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B Résumé

Les modalités de mobilisation des cellules souches hématopoiétiques dans le cadre de la greffe
autologue ont évolué ces derniéres années. Dans le cadre des neuviemes Ateliers d'harmonisation
des pratiques en greffe de cellules souches hématopoiétiques de la Société Francophone de Greffe
de Mcelle et de Thérapie Cellulaire (SFGM-TC) qui ont eu lieu a Lille en septembre 2018, un groupe
de travail s'est réuni dans le but de réaliser un état des lieux des pratiques des centres de la société
et des recommandations internationales. Les objectifs de richesse des greffons ont été revus a la
hausse. Les modalités de mobilisation, y compris d'utilisation du plerixafor, ont été précisées, dans
I'objectif d'atteindre les objectifs de recueil tout en limitant le nombre de cytaphéreses. Les échecs
de recueils sont devenus exceptionnels.

B Summary

Modalities of mobilization and hematopoietic stem cells objectives in autologous
transplantation: Guidelines from the Francophone Society of Bone Marrow
Transplantation and Cellular Therapy (SFGM-TC)

The modalities of mobilization of hematopoietic stem cells in autologous transplantation have
evolved in recent years. The Francophone Society of Bone Marrow Transplantation and Cellular
Therapy (SFGM-TC) organized the 9th hematopoietic stem cell transplantation clinical practices
harmonization workshop series in September 2018 in Lille, France, to conduct a review of current
practices of the society centers and of international recommendations. The cell dose objectives
have been revised. The modalities of mobilization including the use of plerixafor have been
specified allowing reaching the objectives of collection while limiting the number of apheresis.

Collections failures have become exceptional.

Questions posées

Les questions posées sont :

* Quelle dose de cellules CD34 + pour un greffon autologue de
CSH ?

* Faut-il évaluer la maladie résiduelle avant recueil ?

* Quelles modalités de dosage de cellules (D34 +?

* Quelles modalités de mobilisation : post-chimiothérapie, post-
chimiothérapie de mobilisation, G-CSF seul ou plerixafor ?

Etat actuel de la question

Il existe une littérature abondante sur le sujet des modalités de
recueil de cellules souches hématopoiétiques (CSH) autologues.
Des recommandations européennes et américaines ont été
formulées en 2014 sur la base d'une large revue de la littérature
[1,2]. Le plerixafor a fait I'objet d'un avis favorable de la Commis-
sion de la Transparence de la Haute Autorité de Santé du
17 décembre 2014 [3].

Méthodologie suivie

Cet atelier a été conduit selon la méthodologie des ateliers
d'harmonisation des pratiques de la SFGM-TC [4]. Les publi-
cations identifiées dans Medline, en utilisant les mots clés
« peripheral blood stem cell collection », « autologous
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haematopoietic stem cell mobilisation », « efficient collection »,
« plerixafor », « poor mobilizer », ont été analysées. Par ailleurs,
un questionnaire en ligne de 20 questions a été élaboré par les
auteurs et diffusé a deux reprises a I'ensemble des membres de
la SFGM-TC par messagerie électronique, dans 47 centres fran-
cophones de greffe. Les membres d'un méme centre ont été
encouragés a ne répondre qu'une seule fois, au nom du centre.
Trente-huit réponses émises de 32 centres ont été recues et
analysées.

Recommandations de I'atelier

Le recueil de (SH dans le parcours de soin du

patient

Selon le référentiel FACT-JACIE for Hematopoietic Cellular The-

rapy [5] et les recommandations des ateliers de la SFMG-TC [6],

le recueil ne peut étre proposé au patient qu'apres :

- validation en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP)
du projet de greffe ;

« information du patient ;

* signature des consentements, qui devraient mentionner la
possibilité de détruire le greffon ou de l'utiliser pour des
projets de recherche s'il n'y a plus d'indication de greffe ;

« prescription médicale du recueil ;
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« bilan sérologique réglementaire (VIH, VHB, VHC, Syphilis, HTLV
1/11) dans les 30 jours qui précédent le recueil [7] ;
* bilan clinique et biologique pré-recueil ;
évaluation du capital veineux par I'équipe d'aphérese, et
explication de la nécessité de mise en place d'un cathéter
central double voie, de bon calibre, si nécessaire (probléeme
d'abord veineux périphérique, ou patient pédiatrique).
Selon la pathologie et la situation clinique du patient, le recueil
peut étre réalisé a distance de la chimiothérapie avec mobilisa-
tion par facteur de croissance hématopoiétique (FCH) seul, au
décours d'une chimiothérapie programmée dans le cadre du
traitement (chimiothérapie + FCH), ou au décours d'une chimio-
thérapie de mobilisation (cyclophosphamide + FCH).
Pour les patients traités pour un myélome, plus de 55 % des
centres ayant répondu au questionnaire recueillent le greffon
par mobilisation sous FCH seul, et les autres aprés chimiothé-
rapie de mobilisation. La chimiothérapie de mobilisation permet
un meilleur rendement de collecte [8] mais au prix d'une
toxicité non négligeable (aplasies fébriles notamment) et
d'un codt transfusionnel. Le choix entre facteur de croissance
seul ou chimiothérapie de mobilisation dépendra de la pratique
de chaque centre [1] ou des protocoles dans lesquels les
patients sont inclus. Il convient de souligner que I'effet anti-
tumoral supplémentaire du cyclophosphamide de mobilisation
n'est plus significatif a I'heure des nouvelles molécules utilisées
en induction du myélome.
Par ailleurs, le plerixafor (antagoniste du CXCR4) permet de
rattraper les mobilisations insuffisantes par FCH seul. Ce médi-
cament peut étre également utilisé en pédiatrie (extension
d'AMM obtenue en 2019).
Pour les patients atteints de lymphome non hodgkinien (LNH), il
y a un consensus pour recueillir au décours d'une chimiothérapie
du traitement de la maladie [1]. Cependant, si le recueil n'a pas
pu étre réalisé a l'issue des cures de chimiothérapie, et en
fonction de I'évolutivité de la maladie, un recueil par FCH seul
peut étre réalisé.
La description approfondie du management des donneurs et
patients, avant, pendant et apres le traitement pour mobilisa-
tion et de la cytaphérése, sort du cadre de ces recommanda-
tions, mais brievement, il fait principalement intervenir
I'utilisation d'anticoagulants, d'anti-agrégants plaquettaires et
d'antalgiques. L'administration d'anticoagulant peut revétir une
importance toute particuliere s'il s'avére nécessaire de mettre
en place une voie centrale.

Facteur de croissance hématopoiétique

Le FCH utilisé est du G-CSF, qui peut étre le [énograstim ou le
filgrastim, qui a la méme efficacité sous sa forme princeps ou de
biosimilaire [9]. Le pegfilgrastim n'a pas d’AMM pour la mobi-
lisation des progéniteurs CD34 +, et bien qu'il ait pu étre utilisé
dans cette indication [10], I'intérét de son utilisation pour la
mobilisation n'est pas établi en raison de la variabilité de la date
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de sortie d'aplasie que son usage entraine, et donc de la
difficulté de programmation du recueil.

En situation de mobilisation par G-CSF seul, la posologie mini-
male recommandée de 10ug/kg/j devra étre respectée.
L'injection peut se faire en une ou en deux fois par jour, cette
derniere modalité (5 ug/kg matin et soir) permettrait un meil-
leur rendement de collecte mais est moins pratique [2,11]. En
pédiatrie, une dose de 24 ug/kg/j donnée en deux fois par jour
est appliquée par certains centres et permet le plus souvent un
recueil en une seule cytaphérése, mais avec des effets secon-
daires plus importants [12]. Dans le cas d'une mobilisation par
G-CSF seul, le recueil sera programmeé a partir de j5 chez 'adulte,
et peut-étre avancé a j4 chez l'enfant [13].

En cas de mobilisation par chimiothérapie + G-CSF, la dose indi-
quée par I'AMM est de 5ug/kg/j, mais selon la situation
clinique de nombreux centres utilisent 10 ug/kg/j [2]. Le
G-CSF est a débuter au moins un jour apres la fin de la chimio-
thérapie, a partir de j4 a j8 du début de la chimiothérapie selon
les protocoles.

Les effets indésirables les plus fréquents associés a l'usage de
G-CSF sont des douleurs osseuses, des céphalées, de la fatigue
et des nausées. A l'inverse, anxiété, douleurs thoraciques non
cardiaques, myalgies, insomnie, sueurs nocturnes, érytheme,
vertiges, vomissement et réactions locales a l'injections sont des
symptomes plus rares [14]. Ces symptomes sont le plus souvent
pris en charge efficacement par un traitement symptomatique,
et ne nécessitent que tres rarement l'arrét du G-CSF. Une aug-
mentation de volume de la rate peut étre associé a l'injection de
G-CSF, et peut, tres rarement, s'accompagner d'une rupture
spontanée de rate imposant une splénectomie en urgence
[15]. Enfin, d'exceptionnelles réactions anaphylactiques a l'injec-
tion du G-CSF ont été décrites [16].

Faut-il faire une évaluation de la réponse au
traitement avant recueil ? Faut-il purger un greffon
autologue des cellules tumorales contaminantes ?
Le questionnaire a montré qu'une majorité de centres réali-
saient une évaluation de I'efficacité du traitement avant mobi-
lisation. Pour les LNH, le prélévement n'est effectué qu'en cas de
réponse. Cette évaluation de la maladie permet de confirmer la
place de l'autogreffe dans le parcours thérapeutique du patient.
Il est recommandé de ne prélever un greffon que lorsque
I'indication de greffe est confirmée.

Dans le cas du myélome, I'utilisation répétée du lénalidomide
compromet la mobilisation des CSH. Dans ce cas, il est possible
de procéder au recueil du greffon a l'issue des cycles comportant
du Iénalidomide par une mobilisation endoxan + G-CSF, ou bien
en intercycle (par exemple a l'issue du troisieme cycle de
Iénalidomide) par une mobilisation G-CSF + plerixafor (suivant
I'algorithme de mobilisation détaillé ci-dessous) [8].

D'autre part, une majorité d'études montre qu'une contamina-
tion par des cellules tumorales n'a pas d'impact sur I'EFS et I'OS
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dans le myélome et les LNH [17]. Ces données suggérent qu'il
n'est pas utile d'évaluer la contamination du greffon par les
cellules tumorales en pratique courante. Par ailleurs, il n'y a plus
d'indication de purge du greffon ou de sélection des CSH (D34 +
en autogreffe [18].

Modalités de dosage de (D34

La méthode recommandée de dosage des cellules hématopoié-
tiques (D34 + est la méthode recommandée par I'ISHAGE (Inter-
national Society of Hematotherapy and Graft Engineering,
aujourd'hui devenue ISCT, International Society for Cell Therapy)
[19-21]. Selon le COFRAC et les recommandations de la version
7 de l'accréditation JACIE [5], les laboratoires doivent valider
périodiquement leur méthode par des contréles-qualité inter-
nes et externes.

Objectifs de recueil

L'objectif de recueil correspond au nombre de cellules (D34 +
que I'on souhaite obtenir apres cytaphérese, avant congélation.
Dans la mesure ou la perte cellulaire aprés décongélation peut
étre significative, chaque centre pourra adapter I'objectif de
recueil en fonction de son rendement moyen a la décongéla-
tion. Dans le cas ou plusieurs aphéréses sont réalisées, le
nombre de cellules (D34 + de chaque poche est additionné
pour établir la richesse du greffon obtenue. Un objectif de recueil
d'au minimum 3 x 10e6 cellules (D34 +/kg est généralement
retenu par les centres de la SFGM-TC. Un minimum de
2 x 10e6 cellules (D34 +/kg est admis dans la littérature, tant
pour les adultes que pour les patients pédiatriques [2]. Néan-
moins, une richesse plus importante du greffon est associée
a une sortie d'aplasie plus rapide, notamment en plaquettes
[22,23]. C'est pourquoi un objectif optimal > 5 x 10e6 cellules
(D34 +/kg est recommandé par I'EBMT [1] et >4 3
5 x 10e6 cellules (D34 +/kg par I'ASBMT [2], mais cet objectif
optimal ne devrait cependant pas engendrer de cytaphérése
supplémentaire. Il n'existe pas de seuil maximal de dose de
cellule CD34 + a réinjecter en situation d'autogreffe. Un dosage
du nombre de cellules (D34 + dans la poche doit étre réalisé
avant congélation.

Selon les situations cliniques, une double intensification peut
étre planifiée et donc nécessiter d'emblée la collecte d'un
double greffon.

En raison de la corrélation entre la contamination du produit
d'aphérése par les granuleux et Ia viabilité cellulaire a la décon-
gélation [24] et, d'autre part, le risque d'effets secondaires
graves a la réinjection de cellules granuleuses mortes a la
décongélation [25], il est important de minimiser cette conta-
mination lors du prélevement.

Le nombre de cytaphéreses pour le recueil d'un greffon auto-
logue devrait étre compris entre un et deux, et exceptionnel-
lement trois. Les modalités de monitoring du patient et
d'utilisation éventuelle du plerixafor (voir ci-dessous) doivent
permettre d'atteindre cet objectif.
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Tous les centres, sauf un, utilisent le poids réel pour calculer la
dose de cellules CD34 +/kg dans le greffon. Différentes études
ont montré que l'utilisation du poids idéal adapté a la taille et au
sexe du patient permettait de réduire le nombre moyen de
cytaphéreses chez les patients en surpoids [26], et que le taux
de reconstitution (PNN et plaquettes) post-greffe étaient
comparables entre les obéses et les non-obéses en faisant le
recueil selon le poids idéal ajusté [27].

Algorithme recueil
Pour déterminer le premier jour du recueil, un monitorage de la
NFS est réalisé en post-chimiothérapie par de nombreux centres.
C'est le dosage du nombre de cellules progénitrices (D34 +
circulantes qui détermine le premier jour du recueil, mais il
ne doit pas étre réalisé si le taux de leucocytes est inférieur
a 1giga/L. A minima, une NFS et un dosage des CSH périphé-
riques CD34 + sont donc nécessaires pour déterminer le début
du recueil.
En cas d'anémie (Hb < 8 g/dL chez I'adulte [28], Hb <12 g/dL
chez l'enfant avant recueil) ou de thrombopénie (plaquet-
tes < 10-20 giga/L [29]), une transfusion pour corriger ces cyto-
pénies doit étre réalisée avant I'aphérése, a la fois pour pour
assurer la sécurité du patient et obtenir une couche leucopla-
quettaire stable dans le séparateur de cellules.
La cytaphérése est déclenchée au-dessus d'un taux de cellules
(D34 +>20/uL ou d'une estimation de recueil > 2 x 10e6/
kg. L'efficience de collection (CE2, « collection efficiency »), ou
rendement, peut étre utilisée pour estimer la richesse de la
cytaphérese ou le volume de sang a traiter pour obtenir une
richesse cible. Pour chaque aphérése, le coefficient CE2 peut étre
calculé en fonction des trois parametres suivants : la richesse en
cellules (D34 + de la poche d'aphérése (R, exprimé en cellules
(D34 + x 10e6), le volume de sang qui a été traité (Vol, exprimé
en litres) et la concentration en cellules (D34 + circulantes dans
le sang périphérique avant I'aphérese (C°, exprimé en cellules
(D34 +/ul). La formule est la suivante :
CE2 = R/(Vol x C°).
La valeur de CE2 varie notamment en fonction du patient, de la
machine d'aphérese et du centre. Cependant, cette variation est
suffisamment limitée pour qu'il soit acceptable d'utiliser ce
coefficient pour estimer la richesse de la cytaphérese en fonc-
tion de la concentration en cellules (D34 + circulantes dans le
sang périphérique. La valeur habituelle de CE2 est environ de 0,5
[30]. Il est recommandé que chaque centre calcule la valeur
moyenne de CE2 qui lui est propre. Certains auteurs conseillent
I'utilisation du 25¢ percentile (0,4 dans I'exemple du centre
auteur de la publication [30]) qui est une valeur plus prudente
afin de minimiser le risque de surestimation de la richesse de
I'aphérése a venir. L'utilisation du coefficient CE2 permet donc :
« d'estimer la richesse R d'un greffon qui sera obtenue par
traitement d'un volume sanguin donné Vol : R=CE2 x
C° x Vol ;
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FIGURE 1

Algorithme pour le déclenchement de la 1" cytaphérése selon le taux de cellules (D34 + dans le sang circulant dans le cas d'une
mobilisation sous G-CSF seul. Les cas les plus fréquents sont représentés par des traits pleins, les cas moins fréquents par des traits en

pointillés.

« d'estimer le volume de sang Vol a traiter pour obtenir I'objectif
visé R : Vol = R/(CE2 x C°).
Lorsque le taux de cellules CD34 + est compris entre 5 et 20/ulL,
la probabilité d'obtenir un greffon suffisamment riche est plus
incertaine. L'atelier propose I'algorithme suivant a appliquer
dés la premiere mobilisation afin de réduire les échecs de
mobilisation, le nombre total de cytaphéreses, le temps passé
par les patients en aphérése, et finalement de maitriser les
colts [31-34].
En dessous de 20 cellules CD34 +/uL, I'algorithme suivant sera
proposé :
* état stable (G-CSF seul) (voir figure 1) :
< entre 10 et 20 cellules CD34 +/ulL : selon les centres, il est
possible de réaliser une premiére séance d'aphérese tout en
prévoyant I'usage du plerixafor pour une 2° cytaphérése le
lendemain. Dans ce cas, l'injection de plerixafor sera faite
si le résultat de la premiére collecte est insuffisant
(< 1,5 x 10e6 cellules (D34 +/kg/greffon). Il est également
possible de ne pas faire de cytaphérese d'emblée et d'utiliser
du plerixafor pour un 1% recueil le lendemain du test,
> en dessous de 10 cellules (D34 +/ul : la cytaphérése ne sera
pas réalisée le jour méme. L'aphérése est réalisée le lende-
main du dosage des cellules (D34 +, aprés administration du
plerixafor,
o en dessous de 5 cellules (D34 +/ulL : les résultats de la
mobilisation sont aléatoires et la décision de mobiliser par
plerixafor est variable d'un centre a I'autre. Si la cinétique des
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parametres biologiques permet de prédire la stabilité de
cette valeur en poursuivant le méme régime de mobilisation
incluant I'administration bien conduite de G-CSF (dans ce cas,
il y a souvent une hyper leucocytose importante et un tres
faible pourcentage de cellules (D34 +), alors certains centres
font le choix d'interrompre le processus de mobilisation et de
collecte plutét que d'introduire du plerixafor, soit pour pré-
parer une autre tentative a distance, soit pour renoncer au
projet de chimiothérapie intensive sous couvert d'une
autogreffe.

Sortie d'aplasie (chimiothérapie + G-CSF)

On pourra surseoir a l'usage du plerixafor en cas de cinétique
favorable. En revanche, si le taux de cellules (D34 + reste bas
malgré la sortie d'aplasie (GB > 5-10iga/L), I'équipe pourra
décider de faire du plerixafor d’emblée, ou un rattrapage au
G-CSF seul a débuter 7 a 10 jours aprés, ou une nouvelle
mobilisation apres la cure de chimiothérapie suivante.
D'autres facteurs peuvent inciter a utiliser le plerixafor (si cel-
lules (D34 +<20/ulL) : les facteurs prédictifs de mauvaise
mobilisation, dont les principaux sont listés dans le tableau |,
ainsi que certaines contraintes logistiques (veille de week-end
ou jour férié, mise en place d'un cathéter fémoral pour le
recueil. . .).

Modalités d'utilisation du plerixafor
Le pic d'induction de la mobilisation de cellules (D34 + est situé
entre 4 a 18 heures apres I'administration du plerixafor [35,36].
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TaBLEAU |
Principaux facteurs de risque de mauvaise mobilisation des
cellules souches

Age > 60 ans

Antécédent de chimiothérapie myélo-suppressive par alkylant ou
fludarabine

Traitement par lenalidomide (en cours ou antérieur)

Antécédent de radiothérapie médullaire

Nombre élevé de lignes antérieures de chimiothérapie

L'AMM recommande I'aphérese entre 6 et 11 h aprés injection,
ce qui est réalisé par la plupart des centres de la SFGM-TC. Le
plerixafor peut étre administré plusieurs jours successifs (maxi-
mum 4 fois dans I'AMM, mais il convient de minimiser le
nombre de cytaphéreses).

Dans le contexte d'une mobilisation par plerixafor, le G-CSF
devrait étre administré 2 a 3 heures avant le recueil.

Pour plus de 90 % des centres interrogés, I'administration du
plerixafor se fait en milieu hospitalier en raison du risque de
choc anaphylactique sévere (plusieurs cas rapportés en post-
mise sur le marché, y compris dans I'expérience des participants
de l'atelier).

Echecs de mobilisation et de recueil

En cas d'échec de mobilisation (aphéreése non réalisée en raison
d'un nombre insuffisant de cellules (D34 + circulantes) ou de
recueil (greffon insuffisant), une nouvelle tentative de recueil
est recommandée a distance (apres une autre cure de chimio-
thérapie ou par rattrapage par G-CSF seul), et permet le plus
souvent d'obtenir un greffon satisfaisant.

Si I'ensemble des séries de recueils ne permet pas d'atteindre
I'objectif cellulaire, situation qui est devenue exceptionnelle
depuis I'utilisation du plerixafor, certains centres discutent avec
I'équipe clinique de la possibilité de réaliser un prélevement de
meelle autologue, I'unité de thérapie cellulaire réalisant la
congélation de la mcelle autologue devant alors disposer de
I'autorisation procédé ANSM correspondante. L'efficacité d'une
telle stratégie dans le contexte particulier de I'échec de mobi-
lisation mériterait d'étre mieux documentée.

Des cultures clonogéniques (CFU-GM) peuvent permettre de
mieux apprécier la qualité d'un produit de CSH, notamment
en cas de prélevement difficile (contamination du greffon par
des PNN, dose cellulaire inférieure a I'objectif). Cependant, c'est
une technique délicate, qui doit étre standardisée pour étre
reproductible [37], et qui n'est plus utilisée de maniere systé-
matique par certains centres.
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Autres points

Les autres points sont :

+ en cas d'hyperleucocytose > 60 giga/L, certains centres pro-
posent d'arréter ou de diminuer les injections de G-CSF (de
10 a 5 ug/kg) si un recueil supplémentaire est nécessaire le
lendemain, bien que les événements thrombotiques post-
administration du G-CSF soient exceptionnels [38]. L'Agence
de la Biomédecine recommande de stopper l'injection du
G-CSF jusqu'a la premiere cytaphérése si le nombre total de
globules blancs excéde 70 giga/L [39]. Par ailleurs, la décision
du traitement par plerixafor devra étre évaluée chez les
patients dont le nombre de polynucléaires neutrophiles
est > 50 giga/L (AMM) ;

enfin, si l'indication de greffe disparait pour un patient pour
lequel un greffon a été collecté, il estimportant d'envisager la
destruction de ce greffon, apres validation en RCP, pour éviter
des colts de stockage inutiles. Cette réévaluation doit étre
faite tous les 5 ans, comme proposé dans les ateliers d'har-
monisation de la SFGM-TC en 2013 [6].

Points clés de I'atelier

Les points clés de I'atelier sont :

* le recueil de CSP ne doit étre réalisé que si l'indication d'auto-
greffe est formellement validée en RCP ;

« la réalisation de la cytaphérése doit tenir compte de la pres-
cription médicale, du taux de cellules CD34 + circulantes, et de
I'algorithme proposé par notre atelier ;

 une partie du greffon ne doit étre conservée que si une
indication de deuxieme autogreffe fait partie du programme
thérapeutique validé en RCP.

Questions résiduelles

Les questions résiduelles sont :

* Faut-il utiliser le poids réel et un poids théorique idéal pour
calculer la richesse du greffon obtenu pour les patients en
surpoids ?

* Quelles sont les contre-indications a un recueil chez un patient
présentant une amylose et quelles sont les précautions a res-
pecter dans le cas d'un recueil chez de tels patients ?
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