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Mots clés H Résumé

Cellules souches

hématopoiétiques Dans une démarche qui vise a uniformiser les procédures d'allogreffe de cellules souches
Cellules CD34* hématopoiétiques, la Société francophone de greffe de moelle et thérapie cellulaire (SFGM-TC)
pédiatrie a organisé les 7° ateliers d’harmonisation des pratiques en allogreffe en septembre 2016 a Lille.
Congélation L'objectif de notre atelier est d'aborder le sujet de la conservation et congélation des cellules
Composition du greffon souches hématopoiétiques dans un contexte pédiatrique et de fournir des recommandations.
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B Summary

Therapy (SFGM-TC)

Preservation/congelation of hematopoietic stem cell grafts in a pediatric context:
Guidelines from the Francophone Society of Bone Marrow Transplantation and Cellular

The Francophone Society of Bone Marrow Transplantation and Cellular Therapy (SFGM-TC)
organized the 7th allogeneic hematopoietic stem cell transplantation clinical practices harmo-
nization workshop series in September 2016 in Lille, France. The objective of our workshop is to
provide a discussion on the conservation and congelation of hematopoietic stem cells in a
pediatric setting as well as our recommendations for this technique.

Définition du « contexte pédiatrique » : donneur ou rece-
veur mineur.

Questions posées

Les questions posées sont :

+ don dirigé de sang placentaire en intra-familial ;

« qualification des donneurs mineurs ;

« définition des seuils de collecte : cible, seuil minimal, seuil maximal;
indications de congélation des greffons de CSH en fonction des
richesses cellulaires en situation autologue, en situation allogé-
nique géno-identique et en situation phéno-identique 9 et 10/10;
volume maximal des greffons.

Méthodologie

Une revue de la littérature a été réalisée sur le site Pubmed en
croisantles mots-cléssuivants: « celldose », « pediatrics », « child »,
« children », « autologous stem cell tranplantation » « allogeneic
stem cell transplantation », « graft versus host disease »,
« (D34 positive cells », « graft composition », « plerixafor »,
« transfusion », « engraftment », « healthy donor » « harvest ».
Un questionnaire en ligne de 18 questions a été élaboré par les
auteurs et diffusé a deux reprises a I'ensemble des membres de
la SFGM-TC par messagerie électronique. Plusieurs membres
d'un méme centre pouvaient répondre de facon autonome.
Dix-huit réponses ont été recues et analysées.

Etat de I'art et recommandations
(par question)

Don dirigé de sang placentaire en intra-familial

Le don dirigé de sang placentaire en intra-familial :

* indications ;

« critéres de conservation/destruction ;

« organisation/faisabilité du prélevement ;

+ techniques de conservation.

Etat actuel de la question

Indications

Il existe des recommandations de I'Agence de la biomédecine
(ABM) et du Réseau francais de sang placentaire (RFSP) de mars
2009 définissant les indications de prélevement lorsqu'il existe
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dans la fratrie un enfant atteint d'une des pathologies suivantes

avec indication potentielle de greffe :

« hémoglobinopathie ;

 maladie métabolique ;

« aplasie médullaire constitutionnelle ou acquise ;

+ leucémie aigué lymphoblastique ou myéloide (LAL/LAM) dont
la premiere rémission date de moins de 5 ans ;

« tumeur solide pour laquelle la greffe allogénique est proposée
dans le cadre de la recherche clinique ;

* autre, notamment les affections génétiques dans le cadre de
la recherche clinique.

Critéres de conservation/destruction

Le RFSP recommande :

« de se rapprocher des standards établis pour la conservation
non apparentée en termes de volume, richesse, viabilité et
exigences microbiologiques (sérologies et bactériologie) ;

* queletypage HLA de I'enfant atteint est requis lors de la demande
de conservation. Pour les affections non malignes, seules les USP
HLA compatibles 5 ou 6/6 sont conservées. Pour les maladies
malignes la compatibilité minimale doit étre de 3/6 ;

* que la possibilité de destruction soit indiquée dans la notice
d'information et le consentement signé par la mere. La
destruction sera réalisée en cas d'abandon du projet de greffe
allogénique avec cette USP.

Organisation/faisabilité

La prescription de conservation doit étre faite par le médecin en

charge de I'enfant malade et adressée a la maternité ou accou-

che la mére et au laboratoire de thérapie cellulaire.

La mere doit étre informée des modalités de ce prélevement y

compris de la possibilité ultérieure de réaliser un prélévement

médullaire chez I'enfant a naitre, et signer un consentement de
conservation de I'USP a visé allogénique pour I'enfant nommé et
son accord ou refus d'utilisation de cette USP a des fins de
recherche en cas d'abandon du projet d'allogreffe avec cette
USP pour I'enfant nommé.

Techniques de conservation
Le RFSP recommande d'utiliser des poches sans réduction de
volume tout en laissant le choix a chaque banque.
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Recommandations

Indications

Les auteurs sont en accord avec les recommandations de ABM/

RFSP complétées des précisions suivantes :

« pour les affections génétiques, il doit exister un marqueur
permettant de faire le diagnostic soit sur I'USP, soit sur I'enfant
a3 naitre ;

* pour les LAL et LAM & moins de 5 ans de la derniére rémission ;

il nexiste pas actuellement d'indication de conservation d'USP

en direction de |'un des deux parents atteints d'une pathologie

avec indication d'allogreffe en vue d'une éventuelle greffe
d'USP haplo-identique.

Criteres de conservation/destruction

Les auteurs sont en accord avec les recommandations de ABM/

RFSP complétées des précisions suivantes :

» quelle que soit I'indication de greffe, seules sont conservées
les USP compatibles 5 et 6/6 avec I'enfant atteint ;

« pour les pathologies génétiques, les auteurs recommandent la
conservation des USP non compatibles avec I'enfant atteint si
les parents expriment le souhait d'avoir d'autres enfants dans
I'avenir.

Organisation/faisabilité

La réalisation du prélevement doit étre idéalement organisée

dans une maternité dont le personnel est formé au prélévement

de sang placentaire. A défaut, la réalisation d'une formation
minimale du préleveur est indispensable.

Un consentement type et un exemple de notice d'information,

qui devront étre adaptées aux pratiques de chaque centre, sont

mis a disposition sur le site internet de la SFGM-TC ou peuvent
étre demandé aux auteurs correspondants.

Techniques de conservation

Les auteurs recommandent d'utiliser des poches sans réduction

de volume afin d'éviter toute perte cellulaire.

Qualification des donneurs mineurs

Etat actuel de la question

Rappel de la loi : le prélévement sur mineur ou sur majeur
protégé est interdit par I'article L. 1241-2, sauf situations déro-
gatoires prévues aux articles L. 1241-3 pour les mineurs. « Par
dérogation (.. .), en I'absence d'autre solution thérapeutique, un
prélevement de cellules hématopoiétiques recueillies par pré-
lévement dans la moelle osseuse ou dans le sang périphérique
peut étre fait sur un mineur au bénéfice de son frere ou de sa
seeur ».

L'apport de la révision de 2011, par l'expression « ou dans le
sang périphérique » entre en contradiction avec les dispositions
législatives du L. 1221-6 du méme code qui n'ont, alors, pas été
modifiées et s'opposent a une modification des caractéristiques
du sang chez le mineur avant prélevement en vue d'une utilisa-
tion thérapeutique pour autrui. Cette disposition rendrait impos-
sible I'utilisation de G-CSF pour le recueil de CSH dans le sang
périphérique chez un enfant. L'Agence de la biomédecine

Bulletindu
— CANCER

prévoit la possibilité d'autoriser cette technique sur demande
argumentée des équipes de greffes.

La dérogation s'étend au-dela de la fratrie uniquement pour les
(SH de moelle osseuse : « lorsqu'un tel prélévement n'est pas
possible et en I'absence d'autre solution thérapeutique appro-
priée, le prélévement de cellules hématopoiétiques issues de la
moelle osseuse peut, a titre exceptionnel, étre fait sur un
mineur au bénéfice de son cousin germain ou de sa cousine
germaine, de son oncle ou de sa tante, de son neveu ou de sa
niece. ».

Recommandations

La lecture des textes Iégislatifs indique I'impossibilité de recourir
3 un donneur mineur pour la réalisation d'une greffe haplo-
identique, en particulier au profit d'un de ses parents qui se
retrouveraient en situation de « conflit d'intérét » devant donner
I'autorisation de prélevement a leur profit.

Il est possible que des situations exceptionnelles de don haplo-
identique puisse exister a I'endroit d'autres membres de la
famille (frere, sceur, cousin(e) germain(e), oncle ou tante) pour
lesquels il revient aux équipes de greffe et de prélevement, au
magistrat du Tribunal de Grande Instance et au Comité des
experts de juger de « I'absence d'autre solution thérapeutique ».

Définition des seuils de collecte : cible, seuil
minimal, seuil maximal

La définition des seuils de collecte : cible, seuil minimal, seuil
maximal :

« situations de greffe autologue ;

« situations de greffe allogénique.

Ftat actuel de la question

L'analyse des réponses au questionnaire diffusé par la SFGM-TC
démontre I'absence de consensus méme s'il est possible que la
formulation des questions ait induit une certaine confusion, le
terme objectif ayant pu étre compris comme « dose minimale »
ou « dose optimale ».

Situations de greffe autologue

Il existe des recommandations nationales ou internationales
publiées dans la littérature. Ces recommandations ne compren-
nent généralement pas de spécificités pédiatriques.

En 2014, la Société américaine de greffe de moelle (ASBMT) a
publié « Optimizing autologous stem cell mobilization strategies
to improve patient outcome : consensus quidelines and recom-
mendations » et « Peripheral progenitor cell mobilization for
autologous and allogeneic hematopoietic cell tranplantation :
guidelines from the ASBMT » [1,2]. Dans ces documents, le seuil
minimal de recueil de D34+ est fixé a 2 x 10°6/kg lors des
prélevements de CSP et le seuil optimal est fixé a 5 x 10°6/kq.
Aucun seuil maximal n'est proposé. Cependant, I'équipe de
Marseille souligne que la contamination du greffon en polynu-
cléaires neutrophiles augmente la survenue d'effets secondaires
séveres [3].
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Situations de greffe allogénique

Le constat est le méme sur I'absence de recommandations
spécifiques a la population pédiatrique, en dehors des référen-
ces citées plus haut et Karakukcu et Unal [4].

Rappel de la loi : le prélévement maximum autorisé chez le
donneur sain en France est de 20 mL/kg de poids corporel du
donneur et ce quelle que soit |a dose cible prescrite : « le volume
maximal prélevé unitairement est de 20 mL par kilogramme du
poids de la personne prélevée et le nombre de prélevements est
adapté a la nécessité thérapeutique et fait I'objet d'une décision
conjointe du donneur, du médecin préleveur et de I'anesthé-
siste-réanimateur » (Arrété du 16 décembre 1998 portant
homologation des regles de bonnes pratiques relatives au pré-
levement des cellules souches hématopoiétiques issues du
corps humain et des cellules mononucléées sanguines utilisées
a des fins thérapeutiques, point 3.3.1.3.).

Recommandations

Pour les patients inclus dans des protocoles prospectifs de
recherche clinique, il est nécessaire de se reporter au protocole
qui le plus souvent définit les doses cellulaires minimale, opti-
male et maximale.

Enl'absence d'inclusion dans une étude de recherche clinique, les
auteurs recommandent les doses indiquées dans le tableau I.
Il n'est pas apparu possible de définir des doses de cellules
nucléées totales, de (D34+ ou de (D3+ en situation de greffe
haplo-identique chez les patients receveurs d'age pédiatrique.

En situation autologue

En cas de recueil riche (> 3 x 10%6 (D34+/kg et par greffon) et
dans le cas particulier des programmes d'autogreffes multiples
dans le traitement des médulloblastomes prévoyant une irra-
diation de I'axe cranio-spinal en post-greffe, il est suggéré de
conserver un greffon supplémentaire (quelle que soit sa
richesse) pour palier a une éventuelle thrombopénie persistante
post-radique.

En situation allogénique

Les recommandations sont peu différentes de celles de I'adulte.
La source de CSH privilégiée pour les patients d'age pédiatrique
doit étre la moelle osseuse compte tenu du risque avéré d'aug-
mentation d'incidence et de sévérité de GvH chronique (Eapen,
2007 ; Eapen, 2011 ; Peters, 2014), y compris en situation géno-
identique.

Sauf exceptions propres a certains protocoles, il n'existe plus
d'indication a cryo-conserver de greffons autologues de sauve-
tage (« back-up »).

En cas d'incompatibilité ABO, en fonction de la technique de
desérythrocytation utilisée, une attention particuliere devra étre
portée au volume minimal collecté.

Les études de l'impact de la richesse cellulaire du greffon sur le
devenir des patients aboutissent a des conclusions parfois
contradictoires. Alors qu'un seuil minimal de cellules
souches (D34+ dans les greffons de moelle et de CSP est
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majoritairement reconnu comme facteur influencant la morta-
lité lie a la toxicité (TRM) [5,6], I'existence d'un seuil maximal
est controversé : un sur-risque de GVH chronique extensive
accompagné d'un excés de TRM a été observé, surtout dans
les situations de greffe de CSP, chez le receveur adulte aprés
conditionnement myéloablatif ou a intensité réduite, au-dela
d'un seuil variant de 8 a 11 x 10° 6 (D34+/kg, y compris dans
les situations de greffe géno-identiques, en I'absence de
T-déplétion in vivo [7-10]. Ce sur-risque de GVH chronique
n'est pas retrouvé dans toutes les études, surtout dans les
études pédiatriques, avec de la moelle osseuse [9,11,12]. Deux
études portant sur des greffons de moelle osseuse et de (SP
phéno-identiques [11,13], tendent a prouver inversement
qu'un taux tres élevé de (D34+ a un impact positif sur la survie
sans augmenter le risque de GVH. Globalement, hormis dans le
contexte particulier de greffe géno-identique dans les aplasies
médullaires idiopathiques [14], aucun sur-risque de GVH n'a
été rapporté pour un taux de (D34+ inférieur a 8 x 10°6/kq. Il
est a noter qu'aucun seuil plafond n'a été rapporté dans la
littérature pour le taux de CNT des greffons médullaires en lien
avec la TRM.

Indications de congélation des greffons de CSH en
fonction des richesses cellulaires en situation
allogénique

Etat actuel de la question

L'attitude des centres apparait variable quant a la conduite
3 tenir avec les « excédents » de greffon, au-dela des seuils
maximaux recommandés. Certaines équipes congelent ces
excédents quelle que soit la source cellulaire, d'autres ne cryo-
conservent que les excédents de greffon de CSP et éliminent les
excédents de greffon médullaire, d'autres enfin administrent la
totalité des greffons recus. L'attitude peut étre modulée en
fonction de la richesse du greffon résiduel.

La littérature internationale apparait assez pauvre sur cette
question. Certains auteurs proposent la cryoconservation des
(SP « primées » par GCSF pour utilisation ultérieure comme
équivalent de DLI (pas de sélection (D3+) [15].

Recommandations

L'état des connaissances actuelles ne permet pas d'émettre des
recommandations fermes. L'élimination de cellules excédentai-
res prélevées chez un donneur sain peut étre critiquée d'un
point de vue éthique, mais ne saurait justifier de dépasser le
seuil optimum de cellules a injecter au regard du risque accru
de GVH.

Volume maximal des greffons a réinjecter

Ftat actuel de la question

En situation autologue, les recommandations de la SFGM-TC sont
de ne pas dépasser 20 mL/kg [16].

Nous n'avons pas identifié de recommandations portant sur les
greffons allogéniques.
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TasLEAU |

Greffe autologue

Moelle osseuse

Allogreffe géno-identique

Recommandations des doses de cellules nucléées au cas ou le patient n'est pas inclus dans une étude de recherche clinique

Greffe allogénique
Allogreffe phéno-identique

HLA compatible 10/10 HLA compatible 9/10

CNT (10°8/kg) !
Seuil optimal NA 4 4 4
Seuil minimal NA 2? 2? 2
Seuil maximal NA Aucun ” ”
Incompatibilité ABO majeure NA +30 % +30 % +30 %
D34+ NA
Seuil optimal NA
Seuil minimal NA
Seuil maximal NA
D3+ NA Aucun Aucun Aucun
CSsP
CNT (10°8/kg)
Seuil optimal NA
Seuil minimal NA
Seuil maximal NA
Incompatibilité ABO majeure NA Greffon pauvre en globules rouges

(D34+ (10°6/kg)

Seuil optimal 4 6’ 6 6

Seuil minimal 23 4° 4 4

Seuil maximal Aucun Aucun 8 8
D3+ NA

TSituation exceptionnelle d'impossibilité de mobilisation, se référer au protocole dans lequel le patient est inclus.

2pour les pathologies non malignes, le seuil minimal recommandé est de 3 x 10°8 CNT/kg.

3En cas de programme de « multi-autogreffe » dans la prise en charge des tumeurs solides, le seuil minimal recommandé est de 3 x 10°6 (D34+/kg afin de ne pas retarder le
programme thérapeutique du fait d'une mauvaise reconstitution hématopoiétique, en particulier sur la lignée plaquettaire.

“situation exceptionnelle de greffe de CSP en situation géno-identique a partir d'un donneur intra-familiale ayant une contre-indication au don de moelle.

N/A: Not Available

Il existe des recommandations HAS/ANSM publiées en novem-
bre 2014 portant sur les bonnes pratiques transfusionnelles
donc peu adaptées aux greffons de CSH.

Recommandations

En situation autologue, les auteurs préconisent de suivre les
recommandations publiées en 2016.

En situation allogénique, il est sans doute préférable que le
volume total du produit cellulaire n'excede pas 20 mL/kg en
procédant a une réduction de volume au laboratoire de thérapie
cellulaire. Si malgré tout, le volume excede 20 mL/kg, I'attitude

d'allonger la durée de transfusion du greffon selon sa date de

péremption, suivie ou non de I'administration d'un diurétique

(furosémide) est proposée.

Questions résiduelles : réalisation d'études rétrospectives sur :

« la reconstitution plaquettaire en fonction de la dose cellulaire
en autogreffe : le seuil minimal de 2 x 10%6 est-il suffisant (ou
raisonnable) ;

« |'effet GvL comparé des DLI « standards » et des DLI réalisées
avec des CSP primées dans les hémopathies malignes en
adulte. Evaluer si cette étude est réalisable chez I'enfant
(peu probable).
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