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Résumé

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne caractérisée par une prolifération
clonale de plasmocytes malins. La survie des patients du MM s’est significativement
améliorée, depuis la mise en place des traitements intensifs suivis d’autogreffe de cellules
souches hématopoiétiques (ITS-ATG). Récemment, 'A-LMR (infused Autograft Lymphocyte-
Monocyte Ratio) a été identifié comme un facteur pronostique dans la survie en post-

autogreffe dans les hémopathies malignes.

Notre objectif consiste d’'une part a dresser le profil clinico-épidemiologique des patients
atteints de MM bénéficiant d’'une ITS-ATG et d’autre part a mettre en évidence une relation

entre le facteur pronostique A-LMR et la survie en post-autogreffe dans le MM.

Une étude rétrospective est réalisée sur 147 patients atteints de MM bénéficiant d’'une
ITS-ATG durant une période de 7 ans au niveau de I'EHU d’Oran. Le calcul d’A-LMR est
obtenu par le nombre d’événements de lymphocytes et de monocytes acquis de 82 récoltes

de cellules souches hématopoiétiques.

Les résultats obtenus ont montré que 'age moyen des patients est de 53 ans avec une
prédominance masculine et un sex-ratio de 1,53. Un pic monoclonal a I'électrophorése des
protéines seériques a été noté chez 80.54% des cas dont IgG (61.04%), IgA (19.17%) et des
chaines légéres (16,11%). Le myélogramme a révélé une infiltration supérieure a 10% dans
89,79% des cas. Selon la classification de Salmon et Durie, tous nos patients étaient classés
au stade lll. La durée moyenne de la survie globale était de trente mois (904 jours) et de 25
mois (688 jours) pour la survie sans progression (SSP). Aussi, les patients injectés avec un
A-LMR21 ne présentent aucune différence significative de SSP avec les patients injectés
avec un A-LMR<1 [médiane SSP non atteinte vs 1600 jours, a 1000-jours taux SSP de 75%
contre 54%, p=0,57], aussi, la méme constatation a été rapportée selon le statut de la
maladie (RC vs TBRP) [médiane SSP non atteinte vs 1600 jours, a 1000-jours le taux SSP
70% vs 72%, p=0,26].

Dans I'Ouest Algérien, ce groupe de MM se présente par un polymorphisme tant sur le
plan symptomatologique que biologique. Aussi, 'A-LMR ne prédit pas la survie chez les
patients atteints de MM en post-autogreffe. L’amélioration des méthodes d’exploration du
clone tumoral ouvre de nouvelles perspectives pour identifier de nouveaux biomarqueurs
pronostiques plus performantes, afin qu’ils soient pris en compte dans les décisions

thérapeutiques pour améliorer la qualité de vie des patients.

Mots clefs : myélome multiple, profil clinico-épidémiologique, intensification thérapeutique,

autogreffe, survie, facteur pronostique, A-LMR.



Abstract

Multiple myeloma (MM) is a hematological malignancy characterized by clonal
proliferation of malignant plasma cells in the bone marrow. The survival of MM patients has
significantly improved with the establishment of intensive treatment followed by autologous
stem cells (ITS-ATG). Recently, the infused autograft lymphocyte-monocyte ratio (A-LMR)
has been identified as a prognostic factor for survival post-ITS-ATG in malignant

hemopathies.

Our aim is to establish the clinico-epidemiological profile of MM patients benefiting from
ITS-ATG in hematology and cell therapy at the EHU "1 November 1954", Oran and to

demonstrate a relationship between prognostic factor A-LMR and post- Autograft in the MM.

A retrospective study was carried out on 147 patients with MM benefiting from an ITS-
ATG during a 7-year period at the Oran EHU. The calculation of A-LMR is obtained by the
number of events of lymphocytes and monocytes acquired from 82 harvests of hematopoietic

stem cells.

The results obtained showed that the average age of the patients was 53 years with a
male predominance and a sex ratio of 1.53. On the para-clinical, a monoclonal peak in serum
protein electrophoresis was noted in 80.54% of cases with IgG (61.04%), IgA (19.17%) and
light chains (16.11%) and bone marrow aspiration revealed an infiltration greater than 10% in
89.79% of cases. According to the classification of Durie and Salmon, all patients were
classified as stage lll. The average duration of overall survival (OS) was thirty months (904
days) and 25 months (688 days) for progression-free survival (PFS). Also, The patients
injected with an A-LMR2=1 show no significant difference with the PFS patients injected with
an A-LMR<1 [PFS median not reached vs 1600 days, 1000-days PFS rate 75% against 54%,
p= 0.57], also, the same finding was reported by the status of the disease (CR vs VGPR)
[median PFS not reached vs 1600 days, 1000 days-PFS rate 70% against 72%, p= 0.26].

In the West Algerian, this group of MM presents a polymorphism on symptomatology plan
and biology. The A-LMR did not predict survival in patients with MM after ITS-ATG.
Improving methods for exploring the tumor clone opens up new avenues for identifying new
and better performing prognostic biomarkers so that they are taken into account in

therapeutic decisions to improve the quality of life of patients

Keywords: Multiple myeloma (MM), clinico-epidemiological profile,

therapeutic intensification, autologous, survival, Prognostic factor, A-LMR.
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Le myélome multiple (MM) est la seconde hémopathie maligne par ordre de fréquence,
aprés les Lymphomes Non Hodgkiniens (LNH) (Alexander et al., 2002). Il représente 10 a
15% des hémopathies malignes et 1% de tous les cancers (San Miguel, 2014). Si cette
pathologie est plutdt décrite chez le sujet agé, environ un tiers des patients a moins de 65
ans au moment du diagnostic, 'age étant un critére important, car la stratégie thérapeutique
en dépend (Davies et al., 2002).

Au cours des deux derniéres décennies, la survie des patients chez qui on diagnostique
un MM s’est significativement améliorée (Harousseau et al., 2004). A partir des années 90,
ce sont tout d’abord les sujets jeunes (< 65 ans) qui ont bénéficié d’un gain de survie avec la
mise en place de traitements intensifs suivis dautogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (ITS-ATG) (Koreth et al., 2007).

Quelques années plus tard, entre la fin des années 90 et le début des années 2000,
larrivée de nouvelles molécules telles que les immunomodulateurs IMiDs ainsi que les
inhibiteurs du protéasome (représenté par le bortezomib), a constitué une avancée
thérapeutique pour 'ensemble des patients, y compris pour les patients les plus &gés, non
éligibles a la greffe en raison de leur age ou de leurs comorbidités (Hulin, 2007). L’évolution
des patients atteints de MM est trés hétérogéne avec des survies allant de quelques mois a
plus de 10 ans (Terriou et al., 2006). Parallelement a I'hétérogénéité clinique, il existe une
grande hétérogénéité biologique. Et malgré ces avancées spectaculaires sur le plan
thérapeutique, le MM demeure une maladie incurable dans la plupart des cas et les rechutes

sont inéluctables.

Depuis plus de 30 ans, des études ont été menées pour essayer d’identifier des
biomarqueurs pronostiques permettant de prédire I'évolution des patients et leur réponse aux
différents traitements (San Miguel et al., 2005). Ainsi, la recherche de facteurs prédictifs est
importante pour 3 raisons: 1. Fournir des informations individualisées sur I'évolution pour les
patients et a leur famille. 2. Identifier des groupes de patients a risque pour adapter le
traitement en fonction de ['évolution attendue et comparer les résultats de différentes
stratégies thérapeutiques pour chacun des groupes identifiés. 3. Découvrir des liens entre
des caractéristiques biologiques du clone tumoral et les manifestations cliniques pour mieux
comprendre la physiopathologie de la maladie. De nombreux biomarqueurs pronostiques ont
été décrits dans la littérature, certains sont liés aux caractéristiques des patients, d’autres
reflétent la masse tumorale ou sont liés a des caractéristiques du clone tumoral (Greipp et
al., 2005 ; Bergsagel et al., 2005) .



Cependant et malgré le nombre important de ses biomarqueurs, peu d’entre eux sont
utilisés en pratique clinique et leur 'impact sur la prise en charge des patients est minime
(Richardson et al., 2005).

Suite a une ITS-ATG, la recouvrance immunitaire est trés importante dans la survie des
patients (Porrata et al., 2001b). Les études entreprises dans ce sens ont déja corrélé deux
biomarqueurs avec la survie du MM en post ITS-ATG ; 'un lié a une bonne recouvrance
immunitaire qui représente I'immunité de I'héte: le A-ALC (infused Autograft Absolute
lymphocyte count) et l'autre lié a I'échec de la réponse au traitement qui représente
l'immunosuppression tumorale limitant la réponse immunitaire et inhibant l'immunité de
I'néte : le A-AMC (infused Autograft Absolute Monocyte Count) (Porrata et al., 2001c ;
Talmadge et Gabrilovich, 2013).

Récemment en 2015, Porrata, et al. ont décrit A-LMR (infused Autograft Lymphocyte-
Monocyte Ratio) qui est la combinaison des deux biomarqueurs de substitution
précédemment cités, comme un facteur pronostique pour la survie en post- ITS-ATG pour
certains hémopathies malignes tels le lymphome de Hodgkin classique, lymphome diffus a
grandes cellules B et le lymphome a cellules T (Porrata et al., 2014 ; Porrata et al., 2015a ;
Porrata et al., 2015b). Cependant ce biomarqueur n’a pas encore été étudié dans la survie
du MM.

Nous avons réalisé une étude rétrospective de 147 cas de MM traités a 'lTS-ATG dans
le service d’hématologie et de thérapie cellulaire a EHU "1er Novembre 1954", a Oran afin
de dresser l'état des lieux étant donné qu’lTS-ATG est une option thérapeutique
révolutionnaire pour les malades atteints de MM en Algérie. Cette étude a couvert une

période de sept années, allant de Février 2008 a Juillet 2015.

Nous avons en parallele mené une deuxiéme étude rétrospective qui a porté sur une
cohorte de 82 patients atteints de MM ayant bénéficié d’une ITS-ATG dans le service
d’hématologie et de thérapie cellulaire a EHU "1er Novembre 1954", a Oran afin d’évaluer
limpact du facteur pronostique (A-LMR) sur I'évolution clinique du MM et d’établir une

relation entre ce dernier et la survie en post ITS-ATG.

L’identification de nouvelles catégories pronostiques permet de mieux appréhender le
probléeme de I'hétérogénéité des tumeurs qui constitue un enjeu majeur dans la prise en

charge thérapeutique des cancers de fagon générale.
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CHAPITRE | : LE MYELOME MULTIPLE

Le myélome multiple (MM), ou maladie de Kahler, est une hémopathie maligne classée
selon 'OMS parmi les tumeurs a cellules B matures sous la rubrique « plasma cell
neoplasms » (Swerdlow et al., 2008). Elle affecte les cellules terminales de la différenciation
lymphocytaire B : les plasmocytes, c’est-a-dire les cellules immunitaires productrices
d’anticorps. Le MM se caractérise par une expansion clonale de plasmocytes tumoraux
principalement dans la moelle osseuse, qui se traduit généralement par des lésions
ostéolytiques douloureuses accompagnées de fractures spontanées, ainsi que d’'une
insuffisance médullaire entrainant des infections répétées liées a la défaillance du systéme
immunitaire. Le MM est également caractérisé par un pic dimmunoglobulines (lg)
monoclonales. Le type d’lg produite varie d’'un patient a l'autre. Dans 55 % des cas I'lg
monoclonale est de type G, dans 21 % des cas de type A et dans 15 % des cas une chaine
légére, plus rarement une IgD (1% des cas) (Kyle et al., 2007b). Les myélomes a IgE ou

IgM sont trés rares. Dans 2 % des cas le myélome peut étre non secrétant (Durie, 2008).
1- Epidémiologie et étiologie

Le MM est une affection relativement rare. Il représente 1% des cancers et 10 a 15% des
hémopathies malignes (Kyle et al., 2003). C’est la seconde hémopathie maligne par ordre
de fréquence apres les lymphomes malins non hodgkiniens. Cette pathologie touche 'adulte
apres 40 ans et I'incidence augmente rapidement avec I'age. Ainsi en Algérie, la prévalence
de MM était de 1,1/100.000 cas et la fréquence des patients agés de moins de 40 ans était
de 25%, en raison de la jeunesse de la population (Saidi, 2011). Aux Etats-Unis, il a affecté
15 980 nouveaux cas et 11 300 décés en 2005 (2% des décés par cancer) (Jemal et al.,
2005). La proportion se situe de ~0.5/100.000 a 1/100.000 chez les asiatiques (Durie, 2008).
En France, de 5000 nouveaux cas par an avec un total d’environ 12000 patients en
traitement (Leleu et al., 2006).

La médiane d’age au diagnostic est de 65 ans (Kyle et al, 2003 ; Lin et al., 2004 ; Greipp et
al, 2005). Le MM touche un peu plus fréquemment les hommes que les femmes (environ 1,4
hommes pour 1 femme) (Cartwright et al., 2002 ; Kyle et al., 2003 ; Lin et al., 2004 ;
Greipp et al., 2005). La prédisposition de la population noire américaine par rapport aux
caucasiens est le seul facteur de risque reconnu avec certitude (Benjamin et al., 2003 ;
Kyle et al., 2003). Les études américaines et japonaises ont rapporté une incidence plus
élevée de MM dans la population exposée aux radiations ionisantes (Shimizu et al., 1990).
D’autres facteurs comme les pesticides, le benzéne, les solvants organiques, les dérivés du
pétrole ou I'obésité ont été évoqués. Néanmoins, leur réel impact reste discutable (Kyle et
al., 2007a).



2- Physiopathologie

La nature exacte de la cellule a lorigine du MM reste mal connue. Elle est
vraisemblablement, comme c’est le cas pour de nombreuses tumeurs B, centrogerminative
ou post-centrogerminative, c’est-a-dire postérieure aux événements de mutations
somatiques, de sélection et de commutation isotypique des génes codant pour les Ig
(Feuillard et Raphael, 2000 ; Kuehl et Bergsagel, 2002 ; Barille-Nion et al., 2003).

I a été démontré que la quasi-totalité des cas de MM sont précédés dun état «
prémyelomateux » appelé Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée ou
GMSI, caractérisé par une prolifération dans la moelle de cellules plasmocytaires clonales
(Landgren et al., 2009). 1% des GMSI évolue vers un MM chaque année (Kyle et a., 2002).

L’existence d’anomalies cytogénétiques nombreuses et complexes est l'une des
caractéristiques du MM. Parmi ces anomalies, les translocations chromosomiques impliquant
le locus des chaines lourdes d'immunoglobulines (IgH) localisé sur le chromosome 14
(14932) sont fréquentes, avec pour conséquence la dérégulation de I'expression normale de
génes situés dans la région de cassure du chromosome partenaire (Bergsagel et al., 1996;
Kuipers et al., 1999; Avet-Loiseau et al., 2002). Aussi, il implique plusieurs génes tels que
le géne RAS, Rb, p53 et les génes myc ou encore bcl2 dont la mutation, la perte ou la
surexpression favorisent l'activation des plasmocytes (Hallek et al., 1998). Les anomalies
chromosomiques ou mutations génétiques observées au sein du MM sont des facteurs
pronostiques. Par ailleurs, l'interaction des cellules du MM avec le micro environnement joue

un réle crucial dans la pathogénése.

Comme le montre la figure 01, 'adhésion des cellules du MM aux cellules stromales de la
moelle est médiée par des interactions spécifiques entre des molécules présentes a la
surface des cellules : entre ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) et LFA-1 (leukocyte-
function-associated antigen 1) et entre VLA-4 (very late antigen 4) et VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule1). Ces interactions induisent une sécrétion de cytokines : I'lL-6
(interleukine 6) qui stimule la croissance des cellules myélomateuses, leur prolifération, leur
migration et leur confére une résistance aux molécules de chimiothérapie. Des facteurs de
croissance tumorale (transforming growth factor B = TGF-B), stimulent a leur tour I'lL-6 et des
facteurs de croissance endothéliale vasculaire (vascular endothelial growth factor = VEGF)
qui vont promouvoir l'angiogenése. Par ailleurs, la prolifération d’ostéoclastes va étre
stimulée par la molécule RANKL associée aux protéines inflammatoires (macrophage
inflammatory protein 1a = MIP-1a). Alors que les ostéoblastes vont étre inhibés par I'lL-3 et
le facteur de croissance hépatocytaire (hepatocyte growth factor = HGF) médullaire

(Harousseau et al., 2009a) (Figure 1).
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Figure 01 : Interactions entre les cellules du MM et le micro environnement médullaire (Harousseau

et al., 2009a).
3- Présentation clinique et critéres diagnostiques
Le diagnostic du MM peut étre évoqué devant des tableaux cliniques divers. Il peut s’agir :

- d’un tableau rhumatismal avec des douleurs osseuses inflammatoires révélatrices de
Iésions ostéolytiques diffuses, de fractures ou de tassements vertébraux,
- d’un tableau hématologique avec une asthénie et des infections itératives révélant

une insuffisance médullaire,



- d’un tableau biochimique avec hyperprotidémie et pic monoclonal isolés ou associés
a une insuffisance rénale et/ou une hypercalcémie et/ou un syndrome

d’hyperviscosité.
Les objectifs du bilan initial seront alors (Tableau 01) :

- de confirmer le diagnostic de MM,
- de déterminer le type d’lg et le stade de la maladie,

- de déterminer les facteurs pronostiques et les éléments du suivi de la réponse.

Hémogramme

Biochimie sur sang et urine | lonogramme, créatinine, calcémie

Electrophorese des protéines et immunfixation sur sang
Electrophorése des protéines et immunofixation urinaire
Protéinurie de Bence Jones

Dosage pondéral des Ig

Dosage des chaines Iégeéres libres sériques

Myélogramme et/ou biopsie
Ostéomédullaire

Cytogénétique Caryotype et hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Imagerie Radiographies standards +/- imagerie par résonnance magnétique

Tableau 01 : Bilan initial d’'un MM au diagnostic

Le diagnostic du MM sera alors retenu en présence des trois éléments suivants (The IMWG,
2003 ; Kyle et Rajkumar, 2009 ; Swerdlow et al., 2008) :

e La présence d'une immunoglobuline monoclonale dans le sérum et/ou les urines
révélée apreés immunoélectrophorése des protéines sériques et urinaires (a
l'exception des myélomes non secrétant);

¢ L’identification de cette Ig par immunofixation montre qu’il s’agit d’'une IgG dans 50%
des cas, d'une IgA dans 20% et de chaines légéres kappa ou lambda dans 20% des
cas également,

e La mise en évidence d'une plasmocytose médullaire supérieure ou égale a 10% sur
le myélogramme,

o Et la présence de manifestations cliniques ou biologiques directement liées au MM,
regroupées sous CRAB (hyperCalcemia, Renal failure, Anemia, Bone Iésions) dont la
liste est détaillée ci-dessous :

o hypercalcémie 2 a 115 mg/L,

o insuffisance rénale avec une créatinine > a 173 ymol/L,

o anémie <a 10 g/dL ou perte de deux points par rapport a la limite inférieure de
la norme,

o présence de lésions osseuses.

Les différentes formes cliniques sont présentées dans le résumé illustré dans le tableau

suivant (Tableau 2) :



GMSI (tous les critéres
doivent étre réunis)

I’'absence de criteres CRAB

- Présence d’une protéine monoclonale
sérique < 30g/L
- ET d’'une plamocytose < 10%

Le « Smoldering MM »
ou MM indolent

I’'absence de criteres CRAB

- Présence d’'une protéine monoclonale
dans le sérum supérieure ou égale a 30

g/L
- ET/OU d’'une plasmocytose
médullaire supérieure ou égale a 10%

Myélome Multiple
Symptomatique (tous
les critéres doivent
étre réunis)

la présence d’au moins un des - Présence dans le sérum et/ou
criteres CRAB : urines d’une protéine monoclonale
o Hypercalcémie > 115mg/L (sauf si MM non sécrétant)

o Créatininémie > 173 ymol/L - ET d’une plasmocytose médullaire
0 Anémie normochrome supérieure ou égale a 10%
normocytaire < de 2g/dl a la limite
inférieure de la normale ou <
10g/dI

0 Lésions osseuses

Le plasmocytome
isolé (avec 4 critéres)

I'absence de criteres CRAB - Une localisation unique de
plasmocytes monoclonaux au niveau
osseux ou tissulaire qui
confirmée par une biopsie
- ET [Il'absence de

monoclonaux dans la MO
- ET une IRM du rachis et du pelvis
sans autres lésions

plasmocytes

Tableau 02 : Définition des formes cliniques par L'IMWG (The IMWG, 2003; Swerdlow et al., 2008 ;
Kyle et Rajkumar, 2009).

4- Classifications et pronostics

Le MM est une maladie dite « hétérogéne », certains malades vivent plus de dix ans alors
que d’autres patients décedent rapidement, en un ou deux ans. Différentes caractéristiques
lites au patient, a la maladie et au traitement ont été identifiées pour nous aider a prédire

'évolution de la maladie.
a- La classification de Durie-Salmon (DS)

Cette classification a été développée dans les années 70 afin d’estimer la masse tumorale
1975).

caractéristiques biologiques et radiologiques, incluant le taux d’hémoglobine, la calcémie, la

(Durie et Salmon, Celle-ci était corrélée avec les critéres cliniques, les
créatininémie, le taux de protéine monoclonale sérique et urinaire, le nombre de Iésions

osseuses et de la fonction rénale qui définit des sous-groupes (Tableau 03).

Une mise a jour de cette classification a été proposée en 2005 par IMWG. Elle se nomme
SALMON DURIE et PLUS. En plus des critéres classiques, cette classification propose
d’utiliser les techniques d’imagerie modernes telles que le scanner ou 'IRM de la colonne

vertébrale pour apprécier les Iésions osseuses.

doit étre




Stade | Stade Il Stade lll

Masse tumorale Faible Intermédiaire Elevé
Critéres requis Tous ni | nilll au moins un
Protéine M

Sérique IgG<50 g/L, IgA<30 gL, IgG>70 g/L, IgA>50 g/L,

Urinaire PBJ<4 g/24hrs PBJ> 12 g/24hrs
Hémoglobine Hb> 10 g/dI Hb< 8,5 g/dL
Calcémie <3 mmol/L (120 mg/L) > 3 mmol/L (120 mg/L)
Lésions osseuses <1 > 3

Sous classification : A : fonction rénale préservée (créatininémie < 175 mmol/L soit 20 mg/L)
B : fonction rénale pathologique (créatininémie 2 175 mmol/L 20 mg/L)

Tableau 03 : Classification de Durie-Salmon (Durie & Salmon, 1975)
b- L’International Staging System (ISS)

Dans un souci d’améliorer I'objectivité¢ de la classification pronostique, un nouvel indice
pronostique international a été établi : le modéle pronostique ISS. Il intégre deux paramétres
biologiques prédictifs de la durée de survie: I'albuminémie et la mesure du taux de 2
microglobuline (82m) (Bataille et al., 1983). En effet, la f2m est exprimée a la surface des
plasmocytes malins et elle est relarguée dans le sérum par clivage protéolytique. Elle est
ainsi, le reflet indirect de la masse tumorale. Il en résulte une classification en trois stades
(Tableau 04).

Stade I 1l 1]
Critéres B2m sérique < 3,5 mg/L
ET Pas de critéres de Bom sérique 2 5,5
Albuminémie = 35 g/dL stade | ou lll mg/L
Durée de la survie 62 mois 44 mois 29 mois
médiane

Tableau 04 : Stratification de I'|SS (Greipp et al, 2005).

Le groupe lll est un groupe hétérogéne de patients qui n’'ont en commun que I'élévation de la
B2m sérique, ce qui peut étre lié a une masse tumorale importante comme a une
insuffisance rénale. Il est donc nécessaire d’avoir d’autres critéres afin d’adapter au mieux la
stratégie thérapeutique du patient. L’ISS n’intégre pas non plus la cytogénétique dont le role
est majeur (Kyle et Rajkumar, 2009) et n’a pas été validé dans le contexte des nouvelles

thérapeutiques.
c- Réle de la cytogénétique

Les anomalies cytogénétiques jouent un réle important dans I'évaluation de nombreuses
pathologies hématologiques. Dans le myélome, l'intérét de la cytogénétique a été identifié
seulement au cours de la derniére décennie. Ceci s’explique par le faible index de
prolifération des plasmocytes (contrairement aux blastes), mais aussi par une infiltration
souvent modérée des plasmocytes dans la moelle osseuse. En raison de ces deux

éléments, les caryotypes prélevés sont souvent en échec ou normaux. La plupart des
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grandes séries ne rapportent qu’environ 30% de caryotypes anormaux, alors que d’autres
techniques, ne dépendant pas de l'obtention de métaphases clonales, décrivent des
anomalies cytogénétiques dans 100% des cas (Avet-Loiseau et al., 2007). L’hybridation in
situ en fluorescence (FISH) permet la détection de ces anomalies sur des plasmocytes sans
métaphase (Drach et al., 1995). Cependant, une FISH standard n’est pas suffisante dans le
MM en raison de la trop grande pauvreté en plasmocytes des prélévements. Il convient
donc, de réaliser soit une purification préalable, soit un immunomarquage identifiant les
chaines légéres kappa ou lambda parallélement a la technique de FISH (Fonseca et al.,
2006a). Ces contraintes techniques expliquent que I'analyse ne s’est pas réalisée dans tous
les centres. Elle n’en demeure pas moins incontournable aujourd’hui dans la prise en

charge.

Les différentes anomalies chromosomiques dans le MM, peuvent étre regroupées en
marqueurs de bons ou mauvais pronostics comme résumé dans notre tableau (Wuilleme et
al., 2005 ; Stewart et la., 2007 ; Avet-Loiseau et al., 2007 ; Fonseca et al., 2009)
(Tableau 05).

Critéres Anomalie Nombre de Geéne Anomalie Impact sur la survie
chromosomique patients touché coexistante
Mauvais Translocation 15 % FGFRS3 et Dans 80% : /
pronostique t(4 ;14) MMSET une délétion
13
Translocation 6a8% MAF /
t(14 ;16)
Perte du bras 10% / / /
court du
chromosome 17
(Del(17p))
Délétion du 50% / associée: N’est pas un facteur
chromosome 13 (t(4 ;14) ou indépendant
(Del(13)) Del(17p)),
Gains de copies 35% / / Si seul, Ne constitue
du bras long du pas un facteur
chromosome 1 pronostic péjoratif
(gains 1q) indépendant
Faible Translocation 20% Cycline D1 / Absence de
risque t(11 ;14) : (cycle retentissement sur la
cellulaire) survie
Hyperploidie 50% / / facteur favorable
avec une survie
globale prolongée

Tableau 05 : Les anomalies cytogénétiques les plus fréquemment rencontrées au MM (Avet-Loiseau
et al., 1999 ; Facon et al., 2001 ; Fonseca et al., 2006b ; Wuilleme et al. 2005 ; Stewart et al.,
2007 ; Avet-Loiseau et al. 2007 ; Fonseca et al., 2009).

Les anomalies cytogénétiques, retrouvées en FISH, jouent un rbéle majeur dans I'évolution
des patients atteints de MM. Il est indispensable, aujourd’hui, de pratiquer systématiquement
une analyse cytogénétique par FISH (avec recherche de Del(13), Del(17p), t(4 ;14), 1(14,16))

couplée aux autres marqueurs tels que la f2m et la Stratification de I'lSS. Cette analyse
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permettra de stratifier le risque, d’anticiper la réponse aux traitements et peut-étre, a 'avenir,
de choisir la meilleure stratégie thérapeutique (Munshi et al., 2011). Cette stratification du

risque doit étre réalisée dés le diagnostic.
5- La prise en charge thérapeutique

Nous ne développerons pas ici les traitements des complications associés au MM (tels la
radiothérapie locale, le traitement des complications osseuses,...etc.) pour nous intéresser
uniquement au traitement anti-tumoral proprement dit, qui a considérablement évolué ces

derniéres années.
a- Indications

En l'absence de symptdmes, l'indication de traitement n’est pas requise, une surveillance
clinique biologique et radiologique tous les 3 a 6 mois doit cependant étre mis en place
(Riccardi et al., 2000).

La prise en charge thérapeutique se trouve étre uniquement chez les patients présentant un
myélome symptomatique : c'est-a-dire avec atteinte de la fonction de certains organes
(criteres CRAB). Le meilleur choix pour chaque patient va dépendre de facteurs individuels

comme I'age et les comorbidités.
b- Thérapeutiques disponibles

Les options thérapeutiques anti-tumoral comprennent la chimiothérapie d’induction, les
traitements intensifs et enfin les traitements de support. Depuis l'introduction en 1962 du
melphalan, médicament historique dans le traitement du MM. Les chimiothérapies
conventionnelles les plus courantes furent l'association des corticoides et des produits
alkylants (Rajkumar et al., 2002). Le MP (Melphalan/Prednisone) fut la premiere
combinaison pour le traitement initial du MM. Puis, des protocoles de chimiothérapie
intensifs ont été mis en place avec autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH).
Désormais, les nouveaux agents comme la thalidomide, le Iénalidomide et le bortézomib
utilisés en premiére ligne ou en rechute permettent une nouvelle approche de la prise en

charge du patient avec une amélioration de la survie (Kyle et Rajkumar, 2009).
o Alkylant et corticoides

Le traitement de référence du MM tout age confondu est resté, pendant de nombreuses
années, l'association d’'un alkylant (melphlan, Alkeran® ou cyclophosphamide, Endoxan®) et
de glucocorticoides (prednisone, dexaméthasone), dite « Alexanian » (Alexanian et al,
1969, Terriou et al., 2006 ; Kyle et Rajkumar, 2008). Cette association permet d’espérer

une survie médiane n’excédant pas 3 ans (Kyle et al, 2003, Rajkumar et al., 2006).

Enfin, notons que la dexaméthasone seule a haute dose permet une réponse chez 45% des

patients atteints, cependant son emploi a posologie élevée peut induire une faiblesse
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marquée et un risque accru aux infections opportunistes, d’ou la préférence du protocole de

polychimiothérapie (Rajkumar et al., 2002).
¢ Intensification-autogreffe (ITS-ATG)

Jusqu’a la fin des années 1990, il n’y a eu aucun progrés significatif dans le traitement du
MM, avant l'avénement de [lintensification suivie de ['autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (principe de lintensité-dose) (Harousseau et al, 2004). |l s’agit d’'une
réduction de la masse tumorale par une chimiothérapie d’induction (« VAD », vincristine,
adriamycine, dexaméthasone) puis une intensification thérapeutique (conditionnement

myéloablatif) suivie de greffe autologue prélevée au préalable (Kyle et Rajkumar, 2008).

Notre étude concerne une cohorte de sujets jeunes éligibles a I''TS-ATG. Nous allons donc

la développer dans le chapitre suivant.
o Allogreffe

L’allogreffe de CSH a été proposée comme traitement du MM. Cette approche est
séduisante car il existerait un effet « greffon contre myélome » : Les cellules transplantées
reconnaissent les cellules cancéreuses comme étrangeres, les attaquent et les tuent. Mais
cette procédure nécessite I'obtention d’'une rémission et présente un risque 45% de déces
qui est un taux assez important. La diminution de l'intensité du conditionnement par des «
mini-allogreffes » pourrait diminuer la morbidité et participer a I'allongement de I'espérance
de vie des patients (Barille-Nion et al, 2003 ; Harousseau et al, 2004 ; Hulin, 2007).

e « Nouvelles » molécules

Depuis une dizaine d’années, le paysage thérapeutique s’est enrichi de 3 nouveaux
principes actifs, appartenant a deux nouvelles classes médicamenteuses avec de nouveaux
mécanismes d’action, qui ont bouleversé la prise en charge thérapeutique du MM (Hulin,
2007).

- Lathalidomide et molécules immunomodulatrices (IMiDs)

Initialement commercialisée dans les années 1950 comme traitement sédatif-hypnotique et
comme antiémétique chez la femme enceinte. La thalidomide avait été retirée du marché en
1962, suite a des effets tératogénes importants (Kyle et Rajkumar, 2008). Mais avec la mise
en évidence des propriétés anti-angiogéniques de la thalidomide et la place qu’occupe ce
processus (angiogenése) dans le MM, des essais cliniques ont été réalisé (Vecca et al.,
1994). Le mécanisme daction a [lorigine des propriétés anti-inflammatoires,
immunomodulatrices et anti-angiogéniques, est notamment lié a l'inhibition de la production
de la TNF q, la stimulation des lymphocytes T et I'induction des sécrétions d’'IFNy et d’IL -2.
C’est le premier agent thérapeutique agissant sur le microenvironnement médullaire des

plasmocytes (Terriou et al., 2006 ; Armoiry, 2007) (Figure 02).
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Figure 02 : Les mécanismes d’action de la thalidomide et autres IMiDs sur les cellules
myélomateuses et leur microenvironnement (Richardson et Anderson, 2004). I : inhibition; — :
stimulation.

Ainsi, la thalidomide est actuellement utilisée dans le traitement des MM réfractaires ou lors
des rechutes (Singhal, 1999 ; Rajkumar et al., 2002 ;). De plus, selon Terriou, une étude
randomisée a par ailleurs montré que I'association de MP avec la thalidomide (MPT) apporte
un gain significatif de survie par rapport a la combinaison MP chez les patients dgés de 65 a
75 ans (Terriou et al., 2006). Les inconvénients majeurs dus a l'utilisation de la thalidomide
sont la survenue de neuropathies périphériques et de thrombophlébites ; ses effets
secondaires les plus courants sont une somnolence, une constipation et des éruptions

cutanées papuleuses avec érythéme (Rajkumar et al., 2002 ; Glasmacher et al., 2006).
- Le lénalidomide (Revlimid®) et analogues de la thalidomide

Les analogues IMiDs sont des dérivés de la thalidomide dont la structure a été modifiée dans
le but d’augmenter l'efficacité tout en minimisant la toxicité de la molécule (Dimopoulos et
al., 2007). Le Iénalidomide est le plus connu d’entre eux (Kyle et Rajkumar, 2008). Son
utilisation prometteuse dans des essais cliniques a conduit la Food Drug Administration
(FDA) a approuvé l'association Lénalidomide-Dexaméthasone (LD) dans le traitement des
patients réfractaires a une précédente thérapie (Richardson et al., 2002 ; Kyle et
Rajkumar, 2008).

Cependant, 'augmentation du risque d’événements thromboemboliques (ETE) est un effet

secondaire commun aux deux IMIDS. Si leur utilisation en monothérapie est peu
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thrombogéne, leur association avec la dexaméthasone augmente significativement ce risque

justifiant l'utilisation d’'une prophylaxie (Palumbo et al., 2008; Dimopoulos et al., 2010).
- Le bortézomib (Velcade®)

C’est le premier agent de la nouvelle classe thérapeutique des inhibiteurs du protéasome.
Cette petite molécule inhibe ce complexe enzymatique catalytique impliqué dans le
recyclage des protéines ubiquitinées (Rajkumar et al., 2005 ; Fernandez et al., 2006). Elle
altere la croissance tumorale et provoque I'apoptose des cellules néoplasiques (Aghajanian
et al., 2002 ; Terriou et al., 2006 ; Armoiry, 2007) (Figure 03).

- Inhibition de NF-<B

- Activation des caspases, Apoptose
- Léve la chimiorésistance aux drogues

Bortezomib B
Croissance

Cellule [ Survie
myélomateuse Migration
Chimiorésistance

\ -

- Inhibition de I'adhésion du plasmocyte tumoral aux cellules stromales

- Inhibition de I'angiogenése @ ) .
({ '\\‘ 1L6, TNF o,
IGF-1,VEGF,
=
- Inhibition du réseau de cytokines

Figure 03 : Les mécanisme d’action du bortézomib dans le MM (Pasquier et al., 2006).

Grace a différents essais, le profil de toxicité du bortézomib est défini avec précision. Les
troubles digestifs, la fatigue, les thrombopénies ou les neuropathies périphériques font partie
des effets secondaires couramment décrits (Richardson et al., 2006 ; Mohty et al., 2010)
Enfin, plusieurs études ont démontré la possibilité d’utilisation du bortézomib chez les

patients en insuffisance rénales, incluant les patients dialysés (Chanan-Khan et al., 2007).

Ces nouveaux médicaments ont des toxicités bien identifiées et une tolérance acceptable. lls
peuvent étre utilisés successivement ou en association en vue d’une meilleure efficacité. lls
ont montré une grande efficacité dans le traitement du MM, d’abord en situation de rechute
mais aussi en premiere ligne, avec un impact sur le devenir de la maladie elle-méme (Hulin,
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2007). Thalidomide, Iénalidomide et bortézomib sont maintenant inclus dans les schémas

thérapeutiques de référence.

c- Schémas thérapeutiques
o Patients de moins de 65 ans
Chez les patients « jeunes » et sans comorbidité(s) grave(s), le schéma
thérapeutique de référence correspond a la séquence suivante :
v réduction de la masse tumorale par une chimiothérapie d’induction qui a
bénéficié de l'introduction des nouvelles molécules.
v intensification (par melphalan a forte dose éventuellement associé au
bortézomib) et autogreffe de CSH,
v' éventuellement consolidation/entretien (thalidomide a petites doses) (Hulin,
2007).

Ce schéma a permis d’allonger la survie médiane aux alentours de 7 a 8 ans, avec un taux

de rémission compléte entre 30 et 50% (Davies et al, 2002).
o Patients de plus de 65 ans : traitement standard

Chez les sujets « agés », le traitement standard « MP » = « Alexanian » permettait d’espérer
une médiane de survie d’environ 30 mois (Kyle et al, 2003). Le pronostic de ces patients a
été transformé par 'apparition des nouvelles molécules. En 2008, 'association de référence
est MDT. Il existe une trés grande hétérogénéité inter-patients : certains survivent plus de 10
ans, mais a l'opposé il n'est pas rare de rencontrer des patients présentant une maladie

réfractaire aux différentes thérapeutiques aujourd’hui disponibles.
6- Critéres de réponse

Compte tenu du fait que les traitements ne cessent de s’améliorer en fonction d’essais
thérapeutiques qui se succedent rapidement. Il est important d’évaluer la réponse au
traitement aussi précisément que possible et il devient indispensable de disposer des
critéres de réponse valides et reproductibles. En outre, étant donné l'efficacité des nouveaux
agents disponibles, il devient nécessaire d’évaluer l'intensité de la réponse obtenue et

pouvoir détecter la rechute le plus précocement possible.

Pour répondre a ces attentes, Les criteres de réponse uniformes de I'MWG sont
recommandés pour classer la réponse (et la rechute) dans le MM (Durie et al, 2006 ; Kyle
et Rajkumar, 2009). Les criteres définissant les différentes catégories de réponse,
progression et rechute de la maladie sont basés sur les parameétres biologiques
classiquement utilisés dans le MM pour le diagnostic et le suivi de la maladie. Cinq
catégories de réponse et trois catégories de rechute sont proposées : réponse compléete

stricte RCs, réponse compléte RC, trés bonne réponse partielle TBRP, réponse partielle RP
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et maladie stable MS, maladie progressive MP, rechute clinique et rechute a partir d’'une CR.

Elles sont détaillées en annexe (Annexe 2).
7- Evaluation de la survie :

En plus des criteres de réponses décrites dans l'annexe 2, L’évolution de la maladie est
évaluée par les données de survie (Collet, 1994). Elles permettent d’avoir une
représentation dans le temps, en démontrant l'efficacité des traitements, les uns comparés
aux autres, en se basant sur leur capacité a prolonger la survie. La durée de survie est
employée pour qualifier le temps qui s’écoule jusqu’a la survenue d’'un éveénement particulier

qui n’est pas forcément la mort (par exemple d’'une rechute) (Hill et al., 1990).

Les plus utilisés sont la survie sans progression ou SSP et la survie globale ou SG comme
recommandé dans la littérature (Gillet al., 2006 ; FDA, 2007 ; Anderson et al, 2008)

(Annexe 3).
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CHAPITRE Il : Intensification thérapeutique avec autogreffe
de cellules souches hématopoiétiques (ITS-ATG) dans le
MM

Introduit au début des années 80, le recours a un support de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) s'est progressivement impose dans un grand nombre
d'hémopathies malignes. L'emploi des CSH en tant que source de greffon a constitué une
étape décisive en permettant la réduction de la mortalité liée a la procédure, (Kessinger et
al., 1998 ; Peault , 2000; Martin et Aulagner, 2009; Gratwohl, 2008).

Dans le traitement des hémopathies malignes de fagcon générale, les CSH autologues
pallient les effets délétéres d'un traitement intensif sur le tissu hématopoiétique. Elles
permettent ainsi la réalisation de thérapeutiques anti-tumorales assurant un ‘effet-dose’
efficace sur la tumeur en passant outre leurs effets myéloablatifs. Ces thérapeutiques
intensives avec support de CSH permettent largement la prolongation de la survie du patient.
Cette stratégie est considérée comme le gold standard du traitement de premiére ligne pour
le MM chez les patients de moins de 65 ans. Elle a montré sa supériorité sur les
chimiothérapies conventionnelles dans deux grandes études randomisées en termes de
survie globale et de survie sans événement (Attal et al., 1996 ; Child et al., 2003 ; Koreth
et al., 2007 ; Moreau et al., 2011a).

En Algérie, l'introduction de ce traitement existe depuis moins d’'une décennie. Au niveau

national, il existe seulement deux centres sur six qui sont opérationnels :

- L'unité de greffe de moelle osseuse du Centre Pierre et Marie Curie-Alger (depuis
2007)
- Et le service d'hématologie et de thérapie cellulaire de I'EHU’1*" Novembre’ Oran
(depuis 2008) (Bentabak, 2015).
1- Rappel

1.1- La cellule souche hématopoiétique (CSH)

Dés leur découverte au début du XXéme siécle, les cellules souches hématopoiétiques ont
suscité un trés vif intérét de la part de la communauté scientifique. Ces cellules a l'origine
embryonnaire, sont le point de départ de la différenciation cellulaire, qui modulera le futur
individu. Deux capacités essentielles définissent les cellules souches et permettent de les

distinguer des autres cellules (Figure 04).

- La capacité de différenciation: dans certaines conditions physiologiques ou
expérimentales, les cellules souches sont capables de se différencier en cellule
spécialisée.
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- La capacité d’auto-renouvellement : les cellules souches sont des cellules non
spécialisées qui se renouvellent par division cellulaire pendant de longues périodes
(Ulloa-Montoya, 2005; Sieveking, 2009).

Cellule souche

Division cellulaire
donnant 2 cellules
filles

Cellule fille se
Cellule fille — différenciant
restant une
cellule souche

Cellule
totalement
différenciée

Figure 04: Capacité d’'une cellule souche (Sieveking, 2009)

Les CSH sont indifférenciables morphologiquement des lymphocytes. De plus, a I'état
normal, elles sont au repos (GO du cycle cellulaire). Leur mise en évidence se fait grace a
des marqueurs protéiques présents a leurs surfaces appelées cluster de différenciation
(CD) (Richardson et al. 2006). Le premier marqueur est I'antigéne CD34, dont
l'identification rend possible I'estimation de la richesse du sang ou de la MO en cellules
immatures intéressantes a greffer grace a des méthodes de cytométrie en flux. Ces cellules
sont dites CD34+ (Mohty et al. 2010). Cependant, les CSH réellement capables de
reconstituer durablement 'hématopoiése compléte ne représentent que 0,1% a 1% de toutes
les cellules CD34+. Cet antigéne est donc important mais pas suffisant. D’autres marqueurs
s’expriment a la surface des CSH (Von Planta et al. 2000 ; Coulombel, 2000 ; Portmann-
Lanz et al., 2006 ; Kaufman, 2009). Elles sont récapitulées avec les caractéristiques de la

molécule CD34 dans I'annexe (Annexe 4).
1.2- L’hématopoiése

L’hématopoiése désigne la fabrication des différents composants cellulaires du sang. Chez
'adulte, 'hématopoiése se produit principalement dans la MO du pelvis, du sternum, de la
colonne vertébrale et du crane (Montiel, 1997; Bell et Hughes, 1997). A ce niveau, il existe
des cellules souches dites « totipotentes » qui possédent les capacités d’auto-
renouvellement et jouent le rbéle de réservoir cellulaire tout au long de la vie de l'individu.
Sous l'effet de facteurs de croissance comme le GM-CSF, le stem cell factor, I'lL3,...etc.
(Bell et Hughes, 1997 ; Fu et Liesveld, 2000 ; Li et Li, 2006 ; Nervi et al., 2006 ; Shea et
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DiPersio, 2009). Ces CSH vont progressivement s’engager dans un processus de
différenciation. Les progéniteurs ou blastes vont a chaque étape acquérir ou perdre des
propriétés par rapport a leurs ainés, jusqu’a atteindre le stade ultime, la production d’'une

lignée stable de cellules matures (Kapustay, 1997 ; Montiel, 1997) (Figure 05).

<

Différenciation = Dlﬂ.ron:latpon

Celiules precurseurs lymphomes dédiées Celiufes précurseurs mye[omes dédiées

O .00

',{?, : Cytokines

ez -GM-CSF ..

i cu{sp'j
Ipo 1 =3
f £ | S g
Suppiémentairg i i =3 e o

g Monocyta/ Peceares: & =
Celiule B Cellule T 2 ~ aqu OSNOPh

0 ©8 O o ®

Cellules différenciées

Figure 05 : Cascade de maturation de la cellule souche (hématopoiese) (Montiel, 1997).
2- Intensification - autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (ITS-ATG)

L’intensification thérapeutique suivie d’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques est
une option thérapeutique qui inclut une greffe autologue ou autogreffe aprés une
chimiothérapie et/ou une radiothérapie de forte intensité. Dans ce type de greffe, le patient
recoit ses propres CSH. A I'heure actuelle, les CSH utilisées pour les greffes autologues
proviennent du sang périphérique. La durée de 'ensemble de ce traitement est d’environ 6

mois (Harousseau et al., 2009b).
e Les patients (critéres d’inclusion et d’exclusion)

Généralement, la greffe autologue est pratiquée sur un patient qui peut recevoir un
traitement de chimiothérapie et/ou de radiothérapie de forte intensité. Dans le MM, la
définition du patient éligible a une ITS-ATG n’est pas précise, bien que cette notion soit
importante dans le choix du traitement. La plupart des études de phase Il sur
l'intensification-autogreffe ont fixé une limite d’age de 65 ans pour l'inclusion des patients
(Attal et al., 1996 ; Child et al., 2003). Les sujets jeunes atteints de MM sont donc souvent

définis par un age de 65 ans maximum. Cependant, cette limite arbitraire ne doit pas exclure
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systématiquement les patients plus agés du traitement intensif, surtout s’ils gardent un

excellent état général (Cavo et al., 2011).

La procédure d’intensification-autogreffe (ITS-ATG)

C’est un processus complexe impliquant une approche et des ressources multidisciplinaires.

Le prélevement de ses cellules souches se fait au début afin de les protéger des effets

néfastes de la chimiothérapie intensive. Par la suite, la greffe lui permettra de récupérer et

de reconstruire son systéme sanguin et immunitaire.

Nous avons résumé la procédure en huit étapes distinctes (Hooper et Santas, 1993 ;
Walker et al., 1994 ; Attal et al., 1996 ; Kapustay, 1997) (Figure 06):

Mobilisation : (1) administration des traitements de mobilisation, (2) mobilisation, (3)
collecte ou prélevement des CSH.

Cryoconservation: (4) préparation du produit pour la conservation, (5)
cryoconservation.

Intensification (ITS) ou conditionnement : (6) traitement myéloablatif,

Autogreffe (ATG): (7) réinjection des cellules souches et (8) prise de greffe et

récupération.
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Figure 06 : Schéma récapitulatif du processus d’'ITS-ATG (Hooper et Santas, 1993 ; Walker et al.,
1994 ; Attal et al., 1996 ; Kapustay, 1997).

a- Mobilisation

Le pool de cellules souches circulantes peut étre augmenté de fagon significative par une
stimulation précédant [I'aphérése par [I'administration d'un facteur de croissance
d’hématopoiése. Le G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), le plus souvent
administré en « steady state », a la posologie de 10 pg/kg/jour au cours d'une chimiothérapie

aplasiante. Le mécanisme d’action du G-CSF est illustré dans la Figure 07 (Levesque et

al., 2001 ; Petit et al., 2002 ; Levesque et al., 2002 ; Heissig et al., 2002).
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Figure 07 : Le mécanisme d’action du G-CSF (Levesque et al., 2002)

La cytaphérése, réalisée sur des séparateurs de cellules dont le rendement dépend du
volume de sang traité, est initiée dés qu'un nombre suffisant de cellules souches circulantes
est atteint. Ce seuil est actuellement défini par un nombre de cellules CD34+ circulantes d'au
moins 20 CD34+/uL. Le nombre de CD34+ injecté influence la cinétique de reconstitution

hématopoiétique et immunologique (Civin et al., 2006).

Les échecs de mobilisation peuvent étre dus a l'important cumul des traitements recus par le
malade avant le cycle de mobilisation (Laszlo et al., 2000). Le plérixafor est un nouvel agent
récemment autorisé par 'Union européenne en association avec le G-CSF chez les patients
présentants un MM dont les cellules se mobilisent mal (Gerlach et al., 2001 ; Hatse et al.,
2002 ; Broxmeyer et al., 2005 ; Fricker et al., 2006 ; Martin et al., 2006). Il a été démontré
que l'utilisation du plérixafor en association avec le G-CSF améliorait la collecte de cellules
CD34+ chez les patients présentant un MM par rapport a l'utilisation du G-CSF seul (Devine
et al., 2004; Flomenberg et al., 2005; Calandra et al., 2008).

b- Cryoconservation

A Tlissue de la cytaphérése, les cellules souches sont isolées des globules rouges et des
leucocytes et placées dans des poches de perfusion en préparation de la cryoconservation
et du stockage. Plusieurs centres possédent des laboratoires de cryoconservation qui
conservent les produits de la collecte de cellules souches dans I'azote liquide dans I'attente
d’une greffe. Un cryoconservateur utilisé couramment est le diméthylsulfoxide (DMSO). Le

DMSO maintient la viabilité de la cellule en empéchant la formation de cristaux de glace a
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l'intérieur des cellules pendant la conservation (Gorlin, 1996 ; Kapustay, 1997 ; Buchsel et
al., 1997). De plus, le produit de la collecte des cellules souches peut étre manipulé par une
méthode pharmacologique, immunologique ou physique afin de réduire une contamination
par des cellules tumorales. Chaque échantillon regu est qualifi¢ et soumis a différents

contréles, on cite (Boccaccio et Haioun, 2007):

- Numération des cellules nucléées : réalisée par une technique automatique
(hémogramme) et par une technique manuelle sur cellule de Malassez.

- Viabilité : Elle est déterminée par coloration au Bleu Trypan et/ou par incorporation de
7-AAD et permet de vérifier le nombre de cellules CD34+ viables.

- Numération des cellules CD34+: L’analyse est réalisée par des techniques de
cytométrie en flux.

- Test clonogénique des progeéniteurs GM-CFU : Les cellules sont cultivées dans un
milieu semi-solide a base de méthylcellulose. L'estimation du nombre et du type de
colonies est réalisée au 14°™ jours.

- Controle bactériologique et fongique : Il consiste en une hémoculture automatique de

10 jours sur milieu aérobique et anaérobique.

Ces qualifications sont un pré-requis obligatoire avant libération de la poche pour une
utilisation thérapeutique. Dés que I'objectif du nombre de CD34+ a collecter est atteint, les
séances de cytaphérese sont terminées. L’atteinte du seuil minimum de cellules CD34+ est
important car la quantité de cellules transplantées est corrélée positivement avec la prise de
greffe et le résultat final (Fu et Liesveld, 2000 ; Feugier et al., 2003 ; Bakken, 2006 ; Shea
et DiPersio, 2009 ; Giralt et al., 2009).

c- L’intensification thérapeutique (le conditionnement) (ITS)

Le traitement myéloablatif peut comporter une chimiothérapie seule ou une chimiothérapie
associée a une radiothérapie (Hooper et Santas, 1993 ; Walker et al., 1994 ; Kapustay,
1997). La chimiothérapie standard actuellement recommandée est le Melphalan a la dose de
200mg/m? en intra-veineux. Ce conditionnement a montré sa supériorité en termes de
tolérance (hématologique et muqueuse) et de survie sans progression par rapport a
I'association Melphalan & la dose de 140 mg/m? + irradiation corporelle totale (Moreau et al.,
2002). Il a aussi prouvé sa supériorité par rapport au Melphalan a la dose de 100 mg/m?
(Palumbo et al., 2010). Récemment, une étude de phase Il, menée par I'lFM, aurait suggéré
une supériorité de I'association bortezomib (1g/m? X 4) + Melphalan 200 mg/m? par rapport
au Melphalan seul en terme de qualité de réponse (Roussel et al., 2010). Le patient
bénéficie souvent d’'une cytoréduction de sa tumeur aprés cette phase de traitement. En
raison de son intensité, les patients présentent une myéloablation, nécessitant
'administration des cellules prélevées précédemment comme thérapie de «sauvetage»

(Buchsel et al.,1997).
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d- L’autogreffe (ATG) : Injection des CSH

L'intégrité des cellules souches conservées est vérifiée avant I'administration d’une
chimiothérapie a haute dose. Le jour de la perfusion des cellules souches, le produit prélevé
précédemment est extrait de l'azote liquide est préparé pour I'administration au patient
(Bakken, 2006). La perfusion elle-méme peut étre effectuée dans un cadre ambulatoire ou
en hospitalisation. Avant l'injection, le produit est rigoureusement inspecté et testé selon les
mesures de contrble de qualité, telles que la numération de cellules CD34+ et la présence de
microbes. Le patient est préparé a la perfusion en recevant une pré-médication (par ex. un
anti-histaminique, un antipyrétique). La durée réelle de l'injection peut varier selon le patient
et le nombre de poches prélevés pendant la cytaphérése, mais s’étend généralement de 30
a 120 minutes (Hooper et Santas, 1993 ; Walker et al., 1994 ; Kapustay, 1997 , Buchsel
et al.,1997). La dose minimale de CD34+ est de 2x10%kg et une dose optimale de 4 &
6x10°kg du poids du receveur pour une autogreffe. Ces recommandations sont associées a
de meilleurs résultats, avec une sortie d’aplasie plus rapide et une incidence moins
importante d’infections ou d’accidents hémorragiques (Weaver et al., 1995 ; Bensinger et
al., 1995).

3- Traitement d’induction

L’objectif du traitement d’induction est de diminuer la masse tumorale et d’améliorer le taux
de RC et de TBRP aprés I''TS-ATG. Avant I'ére des nouvelles thérapies, le traitement
standard d’induction reposait sur I'association VAD. Cette combinaison était préférée aux
associations MP car elle permettait une meilleure qualité de la collection des cellules
souches. Cependant, les taux de RC et de TBRP étaient médiocres (Harousseau, 2010a).
Avec l'arrivée des nouvelles molécules, toutes les études ayant comparé VAD a des
traitements d’induction utilisant la thalidomide ou le bortézomib ont montré une supériorité
des nouveaux agents. Le VAD a tout d’abord été comparé a des doubles associations
(dexaméthasone + Thalidomide ou Iénalidomide ou bortézomib puis a des triples
combinaisons) (Cavo et al., 2005; Harousseau et al., 2010b; Cavo et al., 2010).
Présentant une augmentation significative des taux de RC + TBRP aprés induction. Aprés
autogreffe, ce bénéfice était conservé. De plus, I'utilisation de doses réduites de bortézomib
et de thalidomide avec le VTD permettaient une diminution significative des neuropathies
(Moreau et al., 2011b ; Lokhorst et al., 2008 ; Rajkumar et al.,2006 ; Rajkumar et al.,
2010 ; Popat et al., 2008 ; Cavo et al., 2008 ; Reeder et al., 2009 ; Richardson et al.,
2010 ; Lokhorst et al., 2008) (Figure08).
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Figure 08 : Taux de réponse globale (SG), de trés bonne réponse partielle (TBRP) et de réponse
compléte (RC/sRC) pour une sélection d’essais de phase Il et Ill incorporant les nouveaux agents
(Stewart et al., 2009).

En 2012, Ces études ont fait de la triple association VTD (bortezomib, thalidomide,
dexaméthasone) le traitement standard d’induction du sujet jeune éligible a une ITS-ATG en

Europe.
4- Traitement de consolidation

Le concept de consolidation, aprés ITS-ATG, est apparu avec le principe de double
autogreffe. On observait le bénéfice d’'une deuxiéme autogreffe « en consolidation » chez les
patients qui n’avaient pas obtenu au moins une TBRP aprés une premiére procédure
(Palumbo et al., 2010).

5- Traitement d’entretien

L’objectif du traitement d’entretien est de prolonger la durée de la réponse obtenue aprés
IITS-ATG et d’améliorer I'SG. Si les espoirs placés dans l'interféron, dans les années 90, ont
été décus, la pertinence d’un tel traitement a pu récemment étre reconsidérée, a I'ére des
nouvelles molécules. Les IMIDS ont été les agents les plus étudiés en entretien, étant donné
leur facilité d’administration orale et leur activité anti-myélomateuse bien établies. Plusieurs
études ont démontré la faisabilité et I'éventuelle influence positive sur I'SG (Stewart et al.,
2004 ; Brinker et al., 2006 ; Moreau et al., 2011b, Reece, 2011). Ainsi, le I1énalidomide,

semble apporter d’aussi bons résultats, sans risque de neurotoxicité. Deux études
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randomisées ont testé ce nouvel agent en traitement d’entretien aprés ITS-ATG (Attal et al.,
2012 ; McCarthy et al., 2012).

6- Procédure d’ITS-ATG au service d’hématologie et de thérapie cellulaire
a EHU “1°" Novembre’ a Oran- Algérie (Bekhadja et al, 2012, Brahimi et al, 2013)

L’ITS-ATG a été indiqué dans tous les patients de moins de 65 ans souffrant de MM stade
symptomatique Il ou lll, sans comorbidités majeures et inscrit dans le programme national de
greffe de cellules souche hématopoiétiques en Algérie. Les détails de la procédure sont
présentés dans la littérature des deux articles : A simplified method for autologous stem cell
transplantation in multiple myeloma et Autologous Stem Cell Transplant with Non-
Cryopreserved Grafts (Bekhadja et al, 2012 Brahimi et al, 2013).

La procédure est résumé comme suit : Le stockage des cellules souches récoltées, dans les

réfrigérateurs standard a +4°C, est une alternative a la cryoconservation.

En 2007, Wannesson et al. Publié une revue systématique ou lls ont démontré la faisabilité
et la sécurité de I'ATG sans cryoconservation du greffon (Wannesson et al., 2007) . Nous
avons conclu que I'ATG avec cellules souches stockées dans le réfrigérateur a +4°C est une

procédure sdre tant que nous utilisons des horaires de régiment courts.

En 2009, nous avons commencé a effectuer I'ATG sans congélation des sacs récoltés, et les
régimes de chimiothérapie a haute dose ont été inspirés des publications de Wannesson et
al. Au début, nous pensions qu'il serait plus prudent d'utiliser seulement des régiments
courts. La mobilisation, avec G-CSF seul, a débuté 4 jours avant la leucophérése a la dose
de 15 ug/kg/j A 19h. Une ou deux cytaphéréses ont été effectuées douze heures aprés la
quatrieme injection (07h00). La leukaphérése a été effectuée les jours -2 et -1. Un volume de
8-10 L de sang a été traité a chaque séance, en utilisant la machine a aphérése OPTIA
(Cobe, Spectra). Une médiane d'une leucophérése a été réalisée (plage, 1-2). La
leukaphérése a été faite a partir de la veine fémorale chez tous les patients utilisant un
cathéter de dialyse. Un échantillon de la récolte de cellules souches a été obtenu et le
nombre total de cellules a été déterminé en utilisant un compteur de cellules automatisé; Le
comptage différentiel de cellules a été fait manuellement. Le nombre de cellules CD34+ est
évalué immédiatement aprés la fin de la cytaphérése et si un nombre minimum de 2 x 106
cellules CD34+ / Kg n'est pas été atteint un autre cytaphérése est exécuté le lendemain
matin. La viabilité des cellules récoltées est évaluée chaque jour, par cytométrie de flux en
utilisant 7'AAD jusqu'a la réinjection des récoltes. Le Régime de conditionnement de la
chimiothérapie est démarré a un minimum de 2 x 106 cellules CD34+/ kg. Dans le cas d'un
patient atteint d'un myélome, on utilise le MEL200 (Mélphalan 200 mg/m2, une injection de
30 minutes). Les produits de I'aphaérése et des aliquotes de 1 ml ont été conservés dans de

I'ACD-A (Baxter Healthcare, Deerfield, IL) et stockés dans un réfrigérateur conventionnel a
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4°C, dans des boites de transfert de 300 ml imperméable par film plastique de chlorure de
polyvinyle (Baxter Healthcare). Les cellules souches sont réintroduites 24 heures apres le
régiment de chimiothérapie a DO afin d'assurer I'élimination du médicament. La phase
aplasique est gérée uniquement par des transfusions et des antibiotiques et il n'y a pas

d'utilisation de facteurs de croissance.

Puisque les résultats de viabilité des cellules récoltées étaient satisfaisants (50% a 60% de
cellules viables aprés 8 jours de stockage de liquide), nous avons décidé d'utiliser des
programmes de conditionnement plus intensifs et plus longs. De janvier 2011 a ce jour, nous
avons auto-transplanté aprés le régiment BEAM standard (BCNU: 300 mg/m2 a D-2, VP16:
200 mg/m2 a D-5 a D-2, Arac: 400 mg/m2 a D-5 a D-2, Melphalan: 140 mg/m2 a D-1), en
cas d'indisponibilit¢ de BCNU, nous avons utilisé un protocole EAM qui est encore plus
(VP16: 200 mg/m2 a D -5 a D-2, Arac: 2000 mg/m2 a D-5 a D-2, Melphalan: 140 mg/ m2 a
D-1). Dans ce cas, les greffes récoltées ont été conservées au réfrigérateur a + 4°C pendant
un minimum de 5 a 7 jours. Tous les patients avaient un bilan de laboratoire quotidien et une
évaluation clinique. Les produits sanguins transfusés pendant la période post-transplantation

ont été irradiés avec 25 Gy.

Au cours de la derniére décennie, l'introduction des nouvelles molécules a chaque
étape du traitement de premiére ligne (induction, conditionnement, consolidation, entretien) a
clairement amélioré les résultats de I'ITS-ATG. Il est maintenant possible de schématiser la
meilleure option thérapeutique pour un patient avec un nouveau diagnostic de MM éligible
pour 'TS-ATG : traitement d’'induction consistant en une triple association qui comprendrait,
au minimum, deux nouveaux agents, une intensification par melphalan 200mg/m? suivie
d'une autogreffe de CSH, une phase de consolidation utilisant des cycles similaires au

traitement d’induction et enfin un traitement d’entretien utilisant un IMiD par voie orale.
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CHAPITRE Ill : Les biomarqueurs pronostiques dans le MM

Comme nous l'avons vue dans le chapitre précédent, I'intensification thérapeutique suivie
d’autogreffe de cellules souches est une option thérapeutique qui a été la premiére a
démontrer sa supériorité en améliorant la survie chez les patients atteints de MM. Par contre,
la principale cause d’échec de ce traitement reste la récidive aprées ATG et non pas la
procédure en elle-méme (Medingera et al., 2000). A cet effet, de nombreuses études ont

été menées pour identifier les facteurs responsables des rechutes et prédisant la survie.

Ces facteurs se traduisent par le terme «biomarqueur», ou «marqueur biologique» qui est
défini comme «toute mesure quireflete une interaction entre un systéme biologique et un
danger potentiel, qui peut étre chimique, physique ou biologique ». La réponse mesurée peut
étre fonctionnelle, physiologique et biochimique au niveau cellulaire ou d’'une interaction
moléculaire (WHO, 1993 ; Biomarkers Definition Working Group, 2001; WHO,
2001). Cette définition prend en compte non seulement lincidence et les résultats de
la maladie, mais aussi les effets des traitements, les interventions et [exposition
environnementale, méme involontaire, comme les produits chimiques ou de nutriments. Des
exemples de biomarqueurs (comme le pouls, la pression artérielle...etc.) qui ont été évalués
grace a des chimies de base ou a des tests de laboratoire plus complexes sur du sang ou

sur d'autres tissus.

Initialement, les biomarqueurs prédictifs étudiés étaient principalement liés aux complications
de la maladie ou a la masse tumorale. L’amélioration récente des méthodes d’exploration du
clone tumoral (cytométrie, cytogénétique,...etc.) ouvre de nouvelles perspectives en offrant
la possibilité de prédire I'évolution des patients de maniére plus performante, plus précise et

plus spécialisée.

Dans ce chapitre, nous ne détaillerons pas tous les biomarqueurs pronostiques décrits dans
la littérature car beaucoup sont issus de cohorte unique et n'ont jamais été testés dans des
cohortes indépendantes, ce qui limite leur poids prédictif. Schématiquement, les

biomarqueurs prédictifs dans le MM peuvent étre classés en 2 catégories :

- Les biomarqueurs prédictifs généraux : applicables peu importe le type de
traitement :
e Liés au patient (caractéristiques individuelles du patient).
e Reésultant de l'interaction entre I'néte et la tumeur (reflétant la masse tumorale
et les complications de la maladie)
e Liés aux caractéristiques du clone tumoral (par cytologie, cytométrie en flux,
cytogénétique,...etc.)
- Les biomarqueurs prédictifs spécifiques a I'lTS-ATG.
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1- Les biomarqueurs prédictifs généraux
a- liés au patient

e Age

Parmi les facteurs pronostiques liés au patient, 'age semble étre le plus important. L’age a
été décrit comme facteur pronostique indépendant dans de nombreuses études, quel que
soit le traitement regu (Kyle et al., 2003 ; Garcia-Sanz et al., 2004 ; Lenhoff et al., 2006 ;
Ludwig et al., 2008) (Figure 09). Par ailleurs, dans les 3 études récentes qui ont montré
une augmentation de la survie des patients au cours des derniéres années, le gain de survie
ne concernait que les patients de moins de 65 ans (Kristinsson et al., 2007; Brenner et al.,
2008; Kumar et al., 2008).

Survival
1.0 1

— <b0: 5.2 years 4
- =50: 3.7 years | R

0.8+

0,6

0.4

0.2

0.0 : : ‘ , ‘ .
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Years from Initial Therapy

Figure 09 : Survie en fonction de I'age (Ludwig et al., 2008).
e Etat général (performance status)

L’état général des patients, évalué par le statut de performance (PS) a également été décrit
comme un facteur prédictif indépendant de la survie dans plusieurs études (MRC 1980 ;
Kyle et al., 2003) (Annexe 5).

¢ Autres biomarqueurs liés au patient

D’autres facteurs liés au patient ont été étudiés mais n’ont pas le méme impact que I'age ou

I'état général: sexe, race, statut immunitaire,...etc.) (San Miguel et al., 2005).
b- Résultant de I'interaction entre I’héte et la tumeur

Ces facteurs peuvent étre liés aux complications du MM, a lactivité de la maladie, a
l'expansion du clone tumoral ou a la masse tumorale. La classification de Salmon et Durie
proposée avait pour objectif d’estimer la masse tumorale a partir de plusieurs marqueurs
biologiques simples (Durie et Salmon 1975). Plus récemment, on a proposé une nouvelle

classification du MM, I'ISS (Greipp et al., 2005).
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e Taux de beta2 microglobuline sérique (82m)

Parmi les marqueurs biologiques associés a l'activité de la maladie, la beta2 microglobuline
sérique (B2m) est reconnue depuis prés de 30 ans comme le marqueur pronostique
individuel le plus puissant (Norfolk et al., 1980, Bataille et al., 1983, Bataille et al., 1984).
Depuis ces premiers résultats, I'impact pronostique du taux sérique de la B2m ne s’est
jamais démenti et la f2m reste un marqueur prédictif incontournable qui garde un impact
pronostique individuel, y compris dans les études de cytogénétique ou de génomique
récentes (Avet-Loiseau et al., 2007). Si la mesure de la 2m est indispensable au
diagnostic chez tous patients ayant un MM, son intérét dans le suivi ou en rechute n’est pas

établi.
e CRP

L’augmentation du taux de la CRP refléte l'action de l'lL-6, cytokine importante dans la
prolifération et la survie des plasmocytes. Un taux élevé de CRP a été corrélé a une survie
significativement plus courte (Bataille et al., 1992). Le taux de CRP était prédictif et
indépendant de la f2m. La CRP est cependant modifiée dans d’autres situations comme les

infections, ce qui rend son interprétation en pratique difficile.
e Albuminémie

Le taux sérique d’albumine est également corrélé a la survie. Des taux trés bas d’albumine
(en pratique inférieure a 30mg/L) sont corrélés a une survie plus courte des MM (Bataille et
al., 1986). Ce facteur biologique décrit comme prédictif de la survie dans plusieurs études

est 'un des deux critéres pris en compte dans I'lSS (Kyle et al, 2003 ; Greipp et al., 2005).
e Autres biomarqueurs prédictifs

De nombreux autres facteurs prédictifs ont été décrits. On retiendra notamment : I'isotype
(IgA de moins bon pronostic), le taux du composant monoclonal, la plasmocytose médullaire,
le taux de chaines légéres libres sérique, I'existence d’'une anémie, d'une insuffisance

rénale, d’'une hypercalcémie, d’'une thrombopénie,...etc (Richardson et al, 2005).

- Classification de Salmon et Durie, (Voir chapitre |)
- International Staging System (ISS), (Voir Chapitre 1)

- Comparaison de la classification de Salmon-Durie et de I'lSS

Une étude publiée en mars 2009 a comparé la classification de Salmon-Durie avec 'ISS
(Hari et al., 2009). La concordance entre les deux classifications n’était que de 36%
(Tableau 06).
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ISS

| \ I Il

| 26 (4%) 20(3%) 4(1%) 50 (7%)
DSS I 92(13%) | 104(14%) | 34(5%) 230 (32%)

1] 134 (18%) ‘ 183(25%) | 132(18%) | 449 (62%)

252 (35%) ‘ 307 (42%) | 170(23%) 36%

Tableau 06 : Comparaison de la classification de Salmon-Durie (DS) avec I'lSS (Hari et al, 2009).

Le score de Brier (analyse qui évalue les performances prédictives) trouvait que la
classification de Salmon-Durie était un meilleur prédicteur. Cependant, les deux
classifications avaient des performances prédictives faibles soulignant limportance d’y

ajouter d’autres marqueurs génétiques ou d’'imagerie fonctionnelle.
c- Liés au clone tumoral

Les caractéristiques intrinséques du clone tumoral ont un impact important sur I'évolution de
la maladie. Avec le développement des études phénotypiques et génétiques, la
caractérisation du clone tumoral est meilleure. Les études de cytométrie, de cytogénétique
ont permis de décrire I'nétérogéneéité des plasmocytes malins et de la corréler avec les
données cliniques. Cependant et pour le moment, l'impact de ces facteurs sur la prise en
charge des patients au quotidien reste faible car les techniques utilisées ne sont pas

disponibles dans tous les laboratoires.
e Capacité de prolifération

Le parameétre le plus anciennement connu concerne les capacités prolifératives des
plasmocytes malins. En effet, le statut prolifératif des plasmocytes malins, qu’il soit évalué
sur la phase S ou sur I'index d’ADN aprés incorporation de BrdU, est inversement corrélé
avec la survie des patients (Greipp et al., 1993; San Miguel et al., 1995; Garcia-Sanz et
al., 2004). Cependant, ce parametre reste difficile d’utilisation du fait de la nécessité
d’analyse immédiate aprés le prélevement car les capacités prolifératives plasmocytaires
diminuent rapidement ex vivo. Il peut maintenant étre estimé par d’autres techniques
notamment génétiques avec I'étude de I'expression des genes de prolifération (Bergsagel et
al., 2005).

o Cytologie

La cytologie n'est pas trés discriminante dans I'étude du MM. La forme cytologique du

plasmocyte malin est proche de celle d’'un plasmocyte normal. Il n’existe pas de morphologie
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particuliére du plasmocyte malin qui pourrait le distinguer. Parfois, le plasmocyte malin peut
présenter des caractéres d’immaturités : présence d’un nucléole dans le noyau et une taille
plus grande. Une classification des MM en fonction de la morphologie a été établie par
Greipp (Greipp et al., 1985). L'impact de ce critere morphologique a, depuis, été confirmé
sur des cohortes de patients traités en premiére ligne ou en rechute (Greipp et al., 1998
Rajkumar et al., 1999a). La difficulté des analyses cytologiques est qu’elles dépendent de

'examinateur et qu’elles nécessitent des critéres stricts et reproductibles.
e Phénotype (Cytométrie en flux)

Les analyses en cytométrie sont de plus en plus fréquemment utilisées dans I'évaluation
pronostique des hémopathies malignes. Dans le MM, les analyses en cytométrie sont
réservées a la recherche ou a des cas atypiques qui nécessitent une expertise
phénotypique. Les analyses phénotypiques réalisées depuis plusieurs années ont démontré
I'nétérogénéité phénotypique des plasmocytes de MM (San Miguel et al., 2002; Robillard et
al., 2005). Tous les plasmocytes expriment a leur surface le CD38 et le CD138 (syndecan
1). Seuls les plasmocytes observés en cas de plasmocytose réactionnelle ont une
expression faible voire nulle du CD138 (Jego et al., 1999). La double expression du CD38 et
du CD138 permet ainsi d’affirmer la nature plasmocytaire d’'une cellule médullaire sans pour
autant préjuger de son caractére malin (Pellat-Deceunynck et al., 1994 ;Ocqueteau et al.,
1998, San Miguel et al., 2002). L’évolution phénotypique au cours de la différenciation

plasmocytaire est présentée dans notre résumé dans la Figure 10.

organes lymphoides secondares sang périphérique moelle osseuse
plasmocytes matures

CD18 - + (laible)
CD27 - +
CDs&1 - -
CD40 -

CDas - +/-
CD9s -

CD11a .

CD31 + 4
CD49d/e faible 44
CD44 - +
CD38 - R
CcD138 faible +4+

Figure 10 : Evolution phénotypique au cours de la différenciation plasmocytaire (Bataille et al., 2006
; Jego et a.l, 1999 ; Jourdan et al., 2009 ; Medina et al., 2002 ; Pellat-Deceunynck et Bataille,
2004).
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Le plasmocyte malin a un profil phénotypique hétérogéne d’'un patient a l'autre et au sein
méme de la population tumorale d’'un patient (Garcia-Sanz et al., 1999 ; Bataille et al.,
2003 ; Robillard et al., 2005) (Tableau 07).

L
Profils d'expression Casde’ MM Utilisation
résentant
normai DET s Valeur pronostique pour Fimmunophénotypage
(physiologique/ un profil ———
réactionnel) aberrant

CcD38 +++ ++ indispensable
cD138 4 $44 indispensable =~ REPERAGE
CD45 + > 90% défavorable indispensable
cD19 + >95% CD19+ favorable essentielle

MALIGNITE
CcD56 - 60-70% CD56- défavorable essentielle
CD20 - + ~20% favorable recommandée
CcD27 + - 40-50% défavorable recommandée
cD28 - + 15-45% défavorable recommandée

MALIGNITE
CcD33 - + ~20% défavorable ?
CcD117 - ~30% favorable recommandée
CcD221 faible ~75% défavorable ?

= - profil d’expression aberrant par rapport a celui d’'un plasmocyte normal. MM, myélome multiple.
-, NoN exprimeé ; +, exprimé ; +++, fortement exprimé ; ?, absence de données.

Tableau 07 : Immunophénotypage plasmocytaire dans le MM: marqueurs d’intérét, profils

d’expression et valeur pronostique (Rawstron et al., 2008).

Dans un premier temps, beaucoup de résultats contradictoires ont été rapportés liées au fait
que les études étaient de petite taille avec des traitements non homogénes et que la
technique de cytométrie n'était pas standardisée (multi couleurs, nature des anticorps et
criteres de positivité). Récemment, une standardisation des méthodes a été proposée par un
consensus européen (Rawstron et al., 2008).

Par la suite, une étude publiée par 'équipe de San Miguel a démontré l'intérét de I'analyse
phénotypique pour I'évaluation pronostique dans le MM (Mateo et al., 2008). En combinant
I'expression du CD28 et du CD117, les auteurs ont défini 3 groupes de patients : 1- un
groupe de mauvais pronostic: CD28+ et CD117-, 2- un groupe de pronostic
intermédiaire : CD28 - et CD117- ou CD28+ et CD117+ et 3- un groupe de bon pronostic:
CD28- et CD117+.

La médiane de SSP dans ces trois groupes était respectivement de 30, 37 et 45 mois et la
médiane de survie globale était respectivement de 48 mois, 66 mois et non atteinte (avec un
suivi médian de 48 mois) (Figure 11).
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Figure 11 : La survie globale (SG) (A) et SSP (B) en fonction du phénotype sans le MM (Mateo et al.,
2008).

Cette étude est la premiére a démontrer l'impact pronostic de 'analyse phénotypique des
plasmocytes malins. Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour
confirmer ces résultats et étudier le poids du phénotype par rapport aux anomalies
cytogénétiques (Paiva et al., 2012).

e Cytogénétique — analyse en FISH

L"étude cytogénétique des plasmocytes dans le MM a longtemps été difficile compte tenu du
faible infiltrat médullaire et du faible index de prolifération des plasmocytes malins. La
cytogénétique standard identifiait des anomalies chromosomiques quantitatives chez environ
30 % des myélomes. Les premiéres données dans ce domaine émanent du groupe de Little
Rock, et reposent sur 'analyse de caryotypes plasmocytaires (Tricot et al., 1995 ; Tricot et
al., 1997). Indépendamment de toute anomalie chromosomique spécifique, le simple fait
d’obtenir un caryotype anormal est péjoratif pour la survie. Le développement des
techniques d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur cellules interphasiques a rendu

possible I'analyse de cellules plasmocytaires non proliférantes.

Le MM est caractérisé par une instabilité génétique qui augmente avec la progression de la
maladie. Des anomalies chromosomiques quantitatives et structurales ont été identifiées
dans plus de 90 % des myélomes et dans environ 50 % des cas de GMSI (Avet-Loiseau et
al.,, 1998; Avet Loiseau et al., 2000; Fonseca et al., 2002; Fonseca et al., 2009;
Magrangeas et al., 2005). Ces études ont permis de dresser un «catalogue» assez précis
des anomalies chromosomiques les plus fréquemment rencontrées, comme le montre notre
tableau (Tableau 08).
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Anomalies Incidence Incidence Impact pronostique
chromosomiques - MGUS (%) MM (“0)
Rearvangements IGH 60 - 50 Inconnu
Wil 14) 15-20 20 Ncutre
14:14) 2-5 15 Défavorable ++
14 16)/(14:20) | S Défavorable +++4
/I\‘/k‘nh!:i.:/;h( S50-060 50060 Favorable +
Delil3) 30-50 45-50 Défavorable + 4
Gains Iq 0 30-40 Deéfavorable +
Delil7p) 0 10 Défavorable + 4+ 4
Chromosomal Gene dysregulated
transiocation by transiocation
il 14) CCNDI (cyclin D1)
t(4:14) FGFR-3 and MMSET
t6:14%) CCND3 (cyclin D3)
t14:16) C-AfAF
t14:20) MAF-B

Tableau 08 : Translocations récurrentes et fréquence des principales anomalies chromosomiques et
leurs impact pronostique dans le MM (Avet-Loiseau et al., 2007 ; Decaux et al., 2007 ; Lodé et al.,
2005).

Pour essayer d’évaluer le poids de chacun de ces marqueurs cytogénétiques, une étude a
été menée par 'lFM (Avet-Loiseau et al., 2007). La majorité des anomalies pronostiques
reconnues conférent un pronostic défavorable (Tableau 08). Seules 2 anomalies
chromosomiques n’étaient pas corrélées a la survie: t(11;14) et les translocations c-myc
(Drach et al., 1998 ; Shaughnessy et al., 2003 ; Keats et al., 2003 ; Moreau et al., 2007 ;
Chng et al., 2007) (Tableau 09).

Genomic aberration

del(13)
(11;14)(q13:932)

1(4;14)(p16;q32)
Hyperdiploidy

MYC translocations

del(17p)

Impact on EFS, mo* (P)

Impact on OSt (P)

29 vs 41 (< .001)
35vs 34 (.2)

20.6 vs 36.5 (< .001)
37 vs 33 (.02)

35 vs 37 (.94)

15 vs 35 (< .001)

68% Vs 83% (< .001)

80% vs 74% (.28)

41.3 months vs 79% (< .001)
82% vs 70% (.006)

72% vs 78% (.50)

22 months vs 75% (= .001)

Tableau 09 : Impact des anomalies chromosomiques sur la SSP et I'SG dans le MM (Avet-Loiseau
et al., 2007).

Le poids pronostique de ces anomalies semble indépendant du type de traitement utilisé. Il
est probable que ces paramétres génétiques ne sont pas totalement indépendants, et que
leur combinaison devrait permettre d’identifier des patients a trés haut risque d’évolution
rapide, et a linverse de reconnaitre d’autres patients a survie prolongée. La principale

conséquence pratique de la recherche de ces anomalies chromosomiques est I'implication
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pronostique. Alors que le poids pronostigue des anomalies chromosomiques est

parfaitement démontré.
2- Les biomarqueurs prédictifs spécifiques a I'IlTS-ATG

L'ITS-ATG est devenu une option indispensable dans larsenal thérapeutique pour
les hémopathies malignes comme le MM. L'hypothése de départ pour soutenir 'avantage de
survie de I'TS-ATG reposait uniquement derriére la raison de ['utilisation d’une intensification
par chimiothérapie afin d’éradiquer les cellules tumorales (Porrata et al., 2001b). Pour
surmonter les effets myélosuppresseurs de l'intensification, les patients sont perfusés avec
des cellules souches pour repeupler la moelle osseuse conduisant a une prise de greffe
hématologique observée par la récupération des globules blancs, des globules rouges et
des plaquettes aprés I'I'TS-ATG (Porrata et al., 2001c ; Appelbaum, 2001 ; Hainz et al.,
2005). La compréhension récente de l'importance de la récupération immunitaire post ITS-
ATG a changé le paradigme de la fagon dont ATG améliore les résultats cliniques. En se
basant sur la reconstruction immunitaire et sur ses biomarqueurs, beaucoup d’auteurs,
ont identifié des facteurs pronostiques prédisant la survie dans le MM et dans les cancers de

fagon générale.
= Rappel sur le systéme immunitaire de I’hote (Sl)

Le systéme immunitaire est constitué de deux entités : L'immunité non spécifique (naturelle

innée) et 'immunité spécifique (acquise ou adaptative) (Figure 17).
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Figure 12 : le systéme immunitaire, caractéristique et ses acteurs effecteurs (Kidd, 2003).
1) Systéme immunitaire inné

Il compte les monocytes sanguins, les macrophages tissulaires, les polynucléaires et les
cellules « Natural Killer » (NK). lls se trouvent principalement dans les muqueuses et la
circulation sanguine. Il représente la premiére barriere de défense contre les agents
pathogénes. La maniere d’éliminer 'agent pathogéne est différente selon le type cellulaire.
Les monocytes/macrophages et les polynucléaires ont pour principale fonction : la

phagocytose, qui consiste en une ingestion du pathogéne (Allez et Mayer, 2004).

Les cellules NK (cellules tueuses) ont un mécanisme de défense qui se rapproche des
lymphocytes T CD8. En effet, elles vont lyser des cellules considérées comme étrangéres
dépourvues des molécules du CMH (Complexe majeur d’histocompatibilité) de classe | ou

les cellules infectées par des virus ou des bactéries tout en épargnant les cellules saines.
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2) Systéme immunitaire adaptatif

Le systéme immunitaire adaptatif (SIA) est constitué par les lymphocytes B (LB) et T (LT) et
il est caractérisé par sa spécificité. Les cellules mémoires issues de la primo sensibilisation
assureront une immunité plus rapide et plus efficace lors d’'une seconde rencontre avec I'Ag.
Elles se localisent principalement dans les ganglions et la circulation sanguine. Le SIA est

divisé selon la réponse en deux parties : Pimmunité humorale et 'immunité cellulaire.
a- L’immunité humorale

Elle est assurée par les LB. Leur BCR reconnait un antigéne donné. Celui-ci va provoquer
lactivation du lymphocyte B et sa différenciation en plasmocyte capable de sécréter des
immunoglobulines spécifiques de I'Ag donné conduisant a la destruction spécifique de

'agent pathogéne portant I'épitope antigénique (Hodgkin et al., 1998).
b- L’immunité cellulaire

Elle est assurée par les LT. Il y a les lymphocytes TCD4 et TCD8. Outre le TCR, impliqué
dans la reconnaissance de I'Ag, la transduction du signal d’activation aprés la liaison
TCR/Ag ne peut pas se faire sans la présence de la molécule de surface CD3 présente a la
surface de tous les LT. Pour pouvoir s’activer ces cellules nécessitent la présentation de 'Ag
par un composant CMH de classe-l pour les LTCD8 et de classe-ll pour les LTCD4. La
réponse est donc caractérisée par une restriction par le CMH (McGuirk et Mills, 2002 ;
Amelsfort et al., 2004).

a- L’ALC-15

Malgré l'avantage de survie de IITS-ATG, les taux de rechute sont entre 40% et 70%
(Lowenberg et al., 1990; Petersen et al., 1990; Klingemann HG, Phillips, 1991). Ses taux
élevés de rechute ont été attribués a l'incapacité de lintensification a éradiquer la maladie
résiduelle minimale. Mais en revanche, des taux de rechute plus bas sont observés aprés
une transplantation allogénique de cellules souches, et sont considérées comme liées a la
réponse immunitaire adoptive du greffon contre la tumeur (Kersey et al., 1987 ; Horowitz
et al., 1990 ; Marmont et al., 1991 ; Mackinnon et al., 1995). Les études montrent qu’une
rapide recouvrance de ALC (Absolute Lymphocyte Count) est associée a une survie
prolongée avec I'utilisation d’'une valeur de ALC de 500 cellules/ul au 17°™
lallogreffe (Powles et al., 1998 ; Pavletic et al., 1998).

jour aprés

En 2001, Porrata et al. ont démontré que ALC-15 est un biomarqueur pronostique corrélé
avec la survie et indépendant par rapport aux facteurs pronostiques rapportés pour SG et
SSP chez les patients atteints de MM aprés I'ITS-ATG (Rajkumar et al., 1999b ; Porrata et

al., 2001c) (Figure 13). Kim avait corrélé par la suite 'ALC avec la survie dans le MM aprés
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une ITS-ATG en utilisant un point de coupure de 1000 cellules/ul et a 23 jours apres ITS-
ATG. (kim et al,. 2004).

Ce biomarqueur a été rapporté aussi comme un puissant indicateur pronostique
indépendant, des résultats cliniques pour les patients atteints la leucémie aigué myéloide
(Porrata et al., 2002), cancer du sein (Porrata et al., 2001a; Nieto et al., 2003), lymphome
Hodgkinien (LH) (Porrata et al., 2002; Oliveira et al.,, 2002), non Hodgkinien
(LNH) (Porrata et al, 2001c ; Herr et al, 2002 ; Gordan et al, 2002), MM (Porrata et al,
2001c ; Herr et al, 2002 ; Gordan et al, 2002) et le cancer de l'ovaire (Pierelli et al., 2001 ;
Ferrandina et al., 2003).
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Figure 13 : SG et SSP de 126 patients atteints de MM en fonction de la récupération ALC au 15éme
jours apres ITS-ATG (Porrata et al., 2001c).

b- A-ALC

En 2004, Porrata et al. ont rapporté que certains patients ont rechuté apres I''TS-ATG
malgré la réalisation d’'une ALC-15 = 500 cellule/pl, alors que d’autres patients avec un
ALC-15 <500 cellules/pl sont restés en CR aprés ITS-ATG. lls entament une étude dans le
but d’identifier les facteurs qui influent la récupération ALC au 15°™ jour aprés ITS-ATG. Les
résultats ont montré une forte corrélation positive entre le ALC-15 et la numération absolue
de lymphocytes injectés en autogreffe (A-ALC) déterminant ainsi que les patients de MM
recevant un plus grand nombre d’A-ALC (20.50 %10 ° lymphocytes/kg) ont connu des taux de
réponse plus élevés et des taux de rechute inférieurs, ce qui améliore leur survie aprés 'ITS-
ATG (Porrata et al., 2004c) (Figure14).

Cela suggére que la mobilisation de cellules souches et la collecte ne doivent pas étre
considérées seulement comme un moyen de parvenir a une greffe hématopoiétique, mais
aussi comme un moyen de réaliser la greffe immunologique avec des conséquences
directes sur les résultats cliniques. En 2008, I'équipe de Hiwase ont retrouvé les mémes
résultats dans le MM aprés ITS-ATG (Hiwase et al., 2008).
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Figure 14 : La prédiction de la survie basée sur A-ALC dans le MM : a) A-ALC>0.5x10°
lymphocytes/kg vs b) A-ALC<0.5x10° lymphocytes / kg (Porrata et al., 2004c).

c- AMC, AMC-15 et A-AMC

Malgré le nombre de biomarqueurs de reconstruction immunitaire repérés, la rechute reste
inéluctable aprés une ITS-ATG. Les récentes études sur le profilage d’expression génique
dans 'LNH ont démontré que l'expression du géne des cellules myéloide suppressives
(MDSC) infiltrant les tumeurs prédit les résultats cliniques (Dave et al., 2004 ; Lenz et al.,
2008)

= Rappel sur les MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells) et leur mécanisme

d’immunosuppression

Les MDSC sont une population hétérogéne de cellules de progéniteurs myéloides et
des cellules myéloides immatures impliquées dans une immunosuppression associée a
une tumeur (Talmadge et Gabrilovich, 2013). Deux principaux sous-ensembles de MDSC
ont été présentés: les granulocytaires CD14- et une population monocytaires CD14+. Les
sous-ensembles MDSCs humains ont été caractérisés comme cellules monocytaires
CD14 + avec de faibles niveaux/d'absence de la présentation de [lantigéne HLA-DR
(Cellules CD14+ HLA-DR low/neg) (Gabrilovich et Nagaraj, 2009). Les mécanismes de
suppression immunitaire des cellules effectrices par les MDSCs se font essentiellement par :

1- inhibition des lymphocytes T par des cytokines immunosuppressives,
2- I'altération de la reconnaissance de I'antigéne et I’activation,
3- I'interaction entre MDSC-lymphocyte T Fas / Fas Ligand (FasL),

4- et par les monocytes autogreffés et les cellules tueuses naturelles (NK) (Porrata et
al., 2013) (Figure 20).
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Figure 15 : Les mécanismes d'immunosuppresseur possibles du (A-AMC) / (MDSC) (Porrata et al.,
2013).

L’étude en 2008 par Lin a rapporté la présence de MDSCs (monocytes immunosuppressive
CD14 + HLA-DR low/neg) circulant dans le sang périphérique chez les patients atteints
d'un lymphome (Lin et al., 2011). Ces cellules sont recrutées par la tumeur et transformées
en macrophages-associés-aux-tumeurs avec des répressions sur la survie chez des patients
cancéreux (Dave et al., 2004 ; Lenz et al., 2008 ; Wilcox et al., 2009 ; Porrata et al.,
2011).

Des études récentes ont montré que les MDSCs influent sur la progression tumorale par la
suppression de l'immunité anti-tumorale de I'héte. Les monocytes sont également collectés
et injectés chez les patients subissant une ITS-ATG. Par conséquent, le lien a été établi
entre AMC (Absolute Monocytes Count), AMC-15 (Absolute Monocytes Count - Day 15) et
A-AMC (infused Autograft Absolute Monocyte Count) avec l'immunité de I'néte comme un
indicateur de mauvais pronostic associé a une survie inférieure aprés une ITS-ATG. Ce lien
fournit une nouvelle incitation pour réduire au minimum la collection d’A-AMC avec l'espoir

d'améliorer la survie aprés 'ATG (Porrata et al., 2011 ; Porrata et al., 2013).
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d- A-LMR (infused Autograft Lymphocyte-Monocyte Ratio)

Chez les patients atteints de lymphome diffus a grandes cellules B, le ratio ALC/AMC-15
(Ratio Absolute Monocytes Count/ Absolute Lymphocyte Count - Day 15) a démontré une
survie supérieure chez les patients présentant des valeurs =1 contrairement aux patients
présentant des valeurs <1 aprés I'I'TS-ATG (Porrata et al., 2011). L’hypothése que ce ratio
ALC/AMC-15 est influencé par les A-ALC et A-AMC a été posée.

C’est en 2014, avec Porrata et al. qui confirment leur propre hypothése avec la mise en
place d'un nouveau facteur pronostique, A-LMR qui combine deux biomarqueurs de
substitution, I'A-ALC pour I'immunité de I'héte et TA-AMC pour le microenvironnement de la
tumeur (Porrata et al., 2011 ; Porrata et al., 2013).

Les résultats obtenus ont démontré que les patients avec un A-LMR=1 ont été corrélés a une
SG et une SSP supérieures a celle des patients injectés avec un A-LMR<1. Ainsi, IA-LMR
est un facteur de pronostic indépendant et il permet de prédire la survie chez les patients

atteints de lymphome diffus a grandes cellules B (Porrata et al., 2014) (Figure16).
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Figure 16 : La prédiction de survie basée sur A-LMR dans le lymphome diffus a grandes cellules B
(Porrata et al., 2014).

Quelque mois aprés une autre étude a confirmé les mémes résultats mais cette fois-ci pour
le LH classique et aussi pour les lymphomes a cellules T (Porrata et al., 2005a ; Porrata et
al., 2015b) (Figure17 et 18).
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Figure 17 : La prédiction de survie basée sur A-LMR dans le LH classique (Porrata et al., 2015a).
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Figure 18 : La prédiction de survie basée sur A-LMR dans les lymphomes a cellules T (Porrata et al.,
2015b).

A-LMR a démontré son efficacité par des taux de survie prolongée grace a sa combinaison
de biomarqueurs de substitution immunologiques basiques (Iimmunité de I'hote et

Fimmunosuppression des tumeurs).

Seulement, A-LMR n’a pas encore été étudié dans le MM aprés ITS-ATG, ce qui fait I'objet

d’une partie de notre travail.
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- PARTIE Il -
PARTIE EXPERIMENTALE




CHAPITRE | : MATERIELS ET METHODES

I- Description de I’étude |

Nous avons réalisé une étude rétrospective descriptive multicentrique longitudinale
en étudiant tous les cas ou le diagnostic de MM a été établi et ayant subi une ITS-ATG, tout
sexe et dge confondus. L’étude inclus tous les cas de MM traités a I''TS-ATG dans le service
d’hématologie et de thérapie cellulaire @ EHU "1* Novembre 1954", a Oran, qui est le
second centre national ou la greffe de cellules souches est pratiquée. Il inclut des patients
réorientés de tous les services d’hématologie de I'Ouest Algérien durant une période
comprise entre Février 2008 a Juillet 2015 (7 ans). Ce recueil a été réalisé a partir d’'un
fichier informatisé de renseignements standardisés. Les éléments recueillis étaient :

- L’age,
- Le sexe,
- Les antécédents médicaux (comorbidités),
- La profession,
- Les données cliniques (la symptomatologie et circonstance de découvertes...etc.),
- Les données biologiques :
e Hémogramme,
e Myélogramme,
o Vitesse sédimentaire,
o Electrophorése des protéines sériques (EPS),
e Immunofixation (IF),
e Bilan sérologique,
o Béta-2-microglobuline,
- Le stade de Durie et Salmon,
- Score de l'international Staging System (ISS),
- Les protocoles du traitement d’induction administrés avant I''TS-ATG
- La réponse au traitement évaluée selon les critéres de 'IMWG et exprimée selon les
catégories définies par 'IMWG (Annexe 2),
- L’évolution de la maladie évaluée par la survie globale (SG), la survie sans progression

(SSP) (Annexe 3), comme recommandé dans la littérature (Anderson et al, 2008).

Le traitement et 'analyse des données ont été réalisés a l'aide du logiciel SPSS, version
20.0. Les variables quantitatives sont décrites soit par leur moyenne arithmétique, avec leur
déviation standard, soit par leur médiane, avec leurs valeurs extrémes. Les variables
qualitatives sont exprimées par leur effectif et leur fréquence. Les résultats de la survie SG et
SSP ont été estimés en utilisant la méthode de Kaplan-Meier (Kaplan et Meier, 1958). La
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médiane de suivi au 31 juillet 2015 est de 30 mois (904 jours) (1 a 74 mois) (26 a 2238

jours).

ll- Description de I’étude I

1- Patients

La deuxiéme étude a portée sur une cohorte rétrospective de patients atteints de MM ayant
bénéficie d’'une intensification thérapeutique suivis d’autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques.
Les criteres d’inclusion dans I'étude ont été les suivants :

- Présenter les données d’au moins de 3 mois de suivi.

- Exclure les patients perdus de vue pour les contréles mensuels et trimestriels.
Notre étude a été menée au sein du service d’hématologie et de thérapie cellulaire a 'TEHU
« 1" Novembre 1954 », Oran muni d’un laboratoire de cytométrie fonctionnelle. Sur les 147
patients recensés dans notre premiere étude descriptive, un total de 82 patients a été inclus.

Le recueil a été effectué entre février 2008 et mars 2015.

2- La collecte des cellules souches du sang périphérique pour I'autogreffe

La collecte des CSH pour 'ATG a été menée selon la procédure décrite en annexe (voir

annexe 4).

a- Examen de la numération des cellules souches hématopoiétiques CD34+
par cytométrie en flux : Etude de la viabilité
Lors de la procédure d'ITS-ATG, pour chaque patient et aprés la mobilisation, un échantillon
de CSH est destiné a un controle de la richesse en cellules souches par cytométrie en flux.
= Cytométrie en flux : la technique de choix en immunologie

La cytométrie en flux est une technologie qui permet principalement I'analyse simultanée
qualitative et quantitative de multiples paramétres a I'échelon cellulaire et a distinguer les
différents types cellulaires présents dans un échantillon donné. Les cytométres en flux sont
utilisés dans un grand nombre d’applications comme l'immunophénotypage, I'analyse du
cycle cellulaire...etc. Ce procédé d'analyse individuelle (cellule par cellule) est
multiparamétrique et peut s’effectuer a la vitesse de plusieurs milliers d’événements par
seconde. Les cellules sont séparées selon leur masse, leur fluorescence et leur charge
électrique (Recktenwald, 1993; Givan, 2004 ; Brown and Wittwer, 2000).
Pour isoler les cellules désirées, il suffit de placer dans notre échantillon un anticorps
spécifique des antigénes qu’elles présentent. Cet anticorps doit étre couplé a un
fluorochrome qui, suite au passage devant le faisceau laser, sera détecté par la machine
(Figure 19).
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Figure 19 : Composants majeurs d’'un cytomeétre en flux (Givan, 2004)

L’ordinateur calcule les données statistiques associées aux distributions des parameétres
mesurés et les représentent sous la forme d’histogrammes (1 paramétre) ou de
cytogrammes (2 paramétres) sur une ou plusieurs populations dont les propriétés cellulaires

sont ainsi évaluées (Figure 20).
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Figure 20 : Identification des leucocytes dans le sang total (Van Agthoven, 2001).

*= Principe de I’étude de la viabilité selon ISHAGE (1996)

En 1996, I'ISHAGE (International Society of Hematotherapy and Graft Engineering) valide

une méthode simple, rapide et sensible pour la quantification des cellules exprimant le CD34
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dans le sang circulant et les produits d’aphérése (Gratama et al., 1997 ; Gratama et al.,
20011). La numération utilise une double plateforme: Par cytométrie et compteur
d’hématologie.
C’est une méthode multiparamétrique utilisant les paramétres morphologiques (SSC : Side
Scatter et FSC : Forward Scatter), le CD45-FITC (Isothyocyanate de fluorescéine) marqueur
pan-leucocytaire et le CD34-PE (Phycoérythrine) marqueur CSH et d'un marqueur de
viabilité 7AAD (7-amino-actinomcycin-D) pour exclure les cellules mortes.
Le FSC ou Forward Scatter, défini par une diffusion laser dans l'axe, rend compte de la
taille de la cellule.
Le SSC ou Side Scatter, défini par une diffusion laser aux grands angles, est proportionnel
a I'hétérogénéité du contenu cellulaire (« granulosité cellulaire »).
Le pourcentage de cellules exprimant le CD34 est obtenu par un fenétrage séquentiel :
e Les leucocytes sont sélectionnés (ils expriment le CD45).
o Parmi les leucocytes, on sélectionne les cellules exprimant le CD34.
e Les cellules exprimant faiblement le CD45 et ayant une faible granularité sont
sélectionnées parmi les événements exprimant le CD34.
¢ Ne sont gardés que les cellules dont la taille est faible a intermédiaire : Les cellules
isolées sont CD34+, CD45 faiblement positives et SSC faible.
e La technique doit étre réalisée en double et plus de 100 événements doivent étre
collectés dans la derniére fenétre pour valider la technique.
On obtient un pourcentage d’événements exprimant le CD34, et rapporté au nombre des
leucocytes obtenu par comptage hématologique, on obtient la valeur absolue des cellules

exprimant le CD34.

%(CD34+) X taux GB X vol de la poche
poids du malade

Nombre de cellules CD34/kg =

=  Technique d’étude de la viabilité

Un échantillon de 2 ml a été prélevé de la poche de collecte sur tube EDTA et acheminé au
laboratoire de cytométrie en flux et conservé a 4°C.

Une procédure type: Lyse no Wash a été utilisée. Le prélévement est tout d’abord dilué avec
du PBS (volume par volume). Dans un tube, on rajoute le marquage par des anticorps anti-
CD45 FITC (BD scientifique ©), anti-CD34 PE (BD scientifique ©) et un marqueur de viabilité
7AAD (7-amino-actinomcycin D) puis on ajoute 100 pl de la suspension cellulaire diluée. Le
tube contenant la solution cellulaire et les anticorps monoclonaux est mélangé par agitation
rotative puis incubé 15 minutes a température ambiante, a I'abri de la lumiere.

On procéde a la lyse érythrocytaire du contenu du tube en ajoutant 2 ml de solution de lyse
BD (Becton-Dickinson). On vortexe puis on laisse incuber 10 minutes a I'abri de la lumiéere et

a température ambiante, puis on centrifuge 5 minutes a 1200 tours/ minute. On élimine le
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surnageant par aspiration. On ne procéde pas a un lavage avec du PBS. On reprend
simplement le culot dans 0,5 ml de PBS et on mélange par agitation rotative.

Les cellules ont été analysées en utilisant un CANTO Il FACS (EPICS XL (BC), BD
Bioscience) et les données collectées par le logiciel CellQuestPro® (BD) pour donner le
nombre d'événements. Les valeurs (pourcentages et valeurs absolues) du nombre de
cellules exprimant le CD34 sont retenues par la technique de fenétrage séquentiel et de
calcul décrite dans la partie précédente.

3 - Méthode de calcul du biomarqueur pronostic A-LMR

A partir des fichiers archivés pour I'étude de la viabilité et générés par le logiciel
CellQuestPro® (BD) en extension (.LMD : List Mode Data).

On a procédé a une réanalyse de ses derniers par le logiciel 'Express 4 FCS (Research
Edition importation BD FACSDiva, De Novo Software, Los Angeles, CA, 90010, Etats-Unis
2001-2013) pour obtenir le nombre d’événements de lymphocytes et monocytes acquis
nécessaire au calcul d’A-LMR. Ensuite, rapporté dans un fichier MSExcel.

A-LMR est une combinaison de deux biomarqueurs A-ALC et le A-AMC et son calcul dans

notre étude a été fait comme présenté dans la Figure 21.
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Figure 21 ;: Méthode de calcul d’A-LMR (Mohammadi et al., 2016).

= Analyse statistique
Le traitement et 'analyse statistique des données ont été effectués a 'aide SPSS 20.0 Pour
la partie descriptive, les variables quantitatives sont décrites par leur moyenne arithmétique.

Les variables qualitatives sont exprimées par leur effectif et leur fréquence.
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Les courbes de SG n'ont pas été effectuées car la médiane de survie n’a pas été atteinte
(déja décrite dans notre premiére étude). Les courbes de SSP ont été établies selon la
méthode de Kaplan-Meier (Kaplan et Meier, 1958). La comparaison entre les courbes de
survie a été testée par le test « log rank » (Bland et Altman, 2004).

Le testt de Student a été réalisé au moyen d'un calculateur en ligne
(www.physics.csbsju.edu/stats/t-test_bulk_form.html) pour évaluer la significativité de
PFS dans les données de A-LMR et le statut de la maladie. Une boite d'erreur (moyenne + 2
barres d'erreur d'écart-type) a été tracée pour la comparaison. Tous les résultats ont été
présentés en utilisant la valeur p et la différence était considérée comme significative a
p<0,05.
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CHAPITRE Il : RESULTATS

1: Aspects épidémiologiques, cliniques et pronostiques du myélome multiple
éligible pour une intensification thérapeutique suivie d’une autogreffe de

cellules souches hématopoiétiques dans I’Ouest-algérien : a propos de 147 cas

Durant la période d’étude allant de Février 2008 a Juillet 2015, le service Hématologie et
thérapie cellulaire a 'TEHU "1er Novembre 1954", Oran, a recruté 147 patients atteints de MM

éligible a une ITS-ATG avec une moyenne de 29.8 cas par an (Figure 22).
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Figure 22 : La fréquence annuelle du MM traités par ITS-ATG dans I'Ouest Algérien.

L’age moyen au diagnostic était de 53 ans avec un minimum de 29 ans et un maximum de
69 ans. Sur les 147 patients, 89 (60,54%) étaient des hommes et 58 (39,46%) des femmes
avec une prédominance masculine et un sex-ratio de 1,53 (Tableau 10). Chez les femmes,
un seul cas de grossesse a été noté.

Les antécédents médicaux enregistrés au sein de la population étudiée étaient I'Hyper
Tension Artérielle (HTA) chez 13,61% des cas, et le diabéte chez 4,76% des cas. L’asthme
et 'anémie drépanocytaire ainsi que le goitre et l'insuffisance rénale ont été enregistrés au
méme pourcentage respectivement chez 2,04% et 1,36% des cas. Un seul cas de

tuberculose (0,68%) a été souligné (Tableau 10).
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Nombre
Caractéristique de Pourcentage (%)
patients
Tranche d’age (ans) (n=147)
[29-39] 12 8.16
[39-49] 31 21.08
[49-59] 68 46.25
[59-69] 35 23,81
[>69] 1 0.70
Sexe (n=147)
Homme 89 60,54
Femme 58 39,46
Sex ratio 1.53:1
Les antécédents médicaux
Hyper Tension Artérielle (HTA) 20 13,61
Diabéte 7 4,76
Asthme 3 2,04
Anémie drépanocytaire 3 2.04
Goitre 2 1.36
Insuffisance rénale 2 1.36
Tuberculose 1 0.68
Rien a signaler 109 74,15

Tableau 10 : Les caractéristiques démographiques et les antécédents médicaux des 147 patients

diagnostiqués avec un MM dans I'Ouest Algérien.

Concernant la répartition selon la profession, toutes les couches socio-professionnelles ont
été retrouvées avec une prédominance particuliere des ménagéres a 26,5 % (39/147),
viennent ensuite les commercgants a 7,5 %, les enseignhants a 6,1 % et les agriculteurs a
4,8%. Les autres professions sont rarement rapportées.

Sur le plan clinique, nous avons noté l'existence d’un syndrome osseux associé aux
douleurs osseuses chez 111 patients (75.51%) avec des anomalies de radiologie (telles des
lésions lytiques dans 8.84% des cas, la compression médullaire chez 4.03 % et 8,05% de
cas de tassement). L’amaigrissement et I'asthénie étaient respectivement chez 4.08% et
5.44% des patients. La péaleur était retrouvée chez 21,09% des cas. Un seul cas de
complications ostéo-neurologiques de type paresthésie des membres inférieurs a été noté.
Sur le plan para-clinique, a 'hémogramme, le syndrome anémique a été noté chez 78.52%
des patients avec une sévérité chez 38,09% des cas (hémoglobine < 8.5 g/dL). Une
leucopénie et une thrombopénie étaient retrouvées respectivement dans 5.44% et 11.56%
des cas. L'examen du myélogramme a révélé la présence de plus de 10% de plasmocytes
dystrophiques dans 89,79% des cas. La vitesse sédimentaire (VS) (effectuée pour 138
patients) a été soulignée accélérée chez 36,73% des cas. L’hyperprotidémie était notée chez
59.86% des malades. L’hypoalbuminémie a été notée chez 42,78% des patients ainsi qu'une

hypercalcémie chez 8,72% des cas (Tableau 11).
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Nombre de Pourcentage (%)
patients

Hémogramme
Hémoglobine<12 g/dL 117 78.52
Leucocytes<4000/mm? 8 5.37
Plaquettes<150/mm?® 17 11.41
Infiltration plasmocytaire
>30% 71 47.65
10-30% 61 40.94
<10% 17 11.41
Vitesse de sédimentation
>100 mm 54 36.24
Parameétres biochimiques
Protidémie > 80g/L 88 59,06
Albuminémie <35 g/L 62 41,61
Pic Monoclonal 120 80.54
Zone gamma 84 70
Zone Béta 34 28.33
Zone Alpha2 2 1.67
Hypercalcémie > 3 mmol/L 13 8.72
Créatinémie > 175 pmol/L 18 12.08
lgG 9 61.04
IgG kappa 66 44,29
IlgG lambda 25 16,78
IgA 29 19.17
IgA kappa 23 15,44
IgA lambda 6 4.03
CLL 24 16,11
CLL kappa 18 12,08
CLL lambda 6 4.03
NM 6 3,68

Tableau 11 : Les caractéristiques biologiques et la répartition des isotypes des 147 patients

diagnostiqués avec un MM dans I'Ouest de I'Algérie.

Un pic a I'électrophorése des protéines sériques a été retrouvé chez 81,63% des patients.
En ce qui concerne I'immunofixation, nous avons retrouvé des IgG dans 61.04% des cas,
des IgA dans 19,17% des cas, des chaines légeres libres (CLL) dans 16,11% des cas
(Tableau 11). Les différents profils obtenus ont été représentés sur la Figure 23. Le bilan
sérologique (virus de 'immunodéficience humaine -HIV-, hépatite B et C) a été fait chez

96.60% (143) patients et n’a montré aucune positivite.
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Figure 23 : Profils retrouvés a 'immunofixation sérique : A. Présence d'immunoglobuline monoclonale
de type IgA kappa. B. Présence d'immunoglobuline monoclonale a chaine légére de type kappa. C.

Présence d’immunoglobuline monoclonale de type 1gG kappa.

La classification pronostique de Durie et Salmon a pu étre appliquée a 145 patients. Ainsi,
tous les patients étaient notés de stade Il dont 122 de stade A et 23 de stade B. Concernant
le score de I'International Staging System (ISS) basé sur les taux de la béta-2-microglobuline
(B2u) et de lalbuminémie, il n'a pu étre évalué que chez 94 patients avec 22,45% des
patients au stade |, alors que 21,77% étaient au stade Il et 19,73% étaient au stade Il
(Tableau 12).

N:::g:tge Pourcentage (%)
Score de I'international Staging system (ISS)
ISS | 33 22,15
ISS I 32 21,48
ISS Il 29 19,46
Non mentionné 55 36,91
Traitement d’induction
VD 54 36,7
VTD 50 34,0
VAD 21 14,3
VCD 21 14,3
VRD 1 0,7

Tableau 12 : La classification pronostique de I'ISS et le traitement d’induction du MM dans I'Ouest de
l'Algérie.
Sur le plan thérapeutique, tous nos patients étaient éligibles a une intensification
thérapeutique. Les protocoles d’inductions administrés aux malades sont représentés dans
le tableau 12 : VD (Bortézomib - Dexaméthasone) dans 36,7% des cas ; VTD (Bortézomib -
Thalidomide-Dexaméthasone) dans 34% des patients; VAD (Vincristine — Doxorubicine -
Dexaméthasone) dans 14,3% des malades; VCD (Bortézomib — Cyclophosphamide -
Dexaméthasone) dans 14,3% des cas et VRD (Bortézomib - Lénalidomide -

Dexaméthasone) dans 0,7% de nos patients.
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Les critéres d’évaluation de la réponse au traitement ont été redéfinis par 'ITMWG. Dans
notre population, comme réponse a 'ATG, nous avons obtenu 93,2% de répondants avec 87
cas de rémission compléete et 50 cas de trés bonne réponse partielle dont 21,1% ont rechuté
aprés quatre a 53 mois (120 jours a 1627 jours). 6,8% des patients ont été perdus de vue.
Nous avons déploré un seul décés suite a un probléme d'infection pulmonaire avec une

médiane de survie de vingt mois (603 jours) (Figure 24).
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Figure 24 : Courbe de survie globale aprées autogreffe de myélome multiple.
Sur les 137 patients évaluables, la médiane de survie n’a pas été atteinte en SG ni en SSP.
La durée moyenne de SG est de de 30 mois (904 jours) et de 25 mois (688 jours) pour SSP.
L’estimation a 74 mois (2238 jours) d’'SG est de 99,3% (0,05%) et a 55 mois (1659 jours) de
SSP est de 77,4% (0.05%) (Figure 25).
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Figure 25 : Courbe de (A) survie globale (SG) et (B) survie sans progression (SSP) chez des patients
atteints de MM aprés une ITS-ATG dans I'Ouest Algérien.
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Le ratio lymphocyte-monocyte injecté en autogreffe peut-il prédir les résultats
cliniques post-ATG des patients atteints de MM?

2: (Can Infused autograft lymphocyte-to-monocyte ratio predict survival
in Multiple Myeloma Post autologous peripheral blood hematopoietic stem
cell transplantation?)

Caractéristiques des patients :

L'age médian au moment de la transplantation pour les 82 patients atteints de MM était de
54 ans avec entre 35-65 ans. Parmi eux, 30 femmes et 52 hommes avec un ratio femme a
homme de 1,7: 1. Le suivi médian pour I'ensemble de la cohorte était de 908 (intervalle 87-
2100) jours.

A 100 jours aprés la transplantation, 55 ont obtenu un RC (67,1%) et 27 TBRP (32,6%) et la
mortalité était de 0%. Le taux de rechute ou de progression au cours du suivi était de 35,4%
(29 patients). A-LMR sont respectivement 54 patients (64,6%) avec A-LMR=1 et 28 patients
(35,4%) avec A-LMR <1 (Tableau 13).

Caractéristiques :“N°=msbzr)e de cas z%tar;:;rtage (%)
Age (ans) 54
(35-65) =

Sexe :

Homme 52 63 .4
Femme 30 36.6
Ratio 1.7-1
Statut de la maladie a 100 jours en post-greffe

RC 55 67.1
TBRP 27 32.9
Mortalite 0 0
L'évolution de la maladie durant le suivi

Rechute, progression 22 35.4
Pas de rechute ou de progression 53 64.6
Taux A-LMR

=1 54 65.8

<1 28 34.2

Tableau 13: Caractéristiques de base et résultats des patients.
La figure 26 montre les parcelles en boites SSP (jours): (A) chez les patients avec un
A-LMR<1 et chez les patients avec un A-LMR2=1 aprés APHSCT ou la SSP médiane n'était
pas significative (968 vs 831 jours, respectivement; p=0,817) et (B) chez les patients selon le
statut de la maladie aprés ITS-ATG (RC, TBRP), la SSP médiane était significative (980 vs
801 jours, p=0,014).
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Figure 26: Les parcelles de boites basées sur (A) les données A-LMR, (B) status de la maladie aprés
ITS-ATG.
La survie aprés la transplantation et I'A-LMR injecté
Les patients ayant un LMR =1 ont montré la méme survie sans progression que les patients
avec un A-LMR <1 (figure 27A) [la SSP médiane n'a pas été atteinte vs 1600 jours, les taux
de SSP de 1000 jours : 75% (95% IC 64-94%) vs 54% (IC 95% 35-82%), p=0,57
respectivement] et a la méme chose avec I'état de maladie (RC versus TBRP) (figure 27B);
[La SSP médiane n'a pas été atteinte vs 1600 jours, les taux de SSP a 1000 jours :70% (IC a
95%: 57-85%) vs 72% (IC a 95%: 56-93%).
En fonction de I'état de la maladie, la méme SSP expérimentée chez les patients infusés
d'un A-LMR=1 par rapport aux patients infusés avec un A-LMR <1 dans RC (figure 27C)
[médiane PFS-RC- non atteinte vs 1600 jours, a 1000 jours, le taux de SSP : 78% [IC 95%
62-100] contre 71% [IC 95% 56-90]), respectivement, p = 0,63]; Et dans TBRP (figure 27D)
[médiane PFS-TBRP- non atteinte vs 957 jours, a 1000 jours, le taux de SSP : 61% (IC
95% 42-89) vs 49% (IC 95% 17-100), respectivement, p = 0,93].
Par A-LMR, la méme SSP expérimentée chez les patients en RC par rapport aux patients en
TBRP, avec un A-LMR21 (figure 27E) [la PFS médiane -A-LMR=1 :1790 jours vs non
atteints, a 1000 jours, les taux de SSP : 74% [IC 95% 60-92] vs 41% [IC 95% 42-89],
respectivement, p = 0,44]; Et avec A-LMR <1 (figure 27F) [la SSP médiane -A-LMR <1 :
1600 jours vs 975 jours, a 1000 jours, les taux de SSP : 79% [IC 95% 64-100] vs 47% [95%
Cl1 17-100Q]), respectivement, p = 0,24].
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Figure 27: Survie sans progression en fonction de I'état de la maladie et des niveaux d’A-LMR: niveau
A-LMR (A) RC et TBRP (B), RC avec niveau A-LMR (C) TBRP avec niveau A-LMR (D) A-LMR=1

selon I'état de la maladie (E) et A-LMR <1 selon I'état de la maladie (F).
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CHAPITRE Ill : DISCUSSION

Le myélome multiple (MM), ou maladie de Kahler, est une hémopathie maligne
caractérisée par le développement d’'un clone de plasmocytes tumoraux envahissant la
moelle hématopoiétique (Manier et Leleu, 2011). |l représente 1 a 2 % de I'ensemble des
cancers et 10 a 15 % des hémopathies malignes (Facon et al., 2003). Le pronostic du MM
reste globalement péjoratif bien que variable ; 10 % des patients décédent précocement et

d’autres survivent plus de 10 ans (Terriou et al., 2006).

Ces derniéres années, le MM a connu d’importants progrés thérapeutiques dans la prise
en charge des patients (Blade et al., 2000 ; Harousseau et al., 2004). Le traitement intensif
suivi d’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques reste le traitement de MM qui est
associé a une amélioration des survies globales et sans événements comparé a la
chimiothérapie conventionnelle (Fermand et al., 2005 ; Levy et al., 2005 ; Koreth et al.,
2007).

En Algérie, I'introduction de I''TS-ATG existe depuis moins de deux décennies. Au niveau

national et sur les 9 centres prévus a cet effet, seulement deux centres sont opérationnels :

L’unité de greffe de moelle osseuse du Centre Pierre et Marie Curie — Alger,
- Et le Service d'Hématologie et de Thérapie Cellulaire EHU1°" Novembre — Oran

moins d’une décennie (Bentabak, 2015).

Cette étude se base sur des publications antérieures qui traitent les considérations
thérapeutiques du MM (Fermand et al., 2005 ; Blade et al., 2000). Nous n’avons inclus que
les patients qui répondent a la définition d’éligibilité a un traitement intensif (moins de 65 ans,

voire 70 ans pour certains et absence de comorbidité importante) (Richez et al., 2014).

A notre connaissance, la présente étude est la premiére a déterminer les détails
épidémiologiques et les caractéristiques cliniques et thérapeutiques du MM ftraité par ITS-
ATG dans la région Ouest de I'Algérie. Nous sommes convaincus que les résultats de cette

étude sont une véritable représentation de ce groupe de MM dans cette région.

Le MM est une maladie d’autant plus fréquente que I'dge devient plus avancé (Kyle,
1975 ; Pascaud et al., 1989 ; Wislof et al., 1991) Les patients de notre série sont
relativement jeunes : 'dge moyen est de 52,24 + 8,4 ans avec des extrémes allant de 29 ans
et un maximum de 69 ans. Cela pourrait étre en rapport avec le fait que notre population est
globalement plus jeune que celle de 'Occident et aussi par rapport aux critéres de sélection

pour I'I'TS-ATG qui est un traitement des patients jeunes généralement de moins de 65 ans.

Le MM dans notre région affecte beaucoup plus la population masculine (60,54 % des

cas) avec un sex-ratio = 1,53. Plusieurs auteurs rapportent une prédominance masculine,
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avec un sex-ratio (H/F) allant de 1.1 a 1,7 (Hurez, 1993 ; Raab et al., 2009 ; Chkir et al.,
2010; Bouatay et la., 2013). Aucun antécédent médical n’a été signalé chez 74,15% des
patients et le reste des patients compte des taux relativement faibles de comorbidités surtout
pour linsuffisance rénale avec seulement 1,36% des cas. Contrairement a ceux retrouvés
dans deux grandes études, avec 22% et 31% (Knudsen et al., 1995 ; Blade et al. , 1998) et

de 19% dans une étude tunisienne (Bouatay et la., 2013).

Concernant la relation de la profession avec I'étiologie du MM, une prédominance
particuliere des ménageéres avec 26,5 %, ce qui peut étre expliqué par des traditions sociales
(les femmes n’avaient pas la liberté de travailler). Plusieurs enquétes réalisées ont recensé
plus de MM chez les personnes travaillant dans les professions agricoles sans explication.
Le seul facteur de risque clairement identifié était 'exposition aux radiations ionisantes et les
pesticides utilisés dans les professions agricoles ont été aussi incriminés (Kyle et Rajkumar,
2007b ; Manier et Leleu, 2011).

Sur le plan clinique, I'existence de douleurs osseuses diffuses au moment du diagnostic
représentent la symptomatologie la plus fréquente dans notre série (75.51% des cas) avec
des lésions radiologiques (21,91%) dominées par des ostéolyses localisées au niveau du
crane et du bassin, suivies par les tassements vertébraux et les compressions médullaires,
ce qui concordent avec les signes classiques du MM rapportées dans plusieurs études
(Kyle, 1975 ; Makni et al., 1990 ; Facon et al., 2003; Gueye, 2006 ; Belot et al., 2008).

Concernant les paramétres biologiques, l'anémie constitue la manifestation
hématologique la plus fréquente au cours du MM : elle est retrouvée chez 78.52% des cas et
elle est sévere dans 38,09% de nos patients cela rejoint les résultats de la littérature (Kyle et
al., 2003 ; Greipp, 2009 ; Chkir et al., 2010 ; Rajkumar et Kyle, 2013 ; Gaougaou et al.,
2014). Toutefois la sévérité differe d’'une étude a une autre (Bartl et Frisch, 1995 ; Kyle et
al., 2003 ; Bladé et Rosinol, 2005; Gaougaou et al., 2014). L’anémie résulte surtout de
linsuffisance médullaire due a linfiltration par les cellules plasmocytaires malignes, d’'un
phénoméne d’hémaodilution lié¢ a 'hyperprotéinémie et de la diminution de la sécrétion de
Iérythropoiétine (EPO) consécutive a une insuffisance rénale (Bladé et Rosinol, 2005).
Pour certains auteurs 'anémie a une valeur pronostique péjorative. Dans notre série, la
leucopénie et la thrombopénie restent rare (5.44% et 11.56% respectivement) Elles reflétent
une importante masse tumorale et aggravant de ce fait le pronostic. Ainsi, nos résultats
concordent avec ceux de la littérature (Bartl et Frisch, 1995 ; Bladé et Rosinol, 2005 ;
Chkir et al., 2010). Dans la plupart des études, la vitesse de sédimentation (VS) est souvent
élevée (> 50 mm) dans 73 a 85% des cas (Makni et al., 1994 ; Chkir et al., 2010). Dans
notre étude, la VS était accélérée chez 77,55% des cas dont 36,73% supérieurs a 100 mm.

Ce phénoméne est directement lié a la présence de protéine monoclonale. Elle peut étre
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normale, dans le cas de MM a chaine légere, ou lorsque la protéine monoclonale se

comporte comme une cryoglobuline et précipite a basse température (Raab et al., 2009).

L’hypercalcémie ne revét pas de valeur pronostique mais reflete I'importance de l'activité
ostéoclastique (Diem et Lamerz, 1993 ; Kyle, 1999). Dans notre série, elle est retrouvée

dans 8,72 % des cas et chez 13% des malades de la série de Kyle et al. (Kyle et al., 2003).

Le myélogramme est un élément clé pour le diagnostic du MM. Il permet de mettre en
évidence, quantitativement et qualitativement, une infiltration plasmocytaire anormale. Le
consensus IMWG 2009 a établi des critéres permettant de distinguer le MM symptomatique
(avec une plasmocytose médullaire > 10 %, la présence d’une atteinte organique pouvant
étre attribuée a la prolifération et la présence d’une protéine monoclonale dans le sérum ou
les urines), le MM asymptomatique et les gammapathies monoclonales de signification
indéterminée (GMSI) (Manier et Leleu, 2011). Dans notre série, 89,79% des cas avaient
une infiltration médullaire supérieure a 10% par des plasmocytes présentant des anomalies
morphologiques (dystrophiques ou immatures) ce qui était comparable a la fréquence de N.

Gaougaou et al. (Gaougaou et al., 2014).

L’EPS a montré un pic monoclonal chez 81,63 patients : 70 % dans la zone des y-
globulines, 28,33 % dans la zone des B-globulines et 1,67 % dans la zone des a2-globulines.
Les taux étaient plus élevés dans notre étude que ceux de I'étude Américaine Et Tunisienne
(Kyle, 1999 ; Bouatay et la., 2013) mais similaire a celui de I'étude Marocaine (Gaougaou et
al., 2014). L’EPS est normale chez sept patients dont cinq cas de MM a chaines légéres. Ces
résultats témoignent du manque de sensibilité de 'EPS pour la détection des gammapathies
monoclonales notamment pour le MM a chaines légéres. Soulignant, ainsi,
lintérét de compléter 'EPS par une immunoélectrophorése et/ou une IF (pour déterminer
lisotype de la protéine monoclonale) (Harousseau, 2010a ; Bartl et Frisch, 1995), et par le
dosage des CLL sériques (pour la détection des Ig monoclonales a faibles concentrations),
en particulier dans le cas des MM a chaines légéres (Bataille et al., 1992 ; Lodé et al.,
2005). Certains auteurs rapportent une fréquence croissante des cas de MM a chaines
Iégeres, a IgA, puis a IgG, indépendamment de I'age (Aucouturier et Preudhomme, 1993 ;
Chkir et al., 2010 ). Notre étude a montré une fréquence presque égale entre les MM a
chaines légéeres, d’'une part, et a IgA, dautre part (16,32 % et 19,73 %), avec une
prédominance des IgG (61,91 %). Cette prédominance des IgG était également rapportée
par d’autres auteurs (Makni et al., 1994 ; Kyle et al., 2003 ; Ndiaye et al.,, 2011 ;
Gaougaou et al., 2014,).

La classification pronostique de Durie et Salmon a été la méthode de référence qui
permet d’apprécier la masse tumorale en fonction du taux des composants monoclonaux et
la cotation des lésions osseuses (Chombart et al.,, 2005). Sur les 145 patients, la
classification a montré que tous les patients étaient au stade Il dont 81,88% de stade A et
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15,44% de stade B. Dans la majorité des études multicentriques, le stade Il est le plus
fréquent retrouvé dans 50 a 96,5% (Makni et al., 1994 ; Chombart et al., 2005). Nos
résultats concordent avec ceux de la littérature et cette prédominance du stade Ill dans notre
série au moment du diagnostic pourrait étre expliquée par le retard de consultation ou de

diagnostic.

Depuis 2009, il existe un consensus de 'IMWG concernant les paramétres pronostiques
d’analyses au moment du diagnostic du MM. Cette évaluation pronostique doit comporter la
B2-microglobuline et le taux d’albumine pour définir l'international staging system (ISS) et
une analyse cytogénétique des plasmocytes par la technique FISH (Fluorescent in situ
hybridation) (Harousseau, 2010a ; Manier et Leleu, 2011). Selon I'lSS et chez 94 patients,
22,45% des patients étaient diagnostiqués au stade [, alors que 21,77% au stade Il et
19,73% au stade lll. L’analyse cytogénétique n’a pas été prise en considération puisqu’elle

n’a pas été réalisée systématiquement.

Sur le plan thérapeutique bien que le MM reste une maladie incurable, ces derniéres
années, de nouveaux agents thérapeutiques (inhibiteurs de protéosome et des IMiDs) ont
permis d’améliorer le pronostic des patients. Ainsi, on distingue deux groupes de patients,
ceux éligibles a un traitement intensif (moins de 65 ans, voire 70 ans pour certains et
absence de comorbidité importante) et ceux non éligible a une ITS-ATG (généralement, plus
de 65 ans) (Manier et Leleu, 2011). L’autogreffe de cellules souches périphériques reste le
traitement standard en premiére ligne du sujet jeune (Kyle et Rajkumar, 2007b), associée
aux nouveaux agents (bortézomib, thalidomide et Iénalidomide) en induction, en
consolidation et en maintenance. Le traitement d’induction a longtemps été I'association
VAD (Vincristine— Doxorubicine - Dexaméthasone). Actuellement, le traitement d’induction
de référence est 'association VTD (Bortézomib -Thalidomide-Dexaméthasone) qui permet le
meilleur rapport efficacité/tolérance a ce jour dont (respectivement 34%, et 36,7%, de nos

patients ont bénéficié de ces traitements) (Attal et al., 1996 ; Manier et Leleu, 2011)

Dans notre population, nous avons obtenu comme réponse a l'autogreffe, 93,2% de
répondant avec 87 cas de rémission compléte et 50 cas de trés bonne réponse partielle. Ce
taux de réponse est comparable a ceux retrouvés dans la littérature (Pertuiset, 1992; Attal
et al.,, 1996) mais contradictoire avec I'étude Algérienne, a l'unité de greffe de moelle
osseuse du Centre Pierre et Marie Curie — Alger qui a obtenu un taux de réponse de 78%
avec 81 cas de rémission compléte (Hamladji et al., 2014). Ainsi selon, Attal, Child et
Fermand la réponse la plus objective en post ITS-ATG reste dans les 79.6%, 79% et 80%
(Attal et al., 1996 ; Child et al., 2003 ; Fermand et al., 2005).

Nous avons déploré un seul déceés suite a un probleme d'infection pulmonaire avec une
médiane de survie de vingt mois (603 jours) sans oublier que 6,8% des patients ont été
perdus de vue. Sur nos 137 patients évaluables, seulement 21,1% ont rechuté aprés quatre
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a 53 mois (120 jours a 1627 jours). Alors que, Neuf patients sont décédés dont sept patients
(4%) de complications en rapport avec la procédure et deux d’'une autre cause (infarctus du
myocarde, anorexie mentale) et un taux de 43% de rechutes dans I'étude au centre d’Alger
(Hamladiji et al., 2014). Cette différence est peut étre due a une meilleur prise en charge au
niveau de 'EHU d’Oran comparé a celui d’Alger. Aussi dans la série de Kumar et al. le taux

de déceés s’éléve a 11% (Kumar et al., 2009).

La médiane de survie n’a pas été atteinte en SG ni en SSP. La durée moyenne de survie
est de 30 mois (904 jours) pour SG et de 25 mois (688 jours) pour SSP. L'estimation a 74
mois (2238 jours) d'SG est de 99,3% (0,05%) et a 55 mois (1659 jours) de SSP est de
77,4% (0.05%). Nos données sont élevées par rapport a ceux de la littérature (Kumar et al.,
2009 ; Hamladiji et al., 2013), mais en totale concordance avec une étude ultérieure faite

dans le méme centre que notre étude (Bekhadja et al., 2012).

Dans notre étude épidémiologique qui a recensé les patients de MM ftraités par une ITS-
ATG dans le service d’hématologie et de thérapie cellulaire a 'EHU ‘1* Novembre 1954’ a
Oran. Les résultats évolutifs des patients ont montré des taux de réponse trés élevés
(93,2%). Cependant, les facteurs pronostiques liés a ses résultats restent inconnus et n’ont
pas été étudiés en Algérie. Ici, nous essayerons de faire le lien entre ses résultats et le
nouveau biomarqueur A-LMR identifié en 2015 par 'équipe de Porrate de la Mayo Clinic
aux USA, comme responsable de la prédiction de la survie chez des patients atteints

d’hémopathies malignes mais encore étudié pour le MM en post ITS-ATG.

L'’A-LMR (infused Autograft Lymphocyte-Monocyte Ratio) a été récemment rapporté
comme un facteur pronostique dans la prédiction de la survie apres I'I'TS-ATG dans le LH, le
lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL) et les lymphome a cellules T (Porrata et al.,
2014 ; Porrata et al., 2015a ; Porrata et al., 2015b). Ainsi, nous avons décidé d'étudier si A-
LMR peut avoir un impact en plus dans la survie chez les patients de MM traités avec une
ITS-ATG

Il est connu qu’A-LMR combine les biomarqueurs de la A-ALC et 'A-AMC. La dose
recueillie et injectée d’A-ALC a été rapportée comme un facteur pronostique affectant
'A-ALC-15. Ce dernier est un biomarqueur de la récupération immunitaire au 15°™ jour
aprés I'ITS-ATG et a été le premier facteur mis en corrélation avec les résultats aprés ITS-
ATG (Porrata et al., 2001c; Porrata et al., 2004a; Porrata et al., 2004c; Porrata et la.,
2004d).

Cependant, certains patients rechutaient encore aprés ITS-ATG malgré leur perfusion
avec la bonne dose d’A-ALC=>0.5 =%10° lymphocytes/kg. Alors que, chez des patients injectés
avec une dose d’A-ALC<0.5 x10° lymphocytes/kg peuvent présenter de longues durées de

CR. Les enquétes menées sur les facteurs contrecarrant les avantages produits par A-ALC
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sur la survie, ont pointé du doigt les effets immunosuppresseurs et la croissance tumorale
des cellules immunosuppressives myéloides (MDSCs) (c.-a-d- les monocytes) ( Porrata et
al., 2004b ; Shivakumar et Ansell, 2006; Ansell et Porrata, 2013; Ramachandran et al.,
2013 ). En raison que le A-AMC peut-étre facilement obtenu a partir de chaque unité
d’aphérése, nous l'avons sélectionné comme un biomarqueur de limmunosuppression.
Ainsi, de nombreux mécanismes ont mis en cause en la fagcon dont A-AMC peut étre
associée a une survie plus faible aprés une ITS-ATG: la production de cytokines
immunosuppressives (Gabrilovich et Nagaraj, 2009) ; le déréglement du CD8+ des cellules
T qui est un peptide spécifique au complexe majeur d'histocompatibilité (Singh et al., 1999) ;
I'induction des cellules T régulatrices (Nagaraj et al., 2007) ; la surexpression des récepteurs
de mort Fas, ce qui conduit a I'apoptose des cellules T (Talmadge, 2003) et une diminution

des fonctions des cellules tueuses naturelles (NK) (Wilcox et al., 2009).

Dans notre étude, les patients de MM en post ITS-ATG, injectés avec un A-LMR= 1 n'ont
pas été associée a une SSP supérieure. En outre, 'A-LMR n'a montré aucun role
pronostique homogeéne avec la réponse au traitement et la méme survie SSP a été observée
chez les patients avec une injection d’A-LMR=2 1 quel que soit la réponse a I'lTS-ATG chez le

MM et vice versa. Cette observation a été faite dans toutes les combinaisons possibles.

Nos résultats sont en contradiction avec ceux rapportés antérieurement par la littérature
(Porrata et al., 2014 ; Porrata et al., 2015a ; Porrata et al., 2015b).

Nous supposons une différence dans la méthode expérimentale :

Dans notre étude, A-LMR a été calculé par cytométrie de flux, comme rapporté dans la
Figure 21. Contrairement a la méthode décrite dans les autres études (Porrata et al., 2014 ;
Porrata et al., 2015a ; Porrata et al., 2015b) qui été basée sur la formule de numération
sanguine pour chaque collection unitaire d’aphérése et été calculée comme suit: A-ALC =%
collection lymphocytes x nombre absolue globules blancs (WBC)kg) et A-AMC =%

collection monocytes x nombre absolue globules blancs (WBC)/kg).

L’A-LMR a ensuite été calculé en divisant 'A-ALC par I'A-AMC (Porrata et al., 2014 ;
Porrata et al., 2015a ; Porrata et al., 2015b).

En outre, Cette étude se développe sur des publications antérieures sur la A-ALC et
A-AMC soulignant limportance de linteraction entre [limmunité de [I'héte et
microenvironnement de la tumeur, en utilisant des biomarqueurs simples, combinés en A-
LMR un biomarqueur pronostique potentiel. L’'une des limites de notre enquéte est qu'il s’agit
d’'une étude rétrospective incluant une petite cohorte et cela malgré son homogénéité en

utilisant des facteurs pour minimiser les biais de sélection.
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CONCLUSION
&
PERSPECTIVES




Le myélome multiple (MM) est la seconde hémopathie maligne aprés les lymphomes non
hodgkiniens (LNH). C’est une maladie rare puisqu’il représente que 1% de tous les cancers.
La survie des patients atteints de MM s’est significativement améliorée avec la mise en place
de traitements intensifs suivis d’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (ITS-ATG)

qui est la norme de soins chez les sujets jeunes (< 65 ans).

En Algérie et au niveau national, il existe que deux centre destinées a ITS-ATG. Notre
travail s’est déroulé au service d’hématologie et de thérapie cellulaire au niveau de 'EHU “1*

Novembre 1954’, a Oran le deuxiéme centre de greffe de CSH aprés celui d’Alger.

A la lumiére de ce travail rétrospectif sur 7 ans, ayant concerné 147 dossiers de patients

bénéficiant d’'une ITS —ATG, il apparait que :

v' Sur le plan épidémiologique, nous constatons un age moyen de 53 ans. Une
prédominance masculine avec un sex-ratio H/F de 1,53.

v Sur le plan symptomatologique et biologique, un grand polymorphisme est remarqué
avec un stade avancé de la maladie, a la présentation chez la majorité de nos
patients.

v Sur le plan évolutif, un taux de 93,2%.de répondants a I'I'TS-ATG a été rapporté et la
médiane de survie n'a pas été atteinte ni en SG ni en SSP. L'estimation a 74 mois

(2238 jours) d’SG est de 99,3% (0,05%) et a de PFS est de 77,4% (0.05%)

Cela souligne un taux élevé de rémission et marque une avancée importante en matiére de

prise en charge du MM en Algeérie.

Malgré ses résultats encourageants, I'I'TS-ATG n’est pas encore généralisée dans tous
les hépitaux en I'Algérie, pour des raisons liées au manque d’infrastructures adéquates et

aux personnels qualifiés.

Dans l'étude des facteurs influencant ce taux élevé de rémission, 'A-LMR a été
récemment identifi€ comme un biomarqueur pronostique prédisant la survie dans d’autres
hémopathies malignes en post ITS-ATG mais pas encore étudié dans le MM. Son évaluation

sur notre cohorte a révélé que ce dernier ne peut pas prédire la survie dans le MM aprés
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FITS-ATG. D'autres études avec de plus grande cohorte sont nécessaires pour fournir des

explications a ces résultats dans le MM.

Ces données illustrent I'impact positif de I'intensification thérapeutique avec autogreffe et
des nouveaux traitements du MM sur I'évolution de la maladie. Cependant, il est possible
que les bénéfices de survie observés soient également, en partie, liés a 'amélioration des

soins de support au cours des derniéres années en Algérie.

Compte tenu de l'augmentation importante de la survie, il devient difficile d’utiliser la
survie globale comme critere de jugement principal dans les essais cliniques car cela
imposerait un suivi trés prolongé. La survie sans progression va devenir un critere de

jugement important.
Perspectives thérapeutiques

Malgré les progrés thérapeutiques de ces derniéres années, le MM reste a ce jour
une pathologie incurable, et 'échappement thérapeutique est inéluctable. Afin de surmonter
la résistance aux thérapeutiques existantes et améliorer l'évolution des patients, de

nouvelles stratégies thérapeutiques sont en développement.

Ces nouvelles thérapies ciblent des voies moléculaires impliquées dans la régulation
de la prolifération et la survie des cellules myélomateuses. Le role des chemokines dans les
interactions entre cellules tumorales et microenvironnement médullaire en fait des cibles

thérapeutiques de choix (Aggarwal et al, 2006).

L’étude de la cytogénétique du MM, avec les profils d’expression géniques
(techniques des micropuces a ADN), permet d’envisager des thérapies ciblées et

individuelles (Barille-Nion et al, 2003 ; Fonseca et al, 2006a ; Harousseau et al, 2004).
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ANNEXES




ANNEXE 1

CRITERES DE REPONSES
DE L'INTERNATIONAL MYELOMA
WORKING GROUPE (IMWG)

(Durie et al., 2006 ; Kyle et al., 2009)



Catégories de réponses

Niveau de réponse

Critéres requis

Stringent complete response, sCR

Réponse compléte stricte, RCs

RC plus les deux critéres suivants :

- Ratio des CLL normal et

- Absence de plasmocytes monoclonaux
dans la MO par immunohistochimie ou
immunofluorescence.

Complete response, CR
Réponse compléte, RC

- IF sérique et urinaire négative et

- Disparition des plasmocytomes extra-
osseux et

- < 5% de plasmocytes dans la moelle
osseuse.

Very good partial response, VGPR
Trés bonne réponse partielle, TBRP

- Détection d’lg monoclonales sériques et
urinaires par IF (et non par électrophorése)
ou

- Reéduction = 90% de I'lg monoclonale
sérique et réduction de I'lg urinaire <100
mg/24h.

Partial response, PR
Réponse partielle, RP

- Réduction = 50% de I'lg monoclonale
sérique et réduction de I'lg monoclonale
urinaire 2 90% ou < 200 mg/24h.

- Si les Ig monoclonales sériques et urinaires
ne sont pas mesurables, une baisse = 50%
de la différence entre le taux de chaines
Iégéres impliquées et le taux de chaines
Iégéres non impliquées est exigée en lieu et
place des criteres requis pour les Ig
monoclonales sériques et urinaires.

- Si ni les Ig monoclonales sériques et
urinaires, ni le dosage des CLL ne sont
mesurables, une baisse = 50% des
plasmocytes est exigée en lieu et place des
critéres requis pour les Ig monoclonales
sérigues et urinaires, pourvu que le
pourcentage initial de plasmocytes dans la
MO soit = 30%.

- En plus des critéres listés ci-dessus, si des
plasmocytomes extra-osseux sont présents
a I'état initial, une réduction = 50% de leur
taille est également exigée.

Maladie stable, MS
Stable disease, SD

Absence de critéres nécessaires pour RC,
TBRP, RP ou maladie progressive*.

* Critéres de maladie progressive détaillés dans le tableau suivant « Progression et rechute de la

maladie ».




Progression et rechute de la maladie

Niveau de rechute

Critéres requis

Progressive disease, PD
Maladie progressive, MP

Requiert un ou plusieurs des critéres
suivants :

- Augmentation = 25% de I'lg monoclonale
sérique (augmentation absolue = 5 g/L) et/ou
de I'lg monoclonale urinaire (augmentation
absolue = 200 mg/24h).

- Si les Ig monoclonales sériques et urinaires
ne sont pas mesurables, augmentation =
25% de la différence entre le taux de
chaines légéres impliquées et le taux de
chaines légéres non impliquées
(augmentation absolue = 100 mg/L).

- Augmentation = 25% du pourcentage de
plasmocytes dans la MO (augmentation
absolue = 10%).

- Augmentation notable de la taille ou
apparition de nouvelles lésions osseuses ou
de nouveaux plasmocytomes extra-osseux.

- Apparition d’'une hypercalcémie (> 115
mg/L ou 2,65 mmol/L) en lien avec la
maladie.

Clinical relapse
Rechute clinique

Requiert un ou plusieurs des critéres
d’aggravation de la maladie et/ou de
dysfonction organique CRAB suivants :

- Hypercalcémie > 115 mg/L ou 2,65 mmol/L
- Augmentation de la créatinine sérique = 20
mg/L ou 177 umol/L.

- Baisse de I'hémoglobine = 2 g/dL ou 1,25
mmol/L.

- Apparition de nouveaux plasmocytomes
extra-osseux et/ou de nouvelles Iésions
osseuses.

- Augmentation notable de 50% (et = 1cm)
de la taille des lésions

osseuses ou des plasmocytomes
préexistants.

Relapse from CR
Rechute a partir d’'une RC

Requiert un ou plusieurs des critéres
suivants :

- Réapparition des Ig monoclonales sériques
et urinaires par IF ou électrophorése.

- Augmentation = 5% des plasmocytes dans
la MO.

- Apparition d’autres signes de progression
de la maladie (nouveaux plasmocytomes,
nouvelles lésions osseuses ou
hypercalcémie).




ANNEXE 2
CRITERES D’EVALUATION

(Anderson et al., 2008 ; Kyle et al., 2009)

Criteres d’évaluation

Critére Définition
Time to progression, TTP Durée depuis le début du traitement jusqu’a
Temps jusqu’a progression TJP la progression de la maladie, sans prendre

en compte les décés qui ne sont pas
attribuables a la progression de la maladie.

Progression-free survival, PFS Durée depuis le début du traitement jusqu’a
Survie sans progression SSP la progression de la maladie ou le décés
(quel que soit la cause du déces), selon
I'événement qui survient en premier.

Event-free survival, EFS Dépend de la définition d’ « événement ».
Survie sans événement SSE Dans de nombreuses études, la définition
est la méme que celle de PFS.

L’EFS peut inclure des « événements »
supplémentaires, comme des effets
indésirables des thérapeutiques.

Disease-free survival, DFS Durée depuis le début de la RC jusqu’a la
Survie sans maladie SSM rechute.

S’applique uniguement aux patients en RC.
Duration of response, DOR Durée depuis la premiére observation d’'une
Durée de réponse DDR RP jusqu’a la

progression de la maladie, sans prendre en

compte les

décés qui ne sont pas attribuables a la
progression de la

maladie.

Les durées de RC et de RP doivent chacune
étre

rapportées.

Overall survival, OS Durée depuis le début du traitement jusqu’au
Survie globale SG décés ou a la fin de suivi.

La médiane de survie : est le point ou la moitié des patients sont en vie et la moitié sont

morts.

La durée moyenne de survie : est le point auquel les individus dans I'étude sont restés en

vie, divisée par la durée de I'étude, appelée aussi l'aire sous la courbe.




ANNEXE 3

MOLECULE CD34 ET LES MARQUEURS DE
SURFACE DES CSH DU SANG CIRCULANT ET DE
LA MOELLE OSSEUSE LES PLUS COURAMMENT

UTILISEES

(Civin, 1990; Krause, 1996 ; EBMT, 2008)
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Le CD34 est une protéine transmembranaire a
simple chaine d’environ 116 kDa. Il est exprimé sur
les cellules souches/progéniteurs hématopoiétiques
immatures, les cellules endothéliales des capillaires,
les fibroblastes embryonnaires et quelques rares
cellules gliales du tissu nerveux. Sa fonction via son
ligand CD32L (L-sélectin) serait de jouer un réle
dans les contacts cellulaires leucocytes-cellules
endothéliales. L’expression du CD34 semble étre
maximale sur les progéniteurs les plus précoces et
diminue progressivement avec la maturation. C'est
un antigéne de différenciation des leucocytes
spécifique a un stade plutbét qu’a une lignée. Les
précurseurs lymphoides B définissables les plus
(CD19+/CD10+ CD34+. Les

immatures sont

précurseurs lymphoides T immatures expriment également la TdT et le CD34+. Les

lymphocytes, les monocytes, les granulocytes et les plaquettes du sang périphérique normal

n’expriment pas le CD34. On constate que les leucémies lymphoides chroniques, les

lymphomes et plusieurs types de myélomes présentent un résultat uniformément négatif au

CD34 (Civin 1990; Krause 1996).



ABCG2 (COw338) Prmitve Stem Cells Cell Surface
Fetal liver kinase-1 (Fik1); aka VEGFR Endothelial Cell Surface KDR
Smooth muscie cell-specific myosin heavy chain Smooth muscle Intracefular MYH11
Vascular endothelial cell cadhenn (CD-144) Smooth muscle Cell Surface COH5
Bone morphogenetic protein receptor (BMPR)  Mesenchymal stem and progenitor Cell Surface BMPR1B
oelis
Bone Morphogenic Protein ESC, endoderm Secreted BMP2
(BMP-2)
Bone Morphogenic Protein ESC, endoderm Secreted BMP4
(BMP4)
cD3 Leukocyte lineage Cell surface
CD4 Leukocyte lineage Cell surface CD4
cD8 Leukocyte lineage Cell surface CDBA
CD19 Leukocyte lineage Cell surface cD1e
(olak} Hematopoietic stem cell (HSC), Cell Surface CD34
CO3’Scal” Lin' profile Mesencyhmal stem cell (MSC) ATXN!
CD38 Absent on HSC; Present on WBC Call Surface CD38
CD44 HSC, MSC Cell Surface CD44
CD45 Leukocyte lineage Cell Surface PTPRC
eKit HSC, MSC Cell Surface KIT
Mac-1 WEC Cell Surface ITGAM
Muc-18 (CD148) Bone marrow fibroblasts, endothelial Cell Surface MCAM
Stem cell antgen (Sca-1) Stromal cell, fibroblasts Cell Surface, secreted CASP3

Marqueurs de surface des CSH du sang circulant et de la moelle osseuse les plus
couramment utilisées (EBMT, 2008).



ANNEXE 4
PERFORMANCE STATUS (PS)

(MRC, 1980 ; Kyle et al., 2003)

PERFORMANCE STATUS DE L'OMS

Activite

Capable dune activité identique a celle précédantla
maladie

Ambulatoire et capable de prendre soin de sol-méme.
Incapable de travailler etalité moins de 50% du

SCORE :
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ABSTRACT

The infused autograft lymphocyte-to-monocyte ratio (A-LMR) is a prognostic factor for survival in
classical Hodgkin lymphoma (cHL), diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL) in addition to T cell lymphoma post-
autologous peripheral hematopoietic stem cell transplantation (APHSCT). Thus, we check out to investigate if
A-LMR is also a prognostic factor for survival post-APHSCT in multiple myeloma (MM).From 2009 to 2015,
eighty two MM patients that underwent APHSCT were retrospectively analyzed. The number of lymphocytes
and monocyte events were derived from stem cell harvest after mobilization. Cells were analyzed using flow
cytometry and A-LMR was calculated by dividing the number of lymphocyte events by the number of
monocyte events. Survival outcomes were estimated using Kaplan-Meier method and compared by the log-
rank test. Patients with an A-LMR>1 showed the same progression-free survival (PFS) comparing to patients
with an A-LMR<1 and both in disease status (CR versus VGPR) [median PFS was not reached vs 1600
days,1000-days PFS rates of 75% (95%, Cl 64—94 %) vs 54% (95%, Cl 35—-82%), p= 0.23 respectively; [median
PFS was not reached vs1600 days, 1000-days PFS rates of 70 % (95% Cl 57—85 %) vs 72% (95% Cl, 56—93%), p=
0.77]. The infused autograft lymphocyte-to-monocyte ratio can’t predict survival in patients with MM
undergoing APHSCT. Further study is needed to validate this finding.

Keywords: Autograft lymphocyte-to-monocyte ratio, Survival, Autologous peripheral hematopoietic stem cell
transplantation, Multiple myeloma.
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May - June 2016 RJPBCS 7(3) Page No. 2141



ISSN: 0975-8585

INTRODUCTION

The infused autograft lymphocyte to monocyte ratio (A-LMR) has recently been reported to be a
prognostic factor for survival with patients post-autologous peripheral hematopoietic stem cell transplantation
(APHSCT) in classical Hodgkin lymphoma (cHL),, diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and T cell lymphoma [1-
3]. However, the relation between A-LMR and clinical outcomes in multiple myeloma (MM) post-APHSCT has
not been studied.

A-LMR combines the biomarkers A-ALC (infused autograft-absolute lymphocyte count) and A-AMC
(infused autograft-absolute monocytes count) [1], represent respectively, the host immunity that is critically
important for survival in MM treated with APHSCT [4,5] and in non-Hodgkin’s Lymphoma (LNH) [6].Whereas
the second correspond to a surrogate marker of tumor immunosuppression by monocytes and their progeny,
as derived myeloid cells (MDSCs) [7,9]. Indeed, these cells are one of the major factors limiting the immune
response in cancer [8] by influencing the immune reconstitution and survival which inhibits anti-tumor
immunity of the host post-APHSCT [9].

In this study, we evaluated the hypothesis that A-LMR has also an impact on clinical outcomes post-
APHSCT of patients with MM from Algerian West.

MATERIALS AND METHODS
Patients
From 2009 to 2015, eighty two patients with MM treated with APHSCT at the Department of
Haematology and cell therapy, University Hospital of Oran region (Western Algeria), were included in the
study. The ages of the studied patients varied from 35 to 65 years old. An absolute confidentiality of the
patients’ vital information was maintained for ethical purposes and an ethical approval was obtained from

institutions in which the study was carried out.

Peripheral blood stem cells (autografts) collections
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Figurel: The calculate method of A-LMR.

The eighty two patients with MM were mobilized with granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) alone, that was started 4 days before leukapherisis at the dose of 15 ug/kg/d on 07:00 pm.
One or two cytapheresis were performed twelve hours after the fourth injection (07:00 am), the number of
CD34+ cells was assessed immediately after the end of the cytapheresis and if a minimum number of 2x10°
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CD34+ cells/kg was not reached another cytapherisis was performed the next morning. The chemotherapy
conditioning regiment used was the MEL200 (Melphalan 200 mg/mz, a 30 minutes injection) [10-11-12].

In A-LMR counts : a lyse no wash procedure was used. Cells were labeled with monoclonals
antibodies: anti-CD45 FITC (BD science©) to all the white blood cells, anti-CD34 PE (BD science ©) to stem cells
and a viability marker, 7-amino-actinomcycin D (7-AAD) to exclude dead. Cells were analyzed using a FACS
CANTO Il (EPICS XL (BC), BD Bioscience) to yield an events number. The stored files LMD (List Mode Data) from
the archives were reanalysed by the FCS Express 4 (Research Edition Import BD FACSDiva, De Novo Software;
Los Angeles, CA, 90010, USA, 2001-2013). The number of lymphocytes, monocytes and polynuclears acquired
events was determined from CD45/SSC Dots plot then report to a MS Excel file. A-LMR was calculated as
follows in figure 1.

Response and survival criteria

Response criteria were based on the guidelines from International Myeloma Working Group
(IMWG)[13-14], Complete response (CR) was defined as a lack of detectable monoclonal protein in serum and
urine by immunofixation, accompanied by similar disparition of soft tissue plasmacytomas.Very good partial
response (VGPR) was defined as detecting monoclonal immunoglobulin in serum and urine by immunofixation
(not electrophoresis) and a reduction in serum monoclonal protein and 24-h urinary light-chain excretion by at
least 90%, accompanied by a similar reduction of soft tissue plasmacytomas, if present. Clinical relapse was
defined as a 50% increase in the serum of monoclonal protein or 24-h urinary monoclonal protein excretion
over the lowest remission level. An increase in the size or number of lytic lesions or soft tissue plasmacytomas
constituted progression. In those with CR, any detectable monoclonal protein by immunofixation constituted
progression.

PFS (progression-free survival) is the time from the start of treatment until relapse disease or deaths,
or last follow-up (whatever the cause of the deaths), whichever occurs first.

Statistical analysis

Concerning the statistical analytical study, PFS was analysed using the method described by Kaplan
and Meier [15].The differences between survival curves were tested for statistical significance using the tailed
log-rank [16] test via SPSS 20.0 (Statistical Package for the Social Sciences, IBM Corporation; Chicago, IL, USA.
August 2011).

Student’s t-test was performed via an online calculator and free graphing software [17] to assess the
difference between data for A-LMR and those of status of disease. An Error box (mean+2 standard deviation
error bars) with data swarm was plotted for comparison. Results were presented using p value and p<0.05 was
considered significant.

RESULTS
Patients Characteristics

Median age at the time of transplant for the 82 patients with MM was 54 years with ranging between
35-65 years. Among them 30 females and 52 males with a female to male ratio of 1.7:1. The median follow-up
for the entire cohort was 908 (range 87-2100) days.

At 100 day post-transplant, 55 achieved a CR (67.1%) and 27 VGPR (32.6%) and mortality was at 0%.
The rate of patients with relapse or progression during follow-up was 35.4% (29 patients). A-LMR results are
respectively 54 patients (64.6%) with A-LMR>1 and 28 patients (35.4%) with A-LMR<1. (Tablel)

Figure 2 shows box plots PFS surviving (days): (A) in patients with an A-LMR<1 and patients with an A-
LMR2>1 after APHSCT, the median PFS was not significant (968 vs 831 days, respectively; p=0.81) and (B) in
patients with status disease after APHSCT (CR, VGPR), the median PFS was significant (980 vs 801 days,
respectively; p=0.014)
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Number of cases Percentage (%)
Characteristics
(N=82) (100%)
Age(vears) 54
Range (35-63)
Sex:
Male 52 63.4
Female 30 36.6
Ratio 1.7:1
Disease status a 100 Day post-transplant :
CR 35 67.1
VGPR 27 32.9
Mortality 0 0
Disease evolution during follow-up:
Relapse, progression 29 354
No relapse or progression 53 64 6
AIMR:
»=1 54 65.8
<1 28 342
Table 1: Baseline characteristics and results of patients.
oy B
- p=0.81 « -1 - T p =0.014 -
2000 € e - 2000 |- {
L -] ]
| I - ]
I : I ]
g 1500 :_ i —g 1500 i | _‘
[ L 4 [< L 4
a , @ J
¢ E e 4 ¢ B J
- = |
't 1000 Hl_— - 't 1000 - ‘ 1
K- I - 8 - -
& f | & I
a B 7 a B 1
500 - 500 |- : ’ 1
T ; E
TALMR<!  ALMRZ1 B CR VGPR

Figure 2: Box plots based on (A) A-LMR data's, (B) disease of status after APHSCT.
Post-transplant survival and infused LMR

Patients with an A-LMR 21 showed the same progression-free survival (PFS) comparing to patients
with an A-LMR<1 (figure3A) )[median PFS was not reached vs 1600 days,1000-days PFS rates of 75% (95% ClI
64-94 %) vs 54% (95 % Cl 35-82%), p= 0.57 respectively and both in disease status (CR versus VGPR)
(figure3B); [median PFS was not reached vs 1600 days, 1000-days PFS rates of 70 % (95% Cl 57—85 %) vs 72 %
(95 % Cl, 56-93%), p=0.26].
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By disease status, the same experienced PFS in patients infused with an A-LMR>1 compared with
patients infused with an A-LMR<1 in CR (figure 3C) [median PFS-CR- not reached versus 1600 days,1000-days
PFS rates of 78% [95% Cl 62—100] versus 71% [95% Cl 56—90]), respectively, p=0.63]; and in VGPR (figure 3D)
[median PFS-VGPR- not reached versus 957 days, 1000days PFS rates of 61% [95% Cl 42—89] versus 49% [95%
Cl 17-100], respectively, p=0.93].

By A-LMR, same experienced PFS in in patients in CR compared with patients in VGPR, with an A-
LMR>1 (figure 3E) [median PFS— A-LMR>1-1790 days versus not reached, 1000-days PFS- rates of 74% [95% ClI
60-92] versus 41% [95% ClI 42-89]), respectively, p=0.44]; and with A-LMR<1 (figure 3F) [median PFS- A-
LMR<1- 1600 days versus 975 days, 1000-days PFS— rates of 79% [95% Cl 64—100] versus 47% [95% Cl 17—
100]), respectively, p=0.24].
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Figure 3: Progression-free survival based on disease status and A-LMR level’s: A-LMR level’s (A) RC and VGPR
(B), RC with A-LMR level’s (C) VGPR with A-LMR level’s (D) A-LMR21 with disease status (E) and A-LMR<1
with disease status (F).

DISCUSSION

Infused autograft lymphocyte to monocyte ratio has been reported to predict survival after APHSCT in
B-cell lymphoma, T cell ymphoma and classical Hodgkin lymphoma [1-3]. Thus, we set out to investigate if A-
LMR can have an impact on over survival in patients with multiple myeloma treated with APHSCT.
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In MM patients undergoing APHSCT, the infusion of an A-LMR > 1 was not associated with superior
PFS. Furthermore, A-LMR was not showed a homogeneous prognostic role between the disease status, as the
same survival was observed in patients with an infused A-LMR2 1 regardless the disease status in MM. This
observation was made in all possible combinations.

It is known that A-LMR combines the biomarkers of A-ALC and A-AMC. The collected and infused dose
of A-ALC has been reported as a prognostic factor affecting the immune recovery A-ALC to 15 days was the
first correlated factor with clinical results post-APHSCT [5-18,20].

However, some patients were still relapsing post-APHSCT despite being infused with the good dose of
A-ALC. The investigations done on the factors counteract survival benefits produced by post-APHSCT A-ALC,
have shown the immunosuppressive and tumor growth effects of Myeloid derived suppressor cells (MDSC) (ie,
monocytes) [8, 9-20,21].

Many mechanisms have been implicated about the relation to A-AMC that may be associated with
post-APHSCT lower survival: immunosuppressive cytokines production; [22] the disruption of the
histocompatibility complex specific CD8 + T to a major peptide; [23] the engagement of regulatory T cells; [24]
increment of death receptor Fas, leading to apoptosis of T cells [25] and a decrease natural killer cell function
[26].

Our results were in contradiction with those reported previously by the literature; further study is
needed to validate this finding, but we hypothesize a difference in the experimental methodology.

In the current survey, A-LMR was calculated by flow cytometry: A-LMR= number of lymphocytes
events/ number of monocytes events gating on CD45/SSC dot plot. Contrarily, the described method in others
studies [1-3] was based on the complete blood cell count for each apheresed unit collection and was
calculated as follows: A-ALC = % collection lymphocytes x (absolute white blood cell (WBC) count/kg). The
infused A-AMC for each apheresed unit collection was calculated as follows: A-AMC = % collection monocytes
x (absolute WBC count/kg). The absolute A-LMR was then calculated by dividing the A-ALC by the A-AMC.

Moreover, one of the limitations of our investigation is that it is a retrospective study including a small
cohort of MM despite its homogeneity using factors to minimize selection bias.

This study expands on previous publications on A-ALC and A-AMC stressing the importance of
interaction between host immunity and tumor microenvironment, using simple biomarker A-LMR combined
into a potential prognostic factor.

CONCLUSION
Infused autograft lymphocyte-to-monocyte ratio can’t predict survival in patients with multiple
myeloma undergoing APHSCT. Further studies with large cohort and use of other methodology are needed to
provide further explanation of this result in multiple myeloma from western Algeria.
Conflicts of Interest: The authors have no conflicts of interest to declare.
Ethical approval: All procedures performed in studies involving human participants were in accordance with

the ethical standards of the Human Ethics Committee at the appropriate institutions and it conformed to the
provisions of the Declaration of Helsinki
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Résumé

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne caractérisée par une prolifération

clonale de plasmocytes malins. La survie des patients du MM s’est significativement
améliorée, depuis la mise en place des traitements intensifs suivis d’autogreffe de cellules
souches hématopoiétiques (ITS-ATG). Récemment, 'A-LMR (infused Autograft Lymphocyte-
Monocyte Ratio) a été identifie comme un facteur pronostique dans la survie en post-
autogreffe dans les hémopathies malignes.

Notre objectif consiste d’'une part a dresser le profil clinico-épidemiologique des patients
atteints de MM bénéficiant d’'une ITS-ATG et d’autre part a mettre en évidence une relation
entre le facteur pronostique A-LMR et la survie en post-autogreffe dans le MM.

Une étude rétrospective est réalisée sur 147 patients atteints de MM bénéficiant d’une ITS-
ATG durant une période de 7 ans au niveau de 'EHU d’Oran. Le calcul d’A-LMR est obtenu
par le nombre d’événements de lymphocytes et de monocytes acquis de 82 récoltes de
cellules souches hématopoiétiques.

Les résultats obtenus ont montré que 'age moyen des patients est de 53 ans avec une
prédominance masculine et un sex-ratio de 1,53. Un pic monoclonal a I'électrophorése des
protéines sériques a été noté chez 80.54% des cas dont IgG (61.04%), IgA (19.17%) et des
chaines légéres (16,11%). Le myélogramme a révélé une infiltration supérieure a 10% dans
89,79% des cas. Selon la classification de Salmon et Durie, tous nos patients étaient classés
au stade lll. La durée moyenne de la survie globale était de trente mois (904 jours) et de 25
mois (688 jours) pour la survie sans progression (SSP). Aussi, les patients injectés avec un
A-LMR2=1 ne présentent aucune différence significative de SSP avec les patients injectés
avec un A-LMR<1 [médiane SSP non atteinte vs 1600 jours, a 1000-jours taux SSP de 75%
contre 54%, p=0,57], aussi, la méme constatation a été rapportée selon le statut de la
maladie (RC vs TBRP) [médiane SSP non atteinte vs 1600 jours, a 1000-jours le taux SSP
70% vs 72%, p=0,26].

Dans I'Ouest Algérien, ce groupe de MM se présente par un polymorphisme tant sur le plan
symptomatologique que biologique. Aussi, 'A-LMR ne prédit pas la survie chez les patients
atteints de MM en post-autogreffe. L’amélioration des méthodes d’exploration du clone
tumoral ouvre de nouvelles perspectives pour identifier de nouveaux biomarqueurs
pronostiques plus performantes, afin qu’ils soient pris en compte dans les décisions

thérapeutiques pour améliorer la qualité de vie des patients.

Mots clefs : myélome multiple, profil clinico-épidémiologique, intensification thérapeutique,

autogreffe, survie, facteur pronostique, A-LMR.






