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Chirurgie Cardio — Vasttaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Gastro-entérologie
Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Urologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie
Urologie
Pédiatrie
Psychiatrie
Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie
Pneumo — Phtisiologie
Biochimie
Pneumo — Phtisiologie
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ABIDI Khalid

ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJJI Larbi*
AMMAR Haddou

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
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Chirurgie cardio vascukir
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Parasitologie
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INTRODUCTION

L’aphérése est une technique de prélevement dun ou de plusieurs
composants sanguins par circulation extracorporelle du sang. Les
composants que l'on souhaite prélever sont séparés par centrifugation
(méthode commune a tous les prélévements par aphérése), par filtration
(pour les échanges plasmatiques), par le systeme DALI (direct Adsorption of
lipoprotein) pour les LDL aphéréses et par d’autres méthodes beaucoup plus
récentes et sélectives, tandis que les composants non prélevés sont
réinjectés au donneur (de sang) ou au patient (aphérése thérapeutique).
Grace a ces méthodes, différents types de procédures peuvent donc étre
réalisés chez le donneur et chez le patient parmi lesquels on distingue :
I’érythraphérese, la thrombocytaphérese, la plasmaphérese, la leucaphérese,

le prélevement des cellules souches hématopoiétiques...

D’abord utilisée pour la thérapeutique,l’aphérése est ensuite développée par
les établissements de transfusion sanguine pour le prélevement de
plaquettes et de plasma, puis de globules rouges dans le but de réduire le
risque d’exposition aux donneurs de sang et d’améliorer la standardisation

des concentrés de globules rouges homologues et autologues.

Les donneurs doivent répondre aux critéres de sélection des donneurs de
sang. Une série de tests biologiques et cliniques est systématiquement
effectuée pour écarter les donneurs a risque, la sélection est un élément
fondamental de la sécurité transfusionnelle, le but étant de protéger le
donneur et le receveur.On distingue deux types de dons en aphérese : le don
d’aphérese simple conduisant a la préparation dun seul type de produit
sanguin labile (PSL) et le don d’aphérése combiné qui conduit a l'obtention

d’au moins deux types de PSL.



L’aphérése thérapeutique est utilisée chez les patients afin d’extraire les
cellules malades (la drépanocytose, l’acces palustre),de diminuer le nombre
de celles-ci lorsqu’elles sont trés élevées par rapport a la normale (syndromes
myé¢loprolifératifs, polyglobulies, leucostase), de diminuer l’excés dun
élément dans l'organisme(l’hémochromatose génétique) ou d’épurer le sang
de substances chimiques ou immunologiques préjudiciables a la santé
supposées responsables d’un grand nombre de maladies. Les techniques
d’aphéreése sont également utilisées comme moyen de prélévement de
cellules souches hématopoiétiques dans les réalisations des greffes avec les
cellules souches périphériques, pour cela un facteur de croissance doit étre

utilisé pour la mobilisation de ces derniéres.

L’utilisation d’un anticoagulant est nécessaire, celle d'un soluté ou d’une
substance de substitution pour compenser l’extraction dépendra de la
technique utilisée. En aphérese, les voies d’abord doivent étre toniques et de

bon calibre pour permettre un recueil rapide et de qualité.
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LES TECHNIQUES D’APHERESE

1. Aspect technique
On distingue plusieurs techniques d’aphérése a savoir :
1.1. La centrifugation a flux discontinue

Le principe de cette méthode est basé sur la séparation du sang en fraction
plasmatique et €léments figurés par centrifugation. La centrifugation permet
de réaliser une séparation des éléments sanguins en fonction de leur

densité.

Il s’agit de la plus ancienne technique utilisée, traitant le sang total de facon

séquentielle 1l et chaque cycle comprend :
* une phase de remplissage ;
* une séparation ;

* un prélévement du plasma ;

une restitution des cellules au patient ;
* une phase de purge du bol.

Elle présente l'avantage de ne nécessiter qu'un acces veineux, le plus
souvent la mise en ceuvre est peu complexe ; moniteur transportable au
chevet du patient, et Iinconvénient d'un grand volume extracorporel (400 a
800 ml) parfois mal toléré au point de vue hémodynamique; instabilité de la
volémie ; gestion manuelle du substitut plus un temps supérieur aux autres

techniquesl! 21,



Le prélevement se fait dans des conditions de normo volémie, la
compensation volémique peut étre gérée par le systéme. Le calcul du volume
a prélever prend en compte le poids, la taille, le sexe et le taux d’hématocrite
initialll. 3. Le fractionnement du sang total se fait dans un bol de
centrifugation par des cycles répétitifs comportant une phase de remplissage

et de séparation.

Le débit de la pompe de circulation extracorporelle idéalement de 100
ml/min dirige le sang total vers un bol de centrifugation tournant entre 1400
et 4800 tr/min. La force de gravité peut atteindre 1300 G a la rotation
maximale. Le cycle de centrifugation s’interrompt lorsque le bol contient un
culot d’environ 350 ml d¢léments figurés a 65 % d’hématocrite,
correspondant a un volume de plasma séparé de 400 a 700 ml selon
I’hématocrite de départlll. Le culot de centrifugation est alors restitué au

patient et un nouveau cycle démarre.

Pour le prélevement des globules rouges, un hémocalculateur permet de
déterminer soit le volume a prélever pour atteindre un taux d’hématocrite
final souhaité, soit de connaitre ce taux pour un volume de prélévement
prédéfini. A l'arrét de la centrifugation, on préléve les hématies contenues
dans le bol de centrifugation et on restitue le plasma et la couche leuco
plaquettaire au patient et le cycle reprend. Le nombre de cycles dépend du
volume total d’hématies a prélever, en sachant que le volume maximum
prélevé par cycle est de 220 ml. Le taux d’hématocrite du concentré ainsi
obtenu est élevé, proche de 80 %. La durée de prélevement d'un concentré
d’hématies varie de 20 a 30 minutes. Il est fonction des débits permis par les
acces veineux et de la tolérance du patient a la réinfusion du citrate contenu
dans le plasma restitué. Ces systémes sont utilisés de préférence pour les

prélevements d’hématies d’un volume inférieur a 600 mlBl.



Entrée sang et

retour culot de 4=

centrifugation

Sortie
’plasma

Culot de
centrifugation

J Rotation

Figure 1. Bol de centrifugation a flux discontinu. Appareil HaemoneticsTM[1]

1.2. La centrifugation a flux continue

Il s’agit d'un systéme un peu plus complexe que le précedent mais le
principe est toujours basé sur la centrifugation qui se fait a l'intérieur d’'un
anneau. La séparation du sang total en ses différents constituants se fait en
continu. Le volume du circuit extracorporel est faible (150 ml a 350 ml) et
stable compte tenu du mode de fonctionnementl!l. La compensation
volémique est toujours gérée par le systéme. Il nécessite impérativement
deux acces veineux de bonne qualité. Enfin, la mise en ceuvre nécessite une
purge trés minutieuse du circuit. Parmi les avantages, il faut signaler la
bonne tolérance hémodynamique et un volume prélevé par unité de temps

important.

Le fonctionnement est entiérement automatisé, la surveillance est assurée
par une unité centrale informatisée qui analyse en permanence les
informations issues de différents types de capteurs : pression dans le circuit
extracorporel, détecteurs d’air et détecteurs optiques.
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Pour les échanges plasmatiques le débit sanguin doit étre au minimum de
40 ml/min. La vitesse de centrifugation est réglable de 400 a 5000 tours par
minute selon les modéles d’appareil entrainant une force de gravité
maximale dans l'anneau de centrifugation voisine de 1000 G pour une
vitesse de 5000 tours/min. En utilisation habituelle, on ne dépasse pas une
rotation de 2500 tours/min qui produit un culot de centrifugation a 70 %
d’hématocrite. Le volume plasmatique séparé par unité de temps est élevé ce
qui permet des séances beaucoup plus courtes que par la technique a flux
discontinu. Ces systémes sont utilisés pour le préléevement d’un volume

d’hématie supérieur a 600 mll! 31,
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Figure 2. Schéma de la centrifugation a flux continu. Pompe GR : globules

rouge ; pompe ACD : pompe pour l’anticoagulant citrate dextrose.[#
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éléments
figurés

Sortie Entrée
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Figure 3. Anneau de centrifugation continue a phase simple. Appareil
Cobe SpectraTM!-

1.3. La filtration

Cette technique d’épuration est basée sur le principe de la convection comme
en hémofiltration. La filtration effectue une séparation selon la taille des
molécules. En revanche la membrane de filtration utilisée en échange
plasmatique posséde une taille des pores beaucoup plus importante que
pour ’'hémofiltration conventionnelle, de 'ordre de 0,3 a 0,5 um, permettant
ainsi l'¢puration des molécules de large poids moléculaire jusqu’a 106

daltonsl/5l.
On distingue deux techniques :

- La filtration conventionnelle

- La filtration en cascade



1.3.1.La technique conventionnelle

Cette technique, nécessitant un volume extracorporel faible (80 ml en
moyenne), €était réalisée jusqu’a la fin des années 1990 par adaptation dun
filtre pour la séparation plasmatique sur des dialyseurs possédant un double
corps de pompe (une pompe d’acces, une pompe de restitution). Cette
technique n’autorisait pas le monitorage automatisé des séquences

extraction—-substitution.

Depuis le début des années 2000, les industriels ont développé des
moniteurs  hybrides comportant des  programmes  hémodialyse,
hémofiltration et échange plasmatique, ce dernier synchronisant le débit de

substitution du plasma avec la solution de substitution(il.

+J£a-,_ )
- @ cathéter de prise de sang

@ filtre membranaire
@circuit des ff'rF'thrf__:cr_'.ftr::-; .
@ plasma avec [ractons toxiques isolées

Figure 4. Schéma du circuit de la filtration conventionnellel6]
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Le sang du patient(l) pris au pli du coude est d’abord mélangé avec
I’anticoagulant avant de passer au travers d'une membrane qui a des pores
de 0,2 et 0,8um(2), permettant la séparation du plasma et des éléments
figurés du sang. Celle-ci favorise le recueil du plasma qui est soustrait avec
les toxines et les fractions immunologiques pathologiques de 1'organisme(4)
pour le remplacer a volume identique par diverses solutions isotoniques
salées, tandis que les éléments cellulaires du patient rejoignent la circulation

interne(3)[6l:

La pression transmembranaire doit étre surveillée en continu, son élévation
risquant de provoquer la rupture de la membrane et une contamination du
plasma par les ¢éléments figurés. En moyenne, une pression
transmembranaire de 70 mmHg et un débit sang compris entre 40 et 100
ml/min, sont requis pour obtenir un débit de plasma-filtration d’environ 10
ml/min. La possibilité de tourner a des débits plus lents et le volume
extracorporel faible font que la filtration est adaptée aux indications en
pédiatrie. Il faut noter que le pouvoir de séparation de ces membranes suit
une courbe décroissante au cours de ['utilisation. Cette technique est plus
onéreuse que la centrifugation en raison du cout élevé du matériel a usage

uniquell: 5 61,

1.3.2.La technique en cascade

Le principe de la filtration en cascade du plasma est clair déja dans le titre.
Le mot «cascade» indique que le processus de filtrage se déroule en plusieurs
étapes. la membrane de filtration est couplée a une colonne
d’immunoadsorption soit sélective (ProtéineA, cartouche tryptophane
phénylalanine, peptides synthétiques), soit spécifique (réaction antigéne
anticorps), soita une colonne d’affinité biologique (gels dextran sulfate,

10



précipitation en agarose héparinée, charbon activé, résines) ou enfin a une
colonne d’¢limination physique des molécules (double filtration,

cryofiltration, thermofiltration)!-

iy cathiter sanguin

@ fliire membranaire & flitrg membranaire T0nm
i cireult des drythrocyins @ meltcuies nochves

@) plasma sanguln o plasma dpurd

Figure 5. Schéma du circuit de la filtration en cascadelt

On distingue une premiére étape ou le sang prélevé(l) plus l'anticoagulant
passe par un filtre primaire(2) avec un diametre de pore de 400 nm, le
plasma(4) est alors séparé des éléments figurés du sang qui vont étre

redirigés dans la circulation systémique (3).

Dans la deuxiéme phase, le plasma(4) pénétre dans le deuxieme filtre(5) avec

un diameétre de pore de 70 nm que l'on désigne sous le terme de chambre a
11



fractionnement du plasma. Le plasma apres filtration passe dans la
colonne(7) puis est réinjecté au patient. Ce systéme de traitement du plasma

ne nécessite pas de liquide de substitution.

Les molécules(6) avec un poids moléculaire élevé, les substances nocives
pour le corps telles que les lipoprotéines athérogénes de faible densité,
autoanticorps, complexes immuns circulants ..., présents dans le plasma, en

raison de leur taille sélective de filtre a membranes sont éliminées [1. 6],

1.4. Le systeme DALI (direct adsorption of lipoprotein)

Cette technique plus récente, décrite par Bosch en 1993, permet 'extraction
des lipoprotéines athérogeénes sur le sang total sans séparation plasmatique
préalable. Elle comprend des colonnes a usage unique de gel de polyacrylate
de différentes configurations, DALI 500, DALI 700, DALI 1000 (2 x DALI 500)
correspondant a des volumes extracorporels de 330-430-580 ml. Le
mécanisme de fixation des LDL est fondé sur l'interaction entre les charges
positives des lipoprotéines Apo B et les charges négatives du dextran-sulfate
ou des ligands polyacrylates. La vitesse moyenne de la pompe sang est
comprise entre 50 et 60 ml/min. Chaque séance traite environ 1,5 masse
sanguine.Cette technique est sélective et performante sur sang totalll. 41,

Aucune solution de substitution n’est nécessaire.
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DALI® LDL apheresis
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Air
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Figure 6. Schéma du circuit pour la technique DALI.

1.5. Autres techniques
Il s’agit des techniques trés sélectives
1.5.1. ’immunoadsorption :

L’immunoadsorption repose sur une séparation plasmatique en deux étapes.
La premiére étape consiste a séparer le plasma a partir du sang soit par
filtration ou par centrifugation. Le plasma ainsi obtenu passe par une
seconde étape de séparation avec des colonnes contenant des motifs
antigéniques particuliers appelés ligands, permettant de retenir les
immunoglobulines. Leur fixation basée sur le principe d’une
chromatographie d’affinité est réversible. Certains systémes

d’immunoadsorption ont été congus pour permettre 1'utilisation d’'une paire
13



de colonnes en alternance.Pendant la séance, elles fonctionnent de maniére
alternative aprés chaque cycle, la premiére adsorbe pendant que la deuxiéme
se régénére,La solution éluante a pH bas permet d’éliminer les
immunoglobulines des colonnes. Ces systémes augmentent l’efficacité de
I’épuration en limitant le phénomeéne de saturation des colonnes. Le propre
plasma du patient ainsi déplété en immunoglobulines lui est restitué. Ces
colonnes restent encore couteuses limitant la diffusion de la technique pour
I'instant. Cependant I’épurationsélective sans nécessité d'une compensation
plasmatique fait de Iimmunoadsorption une technique d’avenir

prometteusel® 5l

Option 1:
Articoagulant
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Anticoaguiant
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pump
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Figure 7. Schéma du circuit pour la technique d’immunoadsorption/?.
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Les domaines d’application de I'immunoadsorptioni! :

* en néphrologie (hyper immunisation HLA, Wegener, rejet humoral de

greffe...) ;

en cardiologie (cardiomyopathie dilatée) ;

* en dermatologie (Pemphigus bulleux) ;

en hématologie (hémophilie acquise, avec inhibiteurs anti facteur VIII et IX

.. PTI) ;
* en neurologie (Myasthénie Gravis, Guillain Barré récidivant).

1.5.2.MONET (Membrane filtration Optimised Novel

Extracorporeal Treatment):

C’est une Double filtration avec une séparation spécifique pour les molécules
inférieures a 100 kD. En plus d’une connexion sécurisée et de l'utilisation
d’'une solution de citrate spécifique, il y a un détecteur colorimétrique de
fuite de sang. Au préalable, des tests préliminaires des pressions sont

effectués pour éviter les erreurs de montage.

Tous les cycles de rincages restent automatisés [#l.
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Figure 8. Schéma du circuit pour la technique MONET!.
2. Les liquides de substitutions

Les hémaphéreses sont toujours réalisées dans des conditions de normo
volémie.ll n’existe pas de substitut idéal capable d’assurer, a la fois, un bon
remplissage pendant une durée suffisante, d’é€tre atoxique, non

immunogéne, non infectant, facilement disponible et peu onéreux.

I1 faut compenser la perte de volume intravasculaire. Les produits utilisés
pour compenser cette perte de volume et maintenir la pression oncotique ont
tous des avantages et des inconvénients. Les produits utilisés sont les

suivantsl!, 2,3, 5]
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Leplasma frais congelé : L’utilisation du plasma frais congelé n’est justifiée
que dans des indications thérapeutiques particuliéres telles que le purpura
thrombotique thrombocytopénique (PTT) et le syndrome hémolytique et
urémique (SHU). C’est le seul produit capable de remplacer les facteurs de la
coagulation l’hors des échanges plasmatiques; cependant, comme tout autre
produit biologique, il ne peut étre considéré exempt de risque de
transmission d’une infection. Le plasma peut également provoquer une
sensibilisation aux antigénes érythrocytaires et aux antigénes
d’histocompatibilit¢ humains (HLA). La quantité substantielle de citrate
contenue dans le plasma frais congelé peut par ailleurs causer une
intoxication par le citrate et une hypocalcémie si le débit de perfusion est

élevé ou qu’un volume important est administré.

Leplasma surnageant de cryoprécipité est utilisé fréquemment comme
produit de remplissage chez les patients présentant un purpura
thrombotique thrombocytopénique. Comme ce produit est dépourvu de
multimeres de facteur de Von Willebrand de haut poids moléculaire, qu’on
associe a la pathogénie du purpura thrombocytopénique thrombotique, il
peut étre plus avantageux que le plasma frais congelé pour le traitement de

ces patients.

L’ hydroxyéthylamidons (HEA): Ce sont les colloides artificiels. Ils’agit de
polysaccharides naturels modifiés d’origine végétale.Seules les solutions a
poids moléculaire moyen sont utilisées :200 et 130 daltons. Leur demi-vie
plasmatique comprise entrel2 et 24 heures est suffisante pour éviter des

manifestationsd’hypovolémie au décours et a distance du traitement.

Les réactions allergiques aux HEA sont trés rares. Des interactions avec
I’hémostase au niveau du facteur Willebrand avec une réduction de

l'agrégation plaquettaire ont été décrites ainsi que des phénomenes
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d’accumulation susceptibles d’induire des Ilésions rénales et des
hépatopathies de surcharge. Ces complications étaient produit et dose-
dépendantes. Elles sont moins importantes avec les solutions dont le poids
moléculaire est plus faible. Les volumes perfusés lors des érythraphéréses ne
sont pas susceptibles d’induire ce type de complications. Cependant, comme
il n’est pas possible de s’affranchir du respect des résumés des
caractéristiques produits (RCP), l'albumine sera substituée aux HEA au
cours des troubles constitutionnels ou acquis de I’hémostase, des

insuffisances rénales et des atteintes hépatiques inflammatoires (hépatite C).

L’albumine : L’albumine représente 60 a 80% de la pression oncotiquetotale
du plasma. La quantité d’albumine dans 'organismese situe entre 4-5 g/kg.
Un tiers de 'albumine échangeablese retrouve dans le secteur vasculaire, le
reste se répartit dans les liquides interstitiels. Chez ’adulte, la demi-vie est
de trois semaines. L’albumine utilisée en thérapeutique est produite par
fractionnement du plasma humain. Des procédures d’inactivations virales

sont appliquées au produit au cours de sa préparation.

Pour les aphéreses, seule les concentrations 4% et 5% sont utilisées. La
solution a 4% est légérement hypo-oncotique, ce qui entraine un remplissage
insuffisant pour une substitution strictement isovolémique. La solution a 5%
corrige ce déficit et peut étre administrée en quantité équivalente a la perte
de volume, mais elle est parfois associée a un allongement du temps de
céphaline activée (TCA), a wune hypofibrinogénémie et a une
thrombocytopénie. En général, la variation des parameétres de coagulation
n’entraine pas de saignements cliniquement significatifs, et ces parameétres
reviennent a un niveau normal dans les 24 a 72 heures suivant 'aphérése. I1
n’existe pas de toxicité foeto-embryonnaire, c’est le seul colloide a avoir

I'indication chez la femme enceinte.
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Les hématies: Lors des échanges transfusionnels chez les
drépanocytaires,la compensation de la soustraction d’hématies se fait avec
desconcentrés de globules rouges homologues, phénotypés et sipossible
compatibilisés. Le volume a transfuser est calculé automatiquementpar
I’hémocalculateur du séparateur. Il suffit deconnaitre le poids et la taille du
patient, son hématocrite initialet le pourcentage d’hémoglobine S avant la
séance. Le but aatteindre est de diminuer le taux de I’hémoglobine S en

dessous de 30%sans modifier le taux d’hématocrite.

3. Les anticoagulants

L’utilisation des anticoagulants est indispensable. Elle repose sur I’héparine
seule ou associée a ’ACD-A (citrate agissant par chélation calcique) dans la
technique de filtration, et sur Les solutions de citrate de calcium (ACD)

formule A ou AB en cas de centrifugation.

Le volume de l'anticoagulant est proportionnel au volume épuré, ce dernier
est calculé par la machine en fonction : du sexe, du poids, de la taille, de
I’hématocrite. Le volume d’anticoagulant a injecter est alors calculé et

modulé si le malade a un probléme de la coagulation.

Les sels de citrate empéchent les phénomeénes de coagulation en chélatant le
calcium ionisé et en inhibant ainsi l'agrégation plaquettaire. Ils n’entrainent
jamais de troubles de I’hémostase.Le rapport ACD/sang sera réglé entre
1/10 et 1/16 en fonction du séparateur et de la solution de citrate utilisée.
I1 ne faut pas oublier que ’ACD-A doit étre limité en dose chez l'insuffisant
hépatocellulaire en raison du métabolisme hépatique du citrate et en cas de

substitution plasmatique par le plasma frais congelé déja citraté.
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L’héparine est unmucopolysaccharide acide qui se lie a 'antithrombine 3.
Cette liaison détermine une action anticoagulante immédiate et une
inhibition de l’agrégation plaquettaire induite par la thrombine. II faut
environ 2h pour qu’elle soit éliminée de la circulation. Il ne faut jamais
I'utiliser comme anticoagulant en cas de trouble de la coagulation qu’elle

peut majorer ou en période de regles chez la femme.

En méthode de filtration, les doses d’anticoagulants ne sont pas
parfaitement définies mais I’héparinisation est indispensable. Les
techniciens d’hémaphérese doivent savoir moduler les doses en fonction de

I’aspect des lignes de circulation extracorporelle.

La prévention des effets secondaires dus a lanticoagulation se fait en
employant du calcium en injection intraveineuse lente pour le citrate. Pour
I’héparine, on utilise par voie intraveineuse le sulfate de protamine, qui la
neutralise, il faut bien surveiller le bilan de la coagulation car il existe des

chocs a la protamine, la liaison héparine-albumine est instablel!. 2. 3],

4. Les acceés vasculaires

L’accés veineux périphérique (VP) : Il doit permettre un débit constant de
bonne qualité surtout par la méthode de filtration. Dans la mesure des
possibilités, on doit privilégier 'abord vasculaire périphérique en utilisant
des mini cathéters de calibre gauge 16 au minimum et gauge 14 de
préférence, introduits dans une grosse veine antécubitale ou au pli du
coude, permettant un débit régulier supérieur ou égal a 40 ml/min et
présentant le minimum de risques de complications septiques. Ce n’est que

devant I’échec de la voie périphérique que les autres voies seront utilisées.
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Les voies veineuses centrales : Le matériel est le méme que celui utilisé
pour I’hémodialyseaigué. Il s’agit d'un cathéter de silicone d’environ 20 cm
(échange d’hématies) a 30 cm (échange plasmatique)de long contenant deux
lumiéres cylindriques concentriques.La lumiére dite artérielle ou d’acces,
s’ouvre latéralementquelques cm avant la lumiére distale dite veineuse ou de

retour. Celadiminue la recirculation du liquide réinjecté.

Dans le cas particulier des échanges d’hématies chez les drépanocytaires, la
mauvaise qualité fréquente du réseau veineux superficiel peut conduire a
poser un acces veineux central. Les voies veineuses utilisablessont les veines

sous-clavieres, fémorales, jugulairesinternes et axillaires.

Shunt et fistule artérioveineuse : IIs sont peu utilisés dans les échanges
plasmatiques en réanimation.L’indication peut étre portée dans le cas d’EP
pourpathologie chronique nécessitant des échanges répétitifs aulong cours,
chez des patients disposant d’un capital veineuxpériphérique médiocre. Ils
autorisent pour ces patients la réalisationde séances d’hémaphérese en
ambulatoire en hopitalde jour, dans les mémes conditions que par voie

périphérique.[!. 2. 3]

5. Evolution des technologies d’aphéréses

L’aphérése (simple ou combinée) permet d’obtenir, a partir d'un seul
donneur et au moyen d’un séparateur, un ou plusieurs produits sanguins
préts a étre étiquetés, stockés et distribués (plaquettes, plasma, globules
rouges, granulocytes). De ce fait, l'aphérése représente un progres
considérable dans lautomatisation et la standardisation des produits

sanguins labiles. Cela permet de prélever, de séparer, de déleucocyter dans
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le méme temps. Toutes ces phases qui étaient chronologiques deviennent

donc contemporainesl4 7I.

La mise en place : Les premiers séparateurs de cellules opérationnels sont
apparus dans les années 1970-1975, bien que ce concept ait été décrit avant
1970. Au départ, ils étaient destinés a épurer des globules blancs en exces,
puis a recueillir des granulocytes a 'aide de « bols » réutilisables. L’'intérét de
I'utilisation de ces machines s’est ensuite focalisé sur le recueil des
plaquettes avec un dispositif & usage unique (Haemonetics). A cette époque,

le produit était contaminé en globules blancs et en globules rouges.

La premiére évolution technologique : Elle s’est faite dans le cadre de la
purification du produit, par exemple produit désérythrocyté, partiellement

déleucocyté.

La deuxiéme évolution technologique : clle se caractérise par la poursuite
de la purification du produit et amélioration du rendement grace a
I'introduction des logiciels de programmation qui étaient, soit les prédicteurs

de rendement, soit pilotant directement les parameétres de la procédure.
La troisiéme évolution technologique : clle est caractérisée par :
Une réduction du volume extracorporelle.

Une augmentation du rendement grace a des dispositifs de contréle

d’interface performants.

Une connexion informatique permettant de recueillir les données de la

procédure.

Une modification du DMU (dispositif médical a usage unique) dans le sens
d’'une plus grande sécurisation (Poche d’¢chantillonnage, protecteur
d’aiguille...).
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Une ameélioration des techniques de déleucocytation (élutriation pour

Amicus).

Parallélement, grace aux études sur la filtration, la membrane rotative pour

le recueil du plasma (Auto C — Baxter) a été mise au point.

La quatriéme évolution est caractérisée par le prélévement des globules
rouge par aphérése. Soit dans le cadre d'une aphérése combinée(en général 1
CPA + 1 CGR) ou soit une aphérese simple de globules rouges (2 unités de

globules rouges).

Les différents séparateurs actuels utilisent presque tous, ces évolutions
technologiques allant vers un meilleur confort pour le patient et le donneur,
une sécurisation du produit, une fiabilité de la procédure, une augmentation

de la performance des alarmes.

Les séparateurs les plus utilisés actuellement sont :
e HaemoneticsMCS 3P, MCS+ ;

¢ Baxter - Amicus ;

* Gambro- Trima et Spectra ;

* Baxter — Auto C.

Ils sont pour la plupart, équipés d’écrans tactiles (sauf Auto C et Spectra), de
programmeurs en fonction des parameétres des donneurs, de sécurités

accrues et de possibilités de prélevements multiples (sauf pour ’Auto C)[71.
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CHAPIIRE 2 : LE PRELEVEMENT DES
GLOBULES ROUGES
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LE PRELEVEMENT DE GLOBULES ROUGES

L’érythraphérese est une technique d’aphérése qui permet le prélévement
sélectif des hématies d’'un donneur ou d’un patient grace a un séparateur de
cellules. Elle offre la possibilit¢ de prélever un grand volume d’hématies

rapidement, en toute sécurité et de facon automatisée.

DONNEURS
CGR d'Aphérése donneur
centrifugation

CGR d'Aphérése pour transfusion

autologue programmeée

sang total ———» globules

séparation Echange de globules rouges : drépanocytose

rouges

MALADES

Hémodilution thérapeutique: ophtalmologie et

ORL
Figure 9.Processus de prélevement des globules rougeskl.

ORL : oto-rhino-laryngologie

25



1. Le don de globules rouges par aphérése

Les prélevements de globules rouges (GR) par aphérése sont effectués chez
les sujets agés de 18 a 60 ans jusqu’au jour de leur 61éme anniversaire

exclu.

La fréquence du prélévement ne dépasse pas 2 par an chez les hommes et

chez les femmes pour les dons simples de globules rouges d’aphérése.

A Texception des dons d’aphérése simples de GR qui ne sont effectués que
par des donneurs pesant au moins 65 kg et mesurant au moins 165 cm,
chaque don destiné a la préparation d'un produit sanguin labile(PSL) a
usage thérapeutique ne peut €tre effectué par une personne pesant moins de
50 kg. La décision de prélever des donneurs de moins de 50 kg est laissée a

I’appréciation du médecin de prélevementl! 2.

Le volume maximal recueilli lors d'un prélévement de globules rouges par
aphérése est de 250ml par concentré de globules rouges prélevé. La
détermination de la quantité de globules rouges a prélever par don a pour
objectif d’assurer d'une part, une concentration sanguine en hémoglobine
minimale en fin de prélevement chez le donneur de 11g par 100 ml et d’autre
part, une quantité minimale d’hémoglobine dans le CGR prélevé apres

déleucocytation de 40 g.

Le don se fait par un donneur d’aphérése et chaque don est précédé d’une
détermination de la concentration sanguine en hémoglobine ou du taux
d’hématocrite. La concentration en hémoglobine ne doit pas étre inférieure a
13,5 g/ 100 ml pour les femmes et pour les hommes. L’hématocrite ne doit
pas étre inférieur a 42% pour les femmes et pour les hommes. Une

numération globulaire et plaquettaire est réalisée avant chaque don.
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Un dosage de la ferritine est pratiqué sur le premier don. Si la concentration
sanguine en ferritine sur le premier don est inférieure a 20 ng ml-1, le
donneur est exclu définitivement du don de globules rouges par aphérese. Si
elle est supérieure a 20 ng ml-1 le dosage n’est pas réalisé sur les dons

ultérieurs.

Le responsable du prélevement évalue la nécessité de réaliser un bilan
d’hémostase comportant une mesure du temps de Quick et du temps de

céphaline avec activateur en fonction de 'examen médicalll. 21,

2. Les différents types de concentrés de globules rouges

On distingue plusieurs types de concentrés de globules rouges (CGR)
obtenus a partir du concentré de globules rouge déleucocyté (CGR D). Le
concentré de globules rouges peut étre donc phénotypé, CMV négatif,

compatibilisé ou transformé : irradié, déplasmatisé, ou cryoconservé.

La transfusion dun CGR chez ladulte éléve en moyenne le taux
d’hémoglobine de 1 g dl-1 et le taux d’hématocrite de 2%. Le CGR doit étre
transfusé avec un filtre a 200 pm en étant conservé a 4 °C au réfrigérateur
jusqu’a sa transfusion qui doit étre impérativement réalisée dans les 6 h
suivant sa distribution. Ils sont indiqués en cas d’anémie mal supportée ou
survenant sur un terrain a risque cardio-vasculaire (le taux d’hémoglobine

n’étant pas a lui seul un critére motivant la prescription).

Le concentré de globules rouges déleucocyté (CGR D) :
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Il1 résulte de la séparation d'un don de sang total. Le volume moyen est
d’environ 300 ml : ’'hématocrite de 50 a 70%, le contenu total minimal en
hémoglobine est supérieur a 40 g par CGR D. Il doit étre conservé entre +2 et
+8 °C avec enregistrement permanent de la température. La péremption est

de 42 jours (grace a une solution de conservation de SAG-M).

CGR phénotypé :

Le CGR respecte au minimum la compatibilit¢é ABO et Rh D, le produit
phénotypé tient compte des antigenes C, c, E, e du systéme Rhésus et de
l'antigéne K du systéme Kell. Le CGR phénotypé est obligatoire chez les
femmes de moins de 45 ans (prévention de l'allo-immunisation pour les
grossesses a venir), chez les patients déja immunisés contre un de ces
antigénes, et conseillé préventivement chez les transfusés au long cours. Le
phénotypage pourra €étre étendu aux autres systémes de groupe les plus
immunogénes (Duffy, Kidd, MN/Ss) en cas de poly-alloimmunisation, ou de

maladie hématologique entrainant des transfusions itératives.

CGR compatibilisé :

L’épreuve de compatibilité croisée réalisée dans les établissements de
transfusion sanguine consiste a mettre en présence du sérum du malade les
globules rouges destinés a lui étre transfusés, le CGR peut étre transfusé en

I’'absence d’agglutinines.

Elle est indiquée :
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— chez tout patient présentant ou ayant présenté un (ou plusieurs) allo-
anticorps anti-érythrocytaire(s) vis-a-vis de CGR phénotypés Rh Kell, en

dehors de 'urgence vitale (obligation réglementaire).

— chez le nouveau-né, en présence d’anticorps antiérythrocytaires, les CGR
sont compatibilisés vis-a-vis du sérum de la mere, d’ou proviennent les

anticorps. En cas d’indisponibilité de ce sérum, celui de I'enfant est utilisé.

CGR anti-CMV négatif :

Cette qualification s’applique aux CGR provenant de donneurs chez lesquels
la recherche d’anticorps anti-CMV est négative au moment du don. Sa
disponibilité est limitée du fait de la séroprévalence élevée (30 a 80%) des
anticorps anti-CMV dans la population des donneurs de sang. Il est a noter
que le CMV ayant une localisation quasi exclusivement intra-leucocytaire
(monocytes), la seule déleucocytation contribue a la prévention de sa
transmission, sans que l'on puisse déterminer si l’association des deux

méthodes apporte, ou non, une meilleure prévention.

En raison de la faible disponibilité du produit et des doutes quant a sa
supériorité sur le CGR déleucocyté, il apparait nécessaire de hiérarchiser les

indications.

—-La principale indication est la greffe de cellules souches hématopoiétiques
allogéniques lorsque donneurs et receveurs sont non porteurs du CMV avant

greffe.

Dans la limite des produits disponibles les CGR anti-CMV négatifs sont

indiqués chez:

— les femmes enceintes CMV négatives,
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— les prématurés de moins de 32 semaines d’age gestationnel, lorsque la

mere est séronégative pour le CMV,

— les receveurs de greffe de poumon, quel que soit leur statut sérologique vis-

a-vis du CMV,
— les indications ne faisant pas l'objet d'un accord professionnel :

* patients CMV négatifs en situation d’attente de greffe, afin de préserver

leurs chances de rester CMV négatifs,

* receveurs CMV négatifs de greffes autres que celles de cellules souches

hématopoiétiques ou de poumon, lorsque le donneur est CMV positif,

* receveurs de greffe CMV positifs.

CGR irradié :

Le CGR irradié est obtenu par irradiation du produit sanguin a la dose de 25
a 45 Grays, ce qui inactive les lymphocytes T immunocompétents sans
entrainer d’altération fonctionnelle du produit sanguin. Elle prévient la
réaction du greffon contre ’hote (GVH) chez les patients immunodéprimés.

Les indications sont :

— greffe de moelle, affections malignes traitées par chimiothérapie lourde,

déficits immunitaires,
— lors de transfusions in utero, des prématurés, des nouveau-nés,

— lors de transfusions intrafamiliales.
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CGR déplasmatisé :

La déplasmatisation consiste a faire des lavages successifs avec du NaCl
0,9%, ce qui €élimine la presque totalité du plasma résiduel et la solution de

conservation.
Le taux de protéines résiduelles doit étre inférieur a 0,5 g par CGR.
Les indications sont :

— la prévention des réactions allergiques majeures ou répétées et

invalidantes,

— le déficit congénital en IgA : risque de choc anaphylactique par transfusion
dIgA si des anticorps anti-IgA sont présents, ou de sensibilisation si les

anticorps anti-IgA ne sont pas encore apparus,

— lexistence d’antécédents de  purpura posttransfusionnel (la

déplasmatisation assure une déplaquettisation),
— ’hémophilie avec anti-facteur VIII acquis.
CGR cryoconservé :

Le CGR cryoconservé est congelé a trés basse température (< —150 °) avec un

cryoprotecteur : le glycérol.

Cette technique est réservée a des CGR de phénotype trés rare et aux
patients poly-immunisés pour lesquels on constitue une réserve de

concentrés de globules rougesl/?l.

Un bilan immunohématologique doit étre réalisé avant la transfusion dun

CGR, ce bilan comprend :
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— Le groupage ABO Rhésus: deux déterminations ABO rhésus sont
obligatoires. on utilise ’épreuve globulaire de Beth-Vincent qui identifie les
antigenes présents sur les hématies grace a des sérumstests anti-A, anti-B
et anti-AB et [’épreuve sérique de Simonin qui identifie les anticorps
présents dans le sérum grace a des panels d’hématies de groupes sanguins

connus A, B et O. la compatibilité ABO doit étre respectée [1. 2],

n

A

AB:

\V 4

Figure 10.Laregle de compatibilité ABO pour la transfusion du CG

— Identification de lantigene D par un anticorps anti-D. Elle est
systématiquement réalisée lors du groupage sanguin (+ témoins). Le

phénotype Rhésus doit étre déterminé.

— La RAI ou recherche d’anticorps irréguliers anti globules rouges est
obligatoire avant toute transfusion de CGR.En pratique, elle dépiste la
présence d’anticorps irréguliers dans le sérum du patient grace a un panel
d’hématies test de groupe O comprenant la plupart des antigénes

susceptibles d’étre a l'origine d’accidents transfusionnels. Si le dépistage est
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positif, une identification de ’anticorps est effectuée grace a un panel d’au
moins 10 hématies distinctes dont les réactions d’agglutination permettent
de dépister 'antigéne cible et donc la spécificité de ’'anticorps en cause (anti

D, anti K, etc).

— L’épreuve de compatibilité au laboratoire : Elle est obligatoire pour les
patients immunisés. Lorsquune RAI est positive, lidentification dun
anticorps n’est pas toujours possible, ou l’anticorps identifié peut en
masquer un autre. L'épreuve de compatibilité croisée au laboratoire permet
de s’assurer de la compatibilité du produit. Le délai maximal de validité du

test est de trois jours [21.

3. Le prélévement de globules rouges autologues d’aphérése

La transfusion autologue programmeée est une technique qui consiste a
prélever le sang du patient dans les semaines précédant l'intervention, et a le
lui restituer pendant la période per ou post opératoire. Elle n'est indiquée
que pour des interventions programmeées s'accompagnant d'une hémorragie
suffisamment importante pour justifier unetransfusion. Elle est intéressante
particulierement en chirurgie orthopédique (hanche, genou, chirurgie

rachidienne des scolioses...) et la chirurgie cardiaquel2l.

L’intérét de la transfusion autologue programmeée a été défini comme devant

étre :

— efficace : réduction de la transfusion homologue selon un rapport variant

de 4 a5,

— bénéfique pour le patient : 3 a 4 fois moins de déclarations d’effets

indésirables que pour le sang homologue,
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— bénéfique pour I’établissement de soins : diminution du cott,
— et bénéfique pour la société.

Parfois réclamée par le patient, ou proposée par le chirurgien, elle est le plus
souvent prescrite par l'anesthésiste et mise en ceuvre par 'hémobiologiste a
IETS. La TAP nécessite une collaboration étroite de ces différents

partenaires.
La stratégie transfusionnelle :

Elle doit étre adaptée a chaque patient. Les critéres définis par les

anesthésistes sont les suivants :

— saignement total calculé en fonction du type d’intervention,
— masse érythrocytaire du patient en fonction :

¢ de son hématocrite,

* de son volume sanguin total : 70 a 75ml kg-1 chez 'homme et 65 a 70 ml

kg-1 chez la femme,
— seuil transfusionnel fixé en fonction des antécédents du patient.

La perte sanguine totale ou somme de la perte de sang est évaluée. Elle peut
étre compensée par la transfusion de CGR ou ne pas étre compensée car

autorisée par 'abaissement du seuil transfusionnel :

— la perte compensée est exprimée en ml de globules rouges a 100%

d’hématocrite. Un CGR équivaut a 150 ml de globules rouges a 100% ;

— la perte non compensée est fonction du calcul suivant : VST x (Hteinitial
(J~1) — Htefinal (J+5).
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Exemple de calcul de la perte sanguine totale : une femme de 60kg, opérée
dune PTH, avec un hématocrite initial de 36% et un hématocrite final de

24% a recu 2 CGR.
La perte compensée : 2 x 150 ml = 300 ml de GR

La perte non compensée : VST x (0,36 — 0,24) = (70 x 60) x 0,12 = 504 ml de
GR

La perte sanguine totale = 504 + 300 = 804 ml de GR ce qui correspond a
2680 ml a 30%.

On distingue des techniques qui sont réalisées dans les établissements de
transfusion sanguine (transfusion autologue différée, érythraphérese) et
d’autres réalisées par les établissements de soins (récupération per et

postopératoire)[2l.
Les techniques mises en place dans les ETS :

Ces techniques se sont développées dans les années 80 a cause de la
perception du risque virologique lié a la transfusion homologue. Le nombre
de PSL autologues prélevés ces dernieres années est en diminution
constante a cause d’'une démarche plus rationnelle des indications, des
moyens nouveaux de préparation a une intervention chirurgicale

(érythropoiétine notamment) et d’épargne de sang peropératoire.

Les critéres d’inclusion sont différents de celui des donneurs de sang (age,
antécédents, médicaments, analyses virologiques puisque sont admis des
ALAT élevées, un TPHA positif et des anticorps anti-HBc positifs si associés a
des anticorps anti-HBs positifs). Donc les circuits doivent étre différents de

ceux des donneurs de sang.
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Le sang prélevé fait 1'objet d'un étiquetage spécial. Il est distribué le jour de
l'intervention. S'il n'est pas utilisé, il est retourné a 1'ETS distributeur et

détruit.
Deux techniques peuvent étre proposées :

— La transfusion autologue différée : il s’agit d'un don de sang total qui est
ensuite séparé en CGR et plasma autologue et qui peut étre effectué une fois
par semaine pendant deux a trois semaines de facon a obtenir la quantité de

globules rouges nécessaires.

— TAE (transfusion autologue par érythraphérése) est une technique qui
permet le préléevement par aphérese de 1 a 3 concentrés globulaires
appauvris en leucocytes de 200 ml chacun (avant ’addition de la solution de
conservation), et une hémodilution. La procédure est réalisée 15 jours a 3
semaines avant l'intervention de facon a stimuler I’érythropoi¢se. Les poches
sont stockées a +4 °C et peuvent €tre conservées42 jours. Cette procédure a

éte validée par I'EFS avec la MCS 3P.
Avantages :

. prévention de l’allo-immunisation anti-érythrocytaire : prévention
primaire (avenir obstétrical et transfusionnel : intérét si groupe sanguin

rare), prévention secondaire si allo-immunisation antérieure,
* prévention secondaire des autres immunisations (HLA- anti-HLA),

o prévention de leffet immuno-modulateur de la transfusion sanguine

homologue,

* prévention de la transmission d’agents infectieux provenant de donneurs

(mais attention, le risque de contamination bactérienne demeure),
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» stimulation de I’érythropoiése avec pic réticulocytaire au 9e jour.
Inconvénients :

* Risques pour le patient : risques liés a la transfusion de PSL autologues
(hémolytique par dysfonctionnement du circuit, infectieux), risques liés au
prélevement (cardio-vasculaires, anémie secondaire, interférence anémie-
hémostase), risques pour la collectivité : critéres différents des donneurs de

sang avec risques vis-a-vis des parasites et des prions.
* Aspect économique : il s’agit de techniques colteuses.

e Regles pré-transfusionnelles : identiques au don homologue.
L’érythropoiétine commercialisée sous le nom d’Eprext ou de Recormont
posseéde '’AMM pour l'utilisation chez les insuffisants rénaux et dans les
protocoles de transfusion autologue différée, en association a un traitement
martial lorsque le taux d’hématocrite est inférieur a 39% avant le début du
protocole. Des cas récents d’anticorps anti-érythropoiétine ont été décrits

essentiellement avec I’Eprext.

Les techniques mises en place en per et postopératoire :
Deux techniques peuvent étre associées :

— La récupération per opératoire avec filtration et lavage : il s’agit dune
technique qui est réalisée au bloc opératoire a ’aide d’appareils entierement
automatisés : le sang épanché, aspiré est mélangé au sérum physiologique
hépariné et stocké dans un réservoir muni d’un filtre. Apres filtration, il est
transféré a ’'aide d'une pompe dans un bol de taille variable (70, 125 ou 175
ml) ou les globules rouges sont séparés du surnageant et du plasma évacués

dans un sac a déchet. Lorsque le bol est plein, les globules rouges sont lavés
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avec du sérum physiologique. Les facteurs de coagulation activés,
I’hémoglobine libre plasmatique, 'anticoagulant, les débris cellulaires sont
évacués vers le sac a déchet. Aprés lavage des globules rouges et
concentration a un hématocrite de 50 a 70%, le sang est transféré dans une

poche de réinfusion.

Les contre-indications sont les sepsis, les pathologies carcinologiques et

I'utilisation de colle biologique in situ.

La récupération peropératoire est indiquée en chirurgie cardiaque (reprise de
valve, pontage, dissection aortique), orthopédique (rachis, reprise de
prothése de hanche), vasculaire (anévrisme aorte abdominale, pontage aorto-

fémoral), transplantation hépatique.

— La récupération post-opératoire avec filtration sans lavage : on dispose de
plusieurs dispositifs permettant la récupération et la réinjection apres
filtration des pertes hémorragiques postopératoires (Hemovac™, Pleuvac™,).
Le volume de réinjection est limité a 1 1 et le délai de transfusion inférieur a
6 h.

Les témoins de Jéhovah refusent la TAP, acceptent le traitement par
I’érythropoiétine (quand elle ne contient pas d’albumine). Certains acceptent

la récupération per et post-opératoire car le sang est traité en continu.
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4. L’érythraphérése thérapeutique

Le prélevement d’hématies a un patient peut avoir plusieurs objectifs qui

correspondent aux différentes indicationsl!: 2. 3,8,9,10] :
* Réduction de la volémie érythrocytaire au cours des polyglobulies

« Déplétion martiale par stimulation de Iérythropoiese pour les

hémochromatoses

» Echange d’hématies chez les patients drépanocytaires homozygotes ou au

cours d’acces palustres graves

* Hémodilution lors des occlusions veineuses rétiniennes.

4.1. Les polyglobulies

La polyglobulie est une augmentation anormale du nombre des globules
rouges dans le sang, ce qui implique une augmentation du volume occupé
par ces derniers. On distingue les polyglobulies primitives, dues a un
fonctionnement exacerbé de la moelle osseuse qui produit les globules
rouges, causé généralement par une maladie de la moelle osseuse comme la

maladie de Vaquez et les polyglobulies secondaires.

La saignée de sang total, simple a réaliser, est le moyen le plus classique de
réduire la pléthore érythrocytaire des patients ayant une polyglobulie. Mais

elle présente des limites qui justifient le recours a ’érythraphérése.

En effet, 'élévation parfois trés importante du taux d’hématocrite dans la
maladie de Vaquez et plus rarement dans certaines polyglobulies
secondaires, entraine une hyperviscosité sanguine qui rend laborieux le

prélevement de sang par gravité.
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Plusieurs saignées sont nécessaires pour atteindre I’hématocrite souhaité
entre 42 et 45% et les volumes soustraits sont dans tous les cas limités a
500 ou 600 ml. Pour normaliser le taux d’hématocrite, il faut multiplier les
préléevements a un rythme rapproché ce qui n’est ni trés confortable, ni trés
efficace. Or l’hyperviscosité engendrée par laugmentation de la masse
érythrocytaire est responsable de céphalées, de troubles visuels, de prurit,
d’acouphénes, voire de confusion mentale. En outre, un risque de thrombose
artérielle ou veineuse existe et s’exprime dés la phase initiale de la maladie.
Pour une meilleure prise en compte ou prévention de ces complications, il
est nécessaire de normaliser le plus rapidement possible I'’hyperviscosité
sanguine, ce qui ne peut se faire, dans de bonnes conditions, qu’avec la
technique d’é¢rythraphérése. C’est la seule capable de soustraire en toute
sécurité plus de 1000 ml d’hématies si nécessaire et d’atteindre l’efficacité

thérapeutique en une ou deux séances.

4.2. Hémochromatose génétique

L’hémochromatose génétique (HG) est une maladie familiale caractérisée par
une accumulation progressive de fer dans 'organisme (notamment le foie, le
pancréas et le cceur) et liée a une anomalie héréditaire du passage du fer

alimentaire dans le sang.

Les signes cliniques sont généralement tardifs. En ’'absence d’un traitement
adapté, l'affection est responsable de trouble d’aggravation progressive en
rapport avec le dysfonctionnement des organes surchargés en fer : fatigue
générale, teint anormalement bronzé, gros foie avec risque de cirrhose puis
cancer, diabéte,douleurs articulaires, d’arthrite et rhumatisme, diminution
des fonctions sexuelles, anomalies du rythme cardiaque et, parfois
insuffisance cardiaque.
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Le pronostic de ’hémochromatose génétique est étroitement lié a la durée de
la surcharge en fer. La déplétion érythrocytaire par saignée de sang total,
jusqu’a épuisement des réserves martiales, représente le traitement de
référence. Il a en effet été démontré que lorsque le traitement par saignée
était débuté précocement avant l'apparition de diabéte et/ou de cirrhose,
une régression de certains signes cliniques (asthénie, mélanodermie,
hépatomégalie, cardiopathie) et biologiques était possible et l'espérance de

vie des patients traités rejoignait celle de la population générale.

Le traitement par saignée se fait en deux phases. Pendant la phase initiale
les saignées se font toutes les semaines pendant plusieurs mois (2 a 24 mois
et peut durer jusqua 3 ans selon limportance et l’ancienneté de la
surcharge) de facon a désaturer le malade, c’est-a-dire €éliminer 'exces de fer
qui s’est constitué depuis la naissance.Pendant la phase d’entretien, les

saignées sont espacées a tous les trois mois voir un an.

Le traitement par saignée est trés contraignant pour le patient. Celui-ci est
exposé a des ponctions veineuses itératives et a un risque d’annulation de
séances pour cause d’anémie... ce qui a incité lutilisation de
I’érythraphérése. Le rationnel de cette stratégie repose sur le fait qu’a volume
prélevé égal, la quantité d’hématies, et donc la déplétion martiale, est le
double de celle obtenue par saignée conventionnelle. La conséquence directe
pour le patient est un espacement des séances et une diminution du nombre
de ponctions veineuses tout en majorant limportance de la déplétion. La
normalisation des réserves en fer est plus rapide ce qui est favorable pour le
pronostic fonctionnel et vital des patients. Un intervalle de 15 jours entre
deux aphéreses est habituellement programmé, ce qui permet une meilleure
reconstitution de la masse érythrocytaire et donc une réduction du risque

d’annulation de la séance du fait d'une anémie. En effet, le prélevement en
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une seule fois, dun grand volume d’hématies stimule d’avantage

I’érythropoiese que le méme volume prélevé en plusieurs séancesl? 9.

L’érythraphérese est donc une méthode efficace et rapide pour dépléter en
fer les patients atteints d’hémochromatose. Elle est particulierement
indiquée lors du traitement initial de la maladie. Son cout est plus élevé que
celui d’'une saignée, mais 1’évaluation du cout/bénéfice doit tenir compte de

la diminution du nombre des séances et des déplacements.

4.3. Drépanocytose

La drépanocytose est une maladie de 1'hémoglobine, qui se traduit par une
déformation des globules rouges qui prennent une forme de croissant, (on
parle donc aussi d'anémie falciforme). Ces globules rouges anormaux
bouchent les petits vaisseaux sanguins, entrainant des douleurs (surtout au
niveau des os), qui peuvent mener a ce qu'on appelle les crises vaso-

occlusives.
Deux modalités thérapeutiques sont disponibles :

_ La transfusion simple ou échange transfusionnel : la transfusion simple
est utilisée en général en dehors des complications pour corriger une
diminution du taux basal d’hémoglobine du patient.L’échange transfusionnel
manuel consiste en une saignée de sang total associée a une transfusion
d’hématies homologues. Il n’y a pas d’ajustement précis des volumes a
soustraire et a transfuser et la manipulation peut étre longue et risquée
lorsque le volume a échanger est important. L’é¢change transfusionnel
automatisé associe simultanément une érythraphérese de déplétion a une
transfusion. L’¢change est alors parfaitement ajusté aux parameétres du
patient. La manipulation est rapide. La tolérance hémodynamique est

42



excellente grace a la gestion automatisée de la balance des fluides. Enfin, il
n’y a plus la surcharge martiale inéluctable des patients transfusés de

maniére chronique.

_ L’é¢change d’hématies automatisé est indiqué en cas de complications vaso
occlusives (CVO) aigués ou le pronostic vital et fonctionnel est en jeu. Il s’agit
essentiellement des accidents vasculaires cérébraux, des syndromes
thoraciques aigus, des ischémies aigués d’organes (infarctus cardiaque,
mésentérique, pancréatique, hépatique) et des CVO hyperalgiques ne cédant
pas aux mesures habituelles. La préparation a un geste chirurgical chez le

patient drépanocytaire peut constituer une indication.

En dehors de l'urgence, des échanges au long court sont indiqués lorsque les
patients développent des atteintes vasculaires graves ou des défaillances
d’organes séveres. L'objectif est de maintenir le pourcentage d’hémoglobine S

en dessous d’un seuil jugé critique, soit 30%.

4.4. L’hémodilution normovolémique thérapeutique

L’hémodilution normovolémique thérapeutique a pour but de diminuer
I’hématocrite de facon a améliorer les conditions rhéologiques tout en
conservant la volémie constante par utilisation d’'une solution de

remplacement. L’effet induit est une diminution de la viscosité sanguine.

Les principales indications sont : la surdité aigué, l'occlusion de la veine
centrale de la rétine (OVCR). La rapidité de la mise en route de la procédure

avant que des lésions ne soient constituées est un gage de réussite.

L’OVCR peut conduire dans certains cas a la cécité. Cette affection se

manifeste par un ralentissement brutal de la circulation veineuse
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responsable d’'un cedéme et parfois d’occlusions capillaires pouvant conduire
a une ischémie rétinienne étendue. Sur le plan clinique, elle est révélée par
une baisse d’acuité visuelle progressive.Le nombre de séances nécessaires
. : . , -1
pour le traitement est variable selon les équipes, Il n’y a pas, a l’heure
actuelle, de consensus concernant le traitement des OVCR, en particulier a

la phase aigué.

L’hémodilution par aphéreése permet d'une part d’obtenir rapidement le
niveau d’hémodilution souhaité, le prélévement de concentrés d’hématies
étant plus efficace sur la dilution que celui de sang total ; d’autre part, grace

a la précision de la technique, la sécurité des patients est renforcée.

4.5. L’acces palustre

Lors d’accés pernicieux palustres grave a Plasmodium falciparumavec
parasitémies élevées, un ou deux échangestransfusionnels peuvent s’avérer
utiles pour réduire la parasitémieet améliorer ainsi la tolérance et l’efficacité

du traitement(?l.
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LE PRELEVEMENT DE PLAQUETTES

Le prélevement des plaquettes par aphérése consiste a prélever de facon
sélective des plaquettes par centrifugation grace a un séparateur de cellule.
Ce prélevement peut étre effectué chez le donneur (don de plaquettes

d’aphérese) ou chez le patient (thrombocytaphérése thérapeutique).

DONNEURS
CPA d'aphérese déleucocytés

centrifugation Plasma-plaquettes
\% /
sang total > plaquettes
N
séparation MALADES

- Thrombocytaphéreses

- Autologues congelées

Figure 11.Processus de prélévement de plaquettesl.
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1. Le don de plaquettes d’aphérése

Le donneur doit répondre aux criteres de sélection des donneurs de sang.
Une numération globulaire et plaquettaire est réalisée avant le premier don

puis a 'occasion de chaque don.

Le médecin de prélevement évalue la nécessité de réaliser un bilan
d’hémostase comportant une mesure du temps de Quick et du temps de

céphaline avec activateur en fonction de 'examen médical.

La détermination de la quantité de plaquettes a prélever par don a pour
objectif d’assurer d’'une part, une concentration plaquettaire minimale en fin
de prélevement chez le donneur de 100 000 plaquettes par ul et d’autre part,
le prélevement minimal de 2 x 10!l plaquettes. La quantité totale de
plaquettes collectées ne doit pas excéder 8 x 10!, Le volume de la solution
anticoagulante injecté par séance ne doit pas dépasser 1 | et le volume
extracorporel maximal en cours de prélévement ne dépasse pas 20% de la

masse sanguine du donneur.

Le débit de prélévement doit étre compris entre 30 et 80 ml min-1 et la durée

totale du prélévement doit étre inférieure a 2 h 30mn.

La déleucocytation est faite soit au cours du prélévement, soit

immeédiatement apreés le prélevement.

Ces dons d’aphérese de plaquettes, qu’ils soient simples ou combinés
(plaquettes + plasma) sont effectués par des sujets agés de 18 a 60 ans

jusqu’au jour de leur 61éme anniversaire exclu.

La fréquence de ces dons ne dépasse pas 5 par an.[2: 7, 11]
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2. L’utilisation thérapeutique des plaquettes

La transfusion de concentrés plaquettaires (CP) est un outil majeur de la
thérapeutique transfusionnel. Le concentré de plaquettes se présente en
milieu plasmatique comme un liquide jaune moiré en poche plastique

permettant les échanges gazeux.

Ces CP sont conservés entre 20 et 24 °C en chambre thermostatée avec
enregistrement permanent de la température sous agitation lente et
continue. La péremption est de cing jours apres la date de leur prélévement.
Il est souhaitable d’utiliser des plaquettes prélevées depuis moins de trois
jours dont la recirculation est meilleure et la transfusion moins souvent
compliquée d’accidents liés a la transmission de bactéries. La compatibilité”
vis-a-vis des anticorps anti-HLA présents chez le receveur est indispensable
et le bilan pré transfusionnel doit en comporter la recherche. La
compatibilité” ABO doit, dans la mesure du possible, étre respectée pour

optimiser l’efficacité de la transfusionl2- 7. 11, 12, 13],

Le concentré plaquettaire d’aphérése (CPA) tend a remplacer le concentré
plaquettaire standard (CPS) qui est issu du fractionnement d’'un don de sang
total et qui contient un minimum de 0,5 x 10!l a 0,8 x 10! plaquettes.ll
faudra donc utiliser un mélange de six a dix CPS, provenant de donneurs
différents, pour obtenir la quantité de plaquettes nécessaire pour un
épisode transfusionnel chez un adulte (classiquement 0,5 x 10! pour 7 a 10

kg de poids du receveur).

En revanche le prélevement de CPA permet une collection plus importante
de plaquettes. La quantité minimale de plaquettes contenues dans un CPA
est de 2 x 101! et ne peut excéder8 x 101l. Un a deux CPA suffisent donc
pour apporter la quantité de plaquettes nécessaire a un épisode
transfusionnel chez un adulte.

48



L’utilisation de CPA plutot que de CPS présente deux avantages principaux :

— D’une part, elle réduit le nombre de donneurs pour une quantité de
plaquettes transfusées identique, ce qui permet de réduire l'exposition au

risque de transmission de maladies infectieuses, virales.

— D’autre part, elle rend possible la sélection de CPA HLA compatibles,
provenant de donneurs phénotypés, en cas dimmunisation anti-HLA chez le

receveur.

Comme pour les CGR, les concentrés de plaquettes peuvent étre qualifiés ou

transformés :
— irradié,
— anti-CMV négatif,

— phénotypé HLA (classe I) : le phénotypage HLA réduit I'immunisation aux
antigenes HLA présents sur les plaquettes, responsables d’états réfractaires
aux transfusions de plaquettes ; le polymorphisme du systéeme HLA explique

les difficultés de sa réalisation en routine...,

— compatibilis€ HLA : une technique de microlymphocytotoxicité met en
présence le sérum du patient a transfuser avec les lymphocytes du donneur
de plaquettes ; elle permet de sélectionner des plaquettes HLA compatibles

pour les patients porteurs d’anticorps anti-HLA,
— déplasmatisé : la remise en suspension est faite avec de 'albumine a 4%,

— cryoconservé : la cryoconservation dont lefficacité est faible, est réservée
aux transfusions de plaquettes phénotypées ou compatibilisées HLA ou en

I'absence de plaquettes fraiches disponibles.
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3. Transfusion de plaquettes

La transfusion de concentré plaquettaire est indiquée chez les patients
présentant une thrombopénie centrale due a un déficit quantitatif ou
qualitatif de la production plaquettaire. Elle peut aussi étre proposée aux
patients présentant un syndrome hémorragique en rapport avec une
thrombopathie avec ou sans thrombopénie. Les thrombopénies
périphériques, quel qu’en soit le mécanisme, relévent en théorie du
traitement spécifique de la maladie causale puisque les plaquettes
transfusées seront détruites comme les plaquettes autologues. Il existe
cependant des exceptions a cette régle, en particulier en présence dun

syndrome hémorragique menacant le pronostic vital.

Les enfants et les femmes jeunes Rhésus négatif susceptibles d’avoir des
grossesses  ultérieures a leur pathologie doivent recevoir des
immunoglobulines anti-D lorsque des concentrés de plaquettes Rhésus
positif leur sont administrésl2. 7. 11, 12, La prescription doit mentionner le

poids du patient, la numération plaquettaire et I'indication

L’attitude transfusionnelle peut étre préventive ou curativel2. 7. 11] :

*L’attitude préventive a pour but d’éviter la survenue dun syndrome
hémorragique, en maintenant le taux de plaquettes au-dessus d’un certain
seuil. Elle s’adresse a des malades potentiellement curables ou ayant une
espérance de vie prolongée ou chez qui on peut espérer que la durée de la
thrombopénie sera relativement limitée. Selon le contexte clinique, la

transfusion prophylactique cherchera a maintenir le taux de plaquettes :

- Au-dessus de 10 x 102 I'lchez les malades cliniquement stables, sans
facteurs de risque hémorragique surajoutés. Cette attitude suppose une
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surveillance clinique et biologique quotidienne et la possibilité de disposer
de facon rapide de CP ;

Au-dessus de 20 x 109 1’1 en cas de facteurs de risque hémorragique
surajoutés (fievre, infection, traitement anticoagulant, coagulopathie de
consommation, tumeur cérébrale, localisation tumorale endoluminale
envahissant la muqueuse, ou cérébro-méningée) et/ou chute brutale du
taux plaquettaire dans les 72h précédentes ;

Au-dessus de 50 x 109-Isi un geste invasif (ponction lombaire, ponction
biopsie, lavage bronchiolo-alvéolaire, pose de cathéter central,

intervention) est prévu.

*L’attitude curative vise a interrompre une hémorragie sévere qui ne cede

pas a la prévention lorsqu’elle apparait comme imminente. Elle est proposée

aux patients présentant une pathologie non curable ou dont l'espérance de

vie est limitée. L’attitude curative peut aussi se justifier chez des patients

séverement allo-immunisés, pour lesquels le nombre de CPA compatibles

disponibles ne permet pas de proposer une attitude prophylactique.

La transfusion de concentré plaquettaire s’apprécie en calculant le

rendement post-transfusionnel (RPT)[=.

RPT = (Npost - Npré) X VST/Q

N : numération plaquettaire par litre (109) post et pré-transfusionnelle,

VST : volume sanguin total exprimé en litres,

Q : quantité de plaquettes transfusées en 1011,
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4. Les modalités d’administration des immunoglobulines anti-D
aprés transfusion des concentrés plaquettaires en

incompatibilité RH (D).

La fréquence de survenue d’une allo-immunisationanti-D aprés transfusion
de plaquettes en situationd’incompatibilité Rh (D) varie dans la littérature de
0 al9%. Elle dépend du type de préparation et donc ducontenu en GR
résiduels des CP transfusés, mais ausside la pathologie et de la durée du
suivi biologique despatients inclus dans ces études.L’administration précoce
d’'une dose d’Ig anti-Dprévient efficacement Dapparition dune allo-
immunisationanti-D par réaction immunitaire primaire, maiselle ne permet
pas d’éviter la réactivation d'un anticorpsanti-D chez un patient
antérieurement immunisé.Elleest justifiée chez le receveur de sexe féminin
avant laménopause afin de protéger son avenir obstétrical, maisd’un intérét
encore discuté chez les autres patients.Cependant, une enquéte a montré
qu’une administrationd’lg anti-D est le plus souvent réalisée en France,aprés
une transfusion de concentrés plaquettaires, maisque les modalités

d’administration sont différentes d’'uncentre a 'autrel2l.

5. La congélation des plaquettes autologues

Lors d’immunisation anti-HLA complexe avec impossibilitéde trouver des
donneurs HLA compatibles ilpeut étre exceptionnellement envisagé de
prélever ensortie d’aplasie post chimiothérapie des CPA autologues.Ces CPA

pourront étre congelés et utilisés lorsd’une aplasie ultérieurel2l.
6. La thrombocytaphérése thérapeutique

Il s’agit d'une procédure trés rare qui peut étre pratiquée dans les syndromes
myé¢loprolifératifs (surtout dans des thrombocytémies essentielles) lorsque le
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taux de plaquettes excessif est a lorigine de thromboses artérielles ou

veineuses extensives(? 9l
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PRELEVEMENT DU PLASMA

Chez le donneur, le don du plasma est effectué afin d’obtenir le plasma
frais congelé sécurisé, les médicaments dérivés du sang (les fractions
coagulante, ’albumine, les immunoglobulines...) qui sont utilisés chez
des patients pour le traitement de diverses pathologies. Chez les patients,
les échanges plasmatiques permettent I’épuration des substances

pathogénes et le traitement du plasma.

DONNEURS
Quarantaine PFC sécurisé
LFB

centrifugation PV A, Albumine, fractions

coagulantes

-
e

MALADES

sang total p plasma

filtration

- Echanges plasmatiques
» soustractifs

e {fraitement du plasma

Figure 12.Processus de préléevement du plasmal?l.
LFB : laboratoire de fractionnement et des biotechnologies

1. Le don de plasma
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Le donneur doit répondre aux critéres de sélection des donneurs de sang.

Un dosage des protéines totales et une électrophorése des protéines
plasmatiques sont effectués a l'occasion du premier don puis au moins une

fois par an. La teneur en protéines totales est au minimum de 60 g 1-1.

L’age du donneur est de 18 a 65 ans jusqu’au jour de son soixante et uniéme
anniversaire exclu et la fréquence des prélevements de plasma ne doit pas
étre supérieure a 20 fois par an soit un maximum de 12 l.Le volume de
plasma ne doit pas excéder : 600 ml par don, 1,2 1 par mois,l'intervalle entre
deux dons est au moins égal a deux semaines. La déleucocytation du plasma

est un impératifl2l,

2. L’utilisation thérapeutique du plasma

Le plasma se présente en poche plastique. Le volume minimum est de 200
ml et peut aller jusqu’a 600 ml (plasmaphérése). Il se conserve congelé a une
température < -25 °C avec un systéeme d’enregistrement permanent de la
température. La péremption est de 1 an apres le prélevement ; ce délai
permet d’appliquer les méthodes de réduction du risque virologique
(sécurisation, traitement par solvant-détergent). Il est délivré décongelé et

doit étre utilisé dans les 6 h suivant la décongélation.

Le plasma frais congelé en tant que tel n’est plus utilisé a cause du risque de
transmission virale. On dispose actuellement de moyens pouvant réduire le

risque de transmission virale et permettant d’obtenir(?! :

-Le plasma frais congelé déleucocyté : depuis quelques années, tous les PFC

a usage thérapeutique (sécurisés et viro-atténués) délivrés sont déleucocytés.
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-le plasma frais congelé sécurisé (PFC Se) est obtenu a partir du plasma
d’aphérése, mis en quarantaine pendant 120 jours minimum, il n’est libéré
que si les marqueurs biologiques réglementaires du donneur restent

toujours négatifs aprés 4 mois.

-Le plasma viro-atténué (PVA) est préparé a partir d'un mélange de plasma
(maximum 100) issu d’aphérése (600 ml) ou de don de sang (200 ml), qui a
subi un traitement par solvant-détergent : ce traitement permet d’éliminer

d’éventuels virus résiduels enveloppés (hépatites, VIH).

Les indications thérapeutiques du plasma sont limitées aux :

— coagulopathies graves de consommation avec effondrement de tous les

facteurs de coagulation,
— hémorragies aigués avec déficit global des facteurs coagulation,

— déficits complexes rares en facteurs de coagulation, lorsque les fractions

coagulantes spécifiques ne sont pas disponibles,

— le plasma est également souvent utilisé en échanges plasmatiques comme

substitut dans les SUH.

I1 est toujours préférable de respecter la compatibilit¢ ABO lors des
transfusions de plasma. En cas d’impossibilité, les regles de compatibilité

ABO pour le plasma sont le contraire de celles des concentrés globulaires[2:
5],
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Figure 13. Régles de compatibilité ABO pour la transfusion du plasmalZl.

Les PFC a usage thérapeutique sont dépourvus d’anticorps immuns du
systéme ABO. Ainsi, en cas de transfusion de PFC de groupe A a un receveur
de groupe B ou AB, les anticorps naturels anti-B seront absorbés par
I’'ensemble des antigénes B présents, non seulement sur les globules rouges,
mais également sur les cellules de l'endothélium vasculaire. Dans ces
conditions, il n’y a pas d’hémolyse clinique liée a 1'utilisation de ce type de
PFC. Donc en cas de déficit en plasma du groupe du patient AB ou B on

peut utiliser provisoirement PFC de groupe A [21.

3. Les médicaments dérivés du sang
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IIs sont obtenus aprés le traitement du plasma envoyé au laboratoirede
fractionnement et des biotechnologies.Le fractionnement des protéines du
plasma bien que d’origine sanguine donne des produits qui sont a présent

assimilés a des médicaments2l.

3.1. L’albumine humaine

Sa préparation comprend un chauffage prolongé et une extraction a
I’6thanol. C’est effectivement grace a ce mode de fabrication qu’elle n’a pas

été impliquée dans les contaminations par les virus du VIH et des hépatites.

Elle est indiquée dans les situations d’hypoprotidémie avec déficit oncotique,
dans les échanges plasmatiques en tant que substitut le plus souvent
associé a des dérivés de l'amidon et pour la remise en suspension des

plaquettes déplasmatisées.

Elle existe sous trois formes a 4% (iso-oncotique mais légérement hypo-
oncotique, 4 g par 100 ml), 5% (5 g par 100ml, iso-oncotique) et a 20% (20 g
par 100 ml).

3.2. Les immunoglobulines

Les immunoglobulines polyvalentes sont obtenues a partir d'un mélange de
plasmas de nombreux donneurs et refletent 'immunité antibactérienne et
antivirale d'une population adulte normale. Ce sont des préparations

injectables par voie intraveineuse.

Elles sont indiquées en cas de déficits de I'immunité humorale (congénitale

ou acquise), immuno-modulation (pathologie auto ou dysimmunitaire).
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Les immunoglobulines spécifiques sont préparées a partir du plasma de
donneurs possédant des titres ¢élevés d'un anticorps particulier

antitétanique, antirabique, anti-hépatite B, anti-Rh D, etc....

3.3. Les fractions coagulantes

Les fractions coagulantes ont été a l'origine des contaminations par les virus
du sida et de l’hépatite C. Leur traitement qui agit contre les virus
enveloppés ne protége pas contre le parvovirus B19 et le virus de I’hépatite
A. Leurs productions comprennent désormais une phase d’inactivation virale

(solvants-détergents, purification par chromatographie).

Les différentes fractions coagulantes disponibles sont :

— concentré de facteur VIII pour le traitement des hémophiles A,
— concentré de facteur IX pour le traitement des hémophiles B,

— concentré de facteur Willebrand pour le traitement des maladies de

Willebrand,
— autres produits utilisés chez les hémophiles avec anticoagulant circulant,
— concentrés de protéine C et d’antithrombine III.

A noter que certains produits issus du génie génétique sont utilisables en
situations cliniques par exemple les facteurs VIII recombinants sont utilisés
dans le traitement des hémophiles A. De nombreux centres n’utilisent plus
que les produits recombinants disponibles pour le traitement des
hémophiles en raison des craintes de transmission de la maladie de

Creutzfeldt-Jakob. Dans l’avenir, les perspectives d’hémoglobine artificielle et
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de facteurs de croissance plaquettaires permettront de redéfinir les

indications des produits sanguins labiles.
4. Les échanges plasmatiques

L’EP est une technique d’aphérese peu sélective qui peut étre réalisée par
centrifugation ou par filtration permettant ’épuration rapide de substances
pathogénes de haut poids moléculaire. Un traitement par des
immunosuppresseurs (immunoglobulines intraveineuse) est souvent associé
pour réduire leffet rebond de la substance pathogéne. Les substances
extraites sont remplacées par les solutions de substitution de facon conco-

mitante et I'utilisation d’un anticoagulant surtout le citrate est nécessairell,
2],

En effet, Les échanges plasmatiques ont été développés dans les années
1960 en utilisant les premiers séparateurs de cellules destinés a la collecte
de cellules sanguines chez les donneurs de sang. Par la suite, cette technolo-
gie a été appliquée a I'épuration de substances plasmatiques susceptibles
d’intervenir dans la physiologie d’'un nombre important de maladies en uti-
lisant d’autres technologies de plasmaphérése beaucoup plus sélectives
telles que la filtration en cascade 'immunoadsorption, systéme d’adsorption

chimique, photochimiothérapie extracorporelle.

Les indications sont nombreuses et les complications sont assez rares.

4.1. Les indications
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Les EP sont indiqués le plus souvent dans les pathologies neurologiques,
hématologique, néphrologiques, les vascularites et les maladies de systéme,

et en endocrinologiell 2. 5, 9, 14, 15, 16, 17]_

4.1.1. Pathologies neurologiques

Ce groupe reste la principale indication pour trois pathologies: Ila
polyradiculonévrite aigué (syndrome de Guillain Barré : SGB), la myasthénie
grave (MG) et la polyradiculonévrite chronique (PRNC) avec ou sans
immunoglobuline monoclonale malgré les conclusions des différentes études
thérapeutiques. L’indication des EP pour la sclérose en plaques a

considérablement diminué.

-Le syndrome de Guillain Barré : c’est une affection neurologique rare qui se
produit lorsque le systéme immunitaire d'une personne attaque les nerfs
périphériques de son corps. C’est une maladie auto-immune. Le traitement
se fait par plasmaphérese et 'immunoglobuline intraveineuse. Ce traitement
est plus efficace chez les patients dont les dont les symptomes sont apparus

depuis moins de 2 semaines.

-La myasthénie grave : La myasthénie grave est une maladie auto-immune
caractérisée par une faiblesse musculaire, la maladie est induite par des
autoanticorps dirigés contre les récepteurs a l’acétylcholine, ou récepteurs
cholinergiques, situés sur la membrane post-synaptique de la jonction
neuromusculaire. Les traitements existants sont les médicaments

anticholinestérasiques, la corticothérapie, les immunodépresseurs, les EP...

- la polyradiculonévrite chronique: ou polyneuropathiedemyélisante
inflammatoire chronique est une neuropathie périphérique auto-immune
assez rare avec atteinte de la gaine de myéline.C'est une forme proche du
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syndrome de Guillain-Barré mais c'est une forme chronique. Différents
traitements existent comme les perfusions d'immunoglobulines,

les corticoides ou les échanges plasmatiques...

4.1.2. Pathologies hématologiques

En hématologie les EP sont principalement indiqués lors du syndrome
d’hyperviscosité, de purpuras thrombotiques thrombocytopéniques (PTT) et
de syndromes hémolytiques urémiques (SHU). Ces dernieéres années il a été
remarqué une augmentation des indications des EP en hématologie a cause

de 'accroissement du nombre de PTT et de SHU.

- Le syndrome d’hyperviscosité:le syndrome d'hyperviscosité est la
conséquence clinique de l'augmentation de la viscosité sanguine (résistance
d'un fluide a l'écoulement) entrainant une diminution d'oxygénation des
tissus et un risque majoré de thromboses. Il peut étre dO a une
augmentation du nombre d’¢léments figurés (polycythémie, leucémie,
thrombocytémie) ou des composants plasmatiques (myé¢lome multiple a IgG
ou a IgA, macroglobulinémie de Waldenstrém, cryoglobulinémie,
dysfibrinogénémie) du sang, augmentation de l'agrégabilité des hématies,
diminution de la déformabilit¢ des hématies, hypothermies.Dans
I'hyperviscosité plasmatique symptomatique, il est nécessaire de réaliser un

traitement d’urgence par plasmaphérése.

- PTT : ou maladie de Moschcowitz est une forme grave de microangiopathie
thrombotique avec manifestation neurologique mettant en jeu le pronostic
vital. Le PTT est lié a un déficit en ADAMTS13 soit congénital, ou bien acquis
avec la présence dun autoanticorps anti-ADAMTS13. Le plasma frais

congelé permet 'apport de cette métalloprotéase déficitaire. Les échanges
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plasmatiques ont pour rdle essentiel 'apport d'une dose massive de plasma
donc de métalloprotéase et également I'épuration des anticorps anti-

ADAMTS13.

- SHU : il s’agit d’'une affection potentiellement grave, on distingue le SHU
post infectieux qui est secondaire dans la plupart des cas a une infection a
germes entéropathogénes comme certaines souches d’Escherichia coli. Ces
microorganismes secretent des verotoxines entrainant des diarrhées et des
lésions endothéliales diffuses dans l'organisme, préférentiellement dans le
rein conduisant a une insuffisance rénale. Elle touche principalement

I’enfant et c’est la forme la plus fréquente.

Le SHU atypique est la forme la moins fréquente et correspond a une
altération de la voie alterne du complément. Plusieurs anomalies ont été
identifiées au niveau des protéines de régulation de cette voie impliquant le
facteur H, le facteur I, la protéine MCP (membranecofactorprotein), le C3, C4
et la thrombomoduline. Il existe dans certains cas des anticorps anti-facteur
H ou I. L’atteinte est essentiellement rénale et peut conduire a une

insuffisance rénale chronique terminale.

Le principal traitement reste la perfusion du plasma, les EP permettent un
apport de plasma en grande quantité, I'apport des facteurs dont la régulation

est altérée mais également d’épurer les substances parfois incriminés.

4.1.3. Vascularites et maladies de systéeme

Les indications pour les vascularites et les maladies de systéme ont diminué

progressivement ces derniéres années.
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Les principales indications sont les cryoglobulinémies, la périartérite
noueuse (PAN) au virus de ’hépatite B, le lupus, la maladie de Wegener et la

dermatopolymyosite.

-les cryoglobulinémies : ce sont des maladies causées par la présence de
cryoglobulines dans le sang. Ces derniéres sont des immunoglobulines
ayant la propriété de précipiter dans les petits vaisseaux de facon réversible
lorsque la température est inférieure a 37°. Les cryoglobulinémies sont dans
80% des cas associées a ’hépatite C. les EP sont proposés dans les formes
sévere avec atteinte d’organe en association avec les corticoides, les
anticorps monoclonaux et les interférons (en cas d’hépatite C). Les EP sont
surtout efficaces en cas de cryoglobulinémies qui se composent

essentiellement Ig M.

-La périartérite noueuse : c’est une maladie auto-immune responsable d’'une
vascularite nécrosante atteignant les artéres de petit et moyen calibre.
Dans 90 % des cas, les causes de la maladie sont inconnues mais 10 % des
périartérites noueuses succedent a une infection par le virus de 1'hépatite B.
Les EP sont surtout indiqués en cas de PAN secondaire a une primo-
infection par le virus de I’hépatite B en association avec le traitement
antiviraux. Trois séances d’EP hebdomadaires sont proposées pendant trois
semaines avec une diminution de nombre de séances progressive par la

suite.

-Le lupus : Le lupus est une maladie chronique auto-immune, qui survient
lorsque le systéme immunitaire s’attaque aux cellules de l'organisme et les
détruit. I1 peut toucher de nombreuses parties du corps, dont les
articulations, la peau, les reins, le cceur, etc. C’est la raison pour laquelle on
parle delupus disséminé ou « systémique ». Le traitement classique

comporte les immunosuppresseurs, cependant les EP peuvent étre proposés
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en cas de grossesse pour éviter la toxicité des immunosuppresseurs ; de
lupus associé a MAP (menace d’accouchement prématuré); des formes

séveres de lupus résistantes au traitement par les immunosuppresseurs...

-La dermatopolymyosite :  Affection caractérisée par des lésions
inflammatoires musculaires associées a une éruption cutanée dans 2/3 des
cas, touchant plus rarement d’autres viscéres (poumon, coeur, rein, tube
digestif). Le traitement se fait par EP associé a une corticothérapie, un

immunosuppresseur et la kinésithérapie.

4.1.4. Néphrologie

Les principales indications sont : le rejet de greffe rénale, le syndrome de

Goodpasture, les glomérulonéphrites et l'insuffisance rénale du myélomel2: 5

18],

- Greffe rénale : les EP sont proposés lors des greffes rénales pour épurer les
anticorps pouvant conduire a la perte du greffon en cas d’incompatibilité

ABO, de sensibilisation HLA, de rejet aigue humoral...

ABO incompatible : la présence d’anticorps anti-A ou B constitue une
contre-indication classique a la greffe d’organe. En effet, des protocoles de
greffe ABO incompatible associant un traitement pharmacologique
(Rituximab, immunoglobulines intraveineuse...) visant a réduire la
production des anticorps et leur épuration avec les échanges plasmatiques
ont été réalisés avec succes. Apres l'induction pharmacologique, les EP sont
réalisés les jours précédents la greffe et en postopératoire de la greffe pour
maintenir le taux d’anticorps anti-A et/ou B en deca de 1/8¢me, Les EP

peuvent étre arrétés deux semaines aprés la transplantation rénale car
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l'augmentation du titre des anticorps anti-A ou B n’a pratiquement plus

d’impact sur 'endothélium de 'organe greffé (effet d’accommodation).

Actuellement d’autres techniques d’aphéréses plus spécifiques ont tendance

a remplacer les EP.

Désensibilisation HLA : limmunisation HLA conduit a la formation
d’anticorps dirigés contre le greffon, appelé DSA (donorspecificantibodies).
Les EP ont été proposés pour épurer ces anticorps HLA afin de permettre la
négativation du cross-match. Un traitement pharmacologique
immunosuppresseur (immunoglobulines intraveineuses, Rituximab et le
Bortezomib) doit y étre associé au préalable pour limiter la resynthese des
anticorps entre les séances EP. Plusieurs séances d’EP sont nécessaires pour
parvenir a cette désensibilisation HLA, ce qui conduit a proposer ces

protocoles préférentiellement pour des greffes avec donneurs vivants.

Traitement du rejet aigu humoral : les greffes a risque immunologique avec
présence de DSA expose a un rejet aigu humoral. Le diagnostic doit étre
porté¢ au plus vite afin de débuter lassociation dun traitement
immunosuppresseur complémentaire et d’EP, a la fois pour diminuer la
synthése d’anticorps HLA et assurer leur élimination. Le protocole dit
« Marrakech » est l'association de cinq EP, suivie dun traitement par
immunoglobulines intraveineuses. Les immunoglobulines intraveineuses
sont également proposées entre les séances d’EP pour limiter l’effet rebond.
Ce protocole permet d’améliorer la survie des greffons rénaux de l'ordre de
90%. Le nombre d’¢change plasmatique peut également étre en fonction du

taux du DSA, lui-méme fortement corrélé au risque de rejet.

-le syndrome de Goodpasture : on l'appelle aussi maladie des anticorps anti
membrane basale glomérulaire et atteigne exclusivement les reins et les
poumons, il est d0 a un anticorps pathogéne clairement identifié appelé
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anticorps anti membrane basale glomérulaire. Ces anticorps se fixent sur la
membrane basale glomérulaire et sur celle de 1’alvéole pulmonaire, cela peut
conduire a un syndrome pneumorénal avec insuffisance rénale aigue et

hémorragie intra alvéolaire.

Le nombre d’EP nécessaires pour le traitement dun syndrome de
goodpasture est de 14 séances pendant deux semaines dans les formes
séveres, et au-dela si nécessaire en fonction de la persistance dun taux

d’anticorps circulants élevé.

-Glomérulonéphrite : elle est dite « rapidement progressive » et regroupe
essentiellement deux maladies auto-immunes distinctes : la polyangéite
microscopique et la polyangéite granulomateuse. La GNRP est associée a la
présence des anticorps anticytoplasmique des polynucléaires neutrophiles.
Elle se manifeste par une insuffisance rénale aigue rapidement progressive
et des manifestations extra-rénales peuvent étre associées (atteinte

pulmonaire avec hémoptysies ou une atteinte digestive avec hémorragies).

- linsuffisance rénale du myélome : lors des tubulopathiesmyélomateuses
responsables d’une insuffisance rénale aigue, les EP ont été proposés en
association avec la chimiothérapie pour réduire la concentration et la
production des chaines légeres circulantes et doublement toxiques pour le
rein. Les EP sont proposés pour les patients ayant une concentration
plasmatique de chaines légeres circulantes importantes avec une
insuffisance rénale avancée. Une série de 10 a 12 EP traitant 1 al,5 fois le

volume plasmatique sur une période de deux a trois semaines est proposée.

4.1.5. Endocrinologie
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L’hypercholestérolémie familiale représente la principale indication avec une

activité croissante de l’activité d’hémaphéreése ces dernieéres années.

4.1.6. Autres indications :

Elles sont variées et de faible fréquence (dermatologie, pathologie digestive),
ou n’ayant pas fait la preuve de leur efficacité (intoxications

médicamenteuses ou non médicamenteuses etc.).

4.2. Les complications

La mortalité liée directement aux EP est extrémement faible. Cette mortalité
est due principalement aux réactions anaphylactoides rencontrées avec la
perfusion de plasma viro-inactivé, a type de vasoplégie, cedéme laryngé ou
d’cedéme aigu pulmonaire lésionnel. L’é¢tat du patient et la sévérité de sa
pathologie sont des données trés importantes qu’il faut prendre en

considération avant la mise en route des EPIL 2, 5],

On distingue des complications immédiates qui sont en forte diminution en

raison de 'amélioration des techniques :

- Les complications liées a la mise en route d’'une circulation extracorporelle
(hématome au point de ponction, coagulation du circuit, hypocalcémie

secondaire au citrate)

- Des réactions d’intolérances aux produits de substitutions (anaphylaxie,

collapsus...)
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- Les hypotensions : elles sont rares et sont liées dans la plupart des cas a
une mauvaise adéquation entre l'extraction plasmatique et la compensation
ou bien a une vasoplégie anaphylactique ou septique. Si cette hypotension
ne se corrige pas rapidement apres la perfusion de macromolécule, la séance

doit étre interrompue.

Les complications tardives : elles sont liées a la déplétion répétée de facteurs
plasmatiques, tels que les facteurs de la coagulation, les immunoglobulines.
Le risque infectieux lors d’une transfusion de plasma viro-attenué est faible
mais pas nul, notamment en ce qui concerne les agents infectieux émergents
potentiels. La prescription du plasma doit ainsi étre restreinte aux seules

indications retenues.

5. les LDL aphéréses

La LDL aphérese est une technique sélective d’épuration extracorporelle
permettant ’extraction des particules athérogénes de LDL cholestérol (LDL-

C) sur sang total ou sur plasma sans substitut.

La LDL aphérése est indiquée chez les patients atteints d’hyperlipidémies

séveres. On distinguel?. 19,20, 21]

L’hypercholestérolémie familiale homozygote : c’est une maladie génétique
rare (1 naissance sur 1 million). Ces patients ont des valeurs de LDL-C
frequemment supérieures a 6 g/l. L’hypercholestérolémie familiale
homozygote, se révele le plus souvent dans la premiére enfance par des
xanthomes cutanés etelle est due a une mutation sur le géene du récepteur
des LDL qui entrave son activité de liaison aux LDL. Les deux parents sont
hypercholestérolémiques et si les deux parents transmettent chacun la
méme mutation sur le géne, les enfants atteints sont de vrais homozygotes (il
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y a généralement consanguinité parentale). Si la mutation présente sur
chaque allele est différente, les enfants sont des doubles hétérozygotes. Elle
est caractérisée par des problémes d’athérosclérose et de redoutables
complications cardiovasculaires ischémiques qui sont un peu variables selon
le type de mutation du récepteur, et c’est la mesure de l’activité de liaison
aux LDL qui renseigne sur la sévérité de la forme clinique. On distingue les
homozygotes récepteurs négatifs qui n’ont pratiquement pas d’activité de
liaison aux LDL (inférieure a 5% de la normale) et les récepteurs défectifs qui

ont une activité faible comprise entre 5% et 40% de la valeur normale.

L’hypercholestérolémie hétérozygote (1 naissance sur 500). Ces patients ont
des valeurs de LDL-C fréquemment supérieures a 3 g/l et sont porteurs
d’'une mutation du récepteur sur un seul allele ont une activité de 50% de la

normale.

La LDL aphérése doit toujours étre associée a un régime alimentaire adapté
et au traitement médicamenteux maximal supporté. Elle est prescrite
généralement aprés échec ou insuffisance du traitement médicamenteux et
diététique mais doit étre prescrite le plus précocement possible, aux
patients homozygotes en prévention primaire ou secondaire de la maladie
athéromateuse et aux patients hétérozygotes a haut risque, lorsque les
valeurs de LDL-C sous régime bien conduit et traitement hypolipémies
maximal toléré sont supérieures a 3 g/l en prévention primaire ou

supérieures a 2 g/1 en prévention secondaire.

Un controle du capital veineux est nécessaire, les patients doit avoir un bon
réseau veineux périphérique. Le cas échéant, on peut discuter la pose d’'une
fistule artério-veineuse ou, lorsque les conditions anatomiques ne le
permettent pas, la pose d’'un shunt. Pour certaines techniques libératrices de

bradykinines (adsorption par affinité), les traitements par IEC sont contre-
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indiqués. En cas d’impossibilité d’arrét total, ce traitement doit étre

suspendu au moins 24 heures avant la séance.

Les séances durent de 2 a 3 heures, pour 1,5 masse sanguine traitée. Le
débit varie selon la qualité des veines, la technique d’aphérése utilisée et la
tolérance du patient. L’anticoagulation des circuits est assurée par de

I’héparine ou du citrate ou les deux selon la technique utilisée.

La surveillance de cette thérapeutique comporte comme beaucoup de
traitements par aphérése, le dépistage et la prévention de carence
vitaminique (folates, B12, tocophénol) de ’hémolyse, de la vaccination contre
I’hépatite B etc. La surveillance de la maladie métabolique est surtout
biologique : il faut obtenir un abaissement moyen du LDL cholestérol
(approximativement apprécié par les moyennes arithmétiques des LDL
cholestérol avant et apreés les séances) au-dessous de 200 mg dl-1 en
prévention primaire, une épargne (la meilleure possible) des HDL, et une
élimination de 50% de la surcharge en Lp a. Cette évolution biologique
rythme la fréquence des séances : généralement tous les quinze jours chez
les homozygotes, avec possibilité de rapprocher les séances a tous les dix
jours chez les patients les plus séveres (LDL C autour de 1000 mg dl-1 et
profusion des dépots extravasculaires de cholestérol) ou de les espacer
toutes les trois semaines (récepteurs défectifs avec réponse partielle aux
traitements meédicamenteux). Une surveillance vasculaire annuelle est
prévue pour les explorations non invasives et au bout de deux ans pour la

répétition de la coronarographie.

Les techniques de LDL aphérese décrites dans le monde sont nombreuses,
les plus utilisées sont : le systeme DALI® (Direct Adsorption of Lipoproteins)

sur sang total de Fresenius, systéme Kaneka sur sang total (Liposorber D
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75) ou sur plasma (LA 15 ou LA 40) et double filtration en cascade sur

plasmal2- 211,

Les lipoprotéines peuvent étre épurées de plusieurs facons : par adsorption
d’affinité (électrostatique ou immunologique), par filtration ou par

précipitation.

En dehors de la technique par double filtration en cascade dont l’efficacité
mais aussi le cout sont moindre, il existe peu de différences entre les
systemes. Le choix de la technique de traitement dépend d’abord de
I’équipement du centre, de certains parametres liés au malade comme la
volémie, l'existence d’allergie, le traitement par IEC doit étre également pris

en comptel2; 18, 20, 22, 23, 24]
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CHAPITRE 5 : PRELEVEMENT DES
GRANULEUX
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PRELEVEMENT DE GRANULEUX

La leucaphérése permet de transfuser des globules blancs prélevés chez une
personne en bonne santé a des receveurs ayant un déficit en globules blancs
et une infection grave. Elle est également pratiquée, en association avec la
chimiothérapie, pour supprimer les cellules excédentaires chez des malades
atteints de leucémie avec hyperleucocytose (surproduction de globules

blancs).

Le prélevement et la transfusion de granulocytes d’aphérése sont en nette
diminution au fil des années, cela s’explique par 'utilisation de traitements
antibiotiques et antifongiques mieux adaptés et a lincertitude quant a
lefficacité des transfusions de CGA en particulier du fait du faible contenu

en granulocytes des prélévements(25.

Méme s’ils sont rares, ces procédés sont indispensables chez les patients en
aplasie, a distance de la sortie d’aplasie et présentant un probléme infectieux

majeur résistant a une antibiothérapie adaptée.
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centrifugation DONNEURS
France : mobilisation GB par corticoides
USA : mobilisation des
GB par corticoides + G CSF

sang total ———» granuleux

MALADES
- Traitement des syndromes

] ' e de leucostase GB> 350 000
seéparation « avant chimiothérapie

Figure 14.Processus du prélevement des granuleux/Zl.

GB : globules blancs ; USA : United States of America

1. Le don des granuleux

Les prélevements de granulocytes par aphérese sont effectués chez les sujets

agés de 18 a 50 ans jusqu’au jour de leur S1¢me anniversaire exclu.

La fréquence des prélevements ne dépasse pas 2 par an et l'intervalle entre 2
dons est de 8 semaines au minimum. En cas de nécessité thérapeutique
motivée par des contraintes de compatibilité, cette fréquence maximale peut
étre portée a 4 fois par an et l'intervalle entre 2 dons peut étre réduit en cas

de besoin.

Le volume maximal recueilli lors d'un préléevement de granulocytes par

aphérese est de 500 ml. Le volume d’agent de sédimentation injecté par
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séance n’excede pas 1L. La durée totale du préléevement n’excéde pas 180

mn.

Le donneur doit disposer de deux voies d’abord correctes et dont le bilan
d’hémostase est normal (TP, TCA, numération de plaquettes). Ces examens
sont refaits le jour du don. Sur les numérations antérieures, le nombre de

leurs leucocytes est supérieur a 5 109/L.

Le rendement en terme de recueil de granuleux est faible, ainsi pour avoir
un rendement supérieur, on réalise une mobilisation des granuleux par
stimulation avec des corticoides et/ou par facteur de croissance

hématopoietique G-CSF.

Le CGA est gardé a 20 °C et sa transfusion doit étre terminée moins de 12

heures apres la fin du donlf2 25,

Un entretien médical est effectué la veille ou dans les quelques jours
précédant le don : outre les données habituelles, il faut rechercher les

contre-indications particuliéres au don de CGA :

* liées aux corticoides : infection, maladie digestive, diabéte, antécédents de

tuberculose, psoriasis, contraception par stérilet ;

* liees a l'anticoagulation par ’héparine : les menstruations en cours, tout

syndrome hémorragique ;

e liées aux macromolécules : les allergies : asthme, urticaire, eczéma
chronique, allergie médicamenteuse ou alimentaire. Les allergies modérées :
rhume des foins, allergie de contact ne constituent pas une contre-

indication.
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Le donneur est informé de facon précise des modalités de la stimulation, de
I’anticoagulation et du prélevement. Il est prévenu des effets secondaires des

médications utilisées. Il signe un formulaire de consentement.

La prescription de corticoides et les comprimés lui sont remis. Le jour du

don, le donneur est réinterrogé pour éliminer tout risque récent.

On distingue deux types de patients[25] :

* les patients en aplasie le plus souvent apres une chimiothérapie et/ou une
greffe de moelle et qui, en dépit d’un traitement anti-infectieux adapté,

présentent :

- une cellulite cutanée ou muqueuse (périnéale, pharyngée, etc.) qui s’é¢tend

rapidement ;

- un syndrome infectieux intra-abdominal (entérocolite nécrosante,

péritonite, etc.) ;

- une aspergillose viscérale (pulmonaire, hépatique, cérébrale, etc.) résistante

a un traitement antifongique bien conduit pendant au moins cing jours ;

- une candidose systémique avec hémocultures positives et/ou localisation

viscérale ;

- ou toute autre infection dont la nature bactériologique est certaine ou

probable et qui met en jeu le pronostic vital.

* les patients porteurs dune granulomatose septique et atteints dune
infection chronique qui est le plus souvent une aspergillose viscérale grave

malgré un traitement antimycotique bien conduit.
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Il est indispensable que l'’¢quipe du site transfusionnel et les cliniciens
discutent conjointement de l'ensemble des critéres de la prescription. Il est

nécessaire de connaitre :

* l’étiologie de la maladie, la gravité de celle-ci et les chances de survie a

moyen terme ;

* la nature de linfection, son siége et sa gravité pour en estimer les risques

vitaux ;

* le traitement anti-infectieux mis en place ;

* la durée prévisible du traitement transfusionnel par CGA ;
* I’age et le poids du malade.

Munis de tous ces €léments, il est possible de discuter du bien-fondé réel de

la demande et du bénéfice attendu pour le malade.

Le groupe ABO, Rhésus, Kell sont indispensables pour la recherche de
donneurs compatibles. La recherche d’anticorps anti-HLA ou d’anticorps
antigranuleux chez le patient est utile pour avoir un état de immunisation
éventuelle avant le début du traitement transfusionnel. Une sélection des
donneurs compatibles sur ces critéres est quasi impossible a mettre en

oeuvre.

Les malades en aplasie et séronégatifs pour le cytomégalovirus (CMV) sont,

dans toute la mesure du possible, transfusés avec des CGA CMV négatifsl2
25]

2. La leucaphérése thérapeutiques
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C’est une procédure également rare. Il s’agit d’éliminer les granuleux quand
le taux est supérieur a 300 000 avec symptomes neurologiques et
pulmonaires lors d’induction du traitement de leucémie aigué

myéloblastique.

Le but est d’éviter une leucostase pulmonaire ou cérébrale induite par 'exceés
de globules blancs, et de réduire les risques de CIVD (coagulation
intravasculaire disséminée) lors de la lyse cellulaire provoquée par la

chimiothérapiel?: 9. 25, 26],

80



CHAPITRE 6 : PRELEVEMENT DES
CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES
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PRELEVEMENT DES CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

Le prélevement de cellules souches hématopoiétiques (CSH) a pour objectif la
réalisation d’une greffe. Les greffes de cellules souches peuvent étre faites a
partir de la moelle osseuse d'un donneur compatible (allogreffe de moelle),
des cellules souches périphériques d'un donneur compatible (allogreffe de
CSP), de sang de cordon d'un nouveau-né compatible (greffe de sang de
cordon) ou a partir des propres cellules souches du patient prélevées dans la
moelle osseuse (autogreffe de moelle osseuse) ou dans le sang périphérique

(greffe de cellules souches périphériques)[27, 28, 291,

Le prélevement des cellules souches périphériques se fait par cytaphéréese.
Les CSH du sang se trouvent dans la fraction mononucléée des leucocytes et
peuvent étre prélevées a 'aide de séparateurs de cellules a flux continu qui
sont utilisés en routine dans les établissements de transfusion sanguine
pour le prélevement de plaquettes et de granuleux chez des donneurs.

Toutes les tubulures reliées au patient sont a usage uniquel?: 27, 28, 29],

L’utilisation de ces techniques d’aphéreése nécessite deux bons acces
vasculaires mais ne présente, en regle générale, aucune difficulté technique

particuliere chez l'adulte.
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Figure 15 : Processus de prélevement des cellules souches hématopoiétiques

périphériquest?.

Les greffons de CSH de sang périphérique sont souvent plus riches en
progéniteurs que les greffons médullaires, mais leur composition est
différente (cellules plus avancées dans la maturation) et ils sont en
particulier plus contaminés en lymphocytes matures, ce qui peut avoir des

conséquences en situation allogéniquel29l.
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1. Le systéme hématopoiétique
C'est l'ensemble des organes qui président a la formation des éléments
figurés du sang: les globules rouges, les globules blancs, les plaquettes.
11 s'agitl2l:

- de la moelle osseuse rouge (os longs et os plats) pour les globules rouges,

les globules blancs polynucléaires et les plaquettes;

- les ganglions lymphatiques, la rate, les plaques lymphoides, les amygdales,
les plaques de Peyer intestinales, la moelle osseuse, le thymus, 1'appendice,

le derme et le chorion des muqueuses pour les globules blancs lymphocytes;
- le tissu réticulo-endothélial pour les monocytes.

L’hématopoiése est lensemble des mécanismes qui assurent le
remplacement continu et régulé des différentes lignées sanguines et il se

situe chez ’'homme dans la moelle osseuse.
L'hématopoieése comporte 4 compartiments:

- Cellules souches multipotentes (Stem Cells)
- Progéniteurs

- Précurseurs

- Cellules matures

Ce systéeme est quantitativement trés important et assure la production
d’environ 1013 cellules par jour. Cela nécessite de grandes capacités de
prolifération et de différenciation des cellules engagées dans les différentes
lignées mais également la présence dans la moelle osseuse d'une population

cellulaire capable de se maintenir en nombre constant, ce sont les CSHI2. 291,
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Figure 16 : L’hématopoiesel30].

Les cellules souches hématopoiétiques est une population de cellules qui
n’est pas identifiable morphologiquement, se définit par un certain nombre

de caractéristiques fonctionnelles qui sont :

* Le caractére pluripotent, c’est-a-dire la capacité de se différencier vers
l'ensemble des lignées hématopoiétiques (myéloides, érythroblastiques,

meégacaryocytaire et lymphoides).
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* La capacité d’autorenouvellement, permettant, a partir d’'un stock limité de

cellules, d’assurer ’hématopoiése d’'un individu pendant toute sa vie.

e La transplantabilité, c’est-a-dire la propriété de reconstituer a long terme,
I'ensemble du systéme hématopoiétique d’'un individu a qui on greffe ces

cellules.

Les progéniteurs : ils proviennent de la différenciation irréversible des CSH
et ne sont pas reconnaissables morphologiquement dans le myélogramme.
Cellules engagées dans une ou plusieurs voies de différenciation avec une

capacité d’autorenouvellment réduites.

Selon les caractéristiques en culture in vitro sur milieu semi solide, il existe

des colonies BurstForming Unit (BFU) puis ColonyForming Unit (CFU).

On distingue ainsi des CFU-GEM, progéniteurs de colonies granulocyto-
macrophagiques ; des CFU-G pour les granuleux ; des CFU-M pour les
monocytes macrophages ; des CFU-eo pour les éosinophiles ; des CFU-mast
pour les basophiles et les mastocytes ; des BFU-E (burst-forming unit
erythroid) et des CFU-E pour les érythroblastes, les premiéres étant plus
précoces que les secondes, et de la méme facon, des BFU-MK et des CFU-MK

pour les mégacaryocytes.

La technique des cultures a long terme sur milieu liquide permet de définir
les LTC-IC (long termculture initiatingcells), cellules probablement les plus
primitives parmi celles mises en évidence chez ’homme in vitro. En présence
d’'un stroma allogénique, ces cellules produisent des
progéniteursclonogéniques a partir de la 4¢éme ou 5¢éme semaine de culture,
progéniteurs qui sont ensuite reclonés en milieu semi-solide pour donner
lieu a des colonies de tout type. Cette technique n’est pas applicable en

routine, notamment dans le contexte de transplantation.
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Les précurseurs sont des cellules morphologiquement reconnaissables
engagées vers l'une ou l'autre des lignées hématopoiétiques. Ce sont des
cellules en cour de maturation avant le passage dans la circulation

sanguine, ces cellules ont perdus toute capacité d’auto renouvellement.

Les cellules matures et fonctionnelles vont passer dans le sang: les

hématies, les plaquettes les PNN, monocyte, PNEo, PNB.

L’existence de marqueurs de surface spécifiques des cellules
hématopoiétiques les plus primitives est d'une importance pratique capitale
car elle offre la possibilité de se passer des cultures, fastidieuses et aux
résultats tardifs, et de purifier ces cellules dans un échantillon médullaire

par les méthodes de tri immunologique.

La régulation de I’hématopoiése : clle est assurée pour I'essentiel par des
facteurs de croissance qui sont des glycoprotéines actives a treés faibles
concentrations et dont la plupart appartient a la famille des cytokines, ils
sont produits par différentes types de cellules. Il existe un grand nombre de
facteurs de croissance agissant sur les lignées myéloides. En réalité, les FCH
sont a la fois synergiques et redondants, ce qui permet une régulation
extrémement fine et explique aussi la complexité de la description de leurs

actions et interactionsl2. 30,

On distingue des facteurs de régulation positive et des facteurs de régulation

négative.

Les facteurs de régulation positive: il s’agit de CSF (colonystimulating

factor) : IL3, ILS, IL7, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, érythropoiétine (EPO),
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thrombopoiétine (TPO) et des Facteurs synergiques : IL1, IL6, IL9, IL11,
IL12, SCF (stem cell factor)...

Les facteurs de régulation négative : La régulation négative reste mal connue,
parmi les facteurs on distingue : TGFp (transforminggrowth factor ), TNFa
(tumornecrosis factor a), MIP 1a (macrophage inflammatoryprotein 1a), IFNy

(Interféron vy), les cytokines inflammatoires diminuent la synthese rénale de
I’EPO...
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Figure 17: Facteurs de croissance hématopoiétiques [301.
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Les facteurs de croissance hématopoiétique ont plusieurs effets biologiques :

- Survie et prolifération du progéniteur hématopoiétique en raccourcissant la

phase G1 et en favorisant la transition de la phase S du cycle cellulaire.

- Ils agissent également au niveau des cellules matures en stimulant leurs
fonctions et en prolongeant leur survie par inhibition de 'apoptose ou mort

cellulaire programmée.

- Au niveau des cellules matures du sang, les FC sont capables de modifier
I'expression de certains génes ou d’activer certaines fonctions, par exemple,
le G-CSF agit sur la production de myéloperoxydase, de phosphatases
alcalines ou de superoxydes des polynucléaires, ce qui augmente les

capacités fonctionnelles de phagocytose des polynucléaires.

Pour une hématopoiese régulée et correcte, le micro-environnement
médullaire (les cellules du tissu de soutien médullaire et la matrice
protéique) ainsi que les oligoéléments et les vitamines jouent un role trés

important.

2. Les autogreffes des cellules souches périphériques

Les autogreffes sont faites le plus souvent dans le cadre de protocoles
thérapeutiques ce qui permet de connaitre l’efficacité du traitement. Ils ont
pour but la reconstitution de I’hématopoiése. Le taux de réussite de ce type
de greffe est maximal, étant donné que le complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) du donneur et du receveur est le méme. Aucune

réaction immunitaire n'est déclenchée.
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Chez les patients soumis a une chimiothérapie intensive, on observe, lors de
la période de régénération médullaire, une recirculation sanguine trés
importante des CSH. Cette recirculation est transitoire, contemporaine de la
sortie d’aplasie et d’amplitude trés variable suivant les individus, les
pathologies et surtout les traitements antérieurs subis par les patients. Ainsi
chez un patient, les cellules souches hématopoiétiques périphériques
peuvent étre prélevées par cytaphéréses soit en sorties d’aplasies de
chimiothérapie profitant de la stimulation de la moelle osseuse renforcée par
la prescription de facteurs de croissance (G-CSF) soit a I’état basal par la

prescription de facteurs de croissance seuls (G-CSF)[2 27, 28, 29],

2.1. La mobilisation des CSP par facteurs de croissance

Pour la mobilisation des progéniteurs circulants avant leur recueil par
cytaphérése, la méthode la plus wutilisée consiste a associer une
chimiothérapie bréve et un facteur de croissance hématopoiétique, le recueil
des progéniteurs ayant lieu au moment de la phase ascendante de
récupération de la neutropénie chimio-induite, phase ou ils sont
particulierement nombreux dans la circulation sanguine. Chez le patient un
dosage de cellules CD34+ dans le sang vérifiera que la cytaphérése peut étre

débutée.

La posologie optimale de facteur de croissance pour la mobilisation des
progéniteurs est, selon les protocoles, de 5 a 10 pg kg—1. Il est en général

bien supporté en dehors de douleurs musculaires et osseusesl?. 27, 28, 29],

L’utilisation de facteurs de croissance hématopoiétiques permet d’obtenir a

partir d'une ou deux cytaphérese, voire trois, un greffon suffisant pour une
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reconstitution hématopoiétique. Actuellement, le facteur de croissance le
plus utilisé en routine est le G-CSF, glycoprotéine recombinante équivalente

au granulocyte stimulatingfactor humain.

Un intérét est porté sur la répartition de la dose quotidienne de G-CSF en
deux injections pour améliorer le rendement du recueil. La chronologie
optimale du recueil par rapport aux injections est discutée. L’é¢tude
approfondie de la cinétique des cellules CD34+ et des différents progéniteurs
a Jb, toutes les heures jusqu’a 6 h puis 12 h, 18 h et 24 h réalisée chez 6
sujets évaluables, ameéne a conclure que la diminution des progéniteurs
circulants, probablement liée a un phénoméne de « margination », est
maximale 1 h aprés l'injection et suivie d’une récupération en 4 a 12 h. Il en
résulte que la cytaphéreése doit étre programmée au moins 6 h aprés

I'injection de facteur de croissance.

2.2. Les criteres de préléevement des CSP et leur conservation

Le prélevement peut avoir lieu uniquement si :

— le taux de progéniteurs circulants est suffisant, en général > 20.106 CD34

plt,
— aucun probléme infectieux n’est en cours,
— le recueil est conforme.

Le matériel de recueil des progéniteurs circulants doit répondre aux
spécifications édictées par le comité conjoint d’accréditation de la Société
internationale d’hémothérapie et de manipulation des greffons (International

Society of Hematotherapy and Graft Engineering, ISHAGE) et du Registre
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européen de greffe sanguine et médullaire (European Blood and Marrow

Transplantation).

En regle générale, chaque procédure de cytaphérése permet de traiter deux
masses sanguines a raison de 30 a 80 ml min-1. Si la premiére cytaphérese
ne suffit pas a atteindre le seuil fixé, elle doit étre répétée autant de jours
consécutifs qu’il est nécessaire. Il est exceptionnel que plus de trois
cytaphéréses soient réalisées sauf dans des protocoles de double ou triple

autogreffe.

Dans les conditions habituelles, un volume de 200mL de sang périphérique
concentré en cellules souches hématopoiétiques est souvent prélevé. Le
nombre de cellules souches hématopoiétiques nécessaires pour réaliser une

autogreffe est généralement de 3 a 4x10° CD34+/kg.

Limites : les échecs sont essentiellement li€s aux spécificités du patient, au
nombre de traitements antérieurement recus, a lextension de Ila
radiothérapie, a lintervalle entre la derniére chimiothérapie et la
chimiothérapie de mobilisation. L’age ¢élevé et l'existence d’une atteinte

meédullaire peuvent également étre des facteurs d’échec.

La conservation des greffons se fait par cryoconservation en attendant leur
réutilisation. La technique de congélation doit étre trés rigoureuse pour

préserver la viabilité des progéniteurs.

On ajoute au greffon un milieu cryoprotecteur (leDMSO) pour éviter le choc
osmotique des cellules au cours de la congélation. Les cellules sont en
général congelées dans un appareil de descente programmeée en
température, enregistrant les différentes phases de la congélation. La
déperdition est faible et les cellules peuvent étre conservées en azote liquide

(-196 °C) pendant 20 ans. La décongélation des cellules doit également étre
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effectuée selon des protocoles trés stricts. Un certain nombre de laboratoires
de thérapie cellulaire procédent a I’élimination du cryoprotecteur avant

réinjection de facon a éviter les accidents secondaires de type allergiquel2- 27,
31].

2.3. Les traitements avec les cellules souches hématopoiétiques

autologues

— Les autogreffes sont le plus souvent effectuées dans le cadre de protocoles
et ne sont indiquées qu’en complément d’un traitement déja efficace chez des

patients « répondeurs » a la chimiothérapie.

Les cellules souches hématopoiétiques issues du sang circulant constituent

plus de 95% des greffons. Elles sont indiquées :

e pour les tumeurs malignes de mauvais pronostic chimiosensibles (ou

radiosensibles),
* quand il existe une relation dose-réponse linéaire (effet-dose),

* lorsque la toxicité hématologique des médicaments utilisés est le principal

obstacle a 'augmentation des doses,
* en 'absence de toxicité extra-hématologique limitante.

— Le support des cellules souches hématopoiétique : aprés chimiothérapie
intensive non myéloablative, le plus souvent séquentielle. Les cancers du
sein représentent plus de la moitié des indications du traitement avec
support de cellules souches hématopoiétiques également dans le cadre de

protocoles (sein inflammatoire ou en rechute réfractaire). Ceci concerne

93



aussi les cancers de lovaire, les tumeurs germinales et les cancers

bronchiques a petites cellules(2. 291,

3. Les allogreffes

Dans les greffes allogénique, le donneur et le receveur sont deux personnes

différentes.

La greffe allogénique est une transplantation du systéme immuno-

hématopoiétique. Les buts de l’allogreffe sont multiples :

— administration d’une chimiothérapie lourde pour consolider le traitement

antérieur,

— remplacement du systéme immuno-hématopoiétique malade par un

systéme sain,
— mise a profit de l’effet greffon contre tumeur,

Actuellement en fonction de l’age du patient, de sa pathologie et des
caractéristiques du donneur, les modalités du conditionnement pré-greffe,

du type de greffon prélevé et du suivi post-greffe peuvent étre différents.

Le nombre de cellules souches hématopoiétiques nécessaires pour réaliser
une allogreffe est généralement de 4 a 8x109 CD34+/kg du poids du

receveur 2,27, 28,29, 31, 32]

3.1. L’histocompatibilité

Pour réaliser une allogreffe il faut un donneur, la recherche du donneur est

donc une étape indispensable.
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Ce donneur peut étre :
— soit un donneur anonyme volontaire

— soit un membre de la famille qui a donné son accord pour qu’une étude de

son capital génétique soit effectuée (loi de bioéthique).

Le malade doit recevoir des cellules souches ayant les mémes
caractéristiques tissulaires ou antigénes HLA (humanleucocyte antigen),
antigenes présents sur la membrane des cellules nucléées de tous les tissus

de 'organisme.

La découverte, du systeme HLA a démontré son extréme diversité. Chacun
de nous posséde 12 antigéenes HLA sur chacune de ses cellules nucléées et
pour un donneur volontaire pris au hasard, la probabilité moyenne d’étre
HLA identique a un receveur est de 1/1 000 000. Pour un donneur pris dans
la famille (un frére ou une sceur) la probabilité moyenne d’étre HLA identique
avec le malade est de 30% car ayant recu les mémes antigénes parentaux, il

faut noter que ce chiffre varie en fonction de la taille de la famille.

En cas de greffe entre un frére et une sceur, on parle de greffe géno-identique
ou d’identité génotypique (identité génétique) car ils ont recu les mémes

chromosomes.

En cas de greffe avec un donneur non apparenté, lidentité n’est pas
génétique, mais apparente : elle porte seulement sur les groupes testés.
Cette apparence s’appelle phénotype, l'identité correspondante s’appelle
identité phénotypique (donneur phéno-identique). Ce n’est pas une situation
aussi favorable que l'identité géno-identique, il est fréquent que l'identité ne
soit pas aussi complete. La probabilité pour un patient donné de trouver un
donneur non apparenté varie considérablement en fonction de son groupe
HLA, il existe des groupes treés fréquents et d’autres rares, voire uniques. La
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compatibilité dans le systéme HLA est obligatoire afin de limiter les risques

de rejet et de GVHI2I.

En cas de greffe entre frére jumeau monozygote, on parle de greffe
syngénique. Il existe une identité totale entre donneur et receveur donc pas
de risque de rejet et de GVH. Cependant il n’y a pas d’action greffon contre

leucémie donc plus de rechute.

Lorsqu’un patient présente une pathologie nécessitant une allogreffe, la

marche a suivre peut étre ainsi résumeée :
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Figure 18. La marche a suivre en cas de pathologie nécessitant une

allogreffel2l.
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3.2. Préparation du donneur et du receveur

Le donneur : il doit donner son consentement et doit subir un bilan clinique
et biologique complet. Le donneur doit étre clairement informé du

déroulement du don et des risques encourus.

Si plusieurs donneurs HLA identiques sont trouvés, le choix se fait en

fonction de plusieurs critéres [2, 28l

— le sexe : de préférence de méme sexe (moins bon résultat donneur féminin

pour receveur masculin),
— l’age : choix du donneur le plus jeune,

— le statut CMV : un statut CMV identique est préférable (un donneur CMV

négatif & un receveur CMV positif majore le risque d’infection)

— la sérologie toxoplasmose de préférence identique (le moins favorable est

une sérologie négative pour une sérologie positive),

— le groupe sanguin de préférence identique. Ce n’est cependant pas un frein

a la greffe (déplasmatisation ou désérythrocytation en cas d’incompatibilité).

Le receveur :doit €tre en rémission compléte de sa pathologie ou en tres
bonne réponse (exemple : maladie seulement retrouvée en biologie
moléculaire). S’il s’agit d’'une pathologie maligne évolutive, la greffe sera

inefficace. L’allogreffe peut également étre indiquée [2; 281:
— en cas d’aplasie médullaire aprés échec des autres traitements,

— en cas de maladie génétique impliquant les cellules hématopoiétiques.
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Le receveur doit étre apte a recevoir une transplantation sur les plans

psychique, cardiaque, pulmonaire et rénal.

Avant la greffe, les examens immunohématologiques suivants sont effectués

chez le receveur et chez le donneur :
* groupe sanguin ABO et phénotype Rh et Kell ;
* phénotype érythrocytaire étendu ;
* Rai (recherche d’anticorps irréguliers anti-érythrocytaires);
e titrage des anticorps anti-A et/ou anti-B ;
* test de Coombs direct.
3.3. Déroulement de la greffe

La compatibilité entre le patient et le donneur ne peut €tre parfaite. Il est
donc indispensable de préparer l'organisme du malade a accepter le greffon
dans les meilleures conditions possibles : c’est le conditionnement qui a

pour finalité de favoriser la prise de greffe. Il en existe différents types [2. 28, 30,
32]:

- Le conditionnement myéloablatif : le but de cette préparation a la greffe
consiste a détruire la moelle malade par une chimiothérapie, ou une
combinaison de chimiothérapie et de radiothérapie. Cette moelle délétere
sera ensuite remplacée par une moelle saine. Ce traitement est avant tout

réservé a de jeunes patients.

- Le conditionnement non-myéloablatif : dans certaines situations, il est
proposé une greffe a conditionnement atténué, on dit aussi « a intensité
réduite ». Cela implique une préparation moins toxique et un risque moindre

de complications. Il s'agit de favoriser la prise de greffe. Afin d'éviter le rejet
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du greffon, le traitement va consister dans un premier temps a neutraliser le
systéme immunitaire du patient sans trop s'attaquer directement a sa
maladie puis, en second lieu, a utiliser l'effet anti-tumoral et immunologique
du greffon (effet GVL : Graft Versus Leukemia). Il va s'ensuivre une
coexistence des cellules malades du patient avec le greffon du donneur. Puis
progressivement, les lymphocytes du greffon vont prendre le dessus et

éliminer les cellules délétéres du malade.

Ce type de traitement concerne en général les personnes agées ou ne
pouvant pas supporter un conditionnement myéloablatif. Les patients sont
dans ce cas installés dans des chambres protégées des infections mais, la

plupart du temps, ils ne sont pas isolés en chambre stérile.

La greffe s’effectue par simple perfusion intraveineuse du greffon, les cellules

souches iront d’elles-mémes « faire leur nid » dans la moelle du receveur.

Apres la greffe, le patient est suivi car il reste en aplasie totale au moins
pendant les 15 premiers jours jusqu'a ce que les cellules souches de la
moelle se reproduisent et forment les cellules sanguines. La récupération des
neutrophiles préceéde la récupération des plaquettes. La sortie d’aplasie est

différente selon les conditionnements :

— en cas de conditionnement myélo-ablatif a J30, le receveur est 100%

donneur,

— en cas de conditionnement non myélo-ablatif, la prise de greffe est plus
progressive et suivie par les études de chimérisme post-greffe. Un déficit
immunitaire humoral et cellulaire intense et prolongé (6 a 12 mois, voire

plus) est observé avecdes risques infectieux particuliers.
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I1 est nécessaire d'effectuer des prélévements sanguins quotidiens pour

suivre 1'évolution de la numération et de la formule sanguine.
3.4. Les complications

— La réaction du greffon contre ’'héte GVH (graft versus host) : la réaction du
greffon contre ’hote est liée a l'effet des cellules immunitaires (lymphocytes)
contenues dans le greffon contre les organes normaux du patient
(notamment la peau, le foie et le tube digestif). Le risque de GVH est plus
élevé chez les gens agés et chez les personnes qui recoivent des cellules

souches d'un donneur non apparenté ou non compatiblel2. 28, 32, 33],

Bien qu’un traitement adapté puisse prévenir ou traiter ces complications,
chacune d’elle présente un risque d’évolution défavorable. La GVH peut étre

aigue ou chronique :

* la GVH aigué survenant dans les trois mois suivant la greffe.Elle peut
varier de légére a tres grave. Elle serait liée aux lymphocytes TH1 et serait

plus fréquente lorsque le greffon est d’origine médullaire.

* la GVH chronique survenant aprées le 100¢me jour serait plus fréquente avec
les greffons de cellules souches issues du sang circulant. Elle serait due aux
lymphocytes TH2. Malgré les nombreux traitements existants, elle peut

devenir a elle seule une vraie maladie.

— Les infections bactériennes, fungiques, virales : elles sont liées a
I'immunodépression nécessaire a la greffe et peuvent constituer un cercle
vicieux lors du traitement de la GVH. Elles sont a l'origine de nombreux

déceés.

— La non prise hématopoiétique ou rejet secondaire : elle survient plus

souvent dans les greffes phéno-identiques ou les greffes de sang de cordon,
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plus rarement dans les greffes géno-identiques ou phéno-identiques
totalement « matchés » (10/10). Dans les cas ou il existe un risque, la moelle
du patient est prélevée et congelée avant la greffe si le donneur ne peut étre

prélevé a nouveau.

— Les rechutes : elles peuvent intervenir méme lorsque les indications de
greffe ont été bien posées en raison de facteurs de gravité de la pathologie en
cause (ex : certaines anomalies chromosomiques associées aux leucémies).
Elles surviennent plus fréquemment chez des patients n’ayant pas eu de
réaction du greffon contre ’héte et survenaient trés fréquemment lors de
greffes T déplétées (c’est-a-dire lorsque les lymphocytes T avaient été enlevés
du greffon). Le traitement du patient par des lymphocytes du donneur peut
dans certains cas (en particulier dans la leucémie myéloide chronique)

entrainer une disparition des cellules tumorales et une seconde rémission.
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PRELEVEMENT DE LYMPHOCYTES

DONNEUR

centrifugation - Immunothérapie post allogreffe
tres bon résultat LMC

- Conditionnement non myé¢loablatif
- Allogreffes T déplétées

sang total ————— lymphocytes

MALADE
- leucémie lymphoide chrenique
syndrome de leucostase
séparation st GB >350 000

- Photochimiothérapie cxtra corporelle
- cellules dendritiques

Figure 19. Processus du prélevement des lymphocytestd.

LMC : leucémie myéloide chronique

1. Immunothérapie post allogreffe

Le but de limmunothérapie post allogreffe est de prévenir ou traiter les
rechutes des hémopathies malignes aprés allogreffe de CSH par transfusion

des lymphocytes du donneur.
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L’effet anti-leucémique des lymphocytes T a été évoqué dés 1956 dans des
modéles murins, puis en 1965 par I'équipe du professeur Mathé dans le
cadre des transplantations chez I'homme. Ensuite, 1’équipe de Seattle
apporta la preuve d'un tel effet en montrant que la probabilité de rechute
était plus faible chez les patients qui développent une GVH (graft versus
host), aigué€ ou chronique, que chez les patients qui n’en présentent pas. Cet
effet allogénique a été montré en comparant les taux de rechute des
receveurs de greffes syngéniques (jumeaux) et allogéniques : il y a davantage
de rechutes chez les jumeaux. Il existe une trés forte association entre le

risque de rechute et la déplétion T2 5l

Une étude réalisée par KLOB chez les patients atteints de leucémie myéloide
chronique (LMC) qui avaient rechuté apreés la greffe, a démontré que
I'injection de lymphocytes du donneur permet une rémission compléte de la

leucémie avec disparition du chromosome Philadelphie.

Comme pour toute réponse immunitaire, le déroulement de la réponse

allogénique post-greffe va dépendre des parameétres suivants :

— le contexte (type de conditionnement),

— des criteres qualitatifs (différences antigéniques entre donneur et receveur),
— des criteres quantitatifs (le nombre de lymphocytes T injectés),

— de critéres chronologiques (le moment de la réinjection).

La quasi-totalité des cellules de l'organisme porte des molécules HLA de
classe [; seule une toute petite population d’entre elles porte des molécules
HLA de classe II, ce qui est le cas de la majorité des cellules leucémiques,
excepté les lymphomes T. Peu apres la greffe, il reste des cellules

immunocompétentes du receveur, alors que 9 mois apres, elles ont été
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remplacées par celles d'une nouvelle hématopoiese. Si on injecte des
lymphocytes T du donneur quelques mois apres la greffe, ils vont rencontrer
soit des cellules de classe II autologues et saines, soit des cellules de classe
II allogéniques et malades. L’effet des lymphocytes T n’est donc pas amplifié
comme apres la greffe et est dirigé préférentiellement contre les cellules

malades de classe II.

La meéthodologie du traitement consiste a prélever les lymphocytes du
donneur n’ayant pas recu de facteurs de croissance hématopoiétique par
aphérese et a les injecter au patient le plus souvent a des doses croissantes :
0,1 x 107 cellules kg -1, 0,5 x 107 cellules kg! puis a 1 x 107 kg1, 5 x 107
kg-1, 1 x 108 kgl et jusqu’a S x 108 kg1, la probabilité d’obtenir une réponse

est beaucoup plus importante pour les patients en rechute moléculaire.

2. La lymphaphérése thérapeutique

En cas de leucémie lymphoide chronique avec un taux de lymphocytes
supérieur a 350.000 et avec des signes de leucostase cérébrale ou

pulmonaire, la lymphaphérése peut étre indiquée :

— en tout début de diagnostic dans les formes évolutives pour supprimer les

symptomes de leucostase avant la mise en route de la chimiothérapie,

— parfois apres plusieurs cures de chimiothérapie inefficaces, souvent apres

chimiothérapie utilisant la Fludarabinel2l.
3. La photochimiothérapie extra corporelle (PCE)

I1 s’agit d’immunothérapie dirigée contre une prolifération T mono ou
polyclonale responsable de manifestations pathologiques. Elle se fait en trois

étapes consiste en un préléevement de cellules mononucléées, irradiées en
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présence dun photosensibilisant, puis immédiatement réinjectées au

patient.

C’est un procédé associant une leucaphéreése et une puvathérapie. La
puvathérapie est une chimiothérapie associant le psoraléne (8-MOP ou 8
méthoxypsoraléne) utilis€ comme agent mutagéne et un rayonnement

ultraviolet de type A (UVA).
On distingue deux techniques(? 5l :

Lesystéme fermé : utilise un appareillage unique, en une seule opération.
L’appareil reste connecté au patient du début a la fin de la procédure. Aprés
prélevement du sang du patient, les globules rouges sont séparés des
globules blancs et du plasma par centrifugation. Les globules rouges et
l'excédent de plasma sont réadministrés au patient. Le sang enrichi en
leucocytes (Buffy coat) et le plasma sont collectés dans la chambre de
photoactivation. Le cycle de collecte est répété de 3 a 6 fois. La solution
UVADEX® est injectée dans la poche de collecte, en adaptant la quantité de
8-MOP au volume de prélévement (taux final de SO ng/ml). Les cellules sont
irradiées en passant entre deux rampes de lampes a UVA de forte intensité
(1-2 J/cm?). Les cellules photoactivées ainsi traitées sont ensuite réinjectées

au patient. La durée de la procédure est de 3h30mn en moyenne.

Le systéme ouvert: encore appelé systéme dissocié utilise deux
appareillages différents (séparateur cellulaire et irradiateur). Dans cette
procédure, les étapes de la PCE (collecte et isolement des CMN, traitement et
réinjection des cellules) sont dissociées. L’aphérése et l'irradiation UVA sont
réalisées par deux appareils différents. Le prélevement des cellules
mononucléées (CMN) est effectué sur un séparateur de cellules a flux
continu permettant, une extraction importante des CMN (avec une pureté
>90 %) et avec une contamination minimale en globules rouges (Hématocrite
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<2 %). La suspension cellulaire est transférée sous atmosphere contrdlée
dans une poche adaptée a lirradiation UVA dans laquelle est injecté le 8-

MOP, a une concentration de 200 ng/ml.

La poche est ensuite placée dans l'appareil d’irradiation. Le temps
d’irradiation est calculé automatiquement par l'appareil afin de délivrer la

dose demandée, en fonction de ’hématocrite de la suspension cellulaire.

Les CMN autologues photo modifiées sont réinjectées aussitot apres

I'irradiation. La durée de la procédure est de 3h30mn en moyenne.

Le systéme dissocié permet de mettre en ceuvre des tests de controle qualité,
comme les formules et numérations cellulaires ou le test de transformation
lymphoblastique (TTL). La réglementation en vigueur impose un controle

bactériologique systématique du produit final.

Le mécanisme d’action est lié a l'action du 8-MOP activé par UVA (liaison
irréversible du 8 MOP sur ’ADN et modifications protéiques). Cette action

engendre comme conséquences :

- la mort cellulaire par apoptose, lymphopénie T, réponse anti clonotypique

CDs,
- relargage des cytokines (monocytes activés),
- modification de 'expression moléculaire (peptides classe I).

Les effets thérapeutiques : modulation de la réponse immunitaire T
dépendante, effet cytotoxique antitumoral (lymphome T cutané), réaction
allogénique (rejet de greffe — GVH), de l’expression de l'auto-immunité

(Pathologies auto-immunes).
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Les indications de la PCE sont nombreuses, elle dispose d'un champ
d’application thérapeutique qui couvre plusieurs pathologies liées a un
dysfonctionnement du systéme immunitaire, en situation autologue
(pathologies tumorales ou auto immunes) ou allogénique (greffe d’organe,

maladie du greffon contre ’héte). Les principales indications sont :
— lymphomes cutanés a cellules T ;

— maladie du greffon contre I’hote ;

— prévention du rejet de greffe ;

— dermatologie : sclérodermie, lichen plan érosif, psoriasis, maladies

bulleuses, lupus érythémateux systémique multirésistant, eczéma atopique ;

— maladies auto immunes : polyarthrite rhumatoide, maladie de Crohn,

arthrite psoriasique, sclérose en plaques, diabéte de type 1 ;

— autres : prévention de resténose coronaire apres angioplastie, infections

virales...

La PCE est une technique extrémement bien tolérée, quels que soient

I’appareillage utilisé ou l'indication.
Les principaux effets indésirables qui ont été relevés sont les suivants :

— hypotension et hypovolémie (résultant du séparateur de cellules),

hypocalcémie symptomatique ;

— arrét de la procédure en raison d'un mauvais acces vasculaire périphérique

ou central ;

— risque infectieux des abords veineux ;
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— anémie ;

— douleur au point de ponction et intolérance psychologique (population
pédiatrique). Les taux rapportés dans la littérature sont de 3,5 % a 3,7 % des

procédures.

Certains événements indésirables rares sont aussi notifiés, il s’agit de
I’hypocalcémie symptomatique et l'interruption de la procédure a cause du

flux sanguin insuffisant.

L'immunité humorale et cellulaire est conservée. Aucune infection
opportuniste ou néoplasie n’a été rapportée. Des effets secondaires non
spécifiques (nausées, vomissements) avaient €té rapportés sur la période

historique d’administration orale de 8-MOP (ancienne technique Therakos).

4. Immunothérapie antitumorale par les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont les cellules présentatrices d’antigenes. Ce
sont elles qui, aprés avoir été en contact avec l'antigéne, le présentent aux
lymphocytes T qui vont le reconnaitre. C’est a partir de la qu'une réponse
immunitaire adaptée va pouvoir avoir lieu. Ce sont les cellules dendritiques
qui initialisent et régulent la réponse immunitaire. Lors d’'une réponse
cellulaire antitumorale, les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques « éduqués» par
les DC vont reconnaitre la cible (les cellules tumorales) et vont pouvoir la
détruire. Lorsque l'on veut utiliser les cellules dendritiques dans un but de
vaccination antitumorale, il faut faire une préparation de DC avec une
méthode de production répondant a un usage clinique (en respectant les
regles de thérapie cellulaire). Les DC obtenues doivent étre capables de
présenter des antigénes spécifiques de la tumeur et d’entrainer une réponse
de type Th1 avec production d’effecteurs T CD8 cytotoxiques spécifiques des
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cellules tumorales. Il faut que la réponse antitumorale observée soit en

relation avec la production des lymphocytes T cytotoxiquesl2l.
Méthodes d’obtention :
— Le matériel de départ :

* le plus souvent on utilise des monocytes du sang périphériques obtenus

par cytaphérése comme les cellules souches périphériques,

* on peut également les obtenir a partir des cellules CD34+ (existence dun

progéniteur dendritique exprimant le CD34).
— Les méthodes de culture :

e milieu de culture sans sérum en présence de cytokines : GM-CSF, IL4/IL3,
TNFa,

* temps de culture : 5j + 2j.
— Le priming (présentation des antigénes par les DC) :

* les antigénes sont des peptides, des protéines naturelles ou recombinantes,
des acides nucléiques ou des cellules tumorales (obtenues par biopsie en

zone tumorale),

* le moment et la durée de l'exposition sont des temps importants.

Apres la vaccination, les DC qui ont capturé et processé l'antigéne ex-vivo
vont migrer vers les ganglions lymphatiques. Au niveau des ganglions, les
DC éduquent les lymphocytes T. Ensuite les Ilymphocytes T CDS8

cytotoxiques vont migrer jusqu’aux sites tumoraux pour reconnaitre et
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détruire les cellules tumorales. Il faut déterminer le nombre de DC a injecter

(dose), le nombre d’injections et l'intervalle entre les injections.

L’immunothérapie antitumorale par les DC est indiquée en hématologie dans
les myélomes et les lymphomes malins non hodgkiniens a petites cellules B,
en oncologie dans le mélanome malin, le cancer de la prostate et le cancer

du rein, cancer du pancréas, cancer du sein...
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LES APHERESES MULTIPLES

Les aphéreses multiples permettent d’obtenir a partir d'un seul donneur et
au moyen d'un séparateur de cellules au moins deux produits sanguins
labiles. Elles comprennent les dons combinés, conduisant a la préparation
d’au moins deux types de PSL différents: plaquettes/plasma (CPA +
plasma), technique proposée depuis plus de dix ans, globules
rouges/plaquettes (CGR + CPA), globules rouges/plasma (CGR + plasma) et
méme globules rouges/plaquettes/ plasma (CGR + CPA + plasma).

Il y’a aussi le don de globules rouges d’aphérese qui aboutit a 'obtention de
deux concentrés de globules rouges identiques méme si c’est un don

d’aphérese simple avec un seul type de produit collecté.

En aphérese, les voies d’abord doivent étre toniques et de bon calibre pour
permettre un recueil rapide et de qualité. Tous les séparateurs qui
permettent la collecte de produits multiples utilisent la centrifugation
comme principe de séparation des composants sanguins, pilotée par un
logiciel programmé en fonction du type de procédure désirée, ils utilisent
également des dispositifs a usage unique et le citrate comme anticoagulant

du circuit extracorporell2. 341,

1. Critéres d’éligibilité

En regle générale c’est le type de cellules qui conditionne [’¢éligibilité des
donneurs : par exemple, pour un préléevement de globules rouges/plasma,

I’éligibilité est conditionnée par les globules rouges.

- Age : plaquettes + plasma, globules rouges + plaquettes, globules rouges +

plasma, globules rouges + plaquettes + plasma : 18 a 65 ans ; 2 CGR : 18 a
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60 ans. Toutefois, a partir de 61 ans, il ne peut étre effectué de prélévement
d’aphéreése chez une personne n’ayant jamais donné par aphérése avant son

soixante-et-uniéme anniversaire.

- Fréquence des dons par an : avec une tolérance de 15 jours, en année
glissante : cinq fois pour un don de plaquettes/plasma ; cinq fois pour les
hommes et trois fois pour les femmes pour un don de CGR + CPA, CGR +
plasma et CGR + CPA + plasma jusqu’a la veille du soixante-et-uniéme
anniversaire, au-dela de 61 ans le nombre de dons doit étre inférieur ou égal

a trois quel que soit le sexe ; deux fois pour un don de 2 CGR.

- Volume de prélévement : le volume de sang pour les échantillons doit étre
inférieur ou égal a 35 ml. Le volume total des PSL prélevés est de 600 ml
avec une tolérance de plus ou moins 5 % (sans anticoagulants, ni solutions
de conservation ou destinées a l'inactivation des pathogénes) : en aphérese
simple de CGR, le volume de globules rouges prélevé” est inférieur ou égal a
450 ml et pour un don par aphérése combinée avec prélevement de CGR, il
est inférieur ou égal a 225 ml. Le volume de solution anticoagulante injectée

par séance est inférieur ou égal a un litre.
- Caractéristiques du donneur :

Le bilan hématologique : pour les dons combinés comportant le préléevement
d'un CGR : une NG et une numération plaquettaire doivent étre réalisés a
chaque don : taux d’hémoglobine : 13,5 g/100 ml pour les hommes et 12,5
g/ 100 ml pour les femmes et le nombre de plaquettes doit étre supérieur ou
égal a 150 g/1 (Directive européenne) ; pour un don combiné avec
prélevement d'un CPA : une numération plaquettaire doit étre disponible
avant le premier don, puis au tout début du don pour tous les dons suivants
: concentration plaquettaire minimale de 100 g/l a la fin de la procédure
chez le donneur ; pour le don de 2 CGR : 13,5 g/ 100 ml pour les hommes et
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les femmes et un taux de ferritine supérieur ou égal a 20 ng/ml a 'occasion
du premier don (sinon exclusion définitive). Dans tous les cas, le médecin de

prélevement évalue la nécessite” de réaliser un bilan d’hémostase.

Le poids minimum requis est de 50 kg. Entre 45 et 50 kg le préléevement est
laissé a l'appréciation du médecin a condition que les caractéristiques des
PSL puissent étre respectées. Pour les 2 CGR il faut plus de 65 kg et plus
d’1,65 m quel que soit le sexe ; la TA comprise entre 100 et 180 mm Hg ; le
pouls compris entre 50 et 110 pulsations/min (sportif avec moins de 50

pulsations/min peut étre prélevé).

Le volume extra corporel maximal en cours de prélévement est inférieur ou

égal a 20 % du volume sanguin total du donneur.

Un compte rendu de prélevement par aphérése multiple doit étre disponible,
comportant lidentifiant du don, le matériel et le consommable utilisé,
I'identité de la personne ayant effectué l'aphérése et le détail du

déroulementl2, 341,

2. Avantages et inconvénients

2.1. Dons combinés

Il s’agit de : CPA + plasma ; CGR + CPA ; CGR + plasma ; CGR + CPA +

plasmalll.
Avantages :

* Une adaptabilité en fonction des besoins (obtention plus rapide de produits

recherchés)
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* Une flexibilité en cas d’urgence (recrutement le jour méme de 'aphérese)
* Un renforcement de l'utilité des dons

* Une seule qualification pour les deux ou trois produits obtenus.
Inconvénients :

e La durée plus longue du don

* Des effets secondaires supérieurs par rapport au don de sang.

2.2. Don de globules rouges d’aphérése
Avantages :

* Un intérét pour les polytransfusés (réduction du nombre de donneurs donc
des risques infectieux et immunologiques si les deux produits sont

transfusés au méme receveur) ;

* Une qualité identique des 2 CGR (standardisation en quantité d’Hb

contenue dans le produit);

¢ Moins de CGR hors normes ;

* Un seul déplacement pour le donneur ;

* Des produits étiquetables et distribuables sans étapes de préparation ;
* Une stimulation médullaire du donneur plus intense ;

* Une disponibilité” rapide de CGR de groupes rares.

Inconvénients :

* Un don plus long (30 minutes en moyenne) ;
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*Applicable qu’a certains donneurs (nécessité d’avoir des examens pré don);
* Une éligibilité” plus faible pour les femmes ;

* Des effets secondaires plus importants liés au citrate ;

* Une perte en fer importante (supplémentation) ;

* Pas intéressant pour des donneurs masculins fidéles (cinq dons par an) ;
* Le cout de la technique et une rentabilité moindre ;

* Une réticence des associations de donneurs de sang et de certains

donneurs. B34
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CONCLUSION

Les techniques d’aphérése ont permis un grand progres dans les pratiques

de la transfusion sanguine.

Grace aux séparateurs de cellules, on peut prélever chez le donneur
I’6lément dont on a besoin et transfuser au patient ’élément sanguin dont il
a besoin, ce qui a rendu possible la diminution de certains risques tels que
les immunisations dues a la transfusion du sang total. La sélection des
donneurs par des bilans cliniques et des tests biologiques a permis d’éviter le
risque infectieux qui depuis des décennies était le plus grand probléme de la
transfusion sanguine. Il s’agit de techniques qui permettent un bon
rendement (l'obtention d'un ou de plusieurs PSL) en un temps plus court.
Ces technologies sont sures et rapidement efficaces, ils ont donc permis a la
transfusion sanguine une meilleure qualité du produit, une diminution des
risques transfusionnels et une économie en temps en réduisant certaines

étapes de la transfusion.

L’utilisation thérapeutique des techniques d’aphérese a permis d’améliorer la
qualité de vie de certains patients atteints des maladies telles que la
drépanocytose, ou d’un probléme métabolique tel que ’hypercholestérolémie,
I’hémochromatose. Les techniques d’aphérése ont également amélioré
lefficacité de certains traitements comme la chimiothérapie ou la
radiothérapie en cas de lymphome ou de mélanome, et ont aussi rendu plus
facile la pratique des traitements par greffe de cellules souches

hématopoiétiques.

Les techniques d’aphérése constituent un élément important de l’arsenal
thérapeutique car elles permettent grace aux échanges plasmatiques

I’épuration rapide des substances pathogénes dans différentes situations, le
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niveau d’efficacité des échanges plasmatique est variable d’'une pathologie a
lautre mais tend a s’affiner au cours du temps grace aux études
randomisées encore trop rares. Une meilleure prescription des liquides de
substitutions, une bonne utilisation des anticoagulants et la limitation
d’apport du plasma viro-attenué permettent de diminuer les complications
rencontrées au cours des EP. Les thérapies modernes de plasmaphérese telle
que limmunoadsorption, constituent les techniques d’avenir dont il

conviendra de développer.

La technologie d’aphérese est en pleine évolution depuis plusieurs années,
on est passé des premiers séparateurs de cellules vers un meilleur confort,

mais des progres sont a faire dans :

- la miniaturisation des séparateurs pour qu’ils soient disponibles en

équipes mobiles,
- Pamélioration du recueil des granulocytes,
- Pamélioration sur la péremption et la conservation des plaquettes

Le développement de la matériovigilance liée a ces techniques est nécessaire
dans le cadre général de I’évaluation des risques et de ses conséquences sur
le donneur et sur le produit. La formation du personnel et la mise en
application des regles de bonnes pratiques permettront de minimiser

morbidité et mortalité.
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Résumé

Titre : Les applications transfusionnelles et thérapeutiques des techniques
d’aphérese

Auteur : ABDOU DAOUDOU Bassira
Mots clés : Aphérése-techniques-transfusion-thérapeutiques

Les techniques d’aphérese permettent le préléevement d'un ou de
plusieurs composants sanguin par circulation extracorporelle du sang grace
a un séparateur de cellules, les composants non prélevés sont réinjectés au
donneur ou au patient. Plusieurs techniques sont utilisées : la centrifugation
a flux continue, la centrifugation a flux discontinue, la filtration
conventionnelle, la filtration en cascade, le systéme DALI et d’autres
méthodes beaucoup plus sélectives telles que limmunoadsorption, la
photochimiothérapie extracorporelle...

Les techniques d’aphéréses permettent la réalisation de plusieurs
actes dont : le prélevement de cellules mononucléées par cytaphérése pour
thérapie cellulaire ; le prélévement de cellules souches hématopoiétiques
sanguines par cytaphérése pour thérapie cellulaire; l’épuration semi
sélective de substance plasmatique par double filtration (épuration en
cascade) ; la séance non programmeée de soustraction thérapeutique de
plasma avec perfusion de produit de substitution (échange plasmatique)
pour affection aiglie ; la séance programmée de soustraction thérapeutique
de plasma avec perfusion de produit de substitution (échange plasmatique)
pour affection chronique ; l’épuration chimique des lipoprotéines (LDL
aphéreése) a partir du plasma ou du sang total ; I’épuration immunologique
de substance plasmatique (immunoadsorption) ; la séance d’ultrafiltration
plasmatique ; la séance programmée de leucaphérése thérapeutique pour
affection chronique ; la thrombocytaphérése thérapeutique ; I’érythraphérese
thérapeutique avec transfusion de globules rouges (échange érythrocytaire) ;
I’érythraphérese thérapeutique avec perfusion (hémodilution
normovolémique intentionnelle) ; la séance non programmeée de leucaphéréese
thérapeutique pour affection aigiie ; la photochimiothérapie extracorporelle
des cellules sanguines mononucléées...



Summary

Title: The transfusion and therapeutic applications of apheresis technology
Author:ABDOU DAOUDOU Bassira
Keywords:Apheresis-therapeutic-transfusion-technology

The apheresis techniques allow the removal of one or more blood by
extracorporeal circulation of blood through a cell separator components, the
components who are not collected arereinfused into the donor or patient.
Several techniques are wused: the continuous flow centrifugation,
discontinuous flow centrifugation, conventional filtration, cascade filtration ,
DALI and other more recent and selective techniques such as

immunoadsorption , extracorporeal photochemotherapy ...

The apheresis techniques allow the realization of several acts
including: the collection by apheresis mononuclear cells for cell therapy, the
collection of blood hematopoietic stem cells by apheresis for cell therapy , the
semi selective purification of plasma substance by double filtration
(treatment cascade) ; session unscheduled therapeutic subtracting plasma
substitute infusion (plasma exchange) for acute disease ; programmed
therapeutic subtracting plasma substitute infusion (plasma exchange) for
chronic session and the chemical treatment lipoprotein (LDL apheresis) from
plasma or whole blood immunological purification of plasma substance
(immunoadsorption) session plasma ultrafiltration , the programmed therapy
for chronic leukapheresis session , therapeutic plateletpheresis ; therapeutic
apheresis with transfusion of red blood cells (RBC exchange); therapeutic
apheresis with infusion (intentional normovolemichemodilution) session
unscheduled therapeutic leukapheresis for acute disease , extracorporeal

photochemotherapy mononuclear blood cells ...
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fidele a leur renseignement.

D 'exercer ma profession avec conscience, dans [intérét
de la santé public, sans jamais oublier ma responsabilité
et mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine.

D’étre fidele dans lexercice de la pharmacie a la
legislation en vigueur, aux régles de [honneur, de la
probité et du désintéressement.

De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été
confiés ou dont j'aurais eu connaissance dans [exercice
de ma profession, de ne jamais consentir a utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les meeurs et
favoriser les actes criminels.
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