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ABREVIATIONS , ACRONYMES

ABM : Agence de Biomédecine

AFSSAPS : Agence Francaise de Sécurité

Sanitaire des Produits de Santé

CBEs : cellules souches embryonnaires du

sang de cordon

CFU : colony forming unit (cellules formant

des colonies)

CMN : cellules mononuclées

CNT : cellules nucléées totales

CSM : cellules souches mésenchymateuses
CSH : cellules souches hématopoiétiques

CSP

issues du sang périphérique

cellules souches hématopoiétiques

DMSO : dimethylsulfoxyde
EFS : Etablissement Francais du Sang

FACT : Foundation for the Accreditation in
Cellular Therapy

FDA : Food and Drug Administration

FGM : France Greffe de Moelle
GVHD : graftversushost disease

GVL : réaction du greffon contre la leucémie

(graftversusleukemia)
HLA : histocompatibility leucocyte antigen

IMDS

information system

international marrow donor

LTreg : lymphocytes T régulateurs

MO : moelle osseuse

PEC : progéniteurs endothéliaux circulants
RFSP : Réseau Francais du Sang Placentaire

SFGM-TC : Société Francaise de Greffe de

Moelle et Thérapie Cellulaire

UMTCT :

Cellulaire et Tissulaire

Unité Mixte de Thérapie

USP : unité de sang placentaire

WMDA : association mondiale des registres

de donneurs de moelle osseuse
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INTRODUCTION

Le sang de cordon ombilical contient plusieurs $yple cellules souches qui présentent de
nombreux avantages par rapport aux cellules souatiahes et embryonnaires. Ce sang de
cordon est devenu porteur d’espoir en thérapienérgéive, domaine qui reste a ce jour au stade
de la recherche cliniqgue. Parmi ces cellules s@jdha été identifié il y a 30 ans, des cellules
souches hématopoiétiques (CSH), identiques a dstiEes de la moelle osseuse. Ces CSH sont
utilisées en routine clinique, pour leur capaciteestaurer les fonctions hématopoiétiques et/ou
immunologiques.

La premiere greffe allogénique apparentée de CSkhdg de cordon a été réalisée en 1988 par

Gluckmanet al (Gluckmanet al*°

). Aujourd’hui, en I'absence de donneur de moeHlseuse
(MO) compatible, des allogreffes non apparentéast swoposées comme alternative aux
allogreffes de CSH médullaires dans plusieurs atdhos : hémopathies malignes, aplasies
médullaires, tumeurs solides, hémoglobinopathiesaladies génétiques (Sullivan). Dés les
années 1970, ces cellules ont pu étre cryoconsefeéaservées sous forme congelée) en tant

qu’unités de sang placentaire (USP), sans altératioleur fonctionnalité (Broxmeyet al? :

Rubinsteinet al*?®

). Les USP sont alors apparues comme une souwite farélevement du sang
de cordon ombilical a la naissance) et rapidemenéssible pour le traitement d’'un patient.
Malgré un nombre de CSH limité (faible volume), 1#SP ont des avantages non négligeables
par rapport aux CSH de la MO : un prélevement saqsie pour la mére et I'enfant, un risque
moindre d'alloréactivité délétére (GVHD) (Grewel al*®), un accroissement de la diversité

HLA sur les registres des donneurs de MO (Saretiell**?

) et enfin une mise a disposition
immédiate du greffon. En 2005, des CSH de sangaddon ombilical provenant de deux
donneurs différents (double allogreffe d’'USP) ontétre greffées chez un méme patient, ce qui a
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permis d’élargir les indications aux adultes dedpaupérieur & 50 kg. L’allogreffe d’'USP s’est
eégalement étendue aux patients agées et porteursoa®rbidités avec |I'utilisation de
conditionnements d'allogreffe non myéloablatifs|@aet al® ; Barkeret al’®; Barkeret al’®).
Depuis 2006, les allogreffes d’'USP ont ainsi dépaes nombre d’allogreffes de MO, en
Francé®’, en Europe (Gratwohet al’’) et au niveau international (Broxme}&n. Pour
répondre a ce besoin croissant d’'USP a traverlee) des banques de sang placentaire se sont

développées.

En France, ces banques, autorisées par les asitooitépétentes, sont regroupées sous le nom de
« Réseau Francais de Sang Placentaire » (RFSP@stjpiloté par I'agence de biomédecine
(ABM). Elles doivent respecter les criteres de @@abu spécifications imposées par la
réglementation francaise et déposer un dossieeawgw '’AFSSAPS. En effet, la prise de greffe
(définie par le délai de sortie d'aplasie) et lavieuaprés allogreffe d’'USP sont fonction d’'un
certain nombre de facteurs : comptabilité HLA erdomneur et receveur, quantité de cellules

nucléées totales (CNT), nombre et fonctionnalit® @8H (Migliaccioet al’’ ; Prasacet al'®” ;

112, 45
1= I

Rochaet a Goodwinet al.™). Les USP, doivent donc respecter des critéresjuadite
stricts, pour étre inscrites sur le registre FraBeeffe de Moelle (FGM) de 'ABM et ainsi étre
disponibles pour tous patients nationaux ou int@naux. Ces exigences de qualité, nationales
(bonnes pratiques, loi de bioéthique, recommandatdu RFSP) ou internationales (WMDA,
FACT) sont imposées tout au long du procédé comdtia la mise en banque d’'une USP:
sélection des donneuses, prélévement, réceptiansfarmation (miniaturisation, congélation),
contrdles biologiques et stockage. C’est pourcafti, de fournir des greffons de qualité, chaque

banque doit valider, en interne, le procédé deeamasion qu’'elle utilise. L’objectif de ce travail

a donc été d’évaluer le procédé de mise en banem&8P a usage thérapeutique utilisé au sein
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de la banque de Saint Ismier (Unité Mixte de Thér&ellulaire et Tissulaire (UMTCT), EFS
Rhéne Alpes/CHU de Grenoble) et de cibler les godiamélioration a apporter en vue d'une

demande d’accréditation internationale (FACT).
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RAPPEL HISTORIQUE ET BIBLIOGRAPHIE
1. Le sang de cordon ombilical

1.1. Définition

Dans le mois précédent la naissance, le cordonliealbdachemine chaque jour vers le foetus
plus de 300 litres de sang puisant 'oxygéne ehlgements a travers le placenta. Ce cordon,
attaché au placenta, est le lien vital entre laioet sa mere. Il contient deux artéres et une
veine dans lesquelles circule le sang du cordonilmalp encore appelé sang placentaire

(Figure 1).

Figure 1. A) Cordon ombilical constitué d’'une veine et de deu&ras entourées d’un tissu
mésodermique appelé « gelée de Wharton » (schéocaaue¢ histologique). VO : veine
ombilicale, AO : artére ombilical®) Prélevement de sang de cordon ombilical par pomclé
la veine ombilicale.

Le préléevement de sang de cordon ombilical estamahonyme, bénévole et gratuit. Il est
réalisé, uniquement dans les maternités converéesavec les banques de sang de cordon,
par un personnel formé et entrainé afin d’'obteag OSP de bonne qualité. Il a lieu dans les
minutes qui suivent 'accouchement, lorsque le aordmbilical vient d’étre coupé et que le

placenta est encore dans l'utérus. Il est réalgéppnction dans la veine ombilicale, juste
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apres le clampage du cordon, a l'aide d’une aigudliée a une poche de prélevement (Figure
1). Le volume recueilli est en moyenne de 80 a 100 m

Ce sang de cordon contient de nombreuses cellolehss, c’est-a-dire des cellules capables
de s’auto-renouveler et de se différentier en plusi types cellulaires. Les cellules souches
hématopoiétiques (CSH), sont les plus connueg@iceessentiellement pour leur utilisation
thérapeutique dans les hémopathies malignes sdasne d'allogreffe. La découverte de ce

potentiel thérapeutique et les avancées dans caiderseront discutées dans $@set 3

Plusieurs autres cellules souches composant, auatre, le microenvironnement de la niche
hématopoiétique ont par la suite été mises en @eedeet étudiées pour leur intérét
thérapeutique. Le potentiel du sang de cordon acabiést ainsi devenu porteur d’espoir en

thérapie régénérative.

1.2. Cellules souches issues du sang de cordon ombilical

1.2.1.Les cellules souches embryonnaires du sang de cordo

1.2.1.1.Propriétés
L'existence de cellules souches embryonnaires léaseng de P e

cordon, appelées cord-blood derived embryonicdiieen cells &% =&

4.
o o B et ® o
(CBEs) reste a ce jour discutée. Une équipe ledsasren =y *r,“’.,;‘;‘h."‘i_"-w N
B s PRy B
évidence dans le sang de cordon ombilical fraisoagelé en 2 PTS ed I SO

» TR N

[t -

2005 (McGuckin et al®). Ces cellules expriment des Figure 2. Cord Bloo
derived embryonic ste

antigénes spécifiques aux cellules embryonnairesaines glelglf) (D'apres McGuckiet
(SSE-3 et SSE-4) ainsi que les facteurs de plwemua Oct-4

et Nanog, responsables des capacités d’auto rellmmeat et de I'absence de différentiation
de ces cellules. Elles ont une forte capacité dssance en culture et de différentiation en

cellules des 3 feuillets embryonnaires (ectoderamoderme et mésoderme) : neurones,

hépatocytes, cellules pancréatiques, ostéoblaatisocytes, cellules musculaires lisses ou
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cellules endothéliales (McGuckinet al®*). Cependant une seconde équipe a récemment
démenti le caractére "embryonnaire” de ces cell@femontrant qu’elles ne possédaient pas

de facteurs de pluripotence (Kogkral’?).

1.2.1.2.Etat de la recherche préclinique
Des études de bio-ingénierie tissulaire tridimemsale ont montré qu'il était possible de
produire un tissu d’hépatocytes a partir de CBEsbjectif a venir, sera de produire un tissu

hépatique fonctionnel et transplantable chez I'henfcGuckin et al®*).

1.2.2.Les cellules souches mésenchymateuses

1.2.2.1.Propriétés

Y

de la MO, du tissu adipeux et du placenta. Elles oy« —=——= = -
R e e il S
"*-\:""‘:':.. L0 "E’r’ ""’?:-:7::':": ’:__
A L LR o,
également été mises en évidence dans le sang dencor . iy :
1._%,1_.Ii B .
kNS =

Flgure 3. CeIIuIes souches
. o mésenchymateuses issues de
qu'en moins grande quantité dans le sang de cqrdon  sang de cordon ombilical.

Echelle = 200 um
rapport & la MO, les CSM du sang de cordon posséd  (D'apréWangetal.'*®).

ombilical il y a une dizaine d'années (Eriegsal>>). Bien

|65

une capacité de prolifération supérieure (Ketral.”). Elles conservent une morphologie

fibroblastique (Figure 3), la propriété d'adhérenaa plastique et les marqueurs
phénotypiques qui les caractérisent (CD34-, CDTDA5-, HLA-DR-, CD105+, CD90+,
CD73+). Les CSM de sang de cordon, tout commeseeMO, ont la capacité de migrer

vers les zones lésées, possedent des propriétésnmamodulatrices par inhibition de la

I 143

prolifération lymphocytaire T (Wanget al.™*) et sécretent des cytokines nécessaires a leur

réle de cellules de soutien (Liet al®*

). Par contre, leur capacité de différentiation en
adipocytes est plus difficile, en raison probabletnde leur immaturité et de I'absence

d'adipocytes chez le foetus (Biebatkal®). A I'inverse, leur capacité de différentiation e
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chondrocytes, est plus importante celles de la Ki€tte derniere propriété leur conféere un
potentiel thérapeutique qui a conduit une équipéame a initier un essai cliniqgue de phase
[ll. Cet essai évalue l'efficacité et la toléraded'injection locale de CSM allogéniques issues
du sang de cordon ombilical chez des patients néteil'ostéoarthrite ou de fractures

(NCT01041001°%%).

1.2.2.2.Etat de la recherche préclinique
Au niveau préclinique, les CSM du sang de cordobibical ont montré un bénéfice dans des
modéles d'ischémie cérébrale chez le chien apjéstion intra-artérielle (Chungt al?”) et
chez le rat, aprés injection intracérébrale (L&toal®!). Des résultats encourageants ont
également été rapportés apres administration deC&d dans des modeéles murins de

114°) et de lésions pulmonaires induites (Changl!?® ; Moodleyet al®®).

cirrhose (Yaret a
Des propriétés de réparation cutanée leur ont égeile été attribuées, aprés étude d’'une
application locale de ces CSM au niveau de blesssuperficielles induites chez la souris
(Luo et al®"). Concernant leurs propriétés immunomodulatrice® étude a montré, qu'a
I'inverse des CSM de la MO, les CSM du sang de @onde peuvent pas traiter la GVHD
occasionnée par I'administration de CSH chez laisammunodéficiente irradiée. Seul un

traitement prophylactique pourrait étre envisag#, -transplantation de ces CSM et de

CSH (Tisatoet al***).

1.2.2.3.Etat de I'utilisation clinique
Au contraire des CSM de la MO et du tissu adipear pesquels plus d’une centaine d’essais
clinigues ont été effectués dans diverses indinaticeules deux études ont rapporté le
bénéfice de I'administration de CSM du sang deamoréUne équipe coréenne a publié, en
2006, le cas d’'un jeune patient de 37 ans victifaeeallésion de la moelle épiniere. Un mois
et demi aprés une injection locale de CSM allogéesqde sang de cordon ombilical, une

amélioration de la sensibilité¢ et de la motricitéaia pu étre observée (Kangt al®?).
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L’équipe de Kimet al. a également montré un remarquable bénéfice dedtion de CSM
allogéniques issues de sang de cordon ombilicat dheommes atteints de la maladie de
Buerger, encore appelée thromboangéite oblitéergmitammation des vaisseaux des
extrémités conduisant & leur obstruction) (Kim Sav.al®®). Par ailleurs, la tolérance et
I'efficacité de I'administration de CSM de sangatedon (Promostem) dans la prévention de
la réaction du greffon contre I'héte (GVHD) et lanthution de la durée d’aplasie, aprés
allogreffe de CSH est actuellement en cours d'éltkz des enfants atteints de leucémie

aigiie (NCT00823316?).

1.2.2.4.Perspectives
Malheureusement, contrairement aux CSM issues dg da cordon frais, les capacités
d’expansionex vivodes CSM isolées de sang de cordon congelé restmittées (Flynret
al.®” : Leeet al’®). C'est pourquoi, avant d’envisager une utilisatthérapeutique de ces
derniéres, il sera nécessaire de trouver une mettieadonservation a long terme qui leur soit

adaptée.

Par ailleurs, le tissu du cordon ombilical et lagainta pourraient permettre une production, a
grande échelle, de CSM ayant un caractére moinsiimogene du fait de leur origine foetale

(Lu et al®®

). En France, cette séduisante perspective thdligpe ouvre un débat éthique et
organisationnel, concernant le statut juridiqgue tissus placentaires et les conditions de
préléevement de ces tisstis. Au niveau international, la situation est diffiéte
puisqu'actuellement, le laboratoire américain Bherit®® est autorisé, par la Food and Drug
Administration (FDA), a commercialiser des CSM patires allogéniques (PLacental
eXpanded adherent stromal cells) pour les indinatisuivantes : maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (PLX-IBD), AVC ischémiqPLX-STROKE), sclérose en plaque
(PLX-MS) ou encore artériopathie oblitérante desmimes inférieurs (PLX-PAD) pour

laquelle un essai clinique est actuellement enscNE€T0095121872).
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1.2.3.Les progéniteurs endothéliaux circulants
1.2.3.1.Propriétés

Les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC)veéiti i ‘%
A . 4

e

1 7z o -.. .;rﬁ \\:“. .f-{:li' = 'y
d'un  progéniteur commun aux CSH, appele & - X
I Ly 2

Farnas

o

hémangioblaste. Le terme de PEC regroupe les eellul“'?'h'“'*?fff. 8

: I3 '-.

B T Ay
d’origine myéloide et lymphoide, ayant la capad& ;;ﬁ;»r;??'- P

s cer 2 . T R
proliférer, de se différencier en cellules endaotiés et .‘?‘a;y Refis
Pl R L

’ et L R

de former, in situ de nouveaux vaisseaux Figure 4. Colonie de progéniteurs
endothéliaux (x200).
(vasculogénese). Au niveau phénotypique, ce (D'aprés Hillet al®").
progéniteurs sont caractérisés par les marqueu4€DCD133+ et VEGFR-2. lls ont un
important pouvoir de prolifération, de formation ct#onies endothéliales (Ingramh al®*) et
sont capables de générer des vaisseaux plus stlitesctionnels que les PEC issus du sang
périphérique (Auet al®’). Ces cellules présentent donc un réel intérét tregrapie
régénératrice, particulierement dans les pathadogiehémiques. D’autant plus qu’il a été

rapporté gu’'un faible taux de PEC fonctionnelstétairélé a un accroissement du risque

cardiovasculaire chez 'homme sain (Hét al®*).

1.2.3.2.Etat de la recherche préclinique
Leur bénéfice a d'ailleurs pu étre montré par unéliaration de la revascularisation, apres
administration intramusculaire dans des modelemam d’ischémie des membres inférieurs
(Kalkaet al®®; Yang C.et al’*®) et aprés administration intraveineuse (IV) daé@s modéles
d'infarctus du myocarde (Least al®®). Récemment, une étude a également montré leur
bénéfice sur la revascularisation et la cicatisatde blessures induites chez la souris
diabétique (Kim J.Yet al®”). Contrairement aux CSM, les PEC peuvent étrdyite & partir

de sang de cordon ombilical cryoconservé sans la o’affecte leurs propriétés

|57 I 138

fonctionnelles (Janget al”’ ; Vanneauxet al:*"). Mais bien que I'idée d’une utilisation
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thérapeutique a partir de sang de cordon conserveei@ des banques soit trés attractive,

aucun essai clinigue utilisant des PEC issues dg da cordon n'a, a ce jour, été initié.

1.3. Autres cellules du sang de cordon ombilical

1.3.1.Les lymphocytes T régulateurs
1.3.1.1. Propriétés

Les lymphocytes T régulateurs (LTreg) du sang delao ombilical sont caractérisés par
I'expression des marqueurs CD4, CD25, FoxP3, unefaiiveau de CD127 et 'absence de
sécrétion d'IL-2, d'IL-4 et d'IFNapres stimulation. L’activité suppressive de cé@sely est
plus puissante et plus constante que celle deggLi¥seis de I'adulte. Malheureusement, seuls
3 & 7,5x18lymphocytes T-reg peuvent étre isolés a partirategygle cordon congelé, ce qui
n'‘est pas suffisant pour envisager une applicatigaz un patient pour lequel la dose requise

est d'environ 1x1G1x10/kg (Godfreyet al*?).

1.3.1.2.Etat de la recherche clinique et précliqu
C'est pourquoi, des méthodes d'expansion des btregang de cordon sont actuellement a
I'étude. La culture de ces lymphocytes a I'aidend&cules de co-stimulation (anti-CD3, anti-
CD28 ou la rapamycine) ou leur co-culture avec adkiles génétiquement modifiées pour
présenter des molécules de co-stimulation, permtettaugmenter les taux de production de
LTreg capables de maitriser la réaction du greffontre I'héte (GVHD) chez I'animal.

(Tolar et al**®

). Par ailleurs, I'administration de lymphocyte®ds, produitén vitro a partir
de CSH de sang de cordon (Huttenal®?), a été bien tolérée, lors d'un essai clinique de
phase |, chez des patients recevant une doublgreffle d'USP dans le cadre d'hémopathies

| 128

malignes (Stroncekt al:="). Désormais, des études de dose sont en couropbtimiser ce

type de traitement dans la prise en charge de IAGNCT00376514% NCT0060269%53).
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1.3.2.Les cellules mononuclées totales
Du fait de leur vaste capacité de différentiatiles, cellules mononuclées du sang de cordon
ombilical suscitent de nombreux espoirs en théreggénérative. La revue exhaustive de T.
Harris discute les différentes indications actusfat a I'étude : neurologiques (accident
vasculaire cérébral, traumatisme cranien, infirrmtétrice cérébrale), orthopédiques, le

diabéte juvénile ou encore la surdité (H&)s

2. L'allogreffe de CSH

Actuellement, les allogreffes de CSH sont essdaii@nt utilisées pour le traitement des
hémopathies malignes. Dans cette indication, ke ddl greffon est double. Tout d’abord, les
CSH vont permettre la production des différentgsdes sanguines, préalablement éradiquées
par le conditionnement de greffe chez le receveurg§@.2). Deuxiemement, les lymphocytes
du greffon vont jouer un réle mixte : un effet biémée, médié par la "réaction du greffon
contre la leucémie" (GVL),.e. la destruction des cellules cancéreuses résiduelles,
contrebalancé par un effet néfaste di a la réachiogreffon contre I'héte (GVHD),e. la

réaction des lymphocytes du donneur contre lesleslsaines du receveur (Weidsral***).

Avant la loi de bioéthique de 2004, les cellulesickees hématopoiétiques (CSH) étaient
assimilées aux organes, en termes de |égislatiérofnais, le régime des CSH est codifié
dans la partie IV « Tissus, cellules, produits daps humain et leurs dérivés » du livre Il

«Don et utilisation des éléments et produits dpsdumain» du code de la santé publique.

2.1. Les différentes sources de CSH

La loi ne distingue pas les trois types de CSH (fiéudes, du sang périphérique, du sang de
cordon ombilical) au regard de la greffe. Aucungtidction n’existe non plus entre elles au

regard de leur préparation, leur conservation, tstribution et leur cession qui doit étre

23



réalisée au sein d'établissements autorisés pRFSAPS. Cette autorisation ne peut étre

accordée que dans le cadre d'une utilisation teétaue allogénique.

Cependant, le statut des CSH issues du sang dencoia evolué que trés recemment avec la
parution, en 2010, de la circulaire DGS/DHOS/PP4K®4£010-17°%. Avant, ces cellules ne

disposaient pas d'un statut juridique propre et peé@levement était régi par les dispositions
relatives aux résidus opératoires (Article L1248t2 CSP). Un consentement explicite des

meres donneuses n'était donc pas nécessaire.

2.1.1. CSH médullaires et du sang périphérique

Suite a la démonstration de lintérét thérapeutigliene greffe syngénique de CSH
médullaires (greffon provenant d'un jumeau) chemithal, au début des années 1950,
(Lorenzet al®®), le méme type de greffe a été réalisé pourédmjre fois chez 'homme en
1959 par I'équipe de Thomas al, (Thomaset al’*®). Peu de temps aprés, les greffes
allogéniques non apparentées ont vu le jour autdéds années 1960, lorsque le systeme
HLA (Histocompatibility Leucocyte Antigen) a été snén évidence et que son typage a été
rendu possible (Dausset al*®). Le développement de ce type de greffe a coralui
création des registres nationaux de donneurs ddlende@ns les années 1985. Le registre
France Greffe de Moelle (FGM) de l'agence de bioecétk a été le premier registre
accrédité par I'association mondiale des registeedonneurs de MO (WMDA) en mai 2004.
Chaque année, de nouveaux registres informatigéigment le réseau international appelé
International Marrow Donor Information System (IMP&ccroissant ainsi la rapidité d'acces
aux informations des volontaires inscrits dans tmde. Les allogreffes de CSH médullaires
ont alors connu un développement considérable l@gansnnées 1990, avec un élargissement
des indications a une majorité de pathologies maiget quelques pathologies non malignes
telles que les anémies, les déficits immunitaireagénitaux et plus rarement certaines

tumeurs solides (Gratwohét al*” ; Kernanet al®®).
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Cependant, ce type de greffe présente un incorviémiajeur qui est celui du prélevement de
MO. Ce dernier n'est pas sans risque puisqu’il reftivement invasif et nécessite une

anesthésie générale du donneur.

Les cellules souches de la MO passent continuelieerepetites quantités dans la circulation
sanguine générale, faisant du sang périphériquesoukee appropriée de CSH (Fliedregr
al.*®). Ces cellules sont prélevées par cytaphérésésapne mobilisation dirigée par
administration d’'un facteur de croissance. Depessdnnées 1980, les greffes autologues de
cellules souches issues du sang périphérique (68&Ppont développées et les premiéeres
greffes allogéniques ont été réalisées, avec suecé$995 (Schmitet al’®*). Ce type de
greffe a montré un bénéfice en terme de survieng li@rme chez les patients atteints
d’hémopathies malignes (Friedricks al3® ; Powles®®) et leur nombre a dépassé celui des
allogreffes de MO, depuis 2005 en Frarék. Par rapport aux CSH de la MO, les CSP
induisent une reconstitution plus rapide de I'h@peaittse mais un risque accru de GHVD en
raison d'un nombre de lymphocytes T plus él&¥é Cette complication est d'autant plus
fréquente et intense que la compatibilité HLA estiplle entre donneur et receveur (Beitty

. Petersdoff®). Or, le polymorphisme extréme du systéme HLAlatnécessité d'une
compatibilité HLA stricte entre donneur et recevémite considérablement le nombre de
patients pouvant bénéficier d'une allogreffe de C®H particulier chez les minorités

ethniques (Beattet al'’

). Actuellement, seuls 30% des patients auraienianneur HLA
compatible et la moitié finirait par trouver un aheir acceptable (Johanseral®® ; San2?).

Qui plus est, le processus complet d'identificatdum donneur (interrogation des registres de
donneurs volontaires, prélevement et acheminemegteffon) prend environ 4 mois pour la
MO et 6 semaines pour les CSP (Barkerl!? ; Johansenet al* ; Sullivart?®). Ce délai
restreint la prise en charge des patients, empéctezours a une allogreffe de CSH dans les

situations d'urgence et conduit au déces de préX¥e des patients avant la greffe. C’est
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pourquoi, dans les années 1970, des équipes stsomées vers le sang de cordon ombilical
comme source potentielle de CSH. Les CSH du sangpaton ombilical sont en effet une
ressource universelle et facilement disponible dangélai de moins de 2 semaines (Barker

etall).

2.1.2. CSH du sang de cordon ombilical

Les CSH, de part leur multipotence (auto:
renouvellement et différentiation dans toutes le ‘
lignées cellulaires sanguines), permettent |

genése et le maintien du processu * ‘.

d'’hématopoiése des la vie foetale. Ce process

Figure 5. Cellules souches
hématopoiétiques isolées de sang de c«
ombilical. (D'aprés Mayaret al*?).

consiste en la production de toutes les lignée
cellulaires sanguines et débute uterq a 3-4

semaines de gestation: une hématopoiese extra-enmaiye s'initie de fagcon autonome dans
le sac vitellin, en méme temps qu'au sein d'unemémbryonnaire, d'origine mésodermique,
adhérente a l'aorte (aorta-gonad-mesonephros)dé€es sources autonomes, permettent de
constituer un pool de CSH qui va coloniser, au €au développement embryonnaire, les
réservoirs essentiels au développement de I'héwigisp adulte : transitoirement le foie et la
rate puis progressivement la MO ou elle s'y déraukxclusivement, dés la naissance et

durant toute la vie (Duraret al*!) (Figure 6).
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Figure 6. Localisation du processus d’hématopoiése au coutévkloppement embryonnaire
(D’aprésBron et al®).

L'hématopoiese se caractérise par la différentiadies CSH en progéniteurs des différentes

lignées sanguines (plaquettes, érythrocytes, maescypolynucléaires, lymphocytes et

cellules dendritiques). Chaque étape est définie ges modifications phénotypiques

(expression de molécules membranaires) et fonatitesdes cellules (Figure 7).

Cellule Souche Hématopoiétique CD34+ CD38-, CD33-, CD45RA-

MYELOPOIESE /

\LYMPHOPOIESE

Progéniteur myéloide

Progéniteur
CD34+, CD45RA-, CD90+, CD15+

lymphoide

CFU-GEMM CD34+, CD45RA-, CD90+, CD71-

B CD34+, CD45RA-,
CD13+, CD71+,
CD38+, CD33+,

CD34+, CD45RA-,
CD13+, CD33+,

¥ CcD38+
CFU-M BFU-E CFU-GM
CD34+, CD61+ D34+, CD20
CD33+, HLA-DR+ CD19+-
® : ‘ Lymphocyte B
CFU-E CFU-G @
CD34+, CD38+, 4 [epist
CD45RA+, : 3+ CDs3g+ Cellule NK
CD13+, CD33+ W CD34+, CD3+ :
Myéloblaste v CD4/8+-
= Erythroblaste
[
e Lymphocyte T
Megacaryocyte — AR
f R
B« \J
<% Py

Ervih Eosinophile Neutrophile Basophile Monocyte
~w Plaquettes rythrocyte

Cellule dendritique

myéloide

Cellule dendritique
plasmacytoide

Figure 7. Différentiation cellulaire a partir d'une cellldeuche hématopoiétique au cours du

processus d'hématopoite
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Les CSH du sang de cordon ou USP sont prélevéast & délivrance, a partir du sang
résiduel dans le cordon ombilical, par ponctionlal@eine ombilicale. Les conditions dans
lesquelles se déroule le travail lors de l'accoowrd, la durée de gestation, l'origine
ethnique, le poids et le sexe de I'enfant influeut la quantité de cellules recueillies. Le
nombre de cellules recueillies est d’autant plesélque la durée de gestation est prolongée,
le poids du nouveau-né élevé. Il augmente égaletoesgue la délivrance est faite par voie
basse et que le sang de cordon est prélevé avaétivaance placentaire (Solves al’®® ;
Yang H. et al’*’). Ce prélévement ne porte préjudice ni & la meére) I'enfant, dans la
mesure ou la fonction des CSH circulant dans ldaorombilical reste a ce jour inconnue.
Leur présence pourrait résulter d’'une migrationuikefa MO et servir a étendre le volume du
tissu hématopoiétique en fin de gestation et alaramissance, lorsque le foie cesse toute

fonction d’hématopoiése (Kalpaktsogleual®! ; Knudtzori®).

Il'y a maintenant 30 ans que les CSH ont été dértesrdans le sang de cordon ombilical. Ce
sont des cellules mononuclées, de petite tailtledaible densité. Le marqueur de surface qui
les caractérise est I'antigene CD34+, une glycépretde membrane de 90-120 kD, mise en
évidence dans les années 1990 (GRiMayani et al??). Les CSH représentent 0,15 & 0,8%
des CNT du sang de cordon et sont donc en propagtiasi-identique a celle de la MO (1%
des CNT de la MO) (Kinniburglet al®®). Mais étant donné son faible volume, le sang de
cordon ombilical contient moins de CSH (en moyelnE2x16 CD34+/kg) que la MO

(2,8x1¢ CD34+/kg) ou le sang périphérique (78 TD34+/kg) (Goldsteiret al**).

Au niveau fonctionnel, les CSH du sang de cordomskiplient 10 a 20 fois plus que celles
de la MO et sont capables de généreryitro, les progéniteurs des différentes lignées,
notamment monocytaires et granuleuses en plus gmunahtité (Mayaniet al’®) (Figure 8).
L'utilisation d’'un support de culture semi-solidréthylcellulose) et de facteurs de croissance

hématopoiétiques ont permis de mettre en évidezsditférents précurseurs (Figure 7):
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- les CFU-GEMM, capables de générer de trés grandes coloniesoseep de cellules
granuleuses et macrophagiques ainsi que de cefinfdwoides.

- les BFU-E (burst forming unit erythroid), capables de génétes foyers de colonies
érythroides.

- les CFU-E, (colony forming unit erythroid), précurseurs plosmtures que les BFU-E
capables de générer des petites colonies érytlstoide

- lesCFU-GM capables de générer des colonies granuleusesaiphagiques.

—les CFU-G et les CFU-M, plus matures que les CFU-GM et capables de génére

respectivement des colonies de granulocytes aetalesies de macrophages.

HPC/10° nucleated cells

DIveloid Ervthroid MMultipotent
UCB 132 £ 69 153 £ 78 18+ 6
BM 160 = 58 155 =67 5%3

Relative proportion of myeloid progenstors (%a)

CFU-G CFU-M CEFU-GM
uUcCB 339 40 = 12 29+ 8
BM 628 32+11 9=x6

Relatrve proportion of erythroid progenmitors (%o)

CFU-E BFU-E
UCB F+8 9411
BM 3515 62+ 16

Figure 8. Comparaison des caractéristiques fonctionnelle€C&$ issues du sang de cordon et de le
(D'aprés Mayaniet al?®). UCB : unité de sang placentaire, BM : moelle osegtPC: progéniteur
hématopoiétique

2.2. Avantages des CSH issues du sang de cordon
Le prélevement de sang placentaire ne présentenaiggue, ni pour la meére ni pour le
nouveau-né puisqu’il ne nécessite aucune anesttgssemodalités, selon un don anonyme,
gratuit et bénévole, ont permis d’accroitre la dité HLA sur le registre des donneurs,
favorisant I'acces a la greffe des minorités ethegy sous-représentées dans les registres de
donneurs adultes (Beattst al'” ; Samuelet al'?).

A degré de compatibilité égale, le risque d’'allatéaté délétere (GVHD) est inférieur a celui

1#8). Ceci est probablement lié
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a I'état naif des lymphocytes et des cellules dégdes du sang de cordon. Ce risque
moindre de GHVD autorise donc une plus grande digpBILA entre donneur et receveur.
D’autant plus que ces disparités (1 a 2 allelegypet étre compensées en augmentant la dose

de CNT administrées (Rocleaal*?).

Il existe peu de risque de transmission d'infesti@irales car le donneur a un systeme
immunologique trés immature et le risque de conga@c un agent infectieux est limité

durant la gestation.

Enfin, le contexte microbiologique optimisé et Baince de délai pour réaliser les sérologies

et la qualification du donneur autorisent une naisksposition immeédiate du greffon.

2.3. Inconvénients des CSH issues du sang de cordon

Le faible nombre de CSH au sein du greffon limisezdes a la greffe pour de nombreux
adultes. Ce nombre limité de CSH au sein des USHuiba un retard de reconstitution de
I’'hnématopoieseneutrophiles > 0,5G/L: 24 jours; plaquettes > 20LGb2 joury par rapport
a la MO geutrophiles: 19 jours; plaquettes: 28 jolurst aux CSPr(eutrophiles: 14 jours;

plaquettes: 19 jouls(Eapenret al*? ; Rochaet al'*?) (Figure 9).

L’état naif du donneur sur le plan de I'immunitéisnicrobienne est associé a un risque accru

de complications infectieuses chez le receveur.

La greffe d'USP ne permet pas d’envisager facileneprélévement des lymphocytes chez
le donneur en vue d'une transfusion ultérieure deezceveur en cas de rechute. Enfin, il
existe une possibilité (rare) de transmission ddadies tumorales ou génétiques, non

détectées lors du prélevement ou non transmisebanique avant la cession du greffon.
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Figure 9. Probabilités de sortie d'aplasi) (polynucléaires neutrophiles @&)(plaguettes, selc
la source de CSH (D'aprés Eapmral®?)

2.4. Historique des allogreffes d’'USP

2.4.1. Allogreffes apparentées

Au début des années 70, Knudtzon montra pour lanipre fois que le sang de cordon
ombilical, recueilli a la naissance, était une seumportante de CSH, en proportion proche
de celles isolées a partir de MO humaine (KnudtzprCes premiers résultats ont été le point
de départ des essais de greffe syngénique de sangrdon. La premiéere publiée dans le
monde scientifique a été réalisée en 1972 chezntankeatteint de leucémie. Méme si cet
essai n'‘a pas permis une reconstitution hémataguoéeta long terme, un changement
transitoire du groupe sanguin du receveur a pun@igeen évidence. Cette observation a été le
fondement du potentiel des CSH du sang de cordataloniser transitoirement la MO du
receveur (Endet al®*). Par la suite, des études ont confirinéyitro, qu'avec un volume
suffisant de sang de cordon collecté, le nombreC8 obtenues pouvait permettre la
reconstitution hématopoiétique d’'un patient. L'esdg cette source de CSH a alors pu étre
envisagée dans les hémopathies malignes (Broxneya® ; Wagneret al’*'). Quelques
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années plus tard, le premier succes a long teraigteffe de CSH de sang de cordon
apparentée a été rapporté par Glucketaal, en 1988 chez un enfant atteint d'une anémie de
Fanconi (Gluckmaret al*°). Les essais d'allogreffe apparentées de CSHadg de cordon

se sont ensuite poursuivis, essentiellement cleer@ants atteints de pathologies aussi bien
malignes que non malignes. Par analyse de ces gnesngreffes, la quantité de CSH d’'un
sang de cordon apparenté semblait suffisante riiddae de GVHD moindre par rapport aux

allogreffes de MO (Rochet al!*; Wagneret al1*?).

2.4.2.Cryoconservation et allogreffes non apparergé

A la suite de ces premiéres expériences clinidasgravaux de Koike, au Japon (Koikget

de Boyse, aux Etats-Unis (Boyseal'®) ont fait évolué le devenir des CSH issues digsan
de cordon. lls ont montré que ces cellules pouvaétre cryoconservées sans que leur
viabilité ni leurs capacités de proliféeration neiesd affectées. Les méthodes de

cryoconservation ont évolué et la création de tkesf de CSH de sang de cordon sous
forme congelée, encore appelées unités de sangnpdares (USP), est alors apparue comme
une solution pratique de mise & disposition rapieleCSH allogéniques (Broxmeyetr al®° ;

Harris et al®® ; Rubinsteinet al**®). La premiére banque allogénique d'USP a vu Ue o

New York en 1991 et fourni les premieres USP crygeovées destinées a des allogreffes

chez des enfants atteints de leucémie (Rubinsteih?!).

2.5. Indication des allogreffes d’USP

Des études ont par la suite confirmé la faisabditéa tolérance des allogreffes d'USP non

apparentées sur un plus grand nombre de patientsn®einet al''’), enfants (Gluckmast

al.*! ; Kurtzberget al’* ; Rubinsteinet al**®) et adultes (Laughliret al’’ ; Ooi et al}®?;

Sanz®) atteints essentiellement d'hémopathies malignes.
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Seules, quelques études, non randomisées, ont pdriggadeux sources de CSH (USP et
MO), chez des enfants et des adultes atteints apéathies malignes. Ces essais ont montré
un taux identique de prise de greffe et de suawxrec un retard de sortie d’aplasie et un risque
moindre de GVHD pour les USP (Atswghal? ; Barkeret al? ; Barkeret al’° ; Eaperet al®

: Jacobsohet al® ; Rochaet al’'?; Takahashet al™*!).

Finalement, au vu des résultats de ces différatates, l'allogreffe d'USP non apparentée est
apparu comme étant 1) la ligne thérapeutique dex aiez les enfants, atteints de leucémie,
pour lesquels un donneur de MO est introuvable fRax al''®) et 2) une alternative

possible a une allogreffe de CSH médullaire avepatités HLA chez I'adulte présentant une

hémopathies malignes (Kobayashial/* ; Lan€® ; Ooi'®*).

Désormais, l'allogreffe d'USP est proposée darindbations qui sont majoritairement celles
des allogreffes de CSH médullaires (Figure 10). US® peuvent étre proposées en tant que
cellules de remplacement médullaires dans les neaslad’origine médullaire, de type
hémoglobinopathies ou aplasies médullaires. Dansake des leucémies aigiies ou des

lymphomes, c’est I'effet GVL sur les cellules turales qui est recherché.
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Indications Répartition des allogreffes de CSH
en France en 2008 (%)
Hémopathies malignes
Leucémie aigle lymphoblastique
N - 18,20
Trés hautrisque et rechutes
Leucémie aiglie myéloblastique
N : 35,80
Trés hautrisque et rechutes
Leucémie myéloide chronique
3,00
Rechutes
Leucémie lymphoide chronique 3,10
Maladie de Hodgkin 30
Stade avanceé et rechute ’
Lymphome non hodgkinien 10,10
Myélome multiple 5,60
Myélodysplasie 8,30
Maladies génétiques
Aplasies médullaires 380
Anémie aplastique, anémie de Fanconi, anémiesiautnines (Evans| ’
Hémoglobinopathies
Thalassémies, drépanocytose, formes séveres
Déficits immunitaires congénitaux
Syndrome de Wiscott Aldrich
- 2,30
Histiocytoses
Langerhansienne, lymphohistiocytose hémophagocytaire
Maladies métaboliques
Mucopolysaccharidose (Hurler), maladies lysosomalealike)
Tumeurs solides 0,80

Figure 1C. Répartition du nombre d’allogreffe de CSH (%) sdlomlication, en France, en 2008
(CSH médullaires et USP$ource: Rapport national 2008 Agence de Biomédéecthe

Ainsi, dés qu'une indication d'allogreffe de CS#t posée, le processus de recherche d’'un
donneur non apparenté pour allogreffe de CSH, uel dgcrit ci-dessous, est mis en place

(Figure 11).
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Indication de recherche d’un
donneur non apparenté de CSH
|
Recherche simultanée d’'undonneurde MO/CSP etd’US
U
USP compatible identifiée (4/6 - 6/6)

Allogreffe de MO/CSP Indication
privilégiée d’allogreffe
OU indication non urgent urgente
Continue recherche donneur MO/CSP Allogreffe d’USP

USP compatible disponible (4/6 - 6/6)

Donneurde MO/CSP Aucun donneurde
HLA compatible 6/6 MOJ/CSP identifié
|derlt|f|e \
Allogreffe de MO Rediscussion del'option USP

Figure 11. Processus de recherche d’'un donneur non appammnté@lpogreffe de CSHCSH :
cellules souches hématopoiétiques, USP: unitéamlp gacentaire, MO : moelle osseuse, CSP:
CSH du sang périphériquédapté deGrewalet al*®).

Depuis 2006, le succes des allogreffes d’USP nparaptées est manifeste puisqu’elles ont
dépassé le nombre d'allogreffes de MO, en Fran@®(des allogreffes de CSH en 2608,
en Europe (13 % des allogreffes de CSH en 2008pt@hl et al’’) et au niveau

international (Broxmeyér’ ) (Figure 12).

1200

En2008, 254 patients greffées avec des U88192 avec de la MO

1000
En 2006, plus de patients greffésavec des USP quéa de la MO

Démonstration faisabilité greffe « double USP » \ =
600 \ — 21
400 [ — gg — 41—

26T
Ex 215
=1

19 22 - rl
200 = 3 62 —— — 18 — — —_— — —

800

1995 1596 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2006 @ ZOOE 2007 2008

B Moelle osseuse CSP B USP

Figure 12. Nombre de greffes de CSH réparti par source cakuém France (1995-2008).
(D’aprés Katz et al®®)
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Des 1998, plusieurs facteurs ont été reconnus comfiuencant fortement le devenir des
patients apres une allogreffe de CSH de sang arota dose de cellules nucléées totales
(CNT) et le degré compatibilité HLA entre donnetireceveur sont fortement prédictifs du
taux de survie. Mais plusieurs études ont monte lgunombre de cellules CD34+ et de
progéniteurs CFU-GM était également prédictif dladde sortie d'aplasie et des taux de

112+ lori et al®® ; Migliaccio et al®’

mortalité et de survie aprés allogreffe d’'USP (Roeha
. Prasacet all®”; Wagneret al**®: Yoo et al*®).

Les recommandations du groupe Eurocord conceraatdix d'une UPS tiennent compte, en
priorité, du nombre de CNT contenues dans le gneffio type de pathologie et du degré de

disparité HLA entre donneur et receveur (TablggRochaet al'?

). A ce jour, le nombre de
cellules CD34+ n'est pas dans le critere de choncipal d'un greffon. Il n‘est pas fourni par
toutes les banques de sang de cordon lors derifitisn sur le registre des donneurs,

notamment pour les USP qui ont été congelées plysde 10 ans.
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le diagnostic (Adapté de Rockaal*?).
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3. Avancées dans l'allogreffe d’'USP

Depuis plusieurs années, de nombreuses équipesligal sur des méthodes permettant de

diminuer la durée d'aplasie et d'améliorer la suagres allogreffe d’USP.

3.1. Double allogreffe USP

En 2005, Barkeet al. ont démontré que des USP provenant de deux danmiffiérents
(double USP) pouvaient étre greffées chez un méaien (Barkeret al’®). Les doubles
allogreffes d'USP, permettent de remédier auxdaibloses de CNT contenues dans les USP.
Elles induisent une bonne prise de greffe, un éailix de mortalité et une survie similaire a
ceux observés aprés une allogreffe de CSH provetenautres sources (Brunsteinal®*).

De plus, la double allogreffe d’'USP semble dimintesrrisque de rechute et potentialiser

89 115 .
I ==

l'effet GVL par rapport & une simple allogreffe @Héillan et al™ ; Rodrigueset a

Verneriset al1*°

). Les doubles allogreffes d’'USP sont donc unermditive de choix chez les
patients atteints d’hémopathies malignes, pounlelsgaucun donneur de MO et aucune USP
contenant un nombre suffisant de CNT n'ont pu étoeivés (Brunsteiret al®). Elles
permettent d’augmenter la dose de CSH adminiseéatonc d’élargir les indications aux
adultes de poids supérieur a 50 kg, en associatien un conditionnement myéloablatif ou

11 . Barker et al’®). Ainsi, depuis 2006, le nombre de ces doubles

non (Barkeret a
allogreffes d’'USP a dépassé celui des simples relfffeg d’'USP en France (54% des
allogreffes d’'USP en 2008). Le mécanisme par legeddit la reconstitution hématopoiétique
a partir de deux USP de donneurs différents ragtere mal compris, méme si la majorité des
receveurs présentent un chimérisme résultant geédominance d’'une USP par rapport a
l'autre (Barkeret al’®). Actuellement seuls deux essais cliniques nerdtiGques randomisés

de phase lll, dont un initi€ en France, ont poyedtif d'évaluer le bénéfice d'une double

allogreffe d’'USP par rapport a une simple allogredfUSP, chez des enfants et des jeunes
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adultes atteints de leucémies aiglies et de my@gtabies (NCT01067300 et

NCT00412366°?).

3.2. Conditionnements d’allogreffe
Le conditionnement est le traitement administrénavallogreffe de CSH. Il a pour buts

d'induire une immunosuppression +/- une myélosiggwa chez le receveur afin de
permettre la prise de l'allogreffe et de détrureniajorité des cellules pathologiques. A I'heure
actuelle, il existe différents types de conditiomeats d'allogreffe de CSH dont le choix se
fait selon plusieurs critéres : 'age du patieas tomorbidités associées, le statut (rémission

ou non) et le type d’hémopathie.

3.2.1. Conditionnement myéloablatif

Le conditionnement myéloablatif, précédant |'aleftg de CSH a pour objectifs: d’éradiquer
les cellules sanguines cancéreuses (myélosuppngssitnduire une immunosuppression
chez le receveur afin de permettre I'allogreffed@ugmenter la réponse immunitaire anti-

tumorale par lyse des cellules tumorales et acbwates lymphocytes T anti-tumoraux.

Ces conditionnements peuvent étre a base d'irradliabrporelle totale, associée a une haute
dose de chimiothérapie et a un traitement immunm&gseur, au prix d'une forte toxicité.

Des conditionnements non irradiants, a base detalases de drogues cytotoxiques ont par
la suite été développés afin de limiter cette tit&i@vec un avantage de la fludarabine sur le

1#2). Mais le risque de complications infectieuseélgdde

taux de survie (Gluckmant a
sortie d'aplasie) et tumorales (effets secondaleeta chimiothérapie) n'encourage pas leur
utilisation chez des patients non susceptibleedelipporter. En effet, on sait que le taux de
morbidité et de mortalité, aprés un conditionnenragéloablatif, est particulierement élevé

chez les patients de 50 & 60 ans (Brunseai®*).
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3.2.2. Conditionnement non myéloablatif

Les conditionnements d'allogreffe non myléoablatiisatténués sont alors apparus, dés la fin
des années 1990. A la différence des conditionnemepéloablatifs, ils sont essentiellement
immunosuppresseurs et tres peu myélosuppress&ufavorisent I'effet GVL des cellules
immunocompétentes du donneur tout en diminuanoxaité liée au traitement. Aprés un
conditionnement non myéloablatif, les taux de suret le risque de GVHD aigué et
chronique sont comparables aprés une allogreffS@'et une allogreffe de MO (Majhait
al.?®). Associé a une double greffe d’USP, ce typeatalitionnement a montré des résultats
encourageants chez I'adulte atteint de leucémiekéBat al’*) et de lymphomes de bas
grade (Brunsteiret al?*) en raccourcissant la durée d'aplasie d'1 & Zises par rapport a
une allogreffe d'USP classique, sans diminuerug te prise de greffe (Roclea al'*'). Ce
type de conditionnement, associé a une double rafiegd'USP est donc particulierement
adapté aux patients agés ou porteurs de comoryigivér lesquels aucun donneur compatible
de MO ou d'USP contenant un nombre suffisant de @dpu étre identifié.

En France, depuis 3 ans, le nombre d'allogreffeorditionnement d’intensité réduite a
rejoint celui des allogreffes a conditionnement logblatif et représente 50,7% des

allogreffes de CSH.

Avant de pouvoir proposer ce type de conditionndnaix personnes jeunes, aptes a
bénéficier d'un conditionnement myéloablatif, it @dispensable que des essais cliniques

comparatifs d’envergure soient initiés dans ce tigeopulation.

3.3. Expansion ex vivo des CSH

L'expansionex vivodes CSH, a partir de sang de cordon, est appammene un moyen
intéressant d'augmenter le nombre de CSH dispanileartir d'une USP et pourrait servir

d'alternative a la double greffe d'USP.
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L'adjonction de CSH de sang de cordon amplifiéesvivq a I'administration d'une USP
contenant un faible nombre de CNT, semble accél@raeconstitution hématopoiétique

(Pecoraet all®*).

La faisabilité de I'administration de ce type deHCSété confirmée chez 27 patients atteints
d'hémopathies et de maladies héréditaires, au amsguelles seules 3 greffes ont échoué

(Jaroscalet al*®).

Une des méthodes d'expansion décrite dans laatilitéy, consiste a utiliser des milieux de
cultures supplémentés en une combinaison de phss@tiokines, parmi lesquelles le stem
cell factor (SFC), I'lL-3, I'lL- 6, le G-CSF, le tFB ou la thrombopoiétine (TPO), facteur de
croissance de différentiation plaquettaire. Maisdanbinaison optimale de cytokines n'a pas

encore été définie (Kellet al®

). Plusieurs modifications du milieu de culturet @té
étudiées : les milieux de culture sans sérumji$ation d'agents capables de moduler la
prolifération et la différentiation des CSH (tetiagene-pentamine, histone déacétylase) et de
maintenir la pluripotence des progéniteurs (inkiitde la glycogéne synthase).

Plus récemment, une méthode utilisant un ligandateh-1 au sein du milieu de culture a été
développée et testée cliniguement par I'équipe elari@yet al. Notch-1 est un récepteur
permettant d'augmenter l'auto-renouvellement ddd. C&dministration de CSH de sang de
cordon amplifiées par cette méthode de culturegciés a celle de CSH non manipulées, a
permis d’accélérer la reconstitution hématopoi&tigoez la souris immunodéficiente et chez
10 patients atteints d’hémopathies malignes (Dglateal®). Cette méme équipe est
actuellement en train de vérifier ces résultats saor plus grand nombre de patients
(NCT00343798?).

Un essai clinique de phase I, initié par le CHURImdeaux a pour objectif d'évaluer la

faisabilité, la tolérance mais aussi le colt ddrimistration de telles CSH chez des patients

atteints d'hémopathies malignes (NCT01034%49
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Un autre type d'expansion consiste a cultiver 1851 @e sang de cordon avec des CSM. Cette
méthode permet d'augmenter de 20 & 40 fois le roO®ICSH en culture (McNiea al®).

En effet, les CSM sont les cellules stromales quigosent, en partie, le microenvironnement
des CSHn vivo, au sein des niches hématopoiétiques, aussi birenladO que dans le sang
de cordon ombilical. En culture, les CSM pourraigfdnc restaurer les interactions
nécessaires a un renouvellement optimal des CS¢iawde leur environnement (Bakhghi
al.’). Cette derniére méthode d'expansion a permidid@vuer le délai de sortie d'aplasie
chez 5 patients atteints d’hémopathies malignemdlet al®®) et est actuellement en cours
d’essai chez des patients atteints de syndromeslodygplasiques et de leucémies

(NCT00498316°%).

Malheureusement, méme si chacune de ces méthoglgzansion a montré des résultats
satisfaisants, I'absence d'essais cliniques d'gukeerne permet pas de conclure quant a

l'avantage de I'une ou l'autre pour une utilisaéinmoutine clinique.

3.4. Co-transplantation CSM/CSH

Lorsque le nombre de CSH administré est faibleokransplantation de CSM de foie feetal

favorise la prise de greffe de CSH de sang de coothez la souris immunodéficiente (in 't

Anker et al®®). Des essais ont montré la faisabilité et laresiée de la co-transplantation de

CSM autologues ou allogéniques chez I'homme lommal’allogreffe de CSH de sang de

cordon (Lazaruet al’®; McMillan Macmillanet al®®). Actuellement, un essai de phase /Il

évalue la faisabilité et la sécurité de ce typecodransplantation chez des patients atteints
d’hémopathies malignes bénéficiant d'une simple aouble allogreffe d'USP

(conditionnement myéloablatif ou non) (NCT0109252%
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3.5. Administration intra-osseuse des CSH

Afin de limiter la perte de CSH dans les organegassage et de raccourcir leur délai de
migration au sein de la MO, l'administration intreéseuse est apparue comme moyen

d’optimisation de l'allogreffe de CSH.

Elle a pour objectif de diminuer la durée d’'aplasiez les receveurs d’allogreffe de CSH.
Les CSH médullaires, administrées par voie intseose, migrent rapidement au sein de la
niche hématopoiétique, ce qui permet de raccolaadurée d'aplasie chez I'animal (Castello

et al®

). Par contre, la sécurité de ce type d’admirtisinaavec des CSH de sang de cordon
cryoconservés a nécessité des études supplémentdaireécurité. En effet, la présence de
DMSO, agent de cryoprotection utilisé par les basode sang de cordon pour la congélation
des USP, peut induire une ostéonécrose au sitction. C’est I'équipe de Frassoegi al.,

qui a montré la faisabilité et la tolérance deygetd’administration chez 32 patients adultes

atteints d'hémopathies malignes (Frassenial®

). Actuellement, trois essais cliniques
évaluent la faisabilité de I'administration intraesse de CSH de sang de cordon et son

bénéfice sur la sortie d’aplasie (NCT00838019, NG8BB522, et NCTO0696048).

Paradoxalement, Brunste@t al, n'ont pas montré d'accélération de sortie d'epkasec ce

type d’administration par rapport a l'administrati®v (Brunstein et al®*

). Des essais
randomisés et controlés, comprenant un plus grambre de patients et comparant les voies
d'administration intraosseuse et IV sont donc regiess avant de pouvoir conclure a l'utilité
de cette technique. Dans cette optique, un essaiw, non contrélé, initié par une équipe
d'Atlanta, est actuellement en cours. Son objesif de comparer, chez l'adulte atteint
d'hémopathies malignes aprés double allogreffe I8, WSrapidité de prise de greffe entre une

USP administrée par voie intraosseuse ou IV et deorsde administrée par voie IV

(NCT00967525°%).
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4. Bangues de sang de cordon

4.1. Historique et loi de bioéthique

La premiere banque francaise de sang de cordon licahbia usage thérapeutique

(allogénique) est née a Besancon en 1993 (EFS-BgnegFranche-Comté), sous I'égide de
I'Agence Francaise du Sang (AFS) (devenue 'EFS)E#blissement Francais des Greffes
(EFG) (devenu ’'ABM). Le travail de ces 2 instanagsinies en 1997, consistait a valider les
données scientifiques et a mettre en place unuédedanques de sang de cordon afin de

couvrir les besoins nationaux en CSH.

Par décret d’application de la loi de bioéthiquescanit 20042, I'Agence de la biomédecine
(ABM) a été créée en mai 2005. Cette agence samitipendante de I'Etat a repris les
missions de I'EFG et dirige désormais toutes l¢iwites de prélevement, de greffe d'organes,

de tissus et de cellules, de la procréation, debfgologie et de la génétique humaines.

En France, seules les banques publiques allogénimue commerciales, recueillant les dons
anonymes et gratuits de sang de cordon sont aggsrigar les autorités compétentes. Au
niveau européen, les espagnols et les italiensuatorisé la création de banques privées (en
2006 et 2007 respectivement) sous réserve qu'edecasnservation a visée autologue, les
USP soient impérativement inscrites sur les reggsinternationaux de donneurs et mis a la

disposition des cliniciens pour un usage allogémigu cas de besoin.

En s'appuyant sur ces modéles européens et lesgitiops du Sénd’, le député Damien
Meslot a présenté, en décembre 2009, a I'Assenibmnale, une proposition de loi
"relative au prélévement et a la conservation aisiles souches issues du sang de cordon
ombilical". Cette proposition de loi autorise leollecte, la préparation et la conservation du

placenta, ses composants et notamment le sangrdencombilical dans des établissements
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et organismes, publics et privés, en vue d'unetégha utilisation ultérieure au bénéfice de

I'enfant ou d'un tiers, si la mére le souh&it@eslot™°).

D’'un point de vue éthique, le débat reste ouversque l'autorisation de telles banques
commerciales serait source d’inégalités entre i@yaens, dans la mesure ou seuls les plus
fortunés auraient la capacité d’accéder & cesatimss (Marvilleet al®*).

D’un point de vue qualité, il faut savoir que lesdulités de prélevement, de congélation, de
sécurisation ainsi que les spécifications des UBRarvées au sein de ces banques privées ne
sont pas au niveau de ce qui est requis par lesritst internationales et peut rendre
dangereuse leur utilisation (St al**°). Dailleurs, pour la plupart, ces USP conservées
pour un usage « mixte » autologue ou allogéniquéigueent méme pas dans les registres
internationaux de donneurs. C’est probablementuteagconduit la Belgique a promulguer

récemment I'interdiction de ces bangtids

Il N’y a actuellement aucune indication privilégide la greffe autologue. Un rapport de
I'American Society for Blood and Marrow Transpldma a d'ailleurs estimé, au vu des
indications actuellement a I'étude dans quelqussi®sliniques (diabéte de type I, paralysie
cérébrale, hypoxie du nouveau-né ou neuroblastoquejine personne avait de 0,0005% a

0,04% de risque d’avoir besoin d'une greffe autaéogu cours de sa vie (Ballehal! ).

Aucune preuve scientifigue ne permet de validendiét d’'une utilisation autologue pour
traiter les hémopathies, puisque I'on sait quddesémies de I'enfant, quel que soit leur type,
sont présentes des la naissance. Les cellules esat&daient donc congelées avec le sang de
cordon et réinjectées au moment d’'une éventuedifegrDe plus, en condition autologue, on
ne peut compter sur aucun effet GVL, effet a I'mmgdu bénéfice apporté par les greffes
allogéniques pour ces pathologies. Enfin, il es&v qu’aucune maladie héréditaire ne peut

étre traitée par greffe autologue si elle n’estgssociée a un transfert de géne.
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D'autre part, le faible nombre de cellules souass un préléevement de sang de cordon ne
permettrait pas une éventuelle utilisation autotoga thérapie régénérative, tout du moins
avec les méthodes d'isolement actuellement disfgmilha grande immaturité des cellules

souches du sang de cordon les rend faiblement imganes et suffisamment tolérantes pour

une utilisation allogénique.

Comme le dit Mme Prada-Bordenave, directrice géa@a I’ABM : « chaque parent veut le
mieux pour le bébé a naitre mais la naissance'ese pas la livraison d'un produit avec son

kit de réparation ».

4.2. Réseaux de banques d’unités de sang placengair

Le Réseau Francais de Sang Placentaire (RFSPhestseau qui s’engage a respecter les
criteres de qualité ou « spécification » des US&men banque selon les standards nationaux
ou internationaux. Ce réseau a été crée en 1968petis 2005, il est piloté par 'ABM. I
regroupe 28 maternités autorisées et 7 établisdsrfmmques) dont 4 établissements francais
du sang (EFS) (Besancon, Bordeaux, Créteil, Rholpes) 2 CHU (Paris Saint Louis,
Montpellier) et I'institut Paoli Calmette a MardeilFigure 14). Ces banques ont été choisies
pour 1) organiser les prélévements en collaborativec les maternités, 2) controler et
sécuriser les dons qui leur sont confiés en cotltimn avec les laboratoires partenaires, et 3)
stocker les prélévements conformes. Ceux-ci sams &nregistrés sur le registre FGM et sont

mis a la disposition des patients qui en ont besoin

La banque de sang de cordon de Saint Ismier (Wikte de Thérapie Cellulaire et Tissulaire
(UMTCT), EFS Rhdne Alpes- CHU de Grenoble) a délsote activité en janvier 2009. Elle a
construit son référentiel de qualité en collaboratavec la banque de Lyon. Les USP
transformées et conservées dans ces 2 banqueg sefong terme stockées sur le site

d’Annemasse ; les 3 sites constituent la banqusadg de cordon EFS Rhéne-Alpes.
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Les exigences de qualité imposées par la régletmmtiiancaise (bonnes pratiques, loi de
bioéthique, recommandations du RFSP) ont permis &rhnce dintégrer la fondation
internationale Netcor® qui regroupe I'ensemble des banques accréditéraseis le monde
(Figure 15). Elle a pour missions d’harmoniserdesnes pratiques, d'évaluer les résultats
cliniques et de coordonner les connaissancesisundinologie et I'hématopoiése du sang de
cordort®. L'importance de ce type de regroupement intésnat est vraiment indispensable
au bon déroulement des allogreffes d’'USP a trakeersonde. En effet, une récente étude a
mis en évidence une grande disparité des pratiefuds la qualité des USP au niveau mondial
et a montré que seules 55 % des USP produitesearidngient aucun risque pour le receveur
et pas moins de 10 % de ces USP présentaientquera/éré (McCullought al®®).

Cette fondation, en collaboration avec la Foundafibw the Accreditation of Cellular Therapy
(FACT) a établi des standards internationaux ddit@uspécifiques au traitement du sang de
cordon (International Standards for Cord Blood &aiibn, Processing, Testing, Banking,
Selection and ReledS8) qui sert d'outil pour développer et mettre eacplle programme
d’accréditation FACT/Netcord. Ces exigences deitgualimposent tout au long du procédé
conduisant a la mise en banque d’une USP: infoomatélection des donneuses, recueil du
consentement, prélevement, réception, transformgtiéduction de volume, congélation),

contrdles cliniques et biologiques, stockage, oesst transport (Figure 13).

Préléevement Traitement du greffon Inscription au registre FGM
Selection de la mére Miniaturisation Recherche/sélection
Consentement Cryoconservation Tests
Swivi de la mere Controles qualite Controles qualite
Transport a la banque Sérologies mere Dispensation
Stockage Achenunement au centre de grefte
Archivage Swivi et tracabilite

Bonnes pratiques et déemarche qualité

Figure 13. Principales étapes du procédé de mise en banquoe dhité de sang placentaire
(D’aprés Navarretet al™).
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D’aprés le rapport d’activité de 'ABM, au 31 dédema 2009, le RFSP a cryoconservé 8501
USP (418000 USP sont conservées dans I'ensemblbategies internationales) et a fourni
927 USP pour usage thérapeutique & travers le mindees chiffres place la France &l 1
rang européen et ali™ rang mondial des pays fournisseurs d’'USP (FigB)erbais pour les
besoins nationaux, les greffons sont majoritairdni@uvés sur les registres étrangers (64%

des greffons).
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Type de banques
®EFS
O GHU

() Banques en cours
d'ouverture

& Maternités des
réseaux

£ Maternitées des
réseaux en cours
d'ouverture

Situation du RFSP en mai 2010.

Figure 14. Carte du Réseau Francgais du Sang Placentaire (REQID)

L%
Figure 1&. Distribution continentale des bangues allogénigligSP au f' janvier 2009 (D’aprées

Katzet al.]
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4.3. Quelles spécifications pour les USP ?

Des contrbles qualité (cliniques et biologiquesitsgalisés tout au long du processus de mise en
banque, du préléevement jusqu'a la cession (entrpti&natal, prélevement, transformation, stockage,

transport...YFigure 16).

Information
Consentement
Sélection clinique
Eligibilité de la mére

(PrélévementD Absence de prélevement

A 4

[ Transport ]
Receptlon
Q a réception
Non conforme Conforme
[ M|n|atur|sat|on ]

CQ apres

III- ..l
e —

l Non Conforme ] l Conforme |

y
Cryoconservation

« .
Quarantaine
[ |
| Non Conforme | 1 Conforme |
v
Cryoconservation
- |
Long terme
y
Inscription

Destruction

registre FGM

Figure 1€. Du prélevement a I'inscription au registre des admma de MO France Greffe de
Moelle: les étapes de traitement d’une unité dg gdacentaire au sein d’une banque.
CQ : contr6le qualité

Dans les maternités, offrant la possibilité de dwnke sang de cordon ombilical, une
information est faite a toutes les méres donnepstmntielles, lors d'un entretien prénatal au

7°™mois de grossesse. Suite a cette information, fescmédical recueille le consentement
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éclairé et signé de la mére, en s'assurant que d@ethiére a compris tous les termes du don

(volontaire, gratuit et anonyme).

4.3.1. Spécifications a réception
Pour chague USP réceptionnée par la banque dedsaogrdon, les contréles suivants sont
réalisés :
- Un contrdle de cohérence, c'est-a-dire, la véiiiim de la cohérence d'identification entre

I'USP prélevée, les échantillons sanguins de l&ménneuse et la documentation relative au

prélevement.

- Un contrdle de I'éligibilité de la mere donneusest-a-dire la vérification de I'absence de
contre-indications liées a la mére, au pére et &aaie du nouveau-né (Annexe 1). Ce
contrble est réalisé a partir d'un questionnaireptepar la meére au moment de I'entretien

prénatal.

- Un contréle de I'éligibilité du nouveau-né, c'agtire la vérification de lI'absence de contre-
indications liées au nouveau-né (Annexe |). Cerédmtest réalisé a partir d'une qualification

néonatale établie par le pédiatre (Annexe II).

4.3.2. Spécifications pour une entrée en production

Selon les recommandations du RFSP, seules les ti&aées vers la banque en moins de

24 heures peuvent entrer en production.

L'entrée en production des USP est également tonchi volume prélevé (> 70 ml) ou du
nombre de cellules nucléées totales (CNT > 9 % @0ou de CSH-CD34+ mesurées a la

réception.

A 'UMTCT, la valeur de CSH-CD34+ attendue pour @mérée en production est supérieure

a 2,2 x 16cellules.
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4.3.3. Spécifications en cours de procédé
L'étape de réduction de volume ou « miniaturisatiggermet d'obtenir, par concentration et
extraction des cellules nucléées, une USP de volimigé et standardisé permettant
d'augmenter les capacités de stockage des bariquesn conservant leur qualité (Armitage

et al! ; Rubinsteiret al’?*).

Au terme de cette étape, seules les USP contenambmbre de CNT > 5 x $0un nombre
de CSH-CD34+ > 1,8 x @t une viabilité cellulaire > 85%, sont reconnuesfarmes et
aptes a étre congelées pour un stockage en guararit@e numération des érythroblastes est

systématiquement réalisée.

Afin de s'assurer de l'absence de contaminatiomotvimiogique au cours du procédé, des

analyses bactériologiques (aérobie et anaérobimy&alisées sur 'USP miniaturisée.

Le bon déroulement de la congélation est validésagdition d’'une courbe de descente en

température.

4.3.4. Spécifications de conservation en quarantaine

Une USP est conservée en quarantaine jusqu'ae'@apsécurisation a condition que les

spécifications suivantes soient conformes aux recanaations.

4.3.4.1.Spécifications infectieuses

Dans le cadre réglementaire de I'allogréfte le dépistage des maladies transmissibles est
réalisé a JO sur un échantillon du sang de cortlsaraun échantillon de sang maternel.

Seules les USP dont les sérologies suivantes sgatimes seront conservées en quarantaine :
Ac anti HIV 1+2 et Ag p24 ou ARN HIV, Ac anti VH@Ag HBs, Ac anti HTLV I, syphilis

(TPHA + VRDL).
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Seules les USP dont les sérologies maternellegscitddessous sont négatives seront
conservées en quarantaine : Ac anti HIV 1+2 (2riegkes) et Ag p24 ou ARN HIV, Ac anti
VHC, Ag HBs, Ac anti HTLV | et syphilis (TPHA + VRD. Aucune séroconversion
toxoplasmose, CMV ou EBV en cours de grossesseihétie mise en évidence.

D’autres recherches peuvent étre demandées sdorégpenses au questionnaire médical

(paludisme, Chagas, Virus du Nil).

4.3.4.2.Spécifications hématologiques

Afin de s'assurer de l'absence d’anomalies de I'b@lobine (Hb) du nouveau-né, une

électrophorése de I'Hb du sang de cordon est &=xés]O.

Un groupage sanguin (ABO, Rhésus) et les typages-HAlet B générique (classe |, basse
résolution) et HLA-DRBI allélique (classe II, hautesolution) sont également réalisés sur le

sang de cordon.

La recherche d’agglutinines irrégulieres sur legsaraternel doit étre négative (hors anticorps

naturels non hémolysants et anti-D).

4.3.5. Criteres libératoires

4.3.5.1.Sécurisation

Deux mois apres le prélevement (J60), la mereeetfdnt sont convoqués pour une visite
médicale. Au cours de cette visite, une sécurisaita fois clinique (vérification de I'état de
santé de la mére et de I'enfant) et biologique tfédam des sérologies maternelles) est réalisée.
Cette étape de sécurisation permet de s’assuraucun événement clinique indésirable ne se
soit présenté chez la mere et I'enfant. Le contd@e sérologies doit confirmer I'absence de
séroconversion de la mere (HIV, HBV, HCV, HTLV, $¥s, toxoplasmose, CMV, EBV) au

cours de la grossesse.
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Un certificat post-natal est établi par le médeminle pédiatre qui suit I'enfant et assure que
I'état de santé de I'enfant est conforme a la caagi®n de I'USP pour une utilisation

thérapeutique.

4.3.5.2.Typage HLA

Un typage HLA classe | est réalisé sur un échantitle sang maternel, a J60, afin de vérifier

la filiation de 'USP.

En résumé, les étapes validation définies a 'TUMTBETont en 3 temps (Figure 17):

—A JO: conformité des critéres clinigues (mere, perafrie et nouveau-né) et de
production.

—A J15: conformité des analyses bactériologiques, sgiples et hématologiques

permettant la conservation de 'USP en quarantaine.

—A J60: conformité du contrdle sérologique de la mere/ état clinique de la mere et

de I'enfant, et de la cohérence des typages HLR decre et de I'USP.

A la fin de ces 3 étapes, 'USP est transféréernmitiquement dans le stock "produits

conformes". Elle peut alors étre inscrite sur tpsee FGM.

4.3.6. Spécifications lors de la cession
Lors de la cession d'une USP a un centre greffausanque réalise un contréle ultime de
'USP avant sa distribution sur un échantillon &P congelée. Ce contrble comporte un

typage HLA classe | et une viabilité cellulaire. dantréle fonctionnel est réalisé sur un

échantillon décongelé.

Comme nous venons de le voir, les banques du Rie8fnd respecter les spécifications

imposées par la réglementation francaise lors da@da en banque des USP. Ces exigences de
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qualité s'imposent tout au long du procédé de awasien d’une USP a usage thérapeutique.

Chaque banque doit donc valider, en interne, legué qu’elle utilise.

L’objectif de ce travail a donc été d’évaluer legedé de mise en banque des USP a usage

thérapeutique utilisé au sein de la banque de &&mer (Unité Mixte de Thérapie Cellulaire

et Tissulaire (UMTCT), EFS Rhéne Alpes/CHU de Gildad et de cibler les points

BN

d’amélioration a apporter en vue d'une demande cdé&titation internationale (FACT).

Spécifications attendues pour les USP
en guarantaine

Spécifications attendues pour I'inscription sur
le registre FGM

Production

CNT >5x 108

CSH-CD34+ > 5 10®

Viabilité > 85%

Conformité courbe de descente en température

Bactériologie

Bactériologie négative

Hématologie

Mere: absence d’agglutinines irrégulieres
USP: Groupage ABO/rhésus et absence d’anomali
de I'Hb (hétérozygotie si drépanocytose/thalassémi

oS
e

U

Virologie Sérologies maternelles conformes Contrble des sérologies maternelles confarme
Négativité HIV, VHC, CHB, HTLV, syphilis Négativité HIV, VHC, CHB, HTLV, syphilis
Absence d’lgM isolées EBV, Toxoplasmose, CMV | Absence d’IgMisolées EBV, Toxoplasmose, CMV
Sérologies USP conformes
Négativité HIV, VHC, CHB, HTLV, syphilis

HLA USP: typage HLAclassel (A, B) et Il (DR) Meére: typage HLA classe | cohérent avec celui de 'US

Clinique Absence de contre-indications au prélevement Absence d’événement médical chez la mére et/ou le
Etat de santé du nouveau-né avantTejgur nouveau-né dansles 2 mois suivants le prélevement
compatible

Documents Consentement signé Qualification post-natale
Questionnaire médical conforme
Qualification néonatale
Fiche technique de prélevement
Fiche de transport

Figure 17. Critéeres de qualification nécessaires a la validadit libératoires pour l'inscription

d'une USP sur le re

gistre FGM.
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M ATERIELS ET METHODES

Nous avons évalué le procédé de mise en banqub$liesa usage thérapeutique utilisé au
sein de la banque de sang de cordon de Saint Igbhéte Mixte de Thérapie Cellulaire et
Tissulaire (UMTCT), EFS Rhbone Alpes) en réalisamt étude rétrospective de la conformité
des USP prélevées par les maternités, miniaturesttesngelées dans cette banque, entre le
1%" janvier 2009 et le ®juillet 2010. L’évaluation a porté sur les critérebniques et
biologiques des meres donneuses et des nouveadordsle sang de cordon a été
préleve ainsi que sur la qualité des prélevemerismocéede de transformation des USP. Les

données ont été recueillies a partir du logiciefrdeabilité de 'TUMTCT.

1. Criteres cliniques et biologiques

1.1. Criteres cliniques

Au cours de I'entretien médical prénatal, les médmmeuses ne remplissant pas les criteres
de sélection définis par le RFSP selon les recordataons de sociétés savantes (SFGM-TC,
pédiatres, gynécologues...) ne sont pas retenugsupoprelévement de sang de cordon. Ces
criteres regroupent I'absence de contre-indicatides a la mere, au pere et a la fratrie du

nouveau-né (Annexe ).

A la naissance, les pédiatres de la maternitéiggtifabsence de contre-indications liées au
nouveau-né et réalisent une qualification néongtatmexe Il). La qualification postnatale
est réalisée par les pédiatres ou meédecins quesuiNenfant, lors d’'une seconde visite

médicale a J60.

1.2. Criteres biologiques

Les contrbles biologiques sont réalisés sur dearditlons de sang maternel au moment du

prélevement de sang de cordon et 60 jours aprésollahement (sécurisation). lls
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comprennent la recherche d’agglutinines irréguieeel'analyse des maladies transmissibles
(HIV de types 1 et 2, VHB, VHC, HTLV de types 1 &t syphilis, toxoplasmose, EBV et

CMV).

Un typage HLA est réalisé sur le préléevement degsaaternel a J60 afin de vérifier la

filiation de 'USP.

Les contréles biologiques suivants sont égaleméatises sur le sang de cordon a JO:

sérologie et recherche d’anomalies de ’hémoglabine

Les raisons suivantes conduisent systématiquemam axclusion des USP :

- sérologies des méres donneuses ou du sang dencpasitives a JO et/ou J60 selon les
criteres libératoires précédemment définis (Fidgufe

- mise en évidence d’agglutinines irréguliéres.

- mise en évidence d’anomalies de I’hémoglobinerskds criteres libératoires préecédemment

décrits (Figure 17).

2. Qualité du prélevement

2.1. Spécifications attendues

Les préléevements de sang de cordon ombilical éntéatlisés entre 1€ janvier 2009 et le®L

juillet 2010, uniquement dans les maternités cotiwenées avec 'UMTCT. Au moment de
notre étude, 4 maternités étaient agrées avec lwatigue: I'hépital Couple Enfant (HCE) du
CHU de Grenoble, la clinique Belledonne (Saint MadiHéres), I'hépital d’Annemasse

(Haute Savoie) et I'HG6pital privé Savoie Nord.

Le volume prélevé est défini comme le volume t@taléception, a I'exclusion du volume
d'anticoagulant CPD (Citrate Phosphate Dextrose)est déterminé, au moment de la
réception, par pesée et déduction du poids d'urehepwide (tare de 54g, poches de

prélevement MSC1202PU, Macopharma).
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Selon les recommandations du RFSP, a réceptiotessées USP dont le volume était
supérieur & 70 ml et/ou le nombre de CNT (> 9 %ANT) et de cellules CD34+ suffisant (>

2,2 x 16 cellules CD34+) ont été retenues pour la suitproeédé.

En cas de volume a réception compris entre 40 enlfQune numération des CNT a été
réalisée et les USP contenant moins de 93%CNIT et/ou moins de 2,2 x 4@ellules CD34+

ont été exclues, les autres ont été retenues aauite du procedé.

2.2. Controles qualité du produit entrant et du produit fini

Les contréles qualité de numération et de viabddgt réalisés dans le laboratoire de contrdle

qualité de 'UMTCT.

La numération des CNT est réalisée sur un autodiaéamatologie (ABX Pentra 60, Horiba
Medical). Le nombre de cellules CD45+ est mesuaé npéthode simple plateforme, a 'aide

des marqueurs anti-CD45-FITC/anti-lgG1-PE (Becki@anlter, AO7782 et AO7796).

La viabilité est obtenue par mesure de l'incorponatle I'actinomycine D (7-AAD, Becton

Dickinson, A555816).

Le nombre de cellules CD34+ viables est mesuré&sapkclusion des cellules mortes, par
cytométrie en flux (FACS/logiciel CELLQuest Pro)n esimple plateforme, selon les
recommandations de [International Society of Hethmemrapy and Graft Engineering
(ISHAGE) (Gratamaet al®). Cette quantification est réalisée avec étaerie (billes

calibrées Truecount, 340334, Beckton Dickinson)aéde des marqueurs anti-CD34-PE

(Beckman Coulter, AO7776) et anti-CD45-FITC (Beckn@oulter, A07782).

Un contréle bactériologique est réalisé sur un étilan de sang de cordon aprés I'étape de
réduction de volume (flacons & hémoculture Bactkrs Perobic/F® et Bactec Lytic/10

Anaerobic/F®, Becton Dickinson, Cockeysville, MD).
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3. Méthodes de transformation

3.1. Etape de réduction de volume

Le procédé de réduction de volume ou "miniaturisdtdes USP mis en place a la banque de
Saint Ismier est celui précédemment décrit par Raibinet al. (Rubinsteinet al’?!). ||
consiste en une concentration par extraction ddélsle® nucléées, en présence d’'HES
(hydroxyéthyl amidon) & une concentration finale @2% (AMM n°662650, GRIFOLS,
Barcelone, Espagne). L'HES est utilisé pour aceéléx sédimentation des globules rouges
(GR) en augmentant leur poids et ainsi facilitesdaaration. La miniaturisation est réalisée a
'aide de l'automate SEPAX S-100 (Biosafe SA, EgsiBuisse ; Kits SEPAX CS530.3) et
selon un programme de traitement défini (UCB-HE®2)1 L’automate SEPAX permet de
séparer les érythrocytes (poche dédiée GR) etk (poche dédiée PLASMA) des cellules

nucléées du sang de cordon, appelées « buffy déagwe18).

Site de branchement de I'USP initiale

T LT

A)

. \ Y : ] Poche de recueil du plasma

Chambre de séparation

Poche de recueil de I'USP miniaturisée

Figure 18. A) Kit Sepax pour réduction de volume par séparat@lulaire en systéme clos
(volume final standard de 20 mB) Automate de miniaturisation (Sepax3); USP miniaturisée.

Le procédé de miniaturisation a été automatisél’eaireprise Biosafe (Eysins, Suisse). Le

transfert de technologie a la banque de Saint lsanéé réalisé en 2 étapes successives :
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—la premiére étape de test a été réalisée surR p&ir lesquelles, le rendement en CNT
(avant/aprés miniaturisation) et la viabilité oté éalculées.

—la deuxiéme étape consiste en un contrbéle comlinla production. Dans ce travail, nous
avons réalisé une étude rétrospective des 204 O8Fotées entre le®ljanvier 2009 et le™d
juillet 2010. Les rendements en CNT et en cell@&34+ ainsi que la balance des volumes

et des CNT, ont été calculés pour chacune de cBs US

La balance des volumes (%) permet de s'assuraroguia perte de volume ne se soit produite
au cours du procédeé. Pour cela, on s'assure quelleses des poches de GR, de plasma et
de buffy coat recueillies correspondent au voluméal avant miniaturisation. Le méme
principe est appliqué pour s'assurer d'une pertéanmie de CNT au cours du procédé

(balance des CNT).
Balance des volumes (%) = [&V"‘ VpLasvat Vguppy) / (VINITIAL)] x 100
Balance des CNT (%) = [(CNsk + CNTgurry) / (CNTinmial)] x 100

Les rendements doivent étre optimisés car au tdunprocedé de miniaturisation, seules les
USP contenant un nombre de CNT > 5 &eitQun nombre de cellules CD34+ > 1,8 £ 4ént

congelées et conservées.

3.2. Etape de congélation

Le buffy coat (20ml), recueilli dans des pochescHjmies adaptées a la congélation, est
additionné de 5 ml d’'un agent cryoprotecteur (553D (dimehtylsulfoxide) / 5% Dextran
40, Pall Corporation, Washington, USA), de telleesaue la concentration en DMSO finale
soit de 10%. Cette étape est réalisée a l'aidead®iate de réfrigération Coolimx AS-210
(Biosafe SA, Eysins, Suisse), permettant un méldnageogene, a une température contrblée

de 4°C. L'USP est ensuite emballée dans une sirepiemballage spécifique, résistante a la
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congélation (Biosafe SA, Eysins, Suisse), puis ggadans une cassette de protection en

aluminium (Figure 19.A).

Une poche témoin permet de suivre la descentenapé@ture lors de I'étape de congélation.
Elle est préparée a I'aide d’'une poche identiquelke servant pour le recueil du buffy coat,
par ajout d’'un mélange de 16 ml d’albumine 4%, 4dRIES et 5 ml de DMSO/Dextran 40
(volume final de 25 ml). Une sonde de températuestynsérée.

La congélation est réalisée, selon un programmaidséf/steme DigitCool), consistant en une
descente en température progressive de 1 a 2 °@ipate sans variations brusques, jusqu'a
une température de -120°C. A la fin de la congaétatia courbe de descente en température
est éditée et stockée dans le dossier de lot. LésSPnsuite transférée dans une cuve d'azote
en phase vapeur (air liquide santé, France) p@treyconservée a une température de -150°C
(Figure 19.B)Pour la conservation a long terme sur le site dé&xnasse, le stockage sera fait

en azote liquide a une température de -196°C.

Figure 1¢. Congélation d’'USPA) USP conditionnée en poche de congélation, daasassette
métalliqgue de protectiod) Cuves d'azote en phase gazeuse de conservatittseesongelées.
La courbe de descente en température permet deew@tie le point critique de cette étape, le
point de surfusion, a bien été maitrisé et quedagélation de I'USP est conforme. Le
phénomeéne de surfusion correspond a la réactiothexoique produite par la cristallisation
de l'eau en glace. Cette réaction, qui se produibéitempérature de -10°C, provoque une

augmentation brutale de la température de I'USkH A& maitriser ce réchauffement, un
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refroidissement de la cuve est anticipé et programar le systeme informatique qui pilote la

descente de température et la congélation.

Ce refroidissement de la cuve a été déterminé aisaét plusieurs essais de congélation de
poches contréles puis d'USP, dans les mémes comglitle volume et de quantité d’agent

cryoprotecteur, jusqu'a I'obtention d'une courbéed®pérature conforme et reproductible.

3.3. Validation du procédé de congélation

Lors de la cession d'une USP a un centre greff@lnanque responsable de cette étape réalise
un ultime contrdle de son typage HLA (échantillangel€), de la viabilité cellulaire, du
nombre de CNT, du nombre et de la fonctionnalite cslules CD34+ apres décongélation.
L’'USP est acheminée, congelée dans un contain&zatd en phase gazeuse, vers le centre
greffeur, dont la banque associée sera chargée atecbngélation. Cette procédure ne permet
donc pas d’échantillonner 'USP avant son départadeanque fournisseuse. Au sein de la
banque de Saint Ismier, trois échantillons soris@t pour la réalisation de I'ultime contréle
qualité. lls correspondent a un raccord de tubuloomtenant environ 150-200uL de sang
placentaire (1 cm de longueur), désolidarisé dpolehe, étiqueté et emballé avec la poche
d’'USP (= mini-échantillon) (Figure 20). Ce mini-éttillon subit la méme procédure de

congélation que I'USP.

> — Mini-échantillon [&e———
-

———— <«— |SP b
miniaturisée ’ -

Figure 2C. USP miniaturisée accompagnée de ses 3 é@tihantillons nécessaires i
réalisation de l'ultime contr6le qualité.

Afin de valider le procédé de congélation, une déétation d’'USP non conformes est

réalisée a des intervalles réguliers.
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Nous avons analysé 12 USP non conformes cryocaeeiselon le procédé précédent. Ces
USP, chacune accompagnée de ses 3 échantillonét@mécongelées selon la procédure
suivante : a la sortie du container d’azote gazBU$P a été laissée a T° ambiante pendant 5
minutes, décongelée dans un bain marie a 37°Cdiuige au tiers dans de I'albumine 4%
(Vialebex® 40mg/mL solution injectable 100 ml, LFByance). Cette derniére dilution

permet de maintenir une viabilité satisfaisantea#isiles pendant 4 heures.

Pour valider le procédé de congélation réalisémfeque de Saint Ismier, nous avons calculé
les rendements en CNT et en cellules CD34+ ainei lguviabilité des cellules totales et

mononuclées (CMN) obtenus dans la suspension ae#udprés décongélation de la poche.

D'autre part, afin de valider l'utilisation des méthantillons conservés en tubulure comme
matériel pour l'ultime contréle qualité avant ceasi’'une USP pour un centre greffeur, nous
avons realisé une numération des CNT, des celCi¥+, la viabilité des cellules totales et
mononuclées dans la suspension cellulaire obteprgs alécongélation du mini-échantillon.
Nous avons compareé ces résultats a ceux mesurgdadsnspension cellulaire obtenue aprés

décongélation de la poche.

4. Analyse statistique

Les résultats de lI'analyse descriptive des critéeespécification a la banque de Saint Ismier,

sont exprimés en moyenne + écart-type, médianeuraminimales et maximales.

Apres avoir vérifié 'homogénéité des variances partest de Levene, la comparaison des
moyennes a été réalisée a l'aide d’'un test de Studeur échantillons appariés (logiciel

SPSS. version 18.0.0, 2009). Une valeur de p <& &8 retenue comme significative.

Les rendements (%) en CNT et en cellules CD34+ébatdéfinis comme le rapport des
valeurs aprés miniaturisation (ou décongélatiomn) les valeurs avant miniaturisation (ou

congélation).
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Les comparaisons du nombre de CNT, du nombre dalelCD34+ et de la viabilité

cellulaire entre la suspension cellulaire apresodgélation de la poche et du mini-
échantillon, a été analysée par régression lingirgalcul du coefficient de corrélation de
Pearson (r) avec un risque alpha de 5% (logicidSSRersion 18.0.0, 2009). Une valeur de

p < 0,05 a été retenue comme significative.
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RESULTATS

1. Impact des criteres cliniques et biologiques da les
étapes de prelevement/conservation

1.1. Causes de « non-prélevement » de sang placamat
Au cours de l'entretien prénatal, les criteres da @ligibilité au don placentaire ont été

recueillis pour chaque mere donneuse potentietls.dauses de non prélévement et les contre

indications au moment de l'accouchement, ont étppadées par les sages-

femmes.
Exclusion avant préléevement
Nombre d’'USP Pourcentage
Contre indication maternelle 13 12,3
Contre indication nouveau-né 7 6,6
Césarienne en urgence 14 13,2
Hémorragie délivrance 9 8,5
Prélévementinfructueux 7 6,6
Décollement placenta trop rapide 29 27,3
Autres 27 25,5
TOTAL 106 100

Tableaull . Causes de non éligibilité/exclusion au don de sdacgentaire

Au cours de la période étudiée, 106 donneuses ftes ont été récusées avant le
prélevement. Dans 18,9% des cas, la détection cant&e-indication clinique détectée lors
de I'entretien prénatal ou aprés avis du pédidti¢ & I'origine de I'exclusion.

Dans plus de la moitié des cas (55,6%), le prélevem’a pu étre réalisé en raison soit du
déroulement de l'accouchement (césarienne en uegetwivrance trop rapide, prise en
charge du nouveau-né en urgence) soit d’un probtéotmique de prélévement (prélévement

infructueux, cordon ombilical trop court) (Tableldu
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1.2. Causes d’élimination des USP au cours du prédé

Les résultats des contrbles biologiques réaliséd0,asur le sang maternel et le sang
placentaire sont obtenus dans un délai de 15 guivant la mise en banque des USP. Selon

les résultats obtenus, des USP qui ont été tranéfes et congelées peuvent étre éliminées.

Exclusion sur criteres cliniques et biologiques

No USP collectées : 554 Nombre d’'USP Pourcentage
No USP miniaturisées : 232

12

Contreindication clinique mére N R ) 2,2
9a réception, 3 apres transformation
Sérologie positive 12 2,2
11a4J0,1aJ60 !
TOTAL 24 4.4

Tableaulll . Exclusion des USP sur critéres cliniques et bigogs au cours du procédé

Aucune USP n’a été exclue a réception pour desmaide dossiers incomplets (manque du
consentement signé ou du compte-rendu de I'entr@tiénatal), de mise en évidence d’'une
anomalie de I'hémoglobine du sang de cordon ougldigines irréguliéres chez la mere
donneuse.

Onze USP ont été éliminées suite a une positidgeserologies maternelles prélevées a JO.
Neuf USP ont été détruites en raison d’'une nonaramfé clinique de la mere qui a été
détectée a réception et non lors de I'entretiemaied. Seules 3 USP ont été détruites apres

I'étape de transformation pour des raisons clinsgqiebleau III).

1.3. Seécurisation (J60) et conservation des USP

Lors de la visite de sécurisation, a J60, de nawweantrbles biologiques sont réalisés sur le
sang maternel. Selon les résultats obtenus, des dquBont conformes (transformées et

congelées) mais en quarantaine peuvent étre élsiné
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USP conformes en quarantaine

No USP collectées : 554

No USP miniaturisées: 232 No d'USP (%) USP totales
Conformesattente sécurisation 27 4,9
Conformesattente qualification néonatale 4 0,7
Conformesmeéres relancées pour J60 48 8,7

TableaulV . Causes de mise en quarantaine des USP conformes
Une seule USP a été détruite suite a une positiesésérologies maternelles prélevées a J60.
Parmi les USP conformes, miniaturisées et congel®% étaient toujours en quarantaine
(n=79). Plus d'un tiers étaient en attente desultéts de sécurisation (n=27). Cela
concernait principalement les USP prélevées auxsmde mai et juin 2010, USP pour
lesquelles les résultats de sécurisation n’étgmast encore disponibles lors du recueil des

données.

Pour les deux tiers restants, les meres donnensedq) ne s'étaient pas présentées a la visite

de sécurisation prévue a J60 et ont été relanaeoprrier (Tableau 1V).

Quatre USP étaient encore en quarantaine 4 moés aprprélevement car la qualification

néonatale n'avait pas été réalisée et/ou envoyéle padiatre au moment de I'accouchement.

2. Evaluation de la qualité du produit entrant

2.1. Qualité cellulaire
Entre le £ janvier 2009 et le® juillet 2010, 554 USP ont été prélevées et réoapties par

la banque de Saint Ismier (272 USP en 2009 et ZR dlu §' janvier au ' juillet 2010).

Depuis le T janvier 2009, début de I'activité de TUMTCT, etsgu’a la fin du mois d’avril
2010, seule la maternité de 'HCE du CHU de Greadfiectuait des prélevements. Elle était

donc la maternité la plus représentée au niveawtte étude et a été a I'origine de 88% des

67



prélevements avec une moyenne de 27 prélevementsgis A partir du mois de mai 2010,
la maternité de Belledonne a débuté les préléeveandmis maternités d’Annemasse et de

I'HOpital Savoie Nord ont débuté les prélevemermaréir du mois de juin 2010 (Figure 21).
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Figure 21. Evolution du nombre d'USP prélevées entre le Teiga 2009 et le 1er juillet 2010
Parmi les 554 USP prélevées par ces 4 maternilss USP (56,5 %) ont été éliminées a
réception car elles ne correspondaient pas awxfispéions attendues. En raison de la bonne
corrélation entre le nombre de CNT contenues daesUSP et son volume (r = 0,759, p <

0,001, résultat non montré), nous avons regroupe causes d’exclusion (Tableau V).

Elimination du produit entrant

No USP collectées : 554 No d’USP non conformes (%) otiRes
Volume insuffisant/ No CNT insuffisant 278 50,2
No cellules CD34+ insuffisant 31 5,6
Délai >24h 4 0,7
TOTAL 313 56,5

TableauV. Causes de destruction des USP a réception.
La majorité des USP prélevées (50,2%) ont été iesra réception en raison d’'un volume
prélevé insuffisant et/ou d’'un nombre de CNT insaifit (Tableau V). Le volume moyen a

réception était de 60,1 ml £ 27,4 ml (n = 554 ; mAd = 55,2 ml). Le volume moyen des
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USP non conformes détruites (n = 322) était ent eife49,3 £ 21,4 ml, tandis que celui des
USP conformes était de 82,2 + 24,9 ml (Figure 22.A)
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Volume (mL)

B) Prélevements Volume prélevé (mL)
Total USP No % des USP Moyenne Meédiane
prélevées : 554 prélevees sD
HCE Grenoble 487 87,9 59,0 26,3 54,8
Belledonne 36 6,5 61,2 23,0 59,5
Annemasse 21 3,8 80,6 47,2 70,9
Hépital Savoie Nord 10 1,8 67,3 26,1 67,1

Figure 22. A) Répartition des USP réceptionnées par voluByé&jombre d’'USP prélevées et
volume moyen de prélévement par maternité prékaeu

En analysant ces volumes, nous avons observé wraegrdisparité selon la maternité
préleveuse (moyennes de 59,0 a 80,6 ml) : 'THCECHW de Grenoble a fourni les USP de

plus petit volume (59 ml en moyenne) comparativenaex autres maternités (Figure 22).

L’analyse approfondie des préléevements réalisé$'H@E de Grenoble a révélé que malgré
une augmentation du nombre d’'USP prélevées, guisaque doublé entre les mois de janvier
2009 (16 prélevements) et juin 2010 (37 préléverm)elitn’y a pas eu d’augmentation du

volume prélevé au cours du temps. La pratiqueagplentissage semblent donc influer sur le

nombre de prélévements réalisés mais pas sur léégde ces prélevements (Figure 23).
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Nombre et volumes des USP prélevées a I'HCE
du 1®"janvier 2009 au 1°"juillet 2010
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Figure 23. Nombre et volumes (ml) des USP prélevées a I'HGQEeen
le 1*" janvier 2009 et le“1juillet 2010.

2.2. Délai d’acheminement

Seules 4 USP réceptionnées ont été exclues emrdisa délai d’acheminement vers la
banque supérieur a 24 heures. Nous n’avons montréna différence en terme de délai

d’acheminement entre les USP détruites, conforntesnscrites sur le registre FGM

(Tableau VI).

Délai d’acheminement (h)
Total USP Adi
Miniaturisées : 232 No Moyenne-sD  Mediane
Détruites avant miniaturisation 322 17,6+ 16,7 12,3
Détruites apreés miniaturisation 50 18,4+ 16,7 15,0
Conformes 79 16,5- 13,6 13,0
Inscrites FGM / Cédées 103 17,6t 16,3 13,7

TableauVI. Délais d’acheminement des USP répartis selon leverdr.
Cependant, parmi les USP réceptionnées par la bade®aint Ismier, 47 ont été acheminées
dans un délai compris entre 24 et 48 heures. Rates, 20 n'ont pas été détruites et ont été
reconnues conformes (10 inscrites sur le regigrE@M, 6 en attente de J60 et 4 au stade du
phoning).
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3. Evaluation de la qualité cellulaire du produitfini
3.1. Validation de I'étape de réduction de volume
Lors des premiers essais, nous avons obtenu, a ceul’étape de miniaturisation sur

lautomate SEPAX, un volume standardisé et reptdalaade 20 ml, une bonne récupération

des cellules avec un rendement en CNT de 80% dvamae viabilité cellulaire de 96,2%.

Volumeinitial(ml)  Volumefinal(ml) RendementCNT (%) Viabilité (%)
Poche 81 62,8 20 83,1 97,6
Poche 182 96,6 20 80,0 99,1
Poche /3 70,5 20 74,9 95,2
Poche 14 139,3 20 81,8 92,9
Moyennez+ sD 92,3t34,5 20£0,0 80,0t 3,6 96,2:2,7

Tableau VIl . Résultats des tests de transfert de technologeabédé de miniaturisation
SEPAX (n = 4)

Ce résultat est concordant avec ceux de la littieatLapierreet al’

) mais montre
néanmoins une perte cellulaire importante. La Vitabcellulaire n'est pas affectée par ce
procédé. L'étude rétrospective des 204 USP comesd@é routine entre I€" janvier 2009 et

le 1*" juillet 2010 a montré un bon maintien des rendamen CNT (89,3 + 8,6%) et en

CD34+ (90,5 £ 11,2%) ainsi qu'une bonne viabiliddaire (96,5 + 3,9%)Tableau VIl).

RendementCNT RendementCD34+ Balancevolumes Balance CNT Viabilité
(%) (%) (%) (%) (%)
N=204 N=50 N=143 N=143 N=204
Moyenne=+ sD 89,3+ 8,6 90,5+ 11,2 97, %#5,3 94,5: 8,4 96,5 3,9
Médiane 90,5 92,3 97,8 94,8 98,1
Minimum 49,4 68,8 72,7 10,4 77,8
Maximum 106,3 111,8 151,8 270,7 99,7

Tableau VIl . Résultats du contréle de routine du procédé deamninisation des USP congelées
entre le 1 janvier 2009 et lejjuillet 2010.
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Les moyennes des balances de volume et de CNTcitespeent de 98% et de 95%
confirment la bonne maitrise du procédé au seinatiee banque. Parmi ces 204 USP, seules
6 USP avaient un rendement en CNT < 70%, et urrenoiement en cellules CD34+ < 70%.
Hormis ces 7 USP, les autres avaient des render@er@NT et cellules CD34+ convenables.
Une anomalie de la balance des volumes a été aese@our une USP (151,8%) qui a été
détruite. Concernant la balance des CNT, une USi# awme balance > 110 % et 3 une

balance < 70%.

Ainsi, compte tenu de ces rendements en CNT etkulas CD34+ et afin d’obtenir des USP
contenant au moins 5 x IGNT et 1,8 x 18 cellules CD34+ijl a été établi au sein de la
banque de Saint Ismier, que seules les USP ayamombre de CNT > 9 x @t de cellules
CD34+ > 2,2 x 1Bseraient admises pour le procédé de miniaturisatigtablissement de
ces valeurs seuils permet ainsi de limiter les alits aux procédures de miniaturisation

inutiles.

Au terme de I'étape de miniaturisation, sur les 2B2P conformes a réception, 28 USP
(12,1%) ont été détruites en raison d'un nombreakiles CD34+ insuffisant, c'est-a-dire
inférieur & 1,8 x 10cellules. Sept USP ont été détruites & cause déatssbactériologiques

positifs (Tableau IX).

Causes de destruction du produit fini

No USP miniaturisées : No d’USP non (%) USP (%) USP totales
232 conformes miniaturisées
No cellules CD34+ 28 12,1 5,0
Bactériologie positive 7 3,0 1,3
TOTAL 35 15,1 6,3

TableaulX. Causes de destruction des USP apres I'étape datarieation

Finalement, parmi les 232 USP qui ont été miniaée$, seules 182 ont été congelées et

conservées dans I'azote en phase gazeuse selerpnatédé.
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3.2. Validation de I'étape de congélation

La courbe de descente en température, qui esvaeckians le dossier de lot de chaque USP

congelée, a été validée au sein de 'UMTCT. Cetigbe® montre une bonne maitrise du

réchauffement occasionné par la réaction de sworiuguisque la moyenne de descente en

température (pente) qui était de 2 a 3°C/min avanpoint de surfusion est conservée a

environ 1°C/min apres le point de fusion (Figurg. 24
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Figure 24. Courbe de descente en température validée ausélMTCT

3.3. Evaluation du procédé de congélation

Cette évaluation a été réalisée en décongelanbdi2eg non conformes selon les procédés de

préparation d’'un greffon thérapeutique

Poche congelée

Poche décongelée

n=12 Moyennet sD Moyenne:- sD
CNT (x108) 8,4+2,8 7,9+ 3,0
CD 34 + &105) 1,7+0,5 1,2+0,4
Viabilité totale (%0) 96,0+ 3,3 73,6+ 9,5*
Viabilité CMN (%) 87,1+ 6,8
Rendement CNT (%)
avant/apres décongélation 93,9+ 8,9

(o)
Rendement CD34 (%) 71,0+ 232

avant/aprés décongélation

Tableau X. Contréles qualité réalisés sur la suspension e@liitontenue dans la poche avant
concélation et apres décongélatic
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Le rendement en CNT apres décongélation était ¢@¥®2t celui en cellules CD34+ de
71,0%. La viabilité en CMN était de 87,1%. La vldéitotale était significativement plus
basse dans la poche décongelée, avec une valel8,8%, par rapport a une viabilité de

96,0% avant congélation (Tableau X).

Nous n‘avons montré aucune corrélation entre lebnerde CNT et le nombre de cellules
CD34+ avant congélation (r = 0,012) sur nos 12 eéitlh@ans. La corrélation entre le nombre
de CNT avant congélation (critere de sélectionlieB par le centre greffeur) et le nombre de
cellules CD34+ aprés décongélation (facteur infhaem positivement l'issue de la greffe)
était faible et non significative (r = 0,540). L&dyse des 232 USP congelées a la banque de
Saint Ismier n'a montré qu'une corrélation moyeamiee le nombre de CNT et de cellules

CD34+ viables avant congélation (r = 0,701; p OQ)qQFigure 25).

A) B)
50 -

45 - y=1216x+7,138 al y=341720+ 4,3728 0
40 - R?=0,490 P 12 R?=0,2839 -
35 - g
30 A
25 A
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10

10 A

CNT avant congélation (x108)

o N ~ o o
L 1 1 L
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CD 34+ avant congélation (x10°) CD 34+ aprés décongélation (x10°)

Figure 2E. Droites de corrélation entfg) le nombre de CNT et de cellules CD34+ avant cotigél
contenues dans les USP réceptionnées et congdkbarque de Saint Ismier (r = 0,701 ; p<0,001)
etB) le nombre de CNT avant congélation et le nombreetlales CD34+ dans la poche aprés
décongélation (r = 0,54 ; n=12). La ligne en pdiégireprésente la corrélation parfaite.

3.4. Evaluation du mini-échantillon comme matérielpilote pour
I'ultime contrdle

Dans les bonnes pratiques et dans les recommanslatio FACT, il est précisé qu’'un
contrdle doit étre réalisé sur un échantillon desdspension cellulaire conservé dans les

mémes conditions que la poche réservée pour ldegrsbus avons décongelé un mini-
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échantillon selon le procédé de préparation d’'ueffgn thérapeutique et avons réalisé les

mémes tests que ceux faits sur la poche.

Pochedécongelée Echantillon décongelé
n=12 Moyennet sD Moyenne-sD
CNT (x10%) 79+3,0 8,1+ 3,2
CD 34 + &10°) 1,2£0,4 12+04
Viabilité totale (%) 73,6+ 9,5% 56,7+ 7,9*
Viabilit¢ CMN (%) 87,1+6,8 86,4t 6,4

Tableau XI. Contr6les qualité réalisés sur la suspension egltutontenue dans la poche et ¢
le mini-échantillon aprés décongélatiép<0,001: test de Student pour échantillons appariés.
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Figure 2€. Droites de corrélation ent#) le nombre de CNT dans la poche et dans le mini-
échantillon aprés décongélation (r = 0,923, p ©D)(B) le nombre de cellules CD34+ dans la
poche et dans le mini-échantillon aprés décongéldti= 0,77, p < 0,05)C) la viabilité totale

(r =0,204) ; eD) la viabilité des cellules mononuclées (r = 0,498,0,05)dans la poche et dans
mini-échantillonaprés décongélation, (n=12). La ligne en pointii&wésente la corrélation parfe
entre les mesures poche / mini-échantillon

Le nombre de CNT, de cellules CD34+ viables etiddilité en cellules mononuclées étaient

significativement corrélés entre la poche et I'étil@an apres décongélation (Figure 26).
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La corrélation était trées bonne pour le nombre 88 @prés décongélation (r = 0,923; p <

0,001) avec une légere surestimation de I'échantdhr rapport a la poche (Figure 26).

La méme analyse pour le nombre de cellules CD3dbles a également montré une bonne
corrélation entre la poche et I'échantillon (r #D; p < 0,05), avec une légere surestimation

de I'échantillon par rapport a la poche (Figure 26)

La viabilité totale apres décongélation, était eayemne 1,5 fois plus basse au sein de
I'echantillon (Myoche 25,5 + 9,5; = 42,6 £ 7,9; p < 0,001). La viabilite en cellules
mononuclées (CMN), quant a elle, était significament corrélée entre la poche et

I’échantillon (r = 0,798 p < 0,05F{gure 2§.

Ce taux de mortalité est sans doute lié au milienficé que représente le segment de
tubulure et au fait que la congélation y est beapgaus rapide qu'au sein de la poche. Les
polynucléaires, qui supportent déja tres mal lagétation, sont alors les premiers a étre lysés.
Ces résultats souléevent le manque de pertinencealgueur viabilité totale. Ce dernier

devrait étre remplacé par une évaluation de laltiables cellules mononuclées.

Ces résultats montrent que le nombre de CNT ebiebne de cellules CD34+ mesurés au
sein du mini-échantillon sont bien représentatéscdux réellement contenus au sein de la

poche décongelée, méme si une légere surestinaparétre notée.

Par contre, seule la viabilité en cellules monoéegl au sein de I'échantillon, et non la

viabilité totale, est représentative de celle doteou de la poche.

3.5. Caractéristiques des USP cryoconservées

Le taux de conformité des USP prélevées entré jarivier 2009 et le®Ljuillet 2010 était de
33% et plus de la moitié des USP congelées avd@&atéteé inscrites sur le registre FGM (n =

103) (Tableau XII).
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Durant la période de notre étude, une USP a étéecaddes fins thérapeutiques pour un

patient national (Tableau XII). Depuis 1€ juillet 2010, 2 autres USP ont été cédées a des

fins thérapeutiques pour 2 patients européens.

Devenir des USP prélevées

No USP collectées : 554

! 0,

No USP miniaturisées : 232 No d'USP (%) USP totales
Détruites (a réception, aprés transformation et J60) 372 67,1
Conformesattente sécurisation 27 4,9
Conformesattente qualification néonatale 4 0,7
Conformesmeéres relancées pour J60 48 8,7
Inscrites registre FGM 102 18,4
Cession 1 0,2
TOTAL 554 100

Tableau XIl . Résumé du devenir des 554 USP prélevées entfejdmdier 2009
et le £ juillet 2010.

Les USP congelées et conformes contiennent en mey&8,5 + 4,9x10DCNT et 4,4 +

2,7x10 cellules CD34+ (Figure 27). La viabilit¢ moyenresdes USP est de 96,6 + 3,8 %.
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Figure 27. Répartition des USP congelées et conformes'guillet 2010 selon le nombre de CNT et
le nombre de cellules CD3¢
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DISCUSSION

A partir de notre étude rétrospective, nous avoas fune part valider le procédé de
conservation des USP pour un usage de reconstithmatologique utilisé a 'UMTCT, et
d’autre part apprécier la qualité des USP prélee¢esnservées. Ce travail ouvre des pistes
guant aux améliorations a apporter en vue d'uneédiation FACT. En terme de thérapie
régénérative, d’autres parametres de qualité seraiprendre en considération, mais aucune

indication clinique n’est encore validée dans cadioe.

Nous avons observé que 67% des USP prélevées desgmtemiers 18 mois d'activité de la

banque de Saint Ismier étaient éliminées (avarapoas |I'étape de miniaturisation), car elles
ne répondaient pas aux criteres de qualité exigesepRFSP. Ce résultat concorde avec les
données nationales de 'ABM montrant que deux tiErs USP prélevées sur le territoire ne

sont pas conformes.

Concernant les prélevements de sang de cordon M’ ABait fixé des objectifs nationaux
pour I'année 2010 qui étaient d’obtenir un prélegamde sang de cordon pour 20% des
naissances pour les maternités de niveau 3; 25%l@g®unaternités de niveau 2 et 30% pour

les maternités de niveau 1.

D'apres notre étude et malgré la bonne volontéédegpes de sages-femmes, le taux de
prélevement pour la maternité de I'HCE était dé&dlén 2009, ce qui est inférieur au taux de
prélevement national moyen de 19%. Ce résultatpitpxe en partie par le manque de

personnel, notamment pour la sélection des méragetdses qui demande du temps aux
sages-femmes. En effet, la maternité de I'HCE, egii une maternité de niveau 3, est
confrontée a un nombre de grossesses pathologiquwes, un risque previsible pour le

nouveau-ne, supérieur a celui des maternités deani? (Belledonne et Annemasse) ou de
niveau 1 (Hopital Savoie Nord). Comme nous I'avorantré dans notre étude, de nombreux

prélevements n'ont pu étre réalisés a cause d’umvaims déroulement de I'accouchement
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(césarienne en urgence, délivrance trop rapidee mn charge du nouveau-né en urgence).
Les sages-femmes de la maternité de 'HCE ne péw@mc probablement pas dédier le
méme temps que les autres maternités au préleveteesaing de cordon. Il serait donc
intéressant d’effectuer une évaluation du "tempgesdemmes” nécessaire, en amont du
prélevement, a I'information, au recueil du consemnt et a I'entretien médical prénatal.
Ceci ayant pour objectif d’'inclure cette activitend les actes réalisés par les sages-femmes,
afin d'obtenir les moyens nécessaires pour augménteombre de prélevements (objectif

20% des naissances).

Par ailleurs, il est intéressant de noter que {pleme moyen des prélevements réceptionnés
(60 ml) était faible par rapport a la moyenne rale qui est de I'ordre de 75 ml et que 2) la
moitié des prélevements avaient un volume inféréefb,2 ml, ce qui est inférieur au volume
médian & réception (64 ml) d’'une banque espagrmieditée FACT (Queradt al®®). Sile
nombre de prélevements est en augmentation coestartus n'avons pas observe
d’augmentation des volumes prélevés par 'HCE duJGi¢ Grenoble au cours du temps.
L’apprentissage et la maitrise du prélevement semblimfluer sur le nombre de prélevements
réalisés mais pas encore sur leur qualité. Noussaggalement mis en évidence une grande
disparité dans les volumes prélevées selon lesrnitgi® avec des volumes moyens allant de
59 a 80,6 ml. Plusieurs raisons peuvent expligeeple@nomene. Tout d’abord, I'ouverture
des maternités de Belledonne, d’Annemasse et dpitéd Savoie Nord est faite de maniere
plus structurée que celle de I'HCE qui été la peeenimaternité conventionnée avec
'TUMTCT. Les moyens donnés par les établissemeatsamte, lors de I'ouverture de ces 3
maternités, étaient plus importants. La formati@s dages-femmes par le personnel de
'TUMTCT a éte difficile a faire sur 'HCE étant do@ leur nombre important et 'organisation

de leur travail au sein de la maternité (les sdgeasnes tournent dans les services par cycle).
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Comme nous l'avons précédemment discuté, les dift&s de niveau entre les maternités (1,

2 ou 3) peuvent également expliquer cette dispdates les volumes préleves.

Etant donné qu'il existe une corrélation entre ¢dume et le contenu en CNT, il serait
intéressant d'évaluer les pratiques de prélevemafinsde comprendre ces disparités de

volumes et d'améliorer la qualité des prélevemeusptionnés par lTUMTCT.

Pour l'année 2010, l'objectif est de 1000 prélevaseéceptionnés a la banque de Saint
Ismier. Or, notre étude a montré qu'au cours deseéniers mois de I'année 2010, il y a eu
autant de prélevements que durant 'année 2009. €3¢l en partie a 'augmentation du
nombre de prélevement au cours du temps par miEecoimme nous I'a révélé notre étude,
mais aussi a 'augmentation du nombre de materodésentionnées par 'ABM (ouverture
de 3 maternités conventionnées avec 'UMTCT ausdernotre étude). Au cours du mois de
septembre, deux maternités supplémentaires, lee€kinspitalier de Valence et la Clinique
Drome Ardéche, ont établi une convention avec I'UMT Ainsi, a la mi-octobre 2010, les 6
maternités conventionnées avaient prélevé 758 d&mbpre en adéquation avec I'objectif de
1000 prélevements fixé pour I'année 2010. L'ouvertle 2 nouvelles maternités d’ici 2011
(Chambéry, Annecy) permettra probablement d’atteiels nouveaux objectifs fixés dans les

années a venir.

Malgré les faibles volumes recueillis au cours t&snois de I'étude, le contenu en CNT et en
cellules CD34+ des USP conservées a la banqueidelSaier est comparable aux données
de la banque de Barcelone (accréditée FACT) awsabeiieur 3 premieres années d'activité.
La qualité de ces USP permettra de réaliser degyraffes de CSH chez des enfants
essentiellement ou chez des adultes en tant queledogreffe d'USP, selon les

recommandations de doses actuelles (Ratha. 2009). De plus, la qualité croissante des
USP conservées au sein de cette banque espagaaei dO ans d'activité, laisse présager

d'une amélioration de la qualité de nos USP duesrnnées a venir (Quektiall®®).
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Le taux de conformité des USP réceptionnées ¢é&spar la banque de Saint Ismier entre le
1%" janvier 2009 et le ®L juillet 2010 (182 USP conformes pour 554 préléveise se situe

dans la moyenne nationale du RFSP qui est de 33% 85%).

Cependant, nous avons observé que certaines US&rrmoes et inscrites au registre FGM
avaient été congelées dans un délai supérieurree@#4s apres le préléevement, ce qui est en
dehors des recommandations des bonnes pratiquest ddnné que les recommandations
concernant le délai de congélation des USP diftadem pays a l'autre (le RFSP préconise 24
heures, tandis que le FACT (D¥2) préconise 48 heures en cas d'allogreffe et Giekeen

cas d’allogreffe apparentée), on peut s'interrgsgete bien-fondé de ces recommandations.

L'influence du délai de congélation sur le nombeecdllules CD34+ viables et sur le taux de
progéniteurs CFU-GM apres décongélation n'a, a&rannaissance, jamais été rapporté dans
la littérature. Une récente étude a montré qu'la dé congélation de 72 heures n'influait pas
sur la viabilité des cellules CD34+ avant congeélatisi 'USP était conservée a 4°C.
Malheureusement, cette équipe n'a pas étudiétl'dftm tel délai sur le rendement des
cellules CD34+ et sur le nombre de CFU-GM apreouigélation, qui sont pourtant deux
facteurs fortement prédictifs de la survie aprésgatffe d'USP (Solomoret all?®). C'est
pourquoi, nous avons débuté, au sein de notre keangue étude du délai d’entrée en
production des USP. Nous n’avons, pour le momeat,montré de différences du nombre de
cellules CD34+ viables et du taux de CFU-GM supdahe décongelée, entre un délai < 24
heures (CFU-GM = 16,1%) et un délai compris enteeR48 heures (CFU-GM = 13,9%).
Par contre, lorsque le délai de congélation défgagéldeures, la poche contenait 2 fois moins
de cellules CD34+ viables et aucun progéniteur @QNJ-Ces premiers résultats, qui sont a
confirmer sur un plus grand nombre d’échantillotsyraient nous renseigner sur le délai
maximal d’entrée en production qui pourrait étrdér® et ainsi nous guider dans

I'amélioration du procédé de traitement des USP.
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Notre étude souligne qu’il est nécessaire de disrilas délais d’acheminement entre les
maternités et TUMTCT pour améliorer la qualité mies prélevements. Une permanence sur
site (1 technicien + 1 cadre médical) a été misplace le samedi pour assurer la réception et
le traitement des USP prélevées en début de wedk Rar contre, il sera nécessaire

d’améliorer les navettes du lundi matin qui appatrtes USP de la fin de week end.

Notre étude a également révélé que pres de 43%8Bsconformes étaient en quarantaine.
Pour plus d'un tiers de ces USP, c'est I'absenamuiparution des meres donneuses a la
visite de sécurisation prévue a J60 qui en étaialese. Malgré I'envoi de courriers de rappel,
il s'avere en effet tres difficile, pour le persehdes banques de sang de cordon, d'assurer un

suivi des meres donneuses au cours de ces 2 maois.

Ce pourcentage important d'USP en quarantainepassiin probleme spécifique a 'TUMTCT
mais un probleme national, puisque pour 'anné@2@0taux cible d’inscription des USP sur
le registre FGM avait atteint 60% du taux cible2d® greffons/mois. Le maintien de I'étape
de sécurisation dans le procédé de mise en badggddSP est en pleine discussion. En effet,
la directive européenne 2006f1%, relative aux examens biologiques requis pour les
donneurs impose un renouvellement des examens @pegseriode de 180 jours, et non de 60
jours comme cela est actuellement recommandé posgdurisation des USP. De plus, cette
directive européenne n’'impose plus I'étape de semtion si des méthodes de détection
génomique virale sont mises en place a JO. Lefaibke taux d’'USP éliminées a I'étape de
sécurisation dans notre étude (1 sur 182 conget@ess) conforte dans l'idée que cette étape
n'est probablement pas indispensable. Ainsi, mogenhnune augmentation du codt,
l'inscription des greffons sur le registre FGM pailr étre considérablement accélérée
puisqu’au cours de notre étude, 1/3 des greffonfocmes conservés a 'UMTCT (soit pres

de 3 greffons/mois) auraient pu étre inscrits dandélai plus court.
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Le deuxieme objectif de ce travail a été de valldgsrocédé de cryoconservation des USP a
des fins thérapeutiques au sein de la banque ae Satier. Nous avons montré que notre
procédé de miniaturisation par la méthode Sepaxetait d'obtenir des rendements en CNT
(80 a 90%) et en cellules CD34+ (90%) similairexetux rapportés dans la littérature
(Lapierre et al’®). Ainsi, en établissant une valeur seuil de 2®xdellules CD34+ &

réception, le nombre de miniaturisation inutilesletrisque d'exclusion des USP apres

miniaturisation pouvaient étre diminués.

Le rendement en CNT obtenu aprés décongélationbargue de Saint Ismier (94%) était
équivalent au rendement moyen rapporté dans ule éamparant les résultats de controles

qualité de 14 centres de thérapie cellulaire fran@anternet al’®®

). Par contre, la viabilité
cellulaire (74%) et le rendement en cellules CD3A¥ethode simple plateforme, 71%)
obtenus dans notre centre étaient supérieurs a capgortée par Panternet al.
(respectivement 62,2% et 62%) mais similaires ax cepportés par d'autres équipes
(Rodriguezet al*®; Van hauteet al®*"). Nos résultats montrent donc que notre procédé d
congélation conduit & une bonne récupération deb €&Nles cellules CD34+ et a une bonne
viabilité cellulaire a la décongélation. De plug, méthode simple plateforme que nous
utilisons pour la numération des cellules CD34+ adle recommandée par I''SHAGE en

raison de sa fiabilité, supérieure aux autres nuehgermettant une quantification absolue

des cellules CD34+ viables (Grataetaal*®).

L'étude de Panternet al, précédemment citée, a montré qu'il existait usrenk corrélation
entre le nombre de cellules CD34+ et le nombre lld-GM aprés décongélation mais que la
dispersion des valeurs entre les 14 centres paatits était relativement importante. Or,
I'influence du taux de CFU-GM sur l'issue d'unegiéffe d'USP a été rapportée par plusieurs
equipes. Migliaccicet al. ont d'abord montré que le nombre de CFU-GM aangélation

157

avait un impact sur la survie (Migliaccat al”” ). Par la suite, trois autres équipes ont montré
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que le nombre de CFU-GM contenues dans I'USP asitmae| c'est-a-dire apres
décongélation, était le facteur le plus prédicif lk survie, notamment lors de doubles
|55 .

107 . 148
1= I:

allogreffes (loriet a Prasadet a Yoo et al.™). Méme si la corrélation entre les
cellules CD34+ et le nombre de CFU-GM apres dédatigé est désormais connue
(Armitage et al® ; Aroviita et al® ; Lim et al®), la validation de notre procédé de
congélation nécessitera I'analyse du nombre de GMUebtenus apres décongélation et sa

corrélation au nombre de cellules CD34+.

Par ailleurs, la pertinence du nombre de CNT acangélation comme critere majeur de
sélection des USP (avec le typage HLA) par lesresrgreffeurs commence a étre remise en
cause. En effet, des études ont montré que le mobrcellules CD34+ administrées au

patient influait fortement sur le délai de sortlapdasie et sur la survie (Laughlat al’” ;

Wagneret al*°

). Or, une étude multicentrique, menée par I'Adssa réveélé que le nombre
de CNT avant congélation était faiblement corrélé rombre de cellules CD34+ apres
décongélation, ce que nous avons également retrdang notre étude (sur 12 échantillons
uniquement). Par contre, nous avons observé urleuareicorrélation que celle rapportée par
I'Afssaps, concernant le nombre de CNT et le nondereellules CD34+ avant congélation.

Cette différence est probablement liee au nomkgehdhtillons testés qui était plus important

dans notre étude.

Il sera donc indispensable d'étudier la corrélaéntre le nombre de CNT avant congélation
et celui des cellules CD34+ apres décongélationusuplus grand nombre d'échantillons,
avant de pouvoir conclure définitivement a la failplertinence du nombre de CNT avant

congélation comme principal critére de sélectiome'USP.

D'autre part, devant la diversité, a la fois desthmdes de traitement des greffons
(miniaturisation ou non, lavage aprés décongélateindes méthodes de contréle qualité
utilisées au niveau international et au sein du FRRK8ppareils de mesure des CNT,
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numération des cellules CD34+ par méthode simple double plateforme, densité
d'ensemencement pour le test de clonogénicité megipiteurs hématopoiétiques), il apparait
nécessaire de standardiser les méthodes de congéaété (McCullougtet al®® ; Panternest
al.’®® : Stanworthet al*?’) mais également d'actualiser les critéres dectighedes USP.
Ainsi, méme si le choix du greffon n'en dépend apmbre de progéniteurs CFU-GM et de
cellules CD34+ viables apres décongélation sontcdésres que la FACT recommande de
fournir au centre greffeur (E3%). Pour cela, elle recommande de réaliser lesrdiest
qualité sur des échantillons qui soient représémt@t contenu de la poche (D5.1%%). En
vue d’une demande d’accréditation FACT, nous awafisé 'utilisation de mini-échantillons
en tubulure, comme matériel pour l'ultime contidelité lors de la cession d'un greffon. Une
équipe a montré qu'un tel matériel était utilisaptair le typage HLA et représentatif du
contenu de la poche administrée en CNT, cellule843Det CFU-GM (Goodwiret al® ;

Rodriguez et al*®

). Notre étude a rapporté des résultats similamesc une bonne
corrélation entre la poche d'USP et le segmenubeldre, en termes de CNT, de cellules
CD34+ et de viabilité en cellules mononuclées. Mdis de répondre aux recommandations
FACT (E3.2°°) et de prédire au mieux la probabilit¢ de redar&in hématopoiétique du
receveur, il sera nécessaire de vérifier, en pausprrélation entre le nombre de CFU-GM

obtenues au sein de I'échantillon et de la poclpeesadécongélation. Ce travail est

actuellement en cours de réalisation.

Concernant les perspectives d'amélioration des@estqualité, I'analyse de la viabilité des
cellules CD34+ par I'Annexine V (marqueur de l'dpsp) est actuellement a I'étude. Les
premiers résultats sont convaincants puisque ésami ce marqueur, Quéret al. rapportent
un taux de mortalité supérieur de 25% a celui ofésawvec I'utilisation du 7-AAD et une

meilleure corrélation avec le taux de CFU-GM aptésongélation (Querait al’®).
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D’autres facteurs que ceux préceédemment décritdlsamavoir une influence sur l'issue

d’une allogreffe d’'USP et pourraient aider dansHeix d’'une USP.

Plusieurs études ont montré que le nombre de eslldD34+ et de progéniteurs CFU-GM
étaient fortement prédictifs de l'issue d’'une atkfte d’'USP (délai de sortie d'aplasie, taux de
mortalité et de survie) et que le nombre de cal@®34+ pourrait étre le critere de choix
principal d’'une USP, particulierement lors d'allefje dUSP a 2 mismatchs ou moins

(Rochaet al*?; Wagneret al**°).

Concernant le statut sérologique CMV du receves résultats restent discordants. L'équipe
de Ramirezet al. a montré, au travers d’'une analyse rétrospectmrez 850 patients, qu’un
statut CMV positif chez le receveur était associénaretard de prise de greffe alors que
I'équipe de Niehue®t al. a montré une reconstitution lymphocytaire plusidapchez 31
enfants CMV positifs (Niehuest al’® ; Ramirezet al!®®). De méme, un risque accru de
mortalité a été rapporté par Brunstedh al, chez des adultes CMV négatifs atteints
d’hémopathies malignes, alors que I'équipe de Rathal. observait un taux de mortalité

moindre chez le méme type de patients CMV négdBisinsteinet al*? ; Rochaet al*?).

Par contre, les études de linfluence de la corbpiddéi ABO entre donneur et receveur sur
l'issue d’une allogreffe d’'USP rapportent des ressl similaires, a savoir qu’une
incompatibilité majeure entre donneur et receveUuS® est a l'origine d’'un délai de sortie
d’aplasie (Ramireet al!® ; Tomonariet al**®) et d’un risque élevé de mortalité (Roakta

al.*'?).

Une équipe a récemment rapporté que la présenceiodigps anti-HLA chez le receveur
dirigés ou non contre les antigenes HLA de 'UShiaistrée pouvait augmenter le délai de
sortie d'aplasie (neutrophiles et plaquettes) ehcdanfluencer lissue de Iallogreffe

(Takanashgt al}®?).
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Ces 4 facteurs (nombre de CSH/USP, statut séralegidu receveur pour le CMV,
compatibilité ABO donneur/receveur et présence titarps anti-HLA chez le receveur)
pourraient donc, a I'avenir, intervenir dans leighdiune USP a condition que les méthodes
de contrble qualité soient standardisées au nivgarnational.

Enfin, ce travail rend compte des nombreux parasefqu’il est nécessaire de prendre en
compte pour améliorer le procédé de mise en bangueUMTCT et le nombre d’'USP
réceptionnées: procédé de prélévement, temps &ameses, délais d’acheminement, délais
de traitement des USP. A partir de nos observationgs proposons des indicateurs qualité
mensuels de mise en banque afin de suivre chagpe éu procédé et de mesurer I'impact
des améliorations apportées: nombre de prélevepaéits d’entrée en production, nombre
de prélevements conformes, pourcentage de prélesenmecurisés 4 mois apres le
prélevement, pourcentage de prélevements contamimdeyenne des contenus en CNT et en

cellules CD34+ des USP congelées.
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UN[VERSITE JOSEPH FOURIER
FACULTE DE PHARMACIE DE GRENOBLE

THESE SOUTENUE PAR & Anaick MOISAN
TITRE : Evaluation du procédé de mise en banqueitds de sang placentaire & usage

thérapeutique au sein de la banque EFS Rhéne Alpiés de Saint Ismier.

CONCLUSION

La conservation des cellules souches hématopoéstifLSH) du sang de cordon ombilical ou
unités de sang placentaire (USP) a des fins thétigpes allogéniques a ouvert l'acces a
l'allogreffe a de nombreux patients pour lesquetsia donneur de moelle osseuse n'a pu étre
identifié. Pour répondre au besoin croissant d'@fPavers le monde, des banques de sang
placentaire se sont développées depuis 1991. Ertd;raes banques sont regroupées sous le
nom de « réseau francais de sang placentaire »RRé8 définit les criteres de qualité des
USP conservées. En effet, la prise de greffe (ohdtee par le délai de sortie d'aplasie) et le
taux de survie sont fonctions d’'un certain nombee facteurs : comptabilité HLA entre
donneur et receveur, quantité de cellules nuclééedes (CNT) et de CSH, viabilité et
fonctionnalité des CSH. Lors de la mise en bangse WSP, les banques du RFSP doivent
respecter des criteres de qualité ou spécificaiimpesées par la réglementation francaise et
déposer un dossier auprés de I'AFSSAPS. Les USehd@nt a ces spécifications peuvent
alors étre inscrites sur le registre France Grdéfdloelle (FGM) de I'agence de biomédecine
et ainsi étre disponibles pour tous patients nati@nou internationaux. Ces exigences de
qualité, qu’elles soient nationales (bonnes prasguoi de bioéthique, recommandations du
RFSP) ou internationales (WMDA, FACT) s'imposenittau long du procédé conduisant a
la mise en banque d’'une USP: information, séledies donneuses, recueil du consentement,
prélevement, réception, transformation (réductioe wdolume, congélation), contrbles
cliniques et biologiques, stockage, cession etspart. C’est pourquoi chaque banque doit
valider, en interne, le procédé de conservatiorelb’utilise. Notre étude a permis d'y
travailler et a montré que le procédé utilisé dénque de Saint Ismier (Unité Mixte de
Thérapie Cellulaire et Tissulaire (UMTCT), EFS Rb0Alpes) permettait d’obtenir une
bonne viabilité cellulaire ainsi qu'une bonne ré&ngtion des CNT et des CSH a la
décongélation. Ces 3 parametres définissant laitgudl greffon, font partie des criteres
retenus par les centres greffeurs. D’autre patsravons montré que I'’échantillon utilisé, au

sein de notre banque, pour réaliser I'ultime cdatgualité lors de la cession d’'une USP, était
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fortement prédictif du contenu de I'USP administee termes de CNT, de CSH et de
viabilité. Mais en vue d’une accréditation FACTaéin de prédire au mieux la probabilité de
reconstitution hématopoiétique du receveur, nougiem®ns cette corrélation en terme de

fonctionnalité des CSH.

Au travers de notre étude rétrospective, nous avamstré que le taux de conformité des
USP congelées a TUMTCT se situait dans la moyeratmnale. Malgré une grande disparité
des volumes préleveés par les 4 maternités converges avec 'UMTCT, le contenu en CNT
et CSH des USP cryoconservées était comparable lld obtenu par des banques
internationales accréditées. Cependant, une éi@luaiu temps consacré par les sages-
femmes en amont du prélevement et des pratiqueprélevement dans les différentes
maternités, pourraient permettre d’augmenter lebrend’USP prélevées et d’améliorer leur

qualité.

Par ailleurs, la remise en cause de I'étape derisaton des USP, 2 mois apres le
prélevement, pourrait permettre d’accélérer l'ifgavn sur le registre FGM de pres d’un tiers
des USP conservées a 'UMTCT et donc d’augmenterclances de bénéficier d’'une

allogreffe pour de nombreux patients.

Enfin, notre étude soutient la faible pertinencendmbre de CNT avant congélation comme

critere majeur de sélection des USP (avec le typaAg® par les centres greffeurs.

VU ET PERMIS D’IMPRIMER

Grenoble, le g }@‘0\( e\ .

LE PRESIDENT DE LA THESE
Dr. Benoit Allenet
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Annexe |

dgencedela
.| biomédecine

RFSP

Contre-indications au prélevement de sang placentaire en
vue d'une conservation dans une banque du
Réseau Francais de Sang Placentaire
(utilisation thérapeutique allogénique)

INTRODUCTION

Ces recommandations émanent d'un groupe de travail issu du Réseau Francais de
Sang Placentaire. Elles ont &té validées par le comite du Registre de France Greffe
de moelie et le conseil scientifique de la Société Francaise de Greffe de Moelie et de
Thérapie Cellulaire et destinées au personnel des maternités participant a la collecte
d'unités de sang placeniaire au sein du RFSP.

Elles ont &té élaborées dans le respect des dispositions |égislatives francaises et
européennes ; a noter guelles ne reprennent pas l'ensemble des items du
questionnaire américain de la FDA et qu'il appartient a l'equipe de chaque matemité
de repondre a ce demier aprés interrogation de la parturiente mais sans le lui
soumettre directement.

REFERENCES
Code santé publique : Articles L1211-1a1211-9
Décret du 9 octobre 1997 (sécurité sanitaire)
Amréte du 14 janvier 2004 (marqueurs virologiques)
Ammété du 21 décembre 2005 (dérogations)
Décret du 12 décembre 2003 (bio vigilance)
Tissue Donor selection guidelines — Cord Blood Donation (UKBTS and NIBSC)
January 2006
intemational matemal risk questionnaire (FDA -WMDA)
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CONTRE - INDICATIONS LIEES a la MERE

1. Pathologie gynéco-obstétricale
- tout événement anormal survenant au cours du iravail laisse a 'appréciation de I'obstétricien ou
de la sage femme
- grossesse multiple
- hydramnios
- placenta praevia recouvrant
- condylomes
- D.E.5. syndrome
- antécedent de mort in-utéro hors cause funiculaire et hémorragie feeto-matemelle

2. Toutes les pathologies infectieuses actives a fortiori en cours de traitement a
I'exclusion de traitement antibiotique préventif comme I'antibioprophylaxie par
amoxicilline pour portage sain d'un streptocoque génital ou pour valvulopathie

ancienne.
- sérologie HIV positive
- =serologie syphilitiqgue positive
- seroconversion Toxoplasmose, CMY ou EBY en cours de grossesse
- aucun cas de transmission materno-feetale du paludisme n'ayant eté décrit {(hors hémomagie) le
séjour en zone impaludés ne constitue pas une contre-indication
- hépafites : HAY pas de contre-indication
At anti HBs= isolé cormespondant & une vaccination, pas de contre-indication.
At anti HB= + et Ac antiBe+ témoin d'une infection guére, pas de contre-indication
Ag HBs+ contre-indication
HC' + contre-indication v compris sérologie positive avec PCR négative
- suivi de toutes les recommandations en cas d'épidémie (Chikungunya, maladie de Chagas, West
Mile Wirus)

3. Tous les ATCD d'affections malignes a fortiori non guéries dont
- leucémies
- Ilymphomes
- cancers digestifs
- cancers pulmonaires
- tumeurs cérébrales malignes
- cancers du rein
- cancers de la thyroide
- cancers du sein
- cancer du col utérin ¥ compris les carcinomes in situ 1 et Il
- épithélioma spinocellulairs
- maladie de Sézary
- mycosis fungoide
- syndrome de Kaposi
- mélanomes
- néoplasie dans l'enfance et l'adolescence

4. Toutes les maladies génétiques ou anomalies génétiques constitutionnelles
dont (cas des hémoglobinopathies cf. infra)

- syndrome de Recklinghausen

- héemochromatose

- maladie des globules rouges { Minkowski-Chauffard)
- deficits enzymatiques des plaguettes, des leucocytes
- porphyrie aigue

- myopathie

- rétinite pigmentaire

- mucoviscidose

- maladie de surcharge
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5. Toutes les maladies auto-immunes dont
- dermatomyosite
- énythéme nousux
- psoriasis étendu
- witiligo
- thyroidite de Hashimoto
- maladie de Crohn
- recto-colite hémorragique
- cryoglobulinémies
- purpura thrombopénigue idiopathique
- amylose
- maladie de Behget
- maladie de Horton
- myastheénie
- sarcoidose
- lupus érythémateux dizséming
- syndrome de Fiessinger-Leroy-Reiter
- polyarthrite rhumatoide
- spondylarthrite ankylosante
- syndrome de Gougerot-Sjogren

6. Pathologie cardiaque
- hypertension artérielle chronigue
- troubles du rythme cardiague traités

7. Pathologie endocrinienne

- adénome hypophysaire non guéri

- diabéte inzipide

- diabéte insulinodépendant de type 1

- diabéte non-insulino-dépendant nécessitant une insulinothérapie pendant la grossesse hors le diabéte
gestationnel

- hyper aldostéronisme

- hypercholestérolémie fraitée

- hyperipidémis essenticlle traitée

- hypophysectomie compensee

- insuffisance anté-hypophysaire

- insuffisance suménaliennes

- maladie de Basedow

- phéochromocytome

- syndrome de Cushing

- insuffisance thyroidienne non contrilée
- hyperthyroidie

8. Pathologie hematologique
- toute anomalie de I'hémostase dont les coagulopathies avec risque hémorragique dont la
maladie de Willebrand (les antécédents thrombo-emboliqgues ne constituent pas une Cl sauf
s'lls nécessitent un traitement anti-coagulant en cours)
- anomalies de I'hémogramme ne rentrant pas dans le cadre des modifications physiologiques
liges & la grossesse
- recherche d'agglutinines irréguliéres positive (hors anticorps naturels non hémolysants et anti-D
passifs)
9. Pathologie neurclogique
- maladies neuro-dégénératives dont maladie de Parkinson
- syndrome de Guillain-Bameé datant de moins de deux ans
- sclénose en plague
- sclérose latérale amyotrophique
- syndrome dépressif sévére traité
- epilepsie fraitée
- antécédent de traitement par hormone de croissance d'origine humaine
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10.Conditions socio-culturelles
- accouchement ancnyme
- parturiente mineure ou sous tutelle ou curatelle
- grossesse non déclarés ou non suivie
- toutes les conduites addictives toxicomanie, alcoolisme
- détresse sociale
- femme vivant ou ayant vécu plus de deux ans en Angletemre
- tatouage ou piercing réalisés dans les 6 mois précédents le don

Leg ATCD de transfusion sanguine ne constituent pas une contre-indication .

CONTRE - INDICATIONS LIEES au PERE

1. Pére inconnu sauf conception par PMA

2. Toutes les maladies génétiques ou anomalies génétiques constitutionnelles
[cas des hémoglobinopathies cf. infra)

- syndrome de Recklinghausen

- hémochromatose

- maladie des globules rouges [ Minkowski-Chauffard)
- déficits enzymatiques des plaquettes, des leucocytes
- porphyrie aigué

- myopathie

- rétinite pigmentaire

- mucoviscidose

- maladie de surcharge

CONTRE - INDICATIONS LIEES AU NOUVEAU-NE

1. Développement intra-utérin

- retard de croissance intra-utérin

- prématurité et hypotrophie sévére (P.N. inférieur au 3*™ percentile)

- malformations détectées pendant la grossesse par 'échographie

- malformations non détectées pendant la grossesse reconnues a la naissance
- liguide amnictique infecte

- souffrance foetale

2. Toutes les maladies génétiques (cas des hémoglobinopathies (cf. infra))
- guelles aient &té diagnostiguées au cours de |a grossesse ou suspectées lors de la naissance

CONTRE - INDICATIONS LIEES A LA FRATRIE DE L'ENFANT A NAITRE

1. Les leucémies aigués et les lymphomes ainsi que les maladies génétiques ou
anomalies génétiques constitutionnelles

2. La mort subite du nourrisson dans la fratrie n’est pas une contre-indication
si aucune cause n' a été retrouvée lors d'explorations précéedentes.
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CAS des HEMOGLOBINOFATHIES

Si I'on peut s'assurer du caractére hétérozygote du nouveau-né (un des parents connu sain), on peut
envisager la conservation sous réserve d'une notification lors de la cryo-préservation et surtout lors
d'un éventuel choix par un centre greffeur.

Si l'on ne peut s'assurer du caractére sain ou hétérozygote du nouveau-né on ne doit pas conserver le
sang placentaire

S7il existe une politigue de dépistage néo-natal, on peut conserver le sang placentaire et ne lever la

quarantaine qu'a réeception du résultat s'il s'avére sain ou hétérozygote sous la méme réserve, dans
ce dernier cas, gue préceédemment.

Agence de la biomédeacine 5 ersion 1 - janvier 2008
RFSF

108



Annexe I

EN/08 6533 /

@ QUALIFICATION CLINIQUE NEONATALE UMTCT
" RHONE-ALPES DON DE SANG PLACENTAIRE GCS-CTC
Identification de I'enfant Identification de la meére
Nom : Nom :
Prénom : Prénom :
Date de naissance : Nom de jeune fille :
Sexe : Date de naissance :
Heure de naissance :
Poids de naissance :
Talille :
PC : Terme : [37] [38] [39] [40] [41]
Examen du nouveau-né
Faitle : ........cco it ces s ees oL par vie v JAge Db
Coloration O Normale [ Péaleur O Ictere OCyanose
Examen pulmonaire O Normal O Anormal SiAnormal détailler :
Examen cardio-vasculaire O Normal O Anormal
Examen neurologique et réflexes O Normal O Anormal
Abdomen O Normal O Anormal
Hépato-splénomégalie O Non O Oui
Infectlon(hemocD)DNon ............. |:|OU||:|Susp|0|onS|OU|deta|ller .......................
Ictéere O Non O Oui O Suspicion
Malformation O Non O Oui O Suspicion
Maladie hématologique O Non O Oui O Suspicion
Atteinte neurologique O Non O Oui O Suspicion
Déficit immunitaire primaire O Non O Oui O Suspicion
Maladie métabolique O Non O Oui O Suspicion
Dysmorphie O Non O Oui O Suspicion
Autre pathologie O Non O Oui O Suspicion
T T
O Normal O Anormal invalidant O Anormal a discuter
cause : cause :
Contrbles effectués chez la mere
Mére CMV : O Non réalisé Résultat
Controle effectué a 'accouchement O Non OOui
Controle effectué en suite de couches O Non O Oui O Négatif [ Positif
Mére Toxo : O Non réalisé Résultat
Controle effectué a l'accouchement O Non O Oui
Controle effectué en suite de couches O Non O Oui O Négatif [ Positif
Antécédent d’Herpes récurrent O Non réalisé Résultat
Controle effectué a l'accouchement O Non O Oui
Controle effectué en suite de couches O Non O Oui O Négatif [QOPositif
Nom, date et signature du médecin ayant effectué I’ examen :
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MOISAN Anaick

Evaluation du procédé de mise en banque d’unités dmng placentaire & usage thérapeutique au sein de

la banque EFS-Rhéne Alpes — site de Saint Ismier.

Th. D. Pharm., UJF Grenoble, 2010, 110 p.

RESUME

La conservation des cellules souches hématopoé&titiSH) du sang de cordon ombilical ou unitésathe
placentaire (USP) a des fins thérapeutiques aliqgén a ouvert l'accés a l'allogreffe & de nombpatients
pour lesquels aucun donneur de moelle osseuse Bagidentifié. Pour répondre au besoin croisddusP

a travers le monde, des banques de sang places¢éasent développées. En France, elles sont reggsup

4

sous le nom de «réseau francais de sang placentdiRFSP). Lors de la mise en banque des USR, les
banques du RFSP doivent respecter les spécificaiimposées par la réglementation francaise, gsi'elle
concernent le préléevement, la transformation oustieckage. En vue d'une demande d’accréditation

internationale, nous avons évalué le procédé de emsanque des USP a usage thérapeutique utilisgira
de la banque de sang de cordon de Saint Ismiet§ltikte de Thérapie Cellulaire et Tissulaire (UMMC
EFS Rhéne Alpes) en réalisant une étude rétrospedti la conformité des USP prélevées par les nitdsy
miniaturisées et congelées dans cette banque, lentfejanvier 2009 et le “ijuillet 2010. L’évaluation 3
porté sur les critéres cliniques et biologiquesrdeses donneuses et des nouveau-nés dont le saogdde
a été prélevé ainsi que sur la qualité des préléugsret le procédé de transformation des USP. Nbdde a
montré que le procédé utilisé a 'TUMTCT permettdiabtenir, a la décongélation, une bonne viabities

cellules mononucléées (87,1 + 6,8%) ainsi qu’unenikorécupération des cellules nucléées totales JCNT

(93,9 + 8,9%) et des CSH-CD34+ (71,0 + 23,2%). ttais parametres, définissant la qualité du greffont
partie des critéres retenus par les centres greff@lautre part, nous avons montré que I'échamtilltilisé
au sein de notre banque, pour réaliser I'ultimetréba qualité lors de la cession d’'une USP, étaiteinent
prédictif du contenu cellulaire (CNT : r = 0,923<@0,001 ; CSH : r = 0,77, p < 0,05) et de la \lithien
cellules mononuclées (r = 0,798, p < 0,05) de I'U&Mninistrée. Nous avons montré que le taux

de

conformité des USP congelées a 'UMTCT (33%) seaditdans la moyenne nationale. Malgré une grande

disparité des volumes prélevés par les 4 materoiggentionnées avec 'UMTCT (moyennes allant d® 50

a 80,6 ml), le contenu cellulaire des USP conseré@,5 + 4,9x1DCNT ; 4,4 + 2,7x1D CSH) était
comparable a ceux obtenus par des banques interalEts accréditées. Notre étude soutient la fa
pertinence du nombre de cellules nucléées totatmst wongélation comme critéere majeur de sélealies)
USP (avec le typage HLA) par les centres greffelirgin, ce travail rend compte des hombreux pareang
gu’il est nécessaire de prendre en compte pouriareélle procédé de mise en banque, le nombre
gualité des USP réceptionnées et propose des giateglioration.

MOTS CLES Cellules souches hématopoiétiques, banque de sacgydbn,
unités degalacentaire a usage thérapeutique, évaluation,
procédé dasmrvation
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