issues de moelle osseuse (Figure 2A), sans
différence significative entre ces deux groupes (HR : 0.76 IC 95% [0.33, 1.77], p = 0.52).
L’analyse des maladies de base que nous avons séparées en 3 groupes, (tumeurs myéloides et
lymphoides et autres), montre une incidence cumulée de 7,6% d’allo-immunisation pour les
tumeurs myéloides (LMA, syndromes myéloprolifératifs (SMP), syndromes mixtes
myéloprolifératifs et myélodysplasiques (SMP/SMD), syndrome myélodysplasiques (SMD),
leucémie myéloides chroniques (LMC)), de 4% pour le groupe lymphoide (LLA, lymphomes, les
leucémies lymphoides chroniques (LLC) et les myélomes) et de 1% pour le groupe « autres
maladies » (les anémies aplastiques, les hémoglobinopathies et d’autres maladies génétiques,
par exemple anémie de Blackfan Diamond (Figure 2 B)). En comparant le groupe myéloide
avec le groupe lymphoide puis le groupe « autre maladie », on montre une tendance vers
I’association des maladies lymphoides et moins de d’allo-ACs (HR : 0.50 1C 95% [0.25, 1.01], p

=0.05). L'incidence cumulée selon le type de conditionnement myéloablatif (MAC) ou atténué
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(RIC) ne montre pas de différence entre les groupes (MAC= 6% et RIC =5%) (Figure 3 A). (HR :

0.98 1C95% [0.57,1.77], p = 0.95).
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Figure 3

La figure 3B montre que les incidences cumulées d’allo-immunisation sont respectivement de
10% pour le groupe TCD (10%), de 6% pour le groupe pTCD (6%) et de 5% chez les patients
n’ayant pas recu de T déplétion (5%).En comparant le groupe de patients ayant recu une T-

déplétion partielle avec ceux n’ayant pas recu de T-déplétion, aucune différence significative
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n’est observée (HR : 1.19 IC 95% [0.72, 1.97], p = 0.5). Ll'incidence cumulée d’ACs anti-
érythrocytaires chez les patients ayant bénéficié de I’ATG est de 6.9%. En comparant le groupe
ayant recu des ATG a celui n"ayant pas recu d’ATG, aucune différence n’est observée (HR :

0.721C95% [0.78, 2.49], p = 0.26).

Concernant I'administration de cyclophosphamide aprés la TCSH, 'incidence cumulée des
allo-ACs anti-érythrocytaires post-TCSH montre une possible tendance pour une diminution
du risque d’allo-immunisation chez les patients ayant recu du cyclophosphamide post-TCSH

(pTCy=1% versus 6% en absence de pTCy; HR : 0.71 IC 95% [0.02, 1.27], p = 0.08).

L'incompatibilité de groupe sanguin (majeure-mineure ou bidirectionnelle) a été analysée et
les résultats montrent une incidence cumulée d’allo-ACs de 6.4% pour l'incompatibilité
majeure, de 1.8% pour l'incompatibilité bidirectionnelle et enfin de 11% en cas
d’incompatibilité mineure. En comparant I'absence d’incompatibilité avec ces différents
groupes on met en évidence une association entre la formation d’allo-ACs et la présence d’une

incompatibilité de groupe ABO mineure (HR : 2.42 IC95% [1.3, 4.52], p = 0.005) (Figure 4).

Deux Forest plots présentant les résultats en univarié et en multivarié ont été réalisés (Figure
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Figure 4: Association entre I'incidence d’ACs en post TCSH et la présence d’un mismatch ABO mineur

(p=0.005)
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Figure 5 : Présentation des Hazard ratios (HR) avec les intervalles de confiance a 95% Cl
pour chaque variable analysée. Deux variables montrent un impact statistiquement
significatif en analyse univariée avec une association entre leurs présences et une incidence
plus élevée d’allo ACs : I'incompatibilité ABO mineure (p=0.005) et le choix d’une donneur

HLA incompatible non apparenté (MMUD) (p=0.046).

L'analyse multivariée vient confirmer ces résultats. Pour commencer, I'analyse du type de
donneur confirme |’association positive entre un MMUD et la survenue d’ACs (HR : 3.3, IC
95% [0.30, 1.32], p = 0.01) et il en va de méme pour I'association positive de I'incompatibilité
mineure et la formation d’ACs (HR : 2.1, IC95% [0.47, 1.16], p = 0.02). Enfin I'analyse de I'effet
des affections lymphoides (HR : 0.53, IC 95% [0.27, 1.06], p = 0.07) montre toujours une

tendance vers une association positive.
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Les autres modalités analysées n’ayant pas d’impact statistiquement significatif sont le type

de conditionnement (myéloablatif (MAC) ou atténué (RIC)) (HR : 0.92, IC95% [0.52, 1.63], p =

0.77), 'administration de sérum anti-lymphocytaire (ATG) (HR : 1.12, IC 95% [0.61, 2.05], p =

0.71), la présence d’incompatibilité de groupe sanguin ABO majeure (HR : 1.16, IC 95% [0.56,

2.39], p = 0.69) ou bidirectionnelle (HR : 0.32, IC 95% [0.0.04, 2.4], p = 0.27), la source des

cellules souches (périphériques, médullaire ou de sang de cordon) (HR : 0.99, IC 95% [0.62,

1.59], p = 0.97) et de la T-déplétion partielle du greffon (HR : 0.89, IC 95% [0.53, 1.49], p =

0.65) ( Figure 6).
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Figure 6 :

analysée. 2 variables montrent un impact statistiquement significatif en analyses multivariées:
incompatibilité ABO mineur (p=0.015) (plus de patient immunisés dans le groupe incompatibilité

ABO mineur), le choix d’un donneur HLA incompatible non apparenté incompatible (MMUD)

(p=0.01)

Présentation des HR avec les intervalles de confiance a 95% Cl pour chaque variable
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Comme indiqué par la heatmap et par ordre de fréquence décroissant, les spécificités des
ACs étaient anti-E (17) ; anti-A1 (16) ; anti-Lua (10) ; anti-D (11) ; anti-Kpa (5) ; anti-C (6) ;
anti-Jka (3) ; anti-S (2) ; anti-K (2) ; anti-M15 (2) ; anti-M1 (1) ; anti-M (2) ; anti-c (2) ; anti-Cw
(2) ; anti-Wra (1) et anti-H (1) (Figure 7).
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4 Discussion et conclusion

Cette étude montre premiérement le taux d’allo immunisation post TSCH sur la plus grande
cohorte de patients (n=888) analysée a cette fin a notre connaissance [3—6]. Sur notre collectif
de patient, ce taux s’éleve a 6%. Ces résultats confirment donc que, bien que fortement
immunosupprimés, les patients ayant subi une TCSH sont bien a risque d’une allo-
immunisation dans des proportions substantielles et comparables a celles initialement

décrites [4-6].

Deuxiemement, ce travail nous a permis d’identifier deux nouveaux facteurs liés aux donneurs
et favorisants I'apparition d’allo-ACs, a savoir le choix d’'un donneur non apparenté avec une
incompatibilité HLA et I'incompatibilité ABO mineure. Par contre, le type de conditionnement,
la maladie de base, la source du greffon (moelle, cellules souches périphérique ou sang de
cordon), [lutilisation ou non de Ila T-déplétion et [utilisation en post-TCSH du
cyclophosphamide ne semblent pas influencer le développement d’ACs irrégulier post-TCSH
de maniéere significative. Bien que le design de notre étude ne permette pas d’établir de lien
de causalité entre les deux facteurs identifiés et I'allo-immunisation dirigée contre les
antigénes érythrocytaires, il est néanmoins probable qu’une incompatibilité ABO et/ou HLA

puissent créer un environnement stimulant pour les lymphocytes [33,34].

Les lymphocytes responsables de la formation d’ACs aprés TCSH peuvent étre issus de
lymphocytes issus du receveur du donneur ou des deux [33], méme apres la prise de greffe.
En effet un chimérisme leucocytaire mixte peut parfois persister aprés une TCSH et Van Tol et
al. ont démontré la persistance d’lgG du receveur jusqu’a plusieurs années apreés la greffe,

méme si le chimérisme leucocytaire (receveur/donneur) apparaissait comme <3% [35].

Concernant I'incompatibilité HLA, plusieurs études ont montré que les incompatibilités-HLA
avaient un impact non seulement sur la survie apres la greffe mais également sur la survenue
de GvHD aigué [36,37] qui pourrait induire un environnement inflammatoire favorisant les

I'allo-immunisation érythrocytaire.

Dans le cas de l'incompatibilit¢ ABO, De la Rubia et al. ont étudié l'impact d’une
incompatibilité ABO sur la formation d’ACs apreés une TCSH. Leurs résultats montrent que la
présence d’une incompatibilité ABO (sans distinction entre majeure ou mineure) est un

facteur associé a la formation d’ACs. La cohorte étudiée comportait 217 patients et 8 patients

22



ont développé des allo-AC. Etant donné le nombre plus important de patients inclus dans
notre cohorte, nous avons pu analyser séparément les différents types d’incompatibilité ABO,
majeure, mineure et bidirectionnelle et avons montré une association entre la présence d’une
incompatibilité mineure et le développement d’allo-AC. Sur le plan physiopathologique,
I’hypothése pourrait étre la suivante : I'incompatibilité ABO mineure induit une hémolyse
immune des globules rouges du donneur favorisant d’une part I’exposition a de nouveaux
antigénes érythrocytaires aux lymphocytes T du donneur (antigen-spreading) et d’autre part
I'inflammation par le relargage d’hémoglobine et d’hémes dans la circulation[38]. Cette
observation, nous montre que le choix du groupe ABO d’un donneur n’est pas négligeable en

ce qui concerne les complications non oncologiques.

Dans le cas des greffes de CSH haplo-identiques, I'existence d’une incompatibilité HLA ne
semble pas, selon nos données, étre associée a un taux plus élevé d’ACs en post-TCSH. Ceci
peut probablement étre expliqué par ['utilisation du cyclophosphamide, puissant
immunosuppresseur avec une action anti-proliférative, aprées la TCSH afin de prévenir la

réaction greffe contre hote.

Enfin sur notre série les ACs les plus fréquemment développés different quelque peu de ceux
décrits dans les précédentes études réalisées sur des groupes de patients transplantés. En
effet, les AC étaient majoritairement dirigés contre les systemes JK et le MNS et le RH [3-6].
Nos résultats montrent en téte de liste I'anti-E, I’anti-Al et I'anti-D. Ces trois allo-ACs sont
probablement surestimés : I'anti-E est réputé comme pouvant étre naturel ; L’anti-Al peut
étre secondaire a l'incompatibilité ABO ou a une transmission passive (transfusion
plaquettaire, immunoglobulines); I'anti-D peut étre secondaire a une prophylaxie pré
transfusionnelle par immunoglobuline anti-D. En écartant ces ACs on trouve dans I'ordre de

fréquence décroissant I'anti-Lua, anti-C et d’anti-Kpa.

Ces résultats (Figure 11) concordent avec ceux qui sont documentés par une étude clinique
d’'immunogénicité de patients non-transplantés [13], qui tient compte de la prévalence des
antigénes (risques d’exposition). L’anti-Jka, dont la prévalence antigénique est de 77%
apparait en fin de liste. L'anti-Lua, dont la prévalence antigénique est de8%) apparait en téte
de liste. L'importante immunosuppression regue par les patients de cette étude ne semble

donc pas modifier le profil d’alloimmunisation.
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Dans une situation immuno-hématologique complexe (poly-immunisation, patient
drépanocytaire), il pourrait donc étre judicieux de tenter de transfuser des CEs Lua et Kpa

négatifs.

Notre étude comporte certaines limitations. Premiérement, malgré le fait d’avoir pu étudier
880 patients, le nombre de patients par sous-groupes était néanmoins restreint (Tableau 2).
La puissance de nos analyses étant de ce fait réduite, il est possible que les tendances
identifiées aient pu étre en réalité significatives et d’autres études de puissance adaptée
devront étre menées afin de confirmer ou réfuter cette hypothése. Deuxiemement, durant
la période de collecte de données, les protocoles de greffes ont évolué et I’évolution des
stratégies thérapeutiques pourraient influencer I’état immunologique du patient apres la
greffe. Pour commencer, un changement majeur et pouvant avoir un impact sur nos
données, est le protocole de greffe haplo-identique développé par I'équipe de
Baltimore[39]. Ce protocole est en place a Genéve depuis 2013 et inclut 'usage du
cyclophosphamide en post greffe. Il est intéressant de noter I'association négative de
I"administration de cyclophosphamide aprés-TCSH et la survenue d’allo-ACs (HR : 0.07, IC
95% [13.38, 0.01], p = 0.02) dans I'analyse multivariée. Néanmoins, cette association n’est
pas mise en évidence dans I'analyse univariée. L'effet d’un surajustement en multivarié est
possible mais on peut également spéculer que ce soit le nombre de greffes haplo identiques,
encore faible au moment de nos analyses, mais en constante croissance a Genéve et plus
largement en Europe, qui explique cela[40,41]. Concernant toujours le protocole haplo-
identique, I'origine des cellules utilisées a également changé avec, au début du protocole,
I'utilisation exclusive de cellules souches de moelle osseuse, et actuellement 'utilisation de
plus en plus fréquente de cellules souches périphériques. Cet usage a impliqué des
modifications de protocoles dans la prévention de la maladie greffe contre hote avec I'ajout
dans certaines situations d’ATG [42]. La source des cellules souches, avec une évolution en
faveur de 'usage de cellules périphériques, concerne aussi I'ensemble des TSCH.
Actuellement, seuls les protocoles de greffes pour des hémopathies non malignes rendent
I"utilisation de cellules souches médullaire obligatoire. Cependant, cette transition rapide
vers les prélevements périphériques a eu lieu au début des inclusions et ne devrait que peu
influencer les résultats de cette étude[43]. Troisiemement, comme les allo-ACs peuvent
passer en dessous du seuil de détection sérologique en raison du manque de sensibilité des
analyses immuno-hématologiques de routine, des faux-négatifs ne peuvent étre
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formellement exclus. Finalement, dans cette étude les intervalles entre les analyses d’ACs
irréguliers n’étaient pas optimaux (parfois de plusieurs semaines) et relativement
hétérogenes, il n’est pas exclu que ce facteur puisse avoir été une source de biais dans notre
analyse (le design de I’étude nous empéche de le prouver ou de le corriger). Cependant,
puisque les associations décrites étaient indépendantes des intervalles de prélevement, il est

peu probable que ce facteur ait pu jouer un réle confondant dans nos observations.

En conclusion, les résultats de ce travail confirment a une large échelle que I'incidence d’allo-
immunisation post-TCSH est relativement fréquente [3-6] malgré une importante
immunosuppression. Ce point ne doit pas étre négligé car la sécurisation de I'avenir
transfusionnel et obstétrical de ces patients constitue a I’"heure actuelle un besoin clinique
avéré. Dans ce contexte, l'identification de deux nouveaux facteurs liés au donneurs et
indépendamment associés a un risque accru de développer une allo-immunisation
(incompatibilité HLA et incompatibilité mineure) permet d’envisager le développement
d’outils de stratification du risque dans I'allo-immunisation post-TCSH susceptibles

d’optimiser encore la prise en charge médicale de ces patients.
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