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l. INTRODUCTION

La greffe de cellules souches hématopoiétique (CSH) est définie par un apport de CSH sans
rétablissement de la vascularisation d’un donneur a un receveur dans un but thérapeutique.
L’allogreffe des CSH consiste a perfuser les CSH d’un donneur a un receveur de la méme
espéce. L’autogreffe des CSH est définie par 1’injection des CSH périphérique (CSP)
prélevés de I’individu lui-méme a greffer. Elle constitue un support pour la restitution de
I’hématopoiese en post-chimiothérapie ablative pour les patients atteints de neuroblastome
(NB) a haut risque. Auparavant, ces patients étaient condamnés a un traitement palliatif, avec
une faible espérance de vie. Actuellement, grace a ’inclusion de 1’autogreffe de cellules
CSH comme thérapeutique, le pronostic de ces patients a été amélioré [1]. La prise en charge
des NB a haut risque passe par trois phases : la phase d’induction, la phase de consolidation
et la phase d’entretien., L autogreffe des CSH est indiquée dans la phase de consolidation,
en post-chimiothérapie ablative. La réussite de ’autogreffe des CSH est cruciale car elle
conditionne la durée d’aplasie, les complications a court terme, notamment les infections,

ainsi que I’efficacité thérapeutique [2-3].

La réussite de ’autogreffe des CSP est definie selon les recommandations JACIE (Joint
Accréditation Comittee for ISCT Europe and EBMT) par la prise de greffe estimée a un taux
de PNN > 500 / mm3 maintenu pendant trois jours successifs et dans les 14 jours qui suivent
la réinjection du greffon. Plusieurs facteurs sont décrits dans la littérature étant capables
d’influencer la prise de greffe. Ces facteurs peuvent étre liés au patient, et a la gravité de sa
maladie comme 1’Age avancé au diagnostic, le statut de la maladie sous traitement, et I’état
d’infiltration de la moelle osseuse (MO) par le processus tumoral. Tous ces éléments sont a
I’origine de I’augmentation du nombre de lignes de chimiothérapie regues. Ceci favorise
d’autant plus la destruction de la MO, et conduit a une difficulté d'implantation des CSH
dans leurs niches hématopoiétiques [4]. 11 est également décrit I’impact de la richesse du
greffon des CSH transfusé sur la réussite de la prise de greffe : plus le greffon est riche en

cellules CD34+, plus la reconstitution hématopoiétique est précoce et efficace [5].

Dans ce travail, nous rapportons 1’expérience de 1’unité de thérapie cellulaire du CHU Ibn

Sina de Rabat qui a été créée en 2015. Cette unité fait partie du service d’immunologie, de



transfusion sanguine, de therapie cellulaire et banque de cellules et tissus (STSH) de
I’hopital d’enfant de Rabat. Elle comprend un local dédié a la préparation, la conservation
et la distribution de greffons de CSH. Elle a pour mission d’assurer des prestations de
thérapie cellulaire en cohérence avec les besoins médicaux, dans le cadre de 1’autogreffe de
CSH. Cette unité travaille en étroite collaboration avec le centre hospitalier d’oncologie

pédiatrique (SHOP) dans la prise en charge les patientes candidats a 1’autogreffe des CSH.

L’objectif fondamental de notre étude est d’identifier les différents facteurs pouvant
influencer la sortie d’aplasie, et d’évaluer leur impact sur la prise de greffe chez des patients

ayant bénéficié d’une autogreffe des CSH par des greffons préparés au sein du STSH.



1. REVUE DE LA LITTERATURE

1. Généralités sur le neuroblastome

1.1.Définition

Le NB est une tumeur maligne solide extra-cranienne du jeune enfant. Il dérive des cellules
a l'origine du systeme nerveux sympathique. Le NB primitif peut étre observé dans toutes
les localisations du tissu sympathique. 1l touche préférentiellement les surrénales dans 47%,
d’autres régions de 1’abdomen dans 24% des cas et le thorax dans 15 % des cas [6]. Les
métastases dans le NB sont expliquées par la capacité des cellules neuroblastiques tumorales
a migrer et a se disséminer dans I’ensemble du corps, avec des sites de prédilection, a savoir

I’0s, la MO, le systeme lymphatique, le foie et la peau.

Le NB représente 7 a 8 % des cancers péediatriques [7]. Il a une légére prédominance
masculine avec un sexe ratio de 1.6 [8]. Il est caractérisé par son extréme hétérogénéité, liee
a la diversité de la symptomatologie clinique du patient, ainsi qu’a I’évolution spontanée de
la tumeur qui peut dans certains cas régresser, ou au contraire, eévoluer vers des métastases,
avec une résistance a la chimiothérapie. Cette hétérogénéité peut étre expliquée par certains
facteurs tels que 1’age au diagnostic, le stade de la maladie et les caractéristiques
histologiques de de la tumeur. Ces facteurs impactent a la fois le pronostic, ainsi que les

possibilités thérapeutiques a envisager.

1.2.Diagnostic

Le diagnostic positif du NB passe par I’interrogatoire et ’examen clinique du patient,
complété par un bilan biologique, histologique et radiologique, permettant de répondre a
trois objectifs qui conditionnent la prise en charge du NB :

— Confirmer la suspicion du NB ;

—  Evaluer ’extension tumorale ;

— Définir le stade du NB pour envisager une stratégie thérapeutique adaptée.

++ Signes clinigues

La présentation clinique du NB dépend de la localisation tumorale. Elle dépend de la tumeur

primitive et les signes liés a la présence de métastases.



Douleurs abdominales trainantes, douleurs pelviennes associées a des troubles
neurologiques (paralysie du membre inférieur, troubles de miction et de défécation) ;
douleurs osseuses variables (rhumatisme et boiterie) associées a des métastases de
MO ;

Hématome de 1’orbite ou « Syndrome de Hutchinson », syndrome opsomyoclonique «
Dancing eyes syndrome », ou «syndrome de Pepper » qui survient chez le
nourrisson, il s’agit d’une hépatomégalie associée ou non a des nodules bleutés sous
cutanés, avec des troubles respiratoires ;

Singes généraux : fatigue générale due aux douleurs osseuses associée a une asthénie,

fievre et syndrome inflammatoire ; hypertension artérielle.

++ Bilan biologique

Catécholamines urinaires+++ lls ont une tres grande valeur diagnostique et permettent
de suivre 1’évolution de la tumeur.

Lacticodéshydrogénase (LDH) : Un taux élevé de LDH est également corrélé a un
pronostic défavorable [9].

Ferritine : considérée comme facteur pronostique défavorable dans I'évolution des
NB [10].

« Bilan histologique

La confirmation diagnostique du NB repose sur 1’étude histologique, cytologique et

immunologique du tissu tumorale grace a des myelogrammes, des biopsies ostéomedullaires

voire des biopsies du site tumoral.

Histologie de la tumeur: la classification internationale des pathologies du
neuroblastome (INPC) a été instaurée en 1999, pour mettre a jour les facteurs
histologiques impactant le pronostic [11], a savoir la quantité de développement du
stroma schwannien et le degré de différenciation de la tumeur. Le mitosis-karyorrhexis

index (MKI) reflete la réplication cellulaire observée par microscope a haute puissance.



— Etude de ’amplification de I’oncogéne NMYC : représente le premier biomarqueur
génetique cliniguement pertinent dans le NB, et constitue le prédicteur le plus fort de la
maladie a haut risque [12].

— Ploidie des cellules tumorales : la tumoroploidie est considérée comme facteur
pronostique. Les tumeurs ayant un indice d'ADN inférieur ou égal a 1 ont des résultats
moins bons que les tumeurs hyperdiploides [13].

+ Bilan radiologique d’extension locorégionale

Les résultats du bilan radiologique permettent aux chirurgiens de définir la possibilité

d’exérese tumorale.

1.3. Prise en charge thérapeutique
Le NB a haut risque présente la seule indication d’autogreffe des CSH dans le NB. Au
Maroc, les NB a haut risque sont traités par le protocole HR-NBL MA 2010 [14], qui se

déroule en trois phases :

— Phase d’induction : la chimiothérapie d’induction de premiere ligne est administrée en
cing cures [13]. Entre la 2°™ et la 3°™ cure, le prélévement des CSH par cytaphérése est
réalisé. La chirurgie d’exérése tumorale est effectuée aprés la 5™ cure de
chimiothérapie. Pour les patients qui ne répondent pas a la premiére ligne de
chimiothérapie, une chimiothérapie de rattrapage est indiquée, et est considérée comme
une deuxiéme ligne de chimiothérapie.

— Phase de consolidation : la chimiothérapie myéloablative a base de Busulfan et de
Meélphalan est administrée dans un premier temps, suivi de I’autogreffe des CSH. La
chimiothérapie a pour but la destruction de toutes les cellules tumorales de la MO, mais
vu sa toxicité, mémes les cellules normales sont lésées. Par conséquent, la MO devient
complétement détruite. Pour rétablir sa fonction médullaire, 1’autogreffe des CSH est
donc obligatoirement indiquée. Les CSH qui sont déja prélevées par cytaphérése sont
administrées aux patients par voie intraveineuse. Ces cellules sont caractérisées par leur
capacité a rejoindre les cavités médullaires pour remplacer les cellules détruites et assurer

leur fonction d’hématopoicse. C’est une phase décisionnelle dans la prise en charge des



patients, et conditionne la réussite de I’autogreffe des CSH. L’échec de cette derniére
expose les patients aux risques d’infection sévere et de déces.

— Phase d’entretien : 1’utilisation de I’acide rétinoique seul ou en association avec
I’anticorps chimérique monoclonal « anti-ganglioside 2 » est primordiale dans la prise

en charge des NB a haut risqué car le risque de rechute s’éléve a 50 % [15].

La prise en charge thérapeutique nécessite une évaluation de I’efficacité du traitement,
avant ’autogreffe des CSH pour déterminer le statut de la maladie qui impacte la prise de
greffe [3], et apres ’autogreffe des CSH pour le suivi du malade a long terme. Les critéres

d’évaluation sont définis par I’'INSS [16] comme suit :

— Rémission compléte (RC) : disparition des cibles tumorales primitives et métastatiques
et taux des catécholamines urinaires normalisé.

— Tres bonne réponse partielle (TBRP) : diminution de la tumeur primitive de plus de
90 % avec disparition des métastases et taux des catécholamines normales.

— Réponse partielle (RP) : diminution de la tumeur primitive et de tous les sites
métastatiques a 50 % avec un seul site de MO positif permis. A condition qu’il n’y ait
pas de progression tumorale.

— Non-réponse (NR) : diminution de moins de 50 % ou bien une augmentation de moins

de 25 % de la masse tumorale.

1.4.Facteurs pronostiques
Le groupe d’oncologie pédiatrique (COG) [13] définit les facteurs de mauvais pronostic qui

peuvent étre a I’origine de 1’échec du traitement et méme de I’autogreffe des CSH :

— Age du patient au moment du diagnostic qui dépasse 18 mois. Le pronostic est favorable
chez les NB ageés de 12 a 18 mois par rapport aux enfants plus agés.

— Stade de la maladie « NB a haut risque ». La nécessité de plusieurs lignes de
chimiothérapie est a 1’origine de la destruction de la MO, et par conséquent aboutit a
I’échec d'implantation des CSH dans un microenvironnement médullaire altéré [3].

— Quantité du développement des cellules schwanniennes et le degré de différenciation de

la tumeur > 4% selon le MKI présentent des facteurs de mauvais pronostic.



— Taux de LDH supérieur a 750 U/L et/ou ferritinémie supérieur a 143 ng/ml sont corrélés
a un pronostic plus défavorable.

— Oncogene NMYC amplifié (a tous ages et stade du NB) qui est associées aux tumeurs
de stade avancés [11], et/ou DNA Index <1 quand les tumeurs ne subissent pas de

mutation génétique qui stimule le systeme immunitaire anti-tumorale [13].
2. Physiologie des CSH

2.1.0rigine et développement

Les CSH ont été découvertes en 1908 par Alexander Maksimov qui a proposé le terme des
« cellules souches » pour la premiére fois [17]. Ensuite, en 1961, les deux médecins Dr
Ernest McCulloch et Dr James Till ont confirmé 1’existence de CSH [18]. Ces cellules sont
définies par leur capacité a produire toutes les lignées hématopoiétiques. Jusqu’a ce jour,
une cellule unique est définie comme étant a l'origine des CSH, c’est ’hémangioblaste. Elle
dérive des cellules du mésoderme au cours de la 3*™ semaine de vie embryonnaire au niveau
du sac vitellin. Ces cellules vont subir une série de maturations apres leur spécification pour
devenir soit des CSH, soit des cellules souches mésenchymateuses (CSM). Par la suite, le
développement des CSH passe par plusieurs sites anatomiques du sac vitellin, la région
aorte-gonades-mésonéphros (AGM), le placenta et enfin le foie feetal. A la naissance, les
CSH colonisent la MO et elles résident en phase de repos. Au cours de la vie postnatale, le
pool des CSH est maintenu en homéostasie par la régulation de lI'autorenouvellement et la
différenciation des CSH.

2.2.Notion de niche hématopoiétique

En 1978, Schofield a émis I'hypothese de la présence des cellules a proximité des cellules
souches, nommées la niche des cellules souches, qui ont la capacité d’orienter le destin des
cellules souches en exercant une influence extrinséque [19]. Actuellement, on distingue
trois types : la niche ostéoblastique, la niche vasculaire et les adipocytes (Figurel).

— La niche ostéoblastique : est construite par les ostéoblastes qui sont produites par les

CSM, et elles sont impliquées dans la formation de I’0s. Les CSH interagissent avec des
osteéoblastes particuliers nommées spindle-shaped N Cadherin+CD45- Osteoblastic

(SNO). Ces cellules expriment des molécules d’adhésion qui sont la N-cadherine et la -


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002944010627174#bib9

catenine dans le but de maintenir les CSH dans la MO. Plus le nombre des ostéoblastes
SNO est augmenté, plus les CSH sont retrouvées au niveau de la MO [20].

— La niche vasculaire : il est prouvé que les cellules endothéliales ont la capacité de

retenir les CSH. Ceci est confirmé in vivo par la découverte des CSH en contact avec les
cellules endothéliales des sinusoides vasculaires au niveau de la MO. La niche vasculaire
représente le lieu de prolifération et de différenciation des CSH, ainsi qu’un lieu de
stockage caractérisé par la mobilisation rapide des cellules différenciées dans la
circulation sanguine en cas de situation de stress. Le maintien des CSH et leur survie
sont assurés par les facteurs angiogéniques, a savoir le VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) qui est un régulateur principal de la formation des vaisseaux sanguins
[20].

— Adipocytes : avec 1’age, ces cellules remplacent progressivement la moitié de la MO, et
par conséquent, I’hématopoiése diminue. La présence de graisse au niveau de la MO est

inversement proportionnelle a son activité hématopoiétique [21].
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Figure 1 : Schéma des différentes niches des cellules souches hématopoiétiques [22].




2.3.Caractéristiques

Les CSH sont caractérisees par :

L’autorenouvellement : les CSH sont des cellules capables de se renouveler pour une

longue période par divisions cellulaires, dont le but d’assurer ’homéostasie de pool des
CSH, tout en gardant I’équilibre physiologique entre 1’apoptose et la division cellulaire.

La totipotence : les CSH ont la capacité de donner toutes les cellules sanguines et se

différencier en des cellules spécialisées dotées d’une fonction bien précise selon le
processus d’hématopoieése. Les CSH restent quiescentes pendant plusieurs semaines
voire des mois [23]. Suite a un besoin physiologique normal ou un état de stress tel qu'une
hémorragie, une infection ou une chimiothérapie, elles s’activent et débutent leur cycle
d’autorenouvellement et de différenciation pour répondre au besoin en cellules
sanguines. Deés que le besoin est compensé, le taux des cellules sanguines revient a la
normale car les processus anti-apoptotiques et prolifératifs s'arrétent, et la cinétique de
I'nématopoiese revient aux niveaux de base. Plusieurs études ont montré que les CSH se
divisent de facon non réguliére : divisions symétrique et non symétrique [19].
Concernant la division symétrique, la cellule souche mere se divise en deux cellules filles
dirigees au méme destin. Elles produisent soit deux cellules filles souches, soit deux
progéniteurs [19]. Pour la division mitotique asymétrique, les ARNm et/ou les protéines
du cytoplasme sont répartis en quantités inégales entre les deux cellules filles. Cette
répartition est responsable du devenir des cellules filles car une de ces cellules va
s’occuper du renouvelement du pool des CSH qui reste proche de la niche ostéoblastique,
et l’autre cellule va entrer dans un processus de différenciation et de maturation en
s’éloignant de la niche ostéoplastique vers la niche vasculaire pour passer dans la
circulation sanguine. Le processus de 1’hématopoi¢se se déroule en quatre étapes
successives : de la cellule souche totipotentes qui se développe en progéniteurs (cellules
engagées dans un lignage cellulaire et ayant perdu la capacité d’autorenouvellement et
de multipotence), puis en précurseurs (cellules capables de proliférer, se diviser et
devenir mature par la suite), et enfin en cellules matures (cellules fonctionnelles

sanguines). Le passage d’une étape a 1’autre dans 1’hématopoiese, la régulation de la



quiescence cellulaire, I’apoptose, la prolifération ainsi que la différenciation sont assurés

par les éléments suivant :

e Les cytokines, y compris, les médiateurs de la croissance et de la différenciation
cellulaires tels que la C-Src phosphoinositides, la protéine kinase C. Ainsi,
I'interleukine-3 et le GM-CSF induisent la prolifération cellulaire, alors que d'autres
cytokines tel le ligand flt-3 et le ligand kit, protégent les cellules contre I'apoptose, et
les sensibilisent aux effets des cytokines qui favorisent la croissance [24-25]. La
chimiokine SDF-1 (qui se fixe au récepteur CCXR4) est essentielle au trafic des
CSH. Elle permet I'acheminement des CSH et des progéniteurs vers la MO apres la
transplantation, ainsi que leur passage vers la circulation sanguine lors de la

mobilisation [26].

e Des cellules hématopoiétiques et non hématopoiétiques qui peuvent réguler
I'nématopoiese [27-28] comprenant les cellules NK, les cellules T, les macrophages
et peut-&tre méme les neurones. Ces cellules s’activent et suppriment I’action des
ostéoblastes en diminuant sa production au CXCL2. Les adipocytes jouent un réle
dans le transport des CSH vers la circulation sanguine.

e Un certain nombre de nutriments, d'oligo-éléments et de vitamines (par exemple le
zinc, le sélénium, le cuivre, les vitamines A, D et E) sont également essentiels a
I'nématopoiese. Les rétinoides jouent un role important dans la différenciation et ils

sont utilisés comme traitement d’entretien dans les NB en post-greffe des CSH.

2.4. Marqueurs phénotypiques et numération des CSH

Les CSH sont des petites cellules quiescentes exprimant a leur surface la glycoprotéine
CD34, qui est considérée comme le marqueur phénotypique de choix permettant d’identifier
de maniere certaine les CSH [29]. Les CSH dotées d’autorenouvelement pour une longue
durée, et ayant comme phénotype les cellules CD34+ CD38-CD90+ CD45R-Lin-, sont
définies comme les CSH d’intérét [30]. La technique de dosage des CSH CD34 +
recommandée est la cytométrie en flux (CMF), qui est proposée par I’ International Society

of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) [31], actuellement devenue
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International Society for Cell Therapy (ISCT) [32]. Il faut toujours évaluer la viabilité des
cellules nucléées totales (CNT) et des CSH par exclusion des cellules mortes avec une
technique de numération au bleu trypan ou marquage au 7-Aminoactinomycin D (7AAD)
par CMF. En effet, I’évaluation de la viabilité est trés importante apres prélévement lorsque
les CSH doivent étre congelées et cryopréservée. Le dosage des CSH CD34+ est fait sur des
prélevements de sang veineux pour évaluer la mobilisation des CSH, sur les produits
d’aphérese (greffons de CSH), avant la cryoconservation et apres leur décongélation, pour
évaluer la richesse du greffon. Le dénombrement des cellules CD34+ circulantes dans le
sang total est réalisé grace a I’utilisation de deux anticorps monoclonaux : I’anti-CD34 et
I’anti-CD45, couplés a des fluorochromes pour identifier les différentes populations
cellulaires et donc les CSH.

3. Autogreffe de CSH

3.1.Meécanisme de mobilisation des CSH

Plusieurs molécules capables de mobiliser des cellules progeénitrices hématopoiétiques en
circulation sanguine sont autorisées. Le G-CSF et le GM-CSF représentent les deux
cytokines approuvées par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis, et sont
les plus couramment utilisées pour la mobilisation. L’utilisation de G-CSF seul pour
mobilisation des CSH donne de meilleures collectes de cellules CD34+ par rapport au GM-
CSF seul [33]. Le G-CSF déclenche au niveau de la CSH plusieurs modifications,
notamment I'expansion des neutrophiles, la stimulation des macrophages CD169+ de la MO,
du systeme nerveux sympathique periphérique, des ostéocytes et des ostéoMacs (Figure 2).
Ces trois derniers suppriment les ostéoblastes et automatiquement la production du
CXCL12, qui constitue une chimiokine de rétention de la CSH avec son ligand CXCR4. La
stimulation des macrophages CD169+ par le systéme nerveux sympathique supprime aussi
la formation du CXCL12. L'expansion granulocytaire donne des enzymes protéolytiques qui
dégradent les facteurs de rétention, notamment CXCL12 et VCAML1 [34-35]. L'ensemble de
ces facteurs provoque une altération de la niche et la rend moins attractive pour les CSH, ce
qui permet leur sortie dans la circulation sanguine périphérique sous l'influence du gradient
du lipide bioactif sphingosine 1-phosphate (S1P), qui est un chimio-attractant pour les CSH
[36].
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Figure 2 : Schéma résumant le mécanisme de mobilisation des CSH induite par G-CSF [37].
3.2.Protocoles de mobilisation des CSH.
Les CSH périphériques (CSP) peuvent étre mobilisées selon trois modalités : soit
I’association de chimiothérapie avec le facteur de croissance (G-CSF), soit 'utilisation du
G-CSF seul a 1’état basal. En cas d’échec des deux méthodes, de nouveaux traitements
comme le Plerixafor sont utilisés.

— Mobilisation par le G-CSF seul : la posologie minimale de G-CSF recommandée est de

10 mg/kg/j pour réussir la mobilisation des CSH. Le recueil est programmé a partir de j5
de prise chez I'adulte et peut-étre un peu avance a j4 chez I'enfant.

— Mobilisation par le G-CSF en association avec la chimiothérapie : son association avec

le G-CSF est indiquée dans certaines pathologies pour intensifier la mobilisation des
CSH. La dose de G-CSF recommandée est de 5 mg/kg/j selon I’AMM, d’autres centres
utilisent 10 mg/kg/j [38].

— Mobilisation par Plerixafor (Mozobil®) : il s’agit d’un antagoniste du récepteur de
chimiokine CXCR4 qui bloque la liaison de CXCR4 a son ligand analogue le CXCL12,
ce qui permet de libérer les CSH. Il est utilisé seul ou en association avec G-CSF. Il est

préconisé en cas d’échec de mobilisation par G-CSF [39].
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3.3.Cytaphérese et algorithme de recueil de CSH

Le recueil de CSP est effectué par cytaphérése, une circulation extracorporelle du sang qui
permet de séparer les différents composants du sang en couches, selon un systeme de
centrifugation qui tient en compte les différences de taille, de poids et des propriétés de
sédimentation. Ceci permet d’isoler la couche des cellules mononucléées dans laquelle les
CSP sont situées. En principe, trois masses sanguines sont traitées. La quantité des CSP
prélevées dépend de la quantité de CSH présentes dans le sang périphérique. Le volume du
concentré des CSP préleve est entre 200 a 300 ml.

La décision de cytaphérése est déterminée par le taux de CSH CD34+ présentes dans le sang
veineux. Ce taux est évalué a j+4 de prise de G-CSF. Il permet de prédire si la cytaphérese
va répondre a I’objectif de collecte des CSH, qui est défini par une richesse du greffon de 3
a 4. 10° CD34+/kg en cas d’autogreffe.

La cytaphérese est réalisée a J+5 de prise de G-CSF et quand le taux de cellules CD34+ est
supérieur a 20/pL. En deca de 20 cellules CD34 +/ml, la probabilité d'obtenir un greffon
riche est incertaine. L algorithme suivant permet de décider dans le recueil des CSH (Figure

3):

— Entre 10 et 20 cellules CD34 +/ml : une premiere séance d'aphérese est réalisée en
prévoyant l'utilisation du Plerixafor pour une 2éme cytaphérése le lendemain. Si le
résultat de la collecte est insatisfaisant (< 1,5 x 10° cellules CD34+/kg), l'injection du
Plerixafor est recommandée.

— Au-dessous de 5 cellules CD34 +/mL : les résultats de la mobilisation sont aléatoires et

la décision de mobiliser par le Plerixafor est vivement recommandée.
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Figure 3 : Algorithme de recueil des CSH par cytaphérése selon le taux de cellules CD34 + dans le sang

circulant apres mobilisation par G-CSF seul [40].

3.4.Cryoconservation des CSH

La conservation du greffon de CSH au niveau des banques de cellules consiste
essentiellement en sa congélation. Les CSH sont viables pour une durée de 24 heures dans
une température comprise entre +4°C et +10°C. La congélation a une température trés basse
permet de prolonger leur durée de conservation pour des dizaines d’années [41]. Par ailleurs,
la cryoconservation des CSH doit respecter certains facteurs pour garantir son succes. Ces
facteurs sont la vitesse de congélation, les conditions de stockage avant congélation, la
concentration des cellules et la température finale de stockage [42]. La cryoconservation des
CSH repose essentiellement sur [’utilisation d’une solution cryoprotectrice, un
refroidissement par une méethode de descente contrdlée en température, puis la conservation

en azote liquide ou gazeux.

+» Solution cryoprotectrice

Lors de la congélation, les CSH subissent des événements intra et extracellulaires qui
peuvent étre a ’origine de leur altération a savoir la formation des cristaux de glace

extracellulaires capable de déchirer la membrane cellulaire et de déshydrater la cellule. Pour
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éviter ces phénomeénes, 1’utilisation d’une solution cryoprotectrice aide les cellules a survivre
aux stress de la congelation et de la décongélation est primordiale. On distingue deux agents
cryoprotecteurs : le glycérol et le diméthylsulfoxyde (DMSO). Le glycérol est moins toxique
pour les CSH que le DMSO, mais il cause des problemes osmotiques apres décongélation
[43].

Le DMSO est un solvant polaire capable de former des liaisons hydrogenes avec les
molécules d'eau et les phospholipides membranaires. Son réle a faible concentration de 10%
est de protéger les membranes cellulaires par amincissement sans détruire leur structure,
d’augmenter la fluidité du noyau, d’éviter la cristallisation d’eau, de ralentir les échanges
d’eau et de réduire la concentration intracellulaire en électrolytes [44]. Il est donc important
de choisir la concentration appropriée du cryoprotecteur a utiliser pour préserver l'intégrité
structurelle, ainsi que la viabilité des cellules apres congélation [45].

La solution cryoprotectrice est préparée par 1’utilisation du DMSO dilu¢ a 20 % dans une
solution macromoléculaire (Sérum albumine (HSA 4 %) , hydroxy-éthyl-amidon (HEA) ou
plasma autologue), pour obtenir une concentration finale a 10 % de DMSO [46] aprés son
mélange avec le produit cellulaire de CSH. La préparation de solution cryoprotectrice et des
cryocytes est réalisée dans des salles blanches stériles pour éviter le risque de contamination

microbienne.

« Congélation a température en décente progressive

Dans le cas de réfrigération rapide et sans utilisation de solution cryoprotectrice, les CSH
ralentissent leur metabolisme cellulaire et produisent a une température de 0° a -20°C des
cristaux de glace dans le milieu extracellulaire, ce qui provoque une déshydratation cellulaire
par passage d’eau vers le milieu congelé. Lorsque le processus de refroidissement est rapide,
des cristaux de glace intracellulaires se forment avant la fin de déshydratation cellulaire et
éclatent la cellule. Ainsi, le refroidissement lent est crucial pour éviter la formation des
cristaux de glace intracellulaires, d’autant plus qu’il permet de limiter le pic de surfusion qui
est d0 a une agitation mécanique des électrons nucléaires suite au choc thermique. Apres le
point de nucléation, le refroidissement se poursuit jusqu'a une température d'au moins -80

°C [37]. Ceci, nécessite 1'utilisation d’un appareil qui permet de maitriser et de tracer la
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baisse en température par injection programmée d'azote. 1l permet de visualiser la courbe
propre a la poche témoin et la courbe propre a I'enceinte de refroidissement en vue de
validation [47].

« Congélation définitive

Une fois la température cible est atteinte, le transfert des cryocytes dans des cuves d’azote
liquide ou en vapeur pour une congélation définitive a une température trés basse a -180°C
est recommandée, avec une surveillance et enregistrement de température en continue. En
I'absence d'équipement de cryogénie utilisant de I'azote, ou en cas de panne de ceux-ci, la
congélation et le stockage sont réalisés dans une enceinte a -80°C, pour une durée limitée
inférieure a 6 mois [46-47].
3.5.Décongélation du greffon

La décongelation des greffons peut se faire soit avec lavage au niveau des laboratoires de
thérapie cellulaire soit sans lavage qui peut se faire au lit du malade. La température doit
étre programmeée entre +38°C et +40°C pour assurer la remontée rapide de la température
du greffon en 2 a 5 minutes [46], ce qui préserve la viabilité et la fonctionnalité des cellules.

« Décongélation avec lavage

Le laboratoire procede au lavage en utilisant des solutions macromoléculaires (HSA ou
HEA) qui doivent étre ajoutées aux cellules le plus rapidement possible des la décongélation.
Un bon rendement consiste a récupérer 70 % de CD34+ initiale du greffon. Cette méthode
élimine le DMSO et les débris cellulaires, mais le taux de pertes cellulaires est important a

cause du lavage, ce qui exige une bonne maitrise de la technique [47].

«+ Décongélation sans lavage

La décongélation peut étre réalisée au niveau du laboratoire ou bien au niveau du service
d’hospitalisation par un personnel formé régulierement et disposant de procédures écrites.
Elle est pratiquée aprés avoir validé la dose de DMSO a réinjecter de maniére a éviter le
risque de toxicité au patient, qui ne doit pas excéder 1 g/kg/j [48]. L’avantage est la
possibilité de transfert des poches congelées vers des centres ¢loignés, ce qui permet d’avoir
un rendement cellulaire est plus important, et la faisabilité de programmer la réinjection et

de I’étaler. Toutefois, le risque de toxicité suite a I’administration du DMSO, ou sa réaction
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avec d’autres médicaments reste probable.

4. Réinjection et suivi de la prise de greffe

La réinjection du greffon de CSH se fait juste aprés la chimiothérapie ablative du tissu
hématopoiétique du receveur atteint du processus tumorale, afin d’installer des CSH saines,
et permettre la prise du greffe et son expansion. Le greffon apportera alors des CSH en
remplacement de celles qui ont été détruites par les traitements anti-tumoraux. La valeur de
richesse minimale qui répond aux exigences de greffe des CSH est fixée selon la littérature
entre 2,5.10° et 5.106 CD34+ /kg [49].

Le greffon est injecté par un cathéter veineux central comme une transfusion sanguine. Les
CSH réinjectées ont la capacité de rejoindre les cavités médullaires grace a leurs récepteurs
d’adhésion aux niches hématopoiétiques, pour reconstituer le stock médullaire de CSH et
assurer une hématopoiése normale.

4.1.Reconstitution hématopoiétique des cellules immunitaires

Apres I'autogreffe des CSH, les cellules sanguines se régénerent dans des temps différents.
Selon une étude multicentrique réalisée sur 46 enfants atteints du NB de haut risque, les PNN
(> 500 /mm?) se régénérérent en premiére lieu dans un délai médian de 12 jours [extrémes
9j-47j], suivie de plaquettes (plaquettes > 20 000/ mm?) avec autonomie transfusionnelle &
44 jours [extrémes 12j-259j] [50]. En général, la reconstitution hématopoiétique apres la
greffe des CSH est marquée par 1’apparition des PNN, suivie de la régénération des
plaquettes dans un intervalle de 10 jours apres les PNN. Les globules rouges restent en
dernier. La reconstitution hématopoiétique rapide diminue la durée d'aplasie et la durée
d'hospitalisation. La régenération immunitaire post-greffe est dependante de la capacité du

greffon hématopoiétique a générer les cellules de la lignée lymphoide et myéloide.

4.2.Suivi de la prise de greffe
Le suivi de la greffe des CSH est primordiale et passe par trois phases :

— Phase d’aplasie médullaire : est définie par un taux de PNN inférieur 4 500 ¢/mm?. Dans,
I’autogreffe des CSH, cette phase ne doit pas dépasser 14 jours apres la réinjection du
greffon des CSH. Les soins et 1’antibioprophylaxie empirique sont nécessaires pour

¢viter les complications infectieuses. Pour diminuer la phase d’aplasie, il est
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recommandé d’utiliser le facteur de croissance G-CSF en injection sous cutanée a 0,5
ug/kg/j jusqu’a la déclaration de la sortie d’aplasie [52].

Phase de sortie d’aplasie et prise de greffe : la sortie d’aplasie en autogreffe est définie

selon les recommandations JACIE par un taux de PNN> 500 ¢/mm?® sur trois jours
successifs. La prise de greffe est définie par ’augmentation des taux des leucocytes
(>1G/L), avec des PNN (>0,5G/L), des plaquettes (>20G/L), et par la reconstitution de
I’hématopoiese progressive [52].

Phase post-greffe : le patient quitte 1’unité de greffe sous traitement d’entretien aprés

sortie d’aplasie. Le suivi du patient est fait de fagon mensuelle a I’hopital de jour par un
examen clinique et biologique. L’évaluation de I’"hémopathie maligne est indiquée & J100
(3 mois et dix jours) par I’imagerie (TDM ou Pet Scanner), et la biologie a la recherche
de la maladie résiduelle. En cas de rémission complete, le suivi est pour tous les 3 mois

pendant un an, puis tous les 6 mois par la suite [52].

4.3.Facteurs prédictifs d’échec d’autogreffe de CSH
Facteurs liées a la maladie hématologique : le statut de la maladie présente un sur-
risque de non-prise de greffe en cas de stade tres avancée, ou de non réponse au
traitement, soulignant la difficulté d'implantation du greffon dans un
microenvironnement médullaire altéré par la chimiothérapie ou radiothérapie [53-54].
Facteurs liées au greffon des CSP : la cellularité du greffon en CD34+ joue un r6le
important dans la prise de greffe a court terme et la reconstitution hématopoiétique a long

terme. Olsson et al. ont décrit 1’effet protecteur de la richesse du greffon a partir de
2,5.108 CNT/ kg et 3.10° cellules CD34+/kg [53-54].

18



I1l.  PATIENTS ET METHODES

1. _Patients

I1 s’agit d’une étude rétrospective étalée sur une période de 7ans entre Janvier 2016 au Mai
2022, portée sur 30 patients atteints de NB a haut risque, ayant bénéficié d’une autogreffe
de CSP. La collecte des données des patients et des greffons a été faite a partir des dossiers
médicaux des patients pédiatriques suivis au SHOP, et des dossiers de I'unité¢ de thérapie
cellulaire du service STSH au sein de 1’hopital d’enfant Rabat CHU IBN SINA. Les patients
inclus dans notre étude ont été traités selon le protocole HR- NBL-MA 2010.

Le prélevement de CSP est réalisé en état hématologique stable aprés mobilisation par G-
CSF (Neupogen*) seul a dose de 10pug/kg/jour pendant 5 jours, administré par injection sous
cutanée en deux prises matin et soir, et en une seule prise pour les patients a faible poids.
Pour les patients en échec de mobilisation, une deuxiéme mobilisation est programmeée par
G-CSF seul.

2. Recueil des CSH, qualification et conservation du greffon

Le collecte de CSP est réalisée le 5°™jour de prise G-CSF, aprés dosage du CD34+ du sang
veineux a J4 qui doit dépasser 10 c/pl. Le recueil des CSP est réalisé par cytaphérése en
utilisant le séparateur Spectra-Optia*. L’objectif de recueil d’un greffon est fixé par notre
laboratoire & une richesse minimale de 3.10° c/kg. Le dosage de CD34+ est réalisé au STSH
selon les recommandations ISHAGE guidelines CD34+ détermination par cytométrie en flux
en utilisant le réactif « stem kit » et le cymometre en flux Navios.

La préparation des greffons se fait dans la salle blanche. Elle consiste en 1’ajout d’une
solution de cryoprotection préparée par DMSO dillué a 10%. Les greffons sont placés dans
I’appareil de congélation progressive et sont conservés ensuite dans I’azote liquide a une
température de -180°C jusqu’au jour prévu de la greffe. La décongélation se fait avec ou
sans lavage dans un bain marie classique. La qualification des greffons est réalisée pour

évaluer la viabilité et la richesse des greffons en CSH CD34+.
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3. Conditionnement et prise de greffe

Le conditionnement pré-autogreffe est réalisé par Busulfan 37.5mg /m? 6h x16 et Melphalan
140 mg/m?. La réinjection du greffon de CSH est faite dans les 48 heures qui suivent.
La durée d’aplasie est définie du premier jour a partir duquel les PNN sont & 0 jusqu’au jour
ou le taux de PNN est > 0,5 G/L, et maintenu pendant 03 jours successifs, dans les 14 jours
qui suivent I’autogreffe des CSH.
Pour définir les facteurs influengant la sortie d’aplasie, nous avons divisés nos patients en
deux groupes. Un groupe de patients sortants de 1’aplasie avant 14 jours, et un deuxiéme
groupe en échec de sortie d’aplasie. Nous avons comparé les deux groupes en évaluant les
parametres suivants :

— Age au diagnostic ;

— Sexe;

— Etat de la MO au diagnostic : est-elle infiltrée par la tumeur ?

— Statut de la maladie avant la greffe (RC/TBRP/RP/NR) ;

— Nombre de lignes de chimiothérapie ;

— Richesse en CD34+/kg du greffon transfusé ;

— Réponse au traitement d’induction ;

— Echec de mobilisation ;

— Richesse du greffon transfusé en cellules CD34+ ;

— Durée de prise en charge entre le diagnostic et I’autogrefte ;

— Viabilité des CSH et taux des cellules viables transfusées ;

— Durée d’aplasie ;

— Sortie d’aplasie avant ou apres 14 jours.

4. Analyse statistique

L’analyse statistique des données est réalisée par le logiciel commercial SPSS pour
Windows (version 13.0). Pour ceci, un test de Pearson chi2 est utilisé pour comparer entre
les deux groupes de patients. Dans le cas ou ce test n’était pas valide, un test exact de Fisher

est utilisé. Les variables considérées significatives sont ceux ayant un P value <0.05. Une
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analyse univariée pour toutes les variables étudiées est réalisée. Elle est complétée par une

analyse multivariée qui inclus les variables avec un p Value < 0.5.
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IV. RESULTATS

1. Description épidémiologique et clinigue des patients

L’Age moyen de ces patients est de 8.10 ans + 2.746 compris entre 4 ans et 18 ans. Le sexe
ratio est de 1,7 avec une prédominance masculine & 19 patients (61.3%) contre 11 patientes
(35.5%) de sexe féminin. La durée moyenne de prise en charge des patients est de 10 mois
(7 ; 12). Les caracteéristiques de la population étudiée sont présentées dans le tableau 1.

2. Résultats de mobilisation et caractéristiques des greffons

Tous les patients ont bénéficié du méme protocole de mobilisation par le G-CSF seul. 24
patients (80%) sont bien mobilisés dés la premiére mobilisation et 6 patients (20%) ont
présenté un échec de mobilisation ce qui a nécessité une deuxiéme mobilisation. Le recueil
des CSP est réalisé apres la derniere cure de chimiothérapie avec une durée moyenne de 30
jours (18.75 ; 63.75). La richesse en cellules CD34+ des greffons transfusés est comprise
entre 2.x10° et 12,10 x 10° cellules CD34+/kg avec une médiane de 4 cellules CD34+/kg.
Une perte de cellularité < 30 % aprés décongélation est retrouvée dans 46.7% des cas. Le
taux de viabilité des greffons transfusés est d’une médiane de 74 (70.00 ; 84.50). Les
résultats relatifs a la mobilisation et aux conditions de conservation des greffons sont
présentés également dans le tableau 1.

3. Description de sortie d’aplasie

En phase d’aplasie, la plupart de nos patients ont bénéficié¢ d’un support transfusionnel : 29
patients (96.7%) avec une médiane de 45 (26.25 ; 58.25) produits sanguins labiles transfusés.
La sortie d’aplasie était inférieure a 14 jours chez 20 patients (66.7%), alors que 10 patients
(33.3%) ont connu un échec de sortie d’aplasie. La durée d’aplasie est estimée dans notre
population a 8 jours (6.75;10.00). Tous les patients ont développé des complications
précoces, dont 30% d’origine infectieuse. Les complications & long terme sont présentes
dans 12 cas (40%) avec 5 cas (17 %) de rechute. La survie a un an est chez 25 patients
(83.4%) (tableau 1).
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Tableau 1 : Tableau descriptif de la population étudiee.

Caractéristiques N=30
Age™™ (ans) 8.10 + 2.746
Sexe *
Femme 11 (36.7%)
Homme 19 (63.3%)
Etat de MO au Diagnostic*
Infiltré : 18 (60.1%)
Non infiltré : 10 (33.3%)
Inconnu : 2 (6.7%)
Ligne de chimiothérapie *
1% ligne : 12 (40%)
2¢™e ligne : 18 (60%)
Réponse au traitement d’induction*
Rémission compléte : 29 (96.7%)
Rémission partielle : 1 (3.2%)
Réponse a la mobilisation des CSH
Echec de mobilisation des CSH*

- Oui (Prélevé en 2¢™ mobilisation) 6 (20%)

- Non 24 (80%)
Taux de CD34 du sang veineux (c/ pl) *** 37 (25.00 ; 74.00)
Richesse du greffon cellules CD34+ transfusés
<2.10% /kg* 1(3.3%)

2-5. 10%¢c /kg* 20 (66.7%)

> 5. 108¢c /kg* 9 (30%)
Médiane x105¢c /kg*** 4 (3.00 ; 4.50)
Mode de décongélation*

Avec lavage 26 (86.7%)
Sans lavage 4 (13.3%)
Viabilité des CSH du greffon Aprés décongélation

>90% -100%* 1(3.2%)
<90* 25 (80.6%)
Inconnu* 4 (12.9%)
Médiane *** 74 (70.00 ; 84.50)
Taux de perte cellulaire en %

<30* 14 (46.7%)
>30% * 12 (38.7%)
Inconnu * 4 (13.3%)
Médiane *** 26 (15.00 ; 48.00)
Sortie d’aplasie *

Oui 20 (66.7%)
Non 10 (33.3%)
Durée d’aplasie (Jours) * ** 8 (6.75 ;10.00)
Complication précoce * 30 (100%)
Complication tardive *

Oui 12 (40 %)

Non 18 (60%)

* Variable qualitative décrite en Effectif (%)

** Variable quantitative décrite en Moyenne + Ecart-type
*** Variable quantitative décrite en Médiane (Interquartile)
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4. Résultat de ’analyse univariée

Les résultats des patients regroupés selon la réussite ou 1’échec de sortie d’aplasie sont
représentés dans le tableau 2. Les variables étudiées n’impactent pas la sortie d’aplasie a

I’exception de 1’age a la greffe et la durée d’aplasie.

L’age a la greffe présente un facteur significatif avec un P value a 0.04. Plus I’age est ¢levé,

plus la prise de greffe est rapide.

La durée d’aplasie présente le 2°™ facteur qui impacte la réussite de la greffe, avec un P
value de 0.02. Plus la durée d’aplasie est prolongée, plus la sortie d’aplasie est ralentie. Dans
la population étudiée, la richesse du greffon en cellules CD34+ des greffons transfusés

n’impacte pas la sortie, son P value a 0,75 est non significatif.
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Tableau 2 : Résultats d’analyse univariée des facteurs influencant la sortie d aplasie.

Patients Sortie Sortie d’aplasie | Odds- IC P
Variables (N=30) d’aplasie > 14 jrs Ratio | «Intervalle | Value
<14 jrs de
confiance »
Age ** 30 8.85+2.9 6.6+1.71 0.56 0.32-0.97 0.04
Sexe * 30 0.78
Homme 17 13 (65%) 4 (40%) 1
Femme 13 7 (35%) 6 (60%) 0.80 0.16-3.85
Etat de MO au Diagnostic * 28 0.50
Non infiltrée 10 6 (30%) 4 (40%) 1
Infiltrée 18 13 (65%) 5 (50%) 0.57 0.11-2.95
Ligne de chimiothérapie * 30 0.12
1% ligne 12 10 (50%) 2 (20%) 1
2°™ [igne 18 10 (50%) 8 (80%) 4 0.67-23.7
Réponse au traitement d’induction * 30 0.80
Rémission compléte 29 19 (95%) 10 (100%) 1
Rémission partielle 1 1 (5%) 0 0.004 0.00-3.30
Echec de mobilisation * 30 0.34
Non 6 5(25%) 1(10%) 1
Oui 24 15(75%) 9(90%) 3 0.30-29.94
Richesse du greffon cellules CD34+
transfusés aprés décongélation * 0.75
<2. 10 /kg 0 1 (10%) 1 0.00-1.51
2-5. 10%¢ /kg 13 (65%) 7 (70%) 1724 0.3-11.63
> 5. 108 /kg 7 (35%) 2 (20%) 1.8 0.2-5.2
Durée d’aplasie ** 30 7.05 +1.57 15.6+8.85 3.04 1.17-7.84 0,02
Mode de décongélation* 30 0.45
Sans lavage (avec DMSO) 10 2 (10%) 8 (80%) 1
Avec lavage 20 18 (90%) 2 (20%) 0.44 0.053-3.73
Viabilité des CSH du greffon apres 26 0.74
décongélation*
>90% -100% 7 0 7 (70%) 1
<90 19 18 (90%) 1(10 %) 0.001 0.00-6.78
Taux de perte cellulaire en % * 26 0.55
<30 14 9 (45%) 5 (50%) 1
>30 % 12 9 (45 %) 3 (30%) 0.60 0.10-3.29
% de perte *** 25 35(15;48) | 27(13;50,75) 0.99 0.95-1.03 0.79
Durée entre Diagnostic et Autogreffe 30 9(6.25;12) | 10(8.5; 15.25) 0.99 0.92-1.07 0.94

*k%k

* Variable qualitative décrite en Effectif (%)
** Variable quantitative décrite en Moyenne + Ecart-type
*** Variable quantitative décrite en Médiane (Interquartile)
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5. Résultat de ’analyse multivariée

Les résultats de 1’analyse multivariée des variables de la sortie d’aplasie n’objectivent

aucun facteur impactant la sortie d’aplasie. Les résultats sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Résultats d’analyse multivariée des facteurs influencant la sortie d’aplasie.

Variables P Odds Intervalle de confiance
Value Ratio

Inférieur Supérieur
Age (ans) 0,470 0,581 0,133 2,535
Etat de MO 0,268 0,060 0,000 8,701
Nombre de ligne de chimiothérapie 0,534 4,603 0,037 566,089
Richesse de greffon (CD34/kg) 0,557 ,068 0,000 542,304
Echec de mobilisation 0,595 113 0,000 349,471
Durée d’aplasie (Jour) 0,115 3,737 0,726 19,227
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V. DISCUSSION

Le NB est la néoplasie du tissu sympathique. L’autogreffe de CSH constitue une
thérapeutique incontournable dans la prise en charge du NB. Plusieurs criteres conditionnent
la bonne prise de greffe, et donc sa réussite. Dans la population étudiée, la répartition du
sexe montre une predominance masculine du NB avec un sexe ratio de 1,7. Ceci concorde
avec les données de littérature, avec un sexe ratio de 1,6 [8]. Une analyse univariée de
I’influence du sexe sur la sortie d’aplasie n’a pas montré d’impact significatif de ce facteur

(P=0.78). On peut ainsi avancer que le sexe ne conditionne pas la sortie d’aplasie.

Nombreuses études ont demontré que la richesse du greffon en cellules CD34+ a un impact
direct sur la sortic d’aplasie: plus le greffon est riche en cellules CD34+, plus la
reconstitution hématopoiétique est précoce et efficace [5,53]. Toutefois, notre étude n’a pas
retrouvé de rapport entre la richesse des greffons en CD34+ et la prise de greffe (P a 0.75).
Par ailleurs, d’aprés notre analyse univariée, une richesse entre 2 et 5.10° CD34/kg serait un
facteur de bon pronostic, favorisant la sortie précoce d’aplasie, tout comme une richesse
supérieure a 5.10% CD34/kg. Ceci rejoint les résultats publiés par Bensinger et al., incluant
243 patients ayant bénéfici¢ d’autogreffe de CSP, il n’existe pas de différence significative
dans la prise de greffe entre les patients transfusés avec des greffons a une richesse de 2,5-
5.10°8 cellules CD34/kg, et ceux ayant recu une dose de 5.10° cellules CD34/kg [5]. Ce
résultat permet de fixer la valeur minimale de richesse du greffon a transfuser au patient qui

ne devrait pas étre inférieur a 2,5.10° cellules CD34/kg.

Les patients traités par plusieurs lignes de chimiothérapie pendant une durée dépassant 24
mois, présentent des besoins en CSH plus important. Ceci est en rapport avec la difficulté
d'implantation de ces cellules dans le microenvironnement médullaire altéré par la
chimiothérapie [4]. Ainsi, ces patients nécessitent la transfusion de greffon riche > 5. 10°
cellules CD34/kg, pour pouvoir atteindre une récupération hématologique rapide [5]. Chez
nos patients, la durée de leur prise en charge ne dépassait pas une médiane de 10 mois.
Durant cette période, 12 (40%) ont recu une seule ligne de chimiothérapie, et 18 (60%) ont
recu deux lignes de chimiothérapie. Sachant que la majorité de nos patients ont recu des
greffons dont la richesse est comprise entre 2 et 5.10° CD34/kg. Ceci a permis probablement
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de répondre largement aux exigences fixées pour reussir la prise de greffe. Nos patients ont

eu une sortie de I’aplasie dans une durée moyenne de 8 jrs (6.75 ;10.00).

Dans notre échantillon, tous les patients ont un &ge moyen au diagnostic de 8.1 ans + 2.746,
avec un age minimal de 4 ans. L’analyse univariée de la pertinence de 1’age au diagnostic
sur la réussite ou I’échec de sortie d’aplasie a montré son influence comme facteur favorisant
la sortie d’aplasie (p a 0,04). Plus 1’age est avancé plus les patients sortent rapidement de
I’aplasie. Cependant, a ’encontre de nos résultats, I’age au diagnostic > 18 mois est décrit
dans la littérature comme facteur de mauvais pronostic [1,12], car le risque de résistance a
la chimiothérapie est tres élevé. En effet, un age éleve incite les cliniciens a donner plus de
doses de chimiothérapie pour atteindre I’objectif thérapeutique, ce qui rend la MO délétere
a réceptionner les CSH, et a les maintenir dans leur niche. Ceci contribue donc a 1’échec de
la prise du greffon. Nos résultats sont inconséquents, il serait donc intéressant d’élargir la
taille de 1’échantillon étudié pour prouver le lien entre la sortie d’aplasie précoce et 1’age

avancé chez les NB & haut risque.

Le deuxiéme facteur retrouvé ayant un retentissement significatif est la durée d’aplasie (P a
0.02). Celle-ci débute a partir du jour ou le taux des PNN est a 0/mm3, au jour ou les PNN
dépassent 500/mm3. Chez nos patients, la phase de neutropénie est marquée par des
infections dans 30% des cas. Une analyse plus approfondie a prouvé un lien entre les
événements infectieux et la non-prise de greffe [5,54]. L’impact des infections sur le
prolongement de la durée d’aplasie est controversé. En effet, pour certaines équipes, la
neutropénie est rapportée comme complication qui retarde la prise de greffe. Tandis que
d’autres études incluent la survenue d’infections dans 1’évolution préjudiciable de la
neutropénie, et les considérent comme phénomene « habituel » [54]. Le nombre de cellules
CD34+ peut améliorer la survenue des infections dans la phase de granulopoiése, avec
diminution significative de la phase de neutropénie et de thrombopénie pour les greffons
dont la richesse est > 5.10%/kg [55]. Selon une étude de Weaver et al. réalisé sur 692 patients,
le temps de récupération des neutrophiles et des plaquettes en post-greffe, est comparable
pour les greffons dont la richesse est de 5.106 CD34/kg, comme pour ceux ayant une richesse

a 7,5. 10% CD34/kg [5,56]. Ceci permet de conclure & un seuil de richesse optimale des
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greffons de CSH a 5.10° CD34/kg. Néanmoins, dans une autre étude de Ben Salah et al.,
I’analyse univariée de transfusion des greffons a quantité de cellules CD34+ < 7,5 108/kg
sur 48 patients présentait un facteur prédictif de survenue d’infections en dehors de la période

de neutropénie post-greffe (p = 0,041) [57].

Notre étude a objectivé la présence d’autres complications a long terme a savoir la rechute
du NB chez 5 patients a un taux de 17%. Ceci est en accord avec le taux de récidive en post-
greffe des CSH décrit dans la littérature qui est a 18%. A noter que la rechute du NB est une
complication de la maladie et non pas de 1’autogreffe des CSP. Dans notre échantillon, le
taux de survie a un an est a 83,4% (26 patients) qui dépasse les données de la littérature
(42,7 %) [57].

VI. CONCLUSION

L’autogreffe des cellules souches hématopoietiques périphériques (CSP) présente un
traitement de sauvetage chez les patients atteints du NB a haut risque. La réussite de la
greffe des CSH conditionne le pronostic vital de ces patients. Plusieurs facteurs sont décrits
ayant un impact sur la sortie d’aplasie. Notre analyse des variables impliquées dans la prise
de greffe a objective deux facteurs : 1’age avancé et la durée d’aplasie prolongée. Nos
résultats restent préliminaires et nécessitent d’étre complétés par des études incluant un
¢chantillon plus large, avec 10 patients pour chaque variable considérée afin qu’on puisse

confirmer nos résultats initiaux.
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RESUME

Autogreffe des cellules souches hématopoiétiques et neuroblastome : facteurs
influencant la prise de greffe

Aitifiss kaoutar

Introduction : La greffe des cellules souches hématopoiétiques périphériques (CSP)
conditionne le pronostic vital des patients atteints de neuroblastome. La prise de greffe est
définie par un taux de PNN > 500/mm?3 sur 3 jours successifs dans les 14 jours suivant la
greffe. L objectif de notre étude est d’analyser les sorties d’aplasies de patients greffés pour

identifier les facteurs influencant la prise de greffe.

Patients et Méthodes : il s’agit d’une étude rétrospective incluant 30 malades suivis au
service hospitalier d’oncologie pédiatrique pour NBL, ayant bénéficiés d’une autogreffe des
CSP. Les greffons transfusés aux patients sont prélevés, préparés et conserves au service de
transfusion de 1’hopital d’enfants de Rabat. Nous avons comparé les patients sortant de
I’aplasie avec ceux en échec de sortie d’aplasie selon une analyse univariée avec les variables
suivantes : age, sexe, poids, état de moelle osseuse, statut de la maladie, lignes de
chimiothérapie, richesse du greffon transfusé en CD34+/kg, viabilité des CSH et la durée

d’aplasie.

Résultats : Nos résultats montrent que la richesse du greffon transfusé > 2.108 CD34/kg est
une variable non significative (P=0.75). Cependant, I’dge au diagnostic et la durée d’aplasie

représentent des facteurs statiquement significatifs (P= 0.04; P=0.02).

Conclusion : Dans notre étude, I’analyse des variables impliquées dans la prise de greffe a
révélé que 1’age avancé et la durée d’aplasie prolongée sont des facteurs qui peuvent
influencer la prise de greffe. Nos résultats restent préliminaires et nécessitent d’étre

complétés par des études incluant un échantillon plus large.

Mots clés : Autogreffe des CSH, facteurs influencant, neuroblastome, richesse de greffons,

prise de greffe.
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SUMMARY

Hematopoietic stem cell autograft and neuroblastoma: factors influencing
engraftment

Aitifiss kaoutar

Introduction: Peripheral haematopoietic stem cell (PSC) engraftment is life-saving for
patients with high-risk neuroblastoma (NBL-HR). Graft uptake is defined as an NPC count
> 500/mm? on3 successive days within 14 days of transplantation. The aim of our study
is to analyse aplastic discharges of transplanted patients to identify factors influencing

engraftment.

Patients and Methods: This is a retrospective study including 30 patients followed at the
pediatriconcology hospital for NBL-HR, who benefited from an autograft of PSC. The
grafts transfused tothe patients were collected, prepared and stored at the cell therapy unit
of the transfusion service of the children's hospital in Rabat. We compared the patients
who were discharged from aplasia with those who failed to be discharged from aplasia
according to a univariate analysis with the following variables: age at diagnosis, sex,
weight, bone marrow status, disease status, chemotherapy lines, CD34+/kg richness of the

transfused graft, HSC viability, viable cell rate andduration of aplasia.

Results: Our results show that the richness of the transfused graft > 2.10® CD34/kg is a
non- significant variable (P=0.75). However, age at diagnosis and duration of aplasia were
statically significant factors (P= 0.04; P=0.02).

Conclusion: In our study, the analysis of variables involved in graft uptake revealed that
advancedage and prolonged duration of aplasia are factors that may influence graft uptake.
Our results remain preliminary and need to be complemented by studies including a larger

sample.

Key words: HSC autotransplantation, influencing factors, neuroblastoma, graft richness,

graft uptake.
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