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INTRODUCTION  
Le sang de cordon ombilical contient plusieurs types de cellules souches qui présentent de 

nombreux avantages par rapport aux cellules souches adultes et embryonnaires. Ce sang de 

cordon est devenu porteur d’espoir en thérapie régénérative, domaine qui reste à ce jour au stade 

de la recherche clinique. Parmi ces cellules souches, il a été identifié il y a 30 ans, des cellules 

souches hématopoïétiques (CSH), identiques à celles isolées de la moelle osseuse. Ces CSH sont 

utilisées en routine clinique, pour leur capacité à restaurer les fonctions hématopoïétiques et/ou 

immunologiques.  

La première greffe allogénique apparentée de CSH de sang de cordon a été réalisée en 1988 par 

Gluckman et al. (Gluckman et al.40 ). Aujourd’hui, en l’absence de donneur de moelle osseuse 

(MO) compatible, des allogreffes non apparentées sont proposées comme alternative aux 

allogreffes de CSH médullaires dans plusieurs indications : hémopathies malignes, aplasies 

médullaires, tumeurs solides, hémoglobinopathies ou maladies génétiques (Sullivan129 ). Dès les 

années 1970, ces cellules ont pu être cryoconservées (conservées sous forme congelée) en tant 

qu’unités de sang placentaire (USP), sans altération de leur fonctionnalité (Broxmeyer et al.20 ; 

Rubinstein et al.120 ). Les USP sont alors apparues comme une source facile (prélèvement du sang 

de cordon ombilical à la naissance) et rapidement accessible pour le traitement d’un patient. 

Malgré un nombre de CSH limité (faible volume), les USP ont des avantages non négligeables 

par rapport aux CSH de la MO : un prélèvement sans risque pour la mère et l’enfant, un risque 

moindre d’alloréactivité délétère (GVHD) (Grewal et al.48 ), un accroissement de la diversité 

HLA sur les registres des donneurs de MO (Samuel et al.122 ) et enfin une mise à disposition 

immédiate du greffon. En 2005, des CSH de sang de cordon ombilical provenant de deux 

donneurs différents (double allogreffe d’USP) ont pu être greffées chez un même patient, ce qui a 
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permis d’élargir les indications aux adultes de poids supérieur à 50 kg. L’allogreffe d’USP s’est 

également étendue aux patients âgées et porteurs de comorbidités avec l'utilisation de 

conditionnements d'allogreffe non myéloablatifs (Ballen et al.8 ; Barker et al.13 ; Barker et al.15 ). 

Depuis 2006, les allogreffes d’USP ont ainsi dépassé le nombre d’allogreffes de MO, en 

France151 , en Europe (Gratwohl et al.47 ) et au niveau international (Broxmeyer157 ). Pour 

répondre à ce besoin croissant d’USP à travers le monde, des banques de sang placentaire se sont 

développées.  

En France, ces banques, autorisées par les autorités compétentes, sont regroupées sous le nom de 

« Réseau Français de Sang Placentaire » (RFSP) qui est piloté par l’agence de biomédecine 

(ABM). Elles doivent respecter les critères de qualité ou spécifications imposées par la 

réglementation française et déposer un dossier auprès de l’AFSSAPS. En effet, la prise de greffe 

(définie par le délai de sortie d'aplasie) et la survie après allogreffe d’USP sont fonction d’un 

certain nombre de facteurs : comptabilité HLA entre donneur et receveur, quantité de cellules 

nucléées totales (CNT), nombre et fonctionnalité des CSH (Migliaccio et al.97 ; Prasad et al.107 ; 

Rocha et al.112 ; Goodwin et al.45 ). Les USP, doivent donc respecter des critères de qualité 

stricts, pour être inscrites sur le registre France Greffe de Moelle (FGM) de l’ABM et ainsi être 

disponibles pour tous patients nationaux ou internationaux. Ces exigences de qualité, nationales 

(bonnes pratiques, loi de bioéthique, recommandations du RFSP) ou internationales (WMDA, 

FACT) sont imposées tout au long du procédé conduisant à la mise en banque d’une USP: 

sélection des donneuses, prélèvement, réception, transformation (miniaturisation, congélation), 

contrôles biologiques et stockage. C’est pourquoi, afin de fournir des greffons de qualité, chaque 

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

a donc été d’évaluer le procédé de mise en banque des USP à usage thérapeutique utilisé au sein 
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de la banque de Saint Ismier (Unité Mixte de Thérapie Cellulaire et Tissulaire (UMTCT), EFS 

Rhône Alpes/CHU de Grenoble) et de cibler les points d’amélioration à 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 cordon ombilical achemine chaque jour vers le fœtus 

plus de 300 litres de sang puisant l’oxygène et les nutriments à travers le placenta. Ce cordon, 

attaché au placenta, est le lien vital entre le fœtus et sa mère. Il contient deux artères et une 

veine dans lesquelles circule le sang du cordon ombilical, encore appelé sang placentaire 

(Figure 1).  

 

Le prélèvement de sang de cordon ombilical est un don anonyme, bénévole et gratuit. Il est 

réalisé, uniquement dans les maternités conventionnées avec les banques de sang de cordon, 

par un personnel formé et entraîné afin d’obtenir des USP de bonne qualité. Il a lieu dans les 

minutes qui suivent l’accouchement, lorsque le cordon ombilical vient d’être coupé et que le 

placenta est encore dans l’utérus. Il est réalisé par ponction dans la veine ombilicale, juste 

Figure 1. A) Cordon ombilical constitué d’une veine et de deux artères entourées d’un tissu 
mésodermique appelé « gelée de Wharton » (schéma et coupe histologique). VO : veine 

ombilicale, AO : artère ombilicale. B) Prélèvement de sang de cordon ombilical par ponction de 
la veine ombilicale. 

A) B) 
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après le clampage du cordon, à l’aide d’une aiguille reliée à une poche de prélèvement (Figure 

1). Le volume recueilli est en moyenne de 80 à 100 ml.  

Ce sang de cordon contient de nombreuses cellules souches, c’est-à-dire des cellules capables 

de s’auto-renouveler et de se différentier en plusieurs types cellulaires. Les cellules souches 

hématopoïétiques (CSH), sont les plus connues à ce jour, essentiellement pour leur utilisation 

thérapeutique dans les hémopathies malignes sous la forme d'allogreffe. La découverte de ce 

potentiel thérapeutique et les avancées dans ce domaine seront discutées dans les §2 et 3.  

Plusieurs autres cellules souches composant, entre autre, le microenvironnement de la niche 

hématopoïétique ont par la suite été mises en évidence et étudiées pour leur intérêt 

thérapeutique. Le potentiel du sang de cordon ombilical est 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 cordon 

1.2.1.1.Propriétés 

L'existence de cellules souches embryonnaires dans le sang de 

cordon, appelées cord-blood derived embryonic-like stem cells 

(CBEs) reste à ce jour discutée. Une équipe les a mises en 

évidence dans le sang de cordon ombilical frais et congelé en 

2005 (McGuckin et al.95 ). Ces cellules expriment des 

antigènes spécifiques aux cellules embryonnaires humaines 

(SSE-3 et SSE-4) ainsi que les facteurs de pluripotence Oct-4 

et Nanog, responsables des capacités d’auto renouvellement et de l’absence de différentiation 

de ces cellules. Elles ont une forte capacité de croissance en culture et de différentiation en 

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

hépatocytes, cellules pancréatiques, ostéoblastes, adipocytes, cellules musculaires lisses ou 

Figure 2. Cord Blood 
derived embryonic stem 
cells. (D’après McGuckin et 
al.94 ) 
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cellules endothéliales (McGuckin  et al.94 ). Cependant une seconde équipe a récemment 

démenti le caractère "embryonnaire" de ces cellules en montrant qu’elles ne possédaient pas 

de facteurs de pluripotence (Kogler et al.72 ). 

1.2.1.2.Etat de la recherche préclinique 

Des études de bio-ingénierie tissulaire tridimensionnelle ont montré qu'il était possible de 

produire un tissu d’hépatocytes à partir de CBEs. L’objectif à venir, sera de produire un tissu 

hépatique fonctionnel et transplantable chez l’homme (McGuckin  et al.94 ). 

1.2.2. Les cellules souches mésenchymateuses 

1.2.2.1.Propriétés 

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM), d'origine 

mésodermique, peuvent être isolées chez l’adulte, à partir 

de la MO, du tissu adipeux et du placenta. Elles ont 

également été mises en évidence dans le sang de cordon 

ombilical il y a une dizaine d'années (Erices et al.35 ). Bien 

qu'en moins grande quantité dans le sang de cordon par 

rapport à la MO, les CSM du sang de cordon possèdent 

une capacité de prolifération supérieure (Kern et al.65 ). Elles conservent une morphologie 

fibroblastique (Figure 3), la propriété d'adhérence au plastique et les marqueurs 

phénotypiques qui les caractérisent (CD34-, CD14-, CD45-, HLA-DR-, CD105+, CD90+, 

CD73+). Les CSM de sang de cordon, tout comme celles de MO, ont la capacité de migrer 

vers les zones lésées, possèdent des propriétés immuno-modulatrices par inhibition de la 

prolifération lymphocytaire T (Wang  et al.143 ) et sécrètent des cytokines nécessaires à leur 

rôle de cellules de soutien (Liu et al.84 ). Par contre, leur capacité de différentiation en 

adipocytes est plus difficile, en raison probablement de leur immaturité et de l'absence 

d'adipocytes chez le fœtus (Bieback et al.18 ). A l’inverse, leur capacité de différentiation en 

Figure 3. Cellules souches 
mésenchymateuses issues de 

sang de cordon ombilical. 
Échelle = 200 µm  

(D'aprèsWang et al.143 ). 
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chondrocytes, est plus importante celles de la MO. Cette dernière propriété leur confère un 

potentiel thérapeutique qui a conduit une équipe coréenne à initier un essai clinique de phase 

III. Cet essai évalue l'efficacité et la tolérance de l'injection locale de CSM allogéniques issues 

du sang de cordon ombilical chez des patients atteints d'ostéoarthrite ou de fractures 

(NCT01041001162 ). 

1.2.2.2.État de la recherche préclinique 

Au niveau préclinique, les CSM du sang de cordon ombilical ont montré un bénéfice dans des 

modèles d'ischémie cérébrale chez le chien après injection intra-artérielle (Chung et al.27 ) et 

chez le rat, après injection intracérébrale (Liao et al.81 ). Des résultats encourageants ont 

également été rapportés après administration de ces CSM dans des modèles murins de 

cirrhose (Yan et al.145 ) et de lésions pulmonaires induites (Chang et al.26 ; Moodley et al.98 ). 

Des propriétés de réparation cutanée leur ont également été attribuées, après étude d’une 

application locale de ces CSM au niveau de blessures superficielles induites chez la souris 

(Luo et al.87 ). Concernant leurs propriétés immunomodulatrices, une étude a montré, qu’à 

l’inverse des CSM de la MO, les CSM du sang de cordon ne peuvent pas traiter la GVHD 

occasionnée par l’administration de CSH chez la souris immunodéficiente irradiée. Seul un 

traitement prophylactique pourrait être envisagé, par co-transplantation de ces CSM et de 

CSH (Tisato et al.134 ). 

1.2.2.3.État de l'utilisation clinique 

Au contraire des CSM de la MO et du tissu adipeux pour lesquels plus d’une centaine d’essais 

cliniques ont été effectués dans diverses indications, seules deux études ont rapporté le 

bénéfice de l'administration de CSM du sang de cordon. Une équipe coréenne a publié, en 

2006, le cas d’un jeune patient de 37 ans victime d’une lésion de la moelle épinière. Un mois 

et demi après une injection locale de CSM allogéniques de sang de cordon ombilical, une 

amélioration de la sensibilité et de la motricité avait pu être observée (Kang et al.62 ). 
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L’équipe de Kim et al. a également montré un remarquable bénéfice de l’injection de CSM 

allogéniques issues de sang de cordon ombilical chez 4 hommes atteints de la maladie de 

Buerger, encore appelée thromboangéite oblitérante (inflammation des vaisseaux des 

extrémités conduisant à leur obstruction) (Kim S.W. et al.68 ). Par ailleurs, la tolérance et 

l’efficacité de l’administration de CSM de sang de cordon (Promostem) dans la prévention de 

la réaction du greffon contre l’hôte (GVHD) et la diminution de la durée d’aplasie, après 

allogreffe de CSH est actuellement en cours d’étude chez des enfants atteints de leucémie 

aigüe (NCT00823316162 ). 

1.2.2.4.Perspectives 

Malheureusement, contrairement aux CSM issues de sang de cordon frais, les capacités 

d’expansion ex vivo des CSM isolées de sang de cordon congelé restent discutées (Flynn et 

al.37 ; Lee et al.79 ). C’est pourquoi, avant d’envisager une utilisation thérapeutique de ces 

dernières, il sera nécessaire de trouver une méthode de conservation à long terme qui leur soit 

adaptée. 

Par ailleurs, le tissu du cordon ombilical et le placenta pourraient permettre une production, à 

grande échelle, de CSM ayant un caractère moins immunogène du fait de leur origine fœtale 

(Lu et al.86 ). En France, cette séduisante perspective thérapeutique ouvre un débat éthique et 

organisationnel, concernant le statut juridique des tissus placentaires et les conditions de 

prélèvement de ces tissus149 . Au niveau international, la situation est différente 

puisqu’actuellement, le laboratoire américain Pluristem164, est autorisé, par la Food and Drug 

Administration (FDA), à commercialiser des CSM placentaires allogéniques (PLacental 

eXpanded adherent stromal cells) pour les indications suivantes : maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (PLX-IBD), AVC ischémique (PLX-STROKE), sclérose en plaque 

(PLX-MS) ou encore artériopathie oblitérante des membres inférieurs (PLX-PAD) pour 

laquelle un essai clinique est actuellement en cours (NCT00951210162 ). 
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1.2.3. Les progéniteurs endothéliaux circulants 

1.2.3.1.Propriétés 

Les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) dérivent 

d'un progéniteur commun aux CSH, appelé 

hémangioblaste. Le terme de PEC regroupe les cellules 

d’origine myéloïde et lymphoïde, ayant la capacité de 

proliférer, de se différencier en cellules endothéliales et 

de former, in situ, de nouveaux vaisseaux 

(vasculogénèse). Au niveau phénotypique, ces 

progéniteurs sont caractérisés par les marqueurs CD34+, CD133+ et VEGFR-2. Ils ont un 

important pouvoir de prolifération, de formation de colonies endothéliales (Ingram et al.54 ) et 

sont capables de générer des vaisseaux plus stables et fonctionnels que les PEC issus du sang 

périphérique (Au et al.5 ). Ces cellules présentent donc un réel intérêt en thérapie 

régénératrice, particulièrement dans les pathologies ischémiques. D’autant plus qu’il a été 

rapporté qu’un faible taux de PEC fonctionnels était corrélé à un accroissement du risque 

cardiovasculaire chez l’homme sain (Hill  et al.51 ).  

1.2.3.2.État de la recherche préclinique 

Leur bénéfice a d'ailleurs pu être montré par une amélioration de la revascularisation, après 

administration intramusculaire dans des modèles animaux d’ischémie des membres inférieurs 

(Kalka et al.60 ; Yang C. et al.146 ) et après administration intraveineuse (IV) dans des modèles 

d'infarctus du myocarde (Leor et al.80 ). Récemment, une étude a également montré leur 

bénéfice sur la revascularisation et la cicatrisation de blessures induites chez la souris 

diabétique (Kim J.Y. et al.67 ). Contrairement aux CSM, les PEC peuvent être produits à partir 

de sang de cordon ombilical cryoconservé sans que cela n’affecte leurs propriétés 

fonctionnelles (Jang et al.57 ; Vanneaux et al.138 ). Mais bien que l’idée d’une utilisation 

Figure 4. Colonie de progéniteurs 
endothéliaux (×200).  
(D'après Hill et al.51 ). 
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thérapeutique à partir de sang de cordon conservé au sein des banques soit très attractive, 

aucun essai clinique utilisant des PEC issues du sang de cordon n'a, à 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 de cordon ombilical sont caractérisés par 

l'expression des marqueurs CD4, CD25, FoxP3, un faible niveau de CD127 et l’absence de 

sécrétion d'IL-2, d'IL-4 et d'IFNγ après stimulation. L’activité suppressive de ces LTreg est 

plus puissante et plus constante que celle des LTreg issus de l’adulte. Malheureusement, seuls 

3 à 7,5×106 lymphocytes T-reg peuvent être isolés à partir de sang de cordon congelé, ce qui 

n'est pas suffisant pour envisager une application chez un patient pour lequel la dose requise 

est d'environ 1×107 à 1×108/kg (Godfrey et al.43 ).  

1.3.1.2.État de la recherche clinique et préclinique  

C'est pourquoi, des méthodes d'expansion des Ltreg du sang de cordon sont actuellement à 

l'étude. La culture de ces lymphocytes à l'aide de molécules de co-stimulation (anti-CD3, anti-

CD28 ou la rapamycine) ou leur co-culture avec des cellules génétiquement modifiées pour 

présenter des molécules de co-stimulation, permettent d’augmenter les taux de production de 

LTreg capables de maîtriser la réaction du greffon contre l’hôte (GVHD) chez l’animal. 

(Tolar et al.135 ). Par ailleurs, l’administration de lymphocytes Tregs, produits in vitro à partir 

de CSH de sang de cordon (Hutton et al.52 ), a été bien tolérée, lors d’un essai clinique de 

phase I, chez des patients recevant une double allogreffe d'USP dans le cadre d'hémopathies 

malignes (Stroncek et al.128 ). Désormais, des études de dose sont en cours pour optimiser ce 

type de traitement dans la prise en charge de la GVHD (NCT00376519162, NCT00602693162). 
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1.3.2. Les cellules mononuclées totales 

Du fait de leur vaste capacité de différentiation, les cellules mononuclées du sang de cordon 

ombilical suscitent de nombreux espoirs en thérapie régénérative. La revue exhaustive de T. 

Harris discute les différentes indications actuellement à l’étude : neurologiques (accident 

vasculaire cérébral, traumatisme crânien, infirmité motrice cérébrale), orthopédiques, le 

diabète juvénile ou encore la surdité (Harris49 ).  

2. L’allogreffe de CSH 

Actuellement, les allogreffes de CSH sont essentiellement utilisées pour le traitement des 

hémopathies malignes. Dans cette indication, le rôle du greffon est double. Tout d’abord, les 

CSH vont permettre la production des différentes lignées sanguines, préalablement éradiquées 

par le conditionnement de greffe chez le receveur (cf. §3.2). Deuxièmement, les lymphocytes 

du greffon vont jouer un rôle mixte : un effet bénéfique, médié par la "réaction du greffon 

contre la leucémie" (GVL), i.e. la destruction des cellules cancéreuses résiduelles, 

contrebalancé par un effet néfaste dû à la réaction du greffon contre l’hôte (GVHD), i.e. la 

réaction des lymphocytes du donneur contre les cellules saines du receveur (Weiden et al.144 ). 

Avant la loi de bioéthique de 2004, les cellules souches hématopoïétiques (CSH) étaient 

assimilées aux organes, en termes de législation. Désormais, le régime des CSH est codifié 

dans la partie IV « Tissus, cellules, produits du corps humain et leurs dérivés » du livre II 

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

2.1.  Les différentes sources de CSH 

La loi ne distingue pas les trois types de CSH (médullaires, du sang périphérique, du sang de 

cordon ombilical) au regard de la greffe. Aucune distinction n’existe non plus entre elles au 

regard de leur préparation, leur conservation, leur distribution et leur cession qui doit être 
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réalisée au sein d'établissements autorisés par l'AFFSAPS. Cette autorisation ne peut être 

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

Cependant, le statut des CSH issues du sang de cordon n’a évolué que très récemment avec la 

parution, en 2010, de la circulaire DGS/DHOS/PP4/O4 No 2010-17152 . Avant, ces cellules ne 

disposaient pas d'un statut juridique propre et leur prélèvement était régi par les dispositions 

relatives aux résidus opératoires (Article L1245-2 du CSP). Un consentement explicite des 

mères donneuses n'était donc pas nécessaire.  

2.1.1. CSH médullaires et du sang périphérique 

Suite à la démonstration de l’intérêt thérapeutique d’une greffe syngénique de CSH 

médullaires (greffon provenant d'un jumeau) chez l’animal, au début des années 1950, 

(Lorenz et al.85 ), le même type de greffe a été réalisé pour la première fois chez l’homme en 

1959 par l'équipe de Thomas et al., (Thomas et al.133 ). Peu de temps après, les greffes 

allogéniques non apparentées ont vu le jour au début des années 1960, lorsque le système 

HLA (Histocompatibility Leucocyte Antigen) a été mis en évidence et que son typage a été 

rendu possible (Dausset et al.29 ). Le développement de ce type de greffe a conduit à la 

création des registres nationaux de donneurs de moelle dans les années 1985. Le registre 

France Greffe de Moelle (FGM) de l’agence de biomédecine a été le premier registre 

accrédité par l’association mondiale des registres de donneurs de MO (WMDA) en mai 2004. 

Chaque année, de nouveaux registres informatisés rejoignent le réseau international appelé 

International Marrow Donor Information System (IMDS), accroissant ainsi la rapidité d'accès 

aux informations des volontaires inscrits dans le monde. Les allogreffes de CSH médullaires 

ont alors connu un développement considérable dans les années 1990, avec un élargissement 

des indications à une majorité de pathologies malignes et quelques pathologies non malignes 

telles que les anémies, les déficits immunitaires congénitaux et plus rarement certaines 

tumeurs solides (Gratwohl  et al.47 ; Kernan et al.66 ). 
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Cependant, ce type de greffe présente un inconvénient majeur qui est celui du prélèvement de 

MO. Ce dernier n’est pas sans risque puisqu’il est relativement invasif et nécessite une 

anesthésie générale du donneur.  

Les cellules souches de la MO passent continuellement en petites quantités dans la circulation 

sanguine générale, faisant du sang périphérique une source appropriée de CSH (Fliedner et 

al.36 ). Ces cellules sont prélevées par cytaphérèse après une mobilisation dirigée par 

administration d’un facteur de croissance. Depuis les années 1980, les greffes autologues de 

cellules souches issues du sang périphérique (CSP) se sont développées et les premières 

greffes allogéniques ont été réalisées, avec succès, en 1995 (Schmitz et al.124 ). Ce type de 

greffe a montré un bénéfice en terme de survie à long terme chez les patients atteints 

d’hémopathies malignes (Friedrichs et al.39 ; Powles106 ) et leur nombre a dépassé celui des 

allogreffes de MO, depuis 2005 en France 151 . Par rapport aux CSH de la MO, les CSP 

induisent une reconstitution plus rapide de l'hématopoïèse mais un risque accru de GHVD en 

raison d’un nombre de lymphocytes T plus élevé 161 . Cette complication est d'autant plus 

fréquente et intense que la compatibilité HLA est partielle entre donneur et receveur (Beatty16 

; Petersdorf105 ). Or, le polymorphisme extrême du système HLA et la nécessité d'une 

compatibilité HLA stricte entre donneur et receveur limite considérablement le nombre de 

patients pouvant bénéficier d'une allogreffe de CSH, en particulier chez les minorités 

ethniques (Beatty et al.17 ). Actuellement, seuls 30% des patients auraient un donneur HLA 

compatible et la moitié finirait par trouver un donneur acceptable (Johansen et al.59 ; Sanz123 ). 

Qui plus est, le processus complet d'identification d'un donneur (interrogation des registres de 

donneurs volontaires, prélèvement et acheminement du greffon) prend environ 4 mois pour la 

MO et 6 semaines pour les CSP (Barker et al.12 ; Johansen  et al.59 ; Sullivan129 ). Ce délai 

restreint la prise en charge des patients, empêche le recours à une allogreffe de CSH dans les 

situations d'urgence et conduit au décès de près de 20% des patients avant la greffe. C’est 
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pourquoi, dans les années 1970, des équipes se sont tournées vers le sang de cordon ombilical 

comme source potentielle de CSH. Les CSH du sang de cordon ombilical sont en effet une 

ressource universelle et facilement disponible dans un délai de moins de 2 semaines (Barker 

et al.11 ).  

2.1.2. CSH du sang de cordon ombilical 

Les CSH, de part leur multipotence (auto-

renouvellement et différentiation dans toutes les 

lignées cellulaires sanguines), permettent la 

genèse et le maintien du processus 

d'hématopoïèse dès la vie fœtale. Ce processus 

consiste en la production de toutes les lignées 

cellulaires sanguines et débute in utero, à 3-4 

semaines de gestation: une hématopoïèse extra-embryonnaire s'initie de façon autonome dans 

le sac vitellin, en même temps qu'au sein d'une région embryonnaire, d'origine mésodermique, 

adhérente à l'aorte (aorta-gonad-mesonephros). Ces deux sources autonomes, permettent de 

constituer un pool de CSH qui va coloniser, au cours du développement embryonnaire, les 

réservoirs essentiels au développement de l'hématopoïèse adulte : transitoirement le foie et la 

rate puis progressivement la MO où elle s'y déroulera exclusivement, dès la naissance et 

durant toute la vie (Durand et al.31 ) (Figure 6).  

Figure 5. Cellules souches 
hématopoïétiques isolées de sang de cordon 

ombilical. (D'après Mayani et al.92 ). 
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L'hématopoïèse se caractérise par la différentiation des CSH en progéniteurs des différentes 

lignées sanguines (plaquettes, érythrocytes, monocytes, polynucléaires, lymphocytes et 

cellules dendritiques). Chaque étape est définie par des modifications phénotypiques 

(expression de molécules membranaires) et fonctionnelles des cellules (Figure 7).  

 

Figure 7. Différentiation cellulaire à partir d'une cellule souche hématopoïétique au cours du 
processus d'hématopoïèse. 

Cellule Souche Hématopoïétique

MYELOPOIESE LYMPHOPOIESE

Progéniteur
lymphoïde

Progéniteur myéloïde

CFU-GEMM

BFU-E

CFU-E CFU-G

CFU-GM

CFU-M

MonoblasteMyéloblaste
Erythroblaste

Erythrocyte
Eosinophile Neutrophile Basophile Monocyte

Megacaryocyte

Plaquettes Cellule dendritique 
myéloïde

Cellule dendritique 
plasmacytoïde

Lymphocyte T

Lymphocyte B

Cellule NK

CFU-Mk

CD34+, CD45RA-, CD90+, CD71-

CD34+, CD45RA- , CD90+, CD15+

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

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

CD38+

CD34+, CD61+
CD33+, HLA-DR+

CD34+, CD38+,
CD45RA+, 

CD13+, CD33+

CD34+, CD15+, 
CD13+, CD33+, CD38+

CD34+, CD38-, CD33-, CD45RA-

CD34+, CD20+
CD19+-

CD34+, CD3+
CD4/8+-

Figure 6. Localisation du processus d'hématopoïèse au cours du développement embryonnaire 
(D’après Bron et al.19 ). 
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Les CSH du sang de cordon ou USP sont prélevées, avant la délivrance, à partir du sang 

résiduel dans le cordon ombilical, par ponction de la veine ombilicale. Les conditions dans 

lesquelles se déroule le travail lors de l'accouchement, la durée de gestation, l'origine 

ethnique, le poids et le sexe de l'enfant influent sur la quantité de cellules recueillies. Le 

nombre de cellules recueillies est d’autant plus élevé que la durée de gestation est prolongée, 

le poids du nouveau-né élevé. Il augmente également lorsque la délivrance est faite par voie 

basse et que le sang de cordon est prélevé avant la délivrance placentaire (Solves et al.126 ; 

Yang H. et al.147 ). Ce prélèvement ne porte préjudice ni à la mère, ni à l’enfant, dans la 

mesure où la fonction des CSH circulant dans le cordon ombilical reste à ce jour inconnue. 

Leur présence pourrait résulter d’une migration depuis la MO et servir à étendre le volume du 

tissu hématopoïétique en fin de gestation et après la naissance, lorsque le foie cesse toute 

fonction d’hématopoïèse (Kalpaktsoglou et al.61 ; Knudtzon70 ).  

Il y a maintenant 30 ans que les CSH ont été découvertes dans le sang de cordon ombilical. Ce 

sont des cellules mononuclées, de petite taille et de faible densité. Le marqueur de surface qui 

les caractérise est l'antigène CD34+, une glycoprotéine de membrane de 90-120 kD, mise en 

évidence dans les années 1990 (Civin28 ; Mayani  et al.92 ). Les CSH représentent 0,15 à 0,8% 

des CNT du sang de cordon et sont donc en proportion quasi-identique à celle de la MO (1% 

des CNT de la MO) (Kinniburgh et al.69 ). Mais étant donné son faible volume, le sang de 

cordon ombilical contient moins de CSH (en moyenne 0,12×106 CD34+/kg) que la MO 

(2,8×106 CD34+/kg) ou le sang périphérique (7×106 CD34+/kg) (Goldstein et al.44 ).  

Au niveau fonctionnel, les CSH du sang de cordon se multiplient 10 à 20 fois plus que celles 

de la MO et sont capables de générer, in vitro, les progéniteurs des différentes lignées, 

notamment monocytaires et granuleuses en plus grande quantité (Mayani  et al.92 ) (Figure 8). 

L'utilisation d’un support de culture semi-solide (méthylcellulose) et de facteurs de croissance 

hématopoïétiques ont permis de mettre en évidence ces différents précurseurs (Figure 7):  
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− les CFU-GEMM , capables de générer de très grandes colonies composées de cellules 

granuleuses et macrophagiques ainsi que de cellules érythroïdes. 

− les BFU-E (burst forming unit erythroid), capables de générer des foyers de colonies 

érythroïdes. 

− les CFU-E, (colony forming unit erythroid), précurseurs plus matures que les BFU-E 

capables de générer des petites colonies érythroïdes.  

− les CFU-GM  capables de générer des colonies granuleuses et macrophagiques. 

− les CFU-G et les CFU-M , plus matures que les CFU-GM et capables de générer 

respectivement des colonies de granulocytes et des colonies de macrophages.  

 

2.2. Avantages des CSH issues du sang de cordon  

Le prélèvement de sang placentaire ne présente aucun risque, ni pour la mère ni pour le 

nouveau-né puisqu’il ne nécessite aucune anesthésie. Ses modalités, selon un don anonyme, 

gratuit et bénévole, ont permis d’accroitre la diversité HLA sur le registre des donneurs, 

favorisant l’accès à la greffe des minorités ethniques, sous-représentées dans les registres de 

donneurs adultes (Beatty  et al.17 ; Samuel  et al.122 ).  

A degré de compatibilité égale, le risque d’alloréactivité délétère (GVHD) est inférieur à celui 

observé après une allogreffe de CSH médullaires (Grewal  et al.48 ). Ceci est probablement lié 

Figure 8. Comparaison des caractéristiques fonctionnelles des CSH issues du sang de cordon et de la MO 
(D'après Mayani  et al.92 ). UCB : unité de sang placentaire, BM : moelle osseuse, HPC: progéniteur 

hématopoïétique 
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à l’état naïf des lymphocytes et des cellules dendritiques du sang de cordon. Ce risque 

moindre de GHVD autorise donc une plus grande disparité HLA entre donneur et receveur. 

D’autant plus que ces disparités (1 à 2 allèles) peuvent être compensées en augmentant la dose 

de CNT administrées (Rocha et al.112 ).  

Il existe peu de risque de transmission d'infections virales car le donneur a un système 

immunologique très immature et le risque de contact avec un agent infectieux est limité 

durant la gestation. 

Enfin, le contexte microbiologique optimisé et l’absence de délai pour réaliser les sérologies 

et la qualification du donneur autorisent une mise à disposition immédiate du greffon.  

2.3. Inconvénients des CSH issues du sang de cordon  

Le faible nombre de CSH au sein du greffon limite l’accès à la greffe pour de nombreux 

adultes. Ce nombre limité de CSH au sein des USP conduit à un retard de reconstitution de 

l’hématopoïèse (neutrophiles > 0,5G/L: 24 jours; plaquettes > 20 G/L: 52 jours) par rapport 

à la MO (neutrophiles: 19 jours; plaquettes: 28 jours) et aux CSP (neutrophiles: 14 jours; 

plaquettes: 19 jours) (Eapen et al.32 ; Rocha et al.112 ) (Figure 9).  

L’état naïf du donneur sur le plan de l’immunité antimicrobienne est associé à un risque accru 

de complications infectieuses chez le receveur. 

La greffe d’USP ne permet pas d’envisager facilement le prélèvement des lymphocytes chez 

le donneur en vue d’une transfusion ultérieure chez le receveur en cas de rechute. Enfin, il 

existe une possibilité (rare) de transmission de maladies tumorales ou génétiques, non 

détectées lors du prélèvement ou non transmises à la banque avant la cession du greffon.  
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2.4. Historique des allogreffes d’USP 

2.4.1. Allogreffes apparentées 

Au début des années 70, Knudtzon montra pour la première fois que le sang de cordon 

ombilical, recueilli à la naissance, était une source importante de CSH, en proportion proche 

de celles isolées à partir de MO humaine (Knudtzon70 ). Ces premiers résultats ont été le point 

de départ des essais de greffe syngénique de sang de cordon. La première publiée dans le 

monde scientifique a été réalisée en 1972 chez un enfant atteint de leucémie. Même si cet 

essai n'a pas permis une reconstitution hématopoïétique à long terme, un changement 

transitoire du groupe sanguin du receveur a pu être mis en évidence. Cette observation a été le 

fondement du potentiel des CSH du sang de cordon à recoloniser transitoirement la MO du 

receveur (Ende et al.34 ). Par la suite, des études ont confirmé, in vitro, qu'avec un volume 

suffisant de sang de cordon collecté, le nombre de CSH obtenues pouvait permettre la 

reconstitution hématopoïétique d’un patient. L'usage de cette source de CSH a alors pu être 

envisagée dans les hémopathies malignes (Broxmeyer et al.20 ; Wagner et al.141 ). Quelques 

Figure 9. Probabilités de sortie d'aplasie (A) polynucléaires neutrophiles et (B) plaquettes, selon 
la source de CSH (D'après Eapen et al.32 ) 

A) 

 

 

 

 

B) 
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années plus tard, le premier succès à long terme d'allogreffe de CSH de sang de cordon 

apparentée a été rapporté par Gluckman et al., en 1988 chez un enfant atteint d'une anémie de 

Fanconi (Gluckman et al.40 ). Les essais d’allogreffe apparentées de CSH de sang de cordon 

se sont ensuite poursuivis, essentiellement chez les enfants atteints de pathologies aussi bien 

malignes que non malignes. Par analyse de ces premières greffes, la quantité de CSH d’un 

sang de cordon apparenté semblait suffisante et le risque de GVHD moindre par rapport aux 

allogreffes de MO (Rocha et al.114 ; Wagner et al.142 ).  

2.4.2.Cryoconservation et allogreffes non apparentées 

A la suite de ces premières expériences cliniques, les travaux de Koike, au Japon (Koike73 ) et 

de Boyse, aux Etats-Unis (Boyse et al.155 ) ont fait évolué le devenir des CSH issues du sang 

de cordon. Ils ont montré que ces cellules pouvaient être cryoconservées sans que leur 

viabilité ni leurs capacités de prolifération ne soient affectées. Les méthodes de 

cryoconservation ont évolué et la création de "réserves" de CSH de sang de cordon sous 

forme congelée, encore appelées unités de sang placentaires (USP), est alors apparue comme 

une solution pratique de mise à disposition rapide de CSH allogéniques (Broxmeyer et al.20 ; 

Harris et al.50 ; Rubinstein et al.119 ). La première banque allogénique d'USP a vu le jour à 

New York en 1991 et fourni les premières USP cryoconservées destinées à des allogreffes 

chez des enfants atteints de leucémie (Rubinstein et al.121 ).  

2.5. Indication des allogreffes d’USP 

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

apparentées sur un plus grand nombre de patients (Rubinstein et al.117 ), enfants (Gluckman et 

al.41 ; Kurtzberg et al.74 ; Rubinstein et al.118 ) et adultes (Laughlin et al.77 ; Ooi et al.102 ; 

Sanz123 ) atteints essentiellement d'hémopathies malignes.  
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Seules, quelques études, non randomisées, ont comparé les deux sources de CSH (USP et 

MO), chez des enfants et des adultes atteints d’hémopathies malignes. Ces essais ont montré 

un taux identique de prise de greffe et de survie, avec un retard de sortie d’aplasie et un risque 

moindre de GVHD pour les USP (Atsuta et al.4 ; Barker et al.9 ; Barker et al.10 ; Eapen et al.33 

; Jacobsohn et al.56 ; Rocha et al.110 ; Takahashi et al.131 ).  

Finalement, au vu des résultats de ces différentes études, l'allogreffe d'USP non apparentée est 

apparu comme étant 1) la ligne thérapeutique de choix chez les enfants, atteints de leucémie, 

pour lesquels un donneur de MO est introuvable (Rocha et al.113 ) et 2) une alternative 

possible à une allogreffe de CSH médullaire avec disparités HLA chez l'adulte présentant une 

hémopathies malignes (Kobayashi et al.71 ; Lane75 ; Ooi101 ). 

Désormais, l'allogreffe d'USP est proposée dans 85 indications qui sont majoritairement celles 

des allogreffes de CSH médullaires (Figure 10). Les USP peuvent être proposées en tant que 

cellules de remplacement médullaires dans les maladies d’origine médullaire, de type 

hémoglobinopathies ou aplasies médullaires. Dans le cas des leucémies aigües ou des 

lymphomes, c’est l’effet GVL sur les cellules tumorales qui est recherché.  



34 

 

 Ainsi, dès qu'une indication d'allogreffe de CSH est posée, le processus de recherche d’un 

donneur non apparenté pour allogreffe de CSH, tel que décrit ci-dessous, est mis en place 

(Figure 11). 

Figure 10. Répartition du nombre d’allogreffe de CSH (%) selon l’indication, en France, en 2008 
(CSH médullaires et USP). Source : Rapport national 2008 Agence de Biomédecine150 . 

Indications Répartition des allogreffes de CSH 
en France en 2008 (%)

Hémopathies malignes

Leucémie aigüe lymphoblastique
Très haut risque et rechutes

18,20

Leucémie aigüe myéloblastique
Très haut risque et rechutes

35,80

Leucémie myéloïde chronique
Rechutes

3,00

Leucémie lymphoïde chronique 3,10

Maladie de Hodgkin
Stade avancé et rechute

2,30

Lymphome non hodgkinien 10,10

Myélome multiple 5,60

Myélodysplasie 8,30

Maladies génétiques

Aplasies médullaires
Anémie aplastique, anémie de Fanconi, anémies auto-immunes (Evans)

3,80

Hémoglobinopathies
Thalassémies, drépanocytose, formes sévères

2,30

Déficits immunitaires congénitaux
Syndrome de Wiscott Aldrich

Histiocytoses
Langerhansienne , lymphohistiocytosehémophagocytaire

Maladies métaboliques
Mucopolysaccharidose (Hurler), maladies lysosomales (Krabbe)

Tumeurs solides 0,80
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Depuis 2006, le succès des allogreffes d’USP non apparentées est manifeste puisqu’elles ont 

dépassé le nombre d’allogreffes de MO, en France (40% des allogreffes de CSH en 2008151 ), 

en Europe (13 % des allogreffes de CSH en 2008) (Gratwohl et al.47 ) et au niveau 

international (Broxmeyer157 ) (Figure 12).  

 
Figure 12. Nombre de greffes de CSH réparti par source cellulaire en France (1995-2008). 

(D’après Katz et al.63 ) 

En 2006, plus de patients greffés avec des USP qu’avec de la MO

En 2008, 254 patients greffées avec des USP vs192 avec de la MO

Moelle osseuse CSP USP

Démonstration  faisabilité greffe « double USP »

Figure 11. Processus de recherche d’un donneur non apparenté pour allogreffe de CSH. CSH : 
cellules souches hématopoïétiques, USP: unités de sang placentaire, MO : moelle osseuse, CSP: 

CSH du sang périphérique (Adapté de Grewal et al.48 ). 

Indication de recherche d’un 
donneur non apparenté de CSH

Donneur de MO/CSP  
HLA compatible 6/6 

identifié

Continue recherche donneur MO/CSP Allogreffe d’USP

Allogreffe de MO

USP compatible identifiée (4/6 - 6/6)

Indication 
d’allogreffe 

urgente

Allogreffe de MO/CSP 
privilégiée

OU indication non urgente

Aucun donneur de 
MO/CSP  identifié

Rediscussion de l’option  USP

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

Recherche simultanée d’un donneur de MO/CSP et d’USP
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Dès 1998, plusieurs facteurs ont été reconnus comme influençant fortement le devenir des 

patients après une allogreffe de CSH de sang de cordon. La dose de cellules nucléées totales 

(CNT) et le degré compatibilité HLA entre donneur et receveur sont fortement prédictifs du 

taux de survie. Mais plusieurs études ont montré que le nombre de cellules CD34+ et de 

progéniteurs CFU-GM était également prédictif du délai de sortie d'aplasie et des taux de 

mortalité et de survie après allogreffe d’USP (Rocha et al.112 ; Iori et al.55 ; Migliaccio et al.97 

; Prasad et al.107 ; Wagner et al.140 ; Yoo et al.148 ). 

Les recommandations du groupe Eurocord concernant le choix d'une UPS tiennent compte, en 

priorité, du nombre de CNT contenues dans le greffon, du type de pathologie et du degré de 

disparité HLA entre donneur et receveur (Tableau I) (Rocha et al.112 ). A ce jour, le nombre de 

cellules CD34+ n'est pas dans le critère de choix principal d'un greffon. Il n'est pas fourni par 

toutes les banques de sang de cordon lors de l'inscription sur le registre des donneurs, 

notamment pour les USP qui ont été congelées il y a plus de 10 ans.  
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Tableau I . Algorithme de choix d'une USP selon le nombre de disparités HLA, la dose cellulaire et 
le diagnostic (Adapté de Rocha et al.112 ). 
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3. Avancées dans l’allogreffe d’USP 
Depuis plusieurs années, de nombreuses équipes travaillent sur des méthodes permettant de 

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

3.1.  Double allogreffe d’USP 

En 2005, Barker et al. ont démontré que des USP provenant de deux donneurs différents 

(double USP) pouvaient être greffées chez un même patient (Barker et al.13 ). Les doubles 

allogreffes d'USP, permettent de remédier aux faibles doses de CNT contenues dans les USP. 

Elles induisent une bonne prise de greffe, un faible taux de mortalité et une survie similaire à 

ceux observés après une allogreffe de CSH provenant des autres sources (Brunstein et al.24 ). 

De plus, la double allogreffe d’USP semble diminuer le risque de rechute et potentialiser 

l'effet GVL par rapport à une simple allogreffe (MacMillan et al.89 ; Rodrigues et al.115 ; 

Verneris et al.139 ). Les doubles allogreffes d’USP sont donc une alternative de choix chez les 

patients atteints d’hémopathies malignes, pour lesquels aucun donneur de MO et aucune USP 

contenant un nombre suffisant de CNT n’ont pu être trouvés (Brunstein et al.23 ). Elles 

permettent d’augmenter la dose de CSH administrées et donc d’élargir les indications aux 

adultes de poids supérieur à 50 kg, en association avec un conditionnement myéloablatif ou 

non (Barker et al.13 ; Barker et al.15 ). Ainsi, depuis 2006, le nombre de ces doubles 

allogreffes d’USP a dépassé celui des simples allogreffes d’USP en France (54% des 

allogreffes d’USP en 2008). Le mécanisme par lequel se fait la reconstitution hématopoïétique 

à partir de deux USP de donneurs différents reste encore mal compris, même si la majorité des 

receveurs présentent un chimérisme résultant de la prédominance d’une USP par rapport à 

l’autre (Barker et al.13 ). Actuellement seuls deux essais cliniques multicentriques randomisés 

de phase III, dont un initié en France, ont pour objectif d’évaluer le bénéfice d'une double 

allogreffe d’USP par rapport à une simple allogreffe d’USP, chez des enfants et des jeunes 
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adultes atteints de leucémies aigües et de myélodysplasies (NCT01067300 et 

NCT00412360162 ).  

3.2.  Conditionnements d’allogreffe 
Le conditionnement est le traitement administré avant l'allogreffe de CSH. Il a pour buts 

d'induire une immunosuppression +/- une myélosuppression chez le receveur afin de 

permettre la prise de l'allogreffe et de détruire la majorité des cellules pathologiques. À l'heure 

actuelle, il existe différents types de conditionnements d'allogreffe de CSH dont le choix se 

fait selon plusieurs critères : l’âge du patient, les comorbidités associées, le statut (rémission 

ou non) et le type d’hémopathie. 

3.2.1. Conditionnement myéloablatif 

Le conditionnement myéloablatif, précédant l'allogreffe de CSH a pour objectifs: d’éradiquer 

les cellules sanguines cancéreuses (myélosuppression), d’induire une immunosuppression 

chez le receveur afin de permettre l’allogreffe et d’augmenter la réponse immunitaire anti-

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

Ces conditionnements peuvent être à base d'irradiation corporelle totale, associée à une haute 

dose de chimiothérapie et à un traitement immunosuppresseur, au prix d'une forte toxicité. 

Des conditionnements non irradiants, à base de hautes doses de drogues cytotoxiques ont par 

la suite été développés afin de limiter cette toxicité, avec un avantage de la fludarabine sur le 

taux de survie (Gluckman et al.42 ). Mais le risque de complications infectieuses (délai de 

sortie d'aplasie) et tumorales (effets secondaires de la chimiothérapie) n'encourage pas leur 

utilisation chez des patients non susceptibles de les supporter. En effet, on sait que le taux de 

morbidité et de mortalité, après un conditionnement myéloablatif, est particulièrement élevé 

chez les patients de 50 à 60 ans (Brunstein et al.24 ). 
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3.2.2. Conditionnement non myéloablatif 

Les conditionnements d'allogreffe non myléoablatifs ou atténués sont alors apparus, dès la fin 

des années 1990. À la différence des conditionnements myéloablatifs, ils sont essentiellement 

immunosuppresseurs et très peu myélosuppresseurs. Ils favorisent l’effet GVL des cellules 

immunocompétentes du donneur tout en diminuant la toxicité liée au traitement. Après un 

conditionnement non myéloablatif, les taux de survie et le risque de GVHD aiguë et 

chronique sont comparables après une allogreffe d'USP et une allogreffe de MO (Majhail et 

al.90 ). Associé à une double greffe d’USP, ce type de conditionnement a montré des résultats 

encourageants chez l’adulte atteint de leucémie (Barker et al.14 ) et de lymphomes de bas 

grade (Brunstein et al.24 ) en raccourcissant la durée d'aplasie d'1 à 2 semaines par rapport à 

une allogreffe d'USP classique, sans diminuer le taux de prise de greffe (Rocha et al.111 ). Ce 

type de conditionnement, associé à une double allogreffe d'USP est donc particulièrement 

adapté aux patients âgés ou porteurs de comorbidités, pour lesquels aucun donneur compatible 

de MO ou d'USP contenant un nombre suffisant de CNT n'a pu être identifié.  

En France, depuis 3 ans, le nombre d’allogreffes à conditionnement d’intensité réduite à 

rejoint celui des allogreffes à conditionnement myéloablatif et représente 50,7% des 

allogreffes de CSH.  

Avant de pouvoir proposer ce type de conditionnement aux personnes jeunes, aptes à 

bénéficier d'un conditionnement myéloablatif, il est indispensable que des essais cliniques 

comparatifs d’envergure soient initiés dans ce type de population.  

3.3.  Expansion ex vivo des CSH 

L'expansion ex vivo des CSH, à partir de sang de cordon, est apparue comme un moyen 

intéressant d'augmenter le nombre de CSH disponibles à partir d’une USP et pourrait servir 

d'alternative à la double greffe d'USP.  
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L'adjonction de CSH de sang de cordon amplifiées ex vivo, à l'administration d'une USP 

contenant un faible nombre de CNT, semble accélérer la reconstitution hématopoïétique 

(Pecora et al.104 ).  

La faisabilité de l'administration de ce type de CSH a été confirmée chez 27 patients atteints 

d'hémopathies et de maladies héréditaires, au cours desquelles seules 3 greffes ont échoué 

(Jaroscak et al.58 ).  

Une des méthodes d'expansion décrite dans la littérature, consiste à utiliser des milieux de 

cultures supplémentés en une combinaison de plusieurs cytokines, parmi lesquelles le stem 

cell factor (SFC), l'IL-3, l'IL- 6, le G-CSF, le Flt-3 ou la thrombopoiétine (TPO), facteur de 

croissance de différentiation plaquettaire. Mais la combinaison optimale de cytokines n'a pas 

encore été définie (Kelly et al.64 ). Plusieurs modifications du milieu de culture ont été 

étudiées : les milieux de culture sans sérum, l'utilisation d'agents capables de moduler la 

prolifération et la différentiation des CSH (tetraethylene-pentamine, histone déacétylase) et de 

maintenir la pluripotence des progéniteurs (inhibiteur de la glycogène synthase).  

Plus récemment, une méthode utilisant un ligand de Notch-1 au sein du milieu de culture a été 

développée et testée cliniquement par l'équipe de Delaney et al.. Notch-1 est un récepteur 

permettant d'augmenter l'auto-renouvellement des CSH. L'administration de CSH de sang de 

cordon amplifiées par cette méthode de culture, associée à celle de CSH non manipulées, a 

permis d’accélérer la reconstitution hématopoïétique chez la souris immunodéficiente et chez 

10 patients atteints d'hémopathies malignes (Delaney et al.30 ). Cette même équipe est 

actuellement en train de vérifier ces résultats sur un plus grand nombre de patients 

(NCT00343798162 ). 

Un essai clinique de phase II, initié par le CHU de Bordeaux a pour objectif d'évaluer la 

faisabilité, la tolérance mais aussi le coût de l’administration de telles CSH chez des patients 

atteints d'hémopathies malignes (NCT01034449162 ).  
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Un autre type d'expansion consiste à cultiver les CSH de sang de cordon avec des CSM. Cette 

méthode permet d'augmenter de 20 à 40 fois le nombre de CSH en culture (McNiece et al.96 ). 

En effet, les CSM sont les cellules stromales qui composent, en partie, le microenvironnement 

des CSH in vivo, au sein des niches hématopoïétiques, aussi bien dans la MO que dans le sang 

de cordon ombilical. En culture, les CSM pourraient donc restaurer les interactions 

nécessaires à un renouvellement optimal des CSH au sein de leur environnement (Bakhshi et 

al.6 ). Cette dernière méthode d'expansion a permis de diminuer le délai de sortie d’aplasie 

chez 5 patients atteints d’hémopathies malignes (Lima et al.83 ) et est actuellement en cours 

d’essai chez des patients atteints de syndromes myélodysplasiques et de leucémies 

(NCT00498316162 ). 

Malheureusement, même si chacune de ces méthodes d'expansion a montré des résultats 

satisfaisants, l'absence d'essais cliniques d'envergure ne permet pas de conclure quant à 

l'avantage de l'une ou l'autre pour une utilisation en routine clinique.  

3.4.  Co-transplantation CSM/CSH 

Lorsque le nombre de CSH administré est faible, la co-transplantation de CSM de foie fœtal 

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

Anker et al.53 ). Des essais ont montré la faisabilité et la tolérance de la co-transplantation de 

CSM autologues ou allogéniques chez l'homme lors d’une allogreffe de CSH de sang de 

cordon (Lazarus et al.78 ; McMillan Macmillan et al.88 ). Actuellement, un essai de phase I/II 

évalue la faisabilité et la sécurité de ce type de co-transplantation chez des patients atteints 

d’hémopathies malignes bénéficiant d’une simple ou double allogreffe d'USP 

(conditionnement myéloablatif ou non) (NCT01092026162 ).  
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3.5.  Administration intra-osseuse des CSH 

Afin de limiter la perte de CSH dans les organes de passage et de raccourcir leur délai de 

migration au sein de la MO, l'administration intra-osseuse est apparue comme moyen 

d’optimisation de l’allogreffe de CSH.  

Elle a pour objectif de diminuer la durée d’aplasie chez les receveurs d’allogreffe de CSH. 

Les CSH médullaires, administrées par voie intra-osseuse, migrent rapidement au sein de la 

niche hématopoïétique, ce qui permet de raccourcir la durée d'aplasie chez l'animal (Castello 

et al.25 ). Par contre, la sécurité de ce type d’administration avec des CSH de sang de cordon 

cryoconservés a nécessité des études supplémentaires de sécurité. En effet, la présence de 

DMSO, agent de cryoprotection utilisé par les banques de sang de cordon pour la congélation 

des USP, peut induire une ostéonécrose au site d’injection. C’est l’équipe de Frassoni et al., 

qui a montré la faisabilité et la tolérance de ce type d’administration chez 32 patients adultes 

atteints d'hémopathies malignes (Frassoni et al.38 ). Actuellement, trois essais cliniques 

évaluent la faisabilité de l’administration intraosseuse de CSH de sang de cordon et son 

bénéfice sur la sortie d’aplasie (NCT00838019, NCT00886522, et NCT00696046162 ).  

Paradoxalement, Brunstein et al, n'ont pas montré d'accélération de sortie d'aplasie avec ce 

type d’administration par rapport à l'administration IV (Brunstein et al.21 ). Des essais 

randomisés et contrôlés, comprenant un plus grand nombre de patients et comparant les voies 

d'administration intraosseuse et IV sont donc nécessaires avant de pouvoir conclure à l’utilité 

de cette technique. Dans cette optique, un essai clinique, non contrôlé, initié par une équipe 

d'Atlanta, est actuellement en cours. Son objectif est de comparer, chez l'adulte atteint 

d'hémopathies malignes après double allogreffe d'USP, la rapidité de prise de greffe entre une 

USP administrée par voie intraosseuse ou IV et la seconde administrée par voie IV 

(NCT00967525162 ).  
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4. Banques de sang de cordon 

4.1. Historique et loi de bioéthique 

La première banque française de sang de cordon ombilical à usage thérapeutique 

(allogénique) est née à Besançon en 1993 (EFS-Bourgogne-Franche-Comté), sous l’égide de 

l'Agence Française du Sang (AFS) (devenue l’EFS) et l'Etablissement Français des Greffes 

(EFG) (devenu l’ABM). Le travail de ces 2 instances, réunies en 1997, consistait à valider les 

données scientifiques et à mettre en place un réseau de banques de sang de cordon afin de 

couvrir les besoins nationaux en CSH.  

Par décret d’application de la loi de bioéthique du 6 août 2004158 , l'Agence de la biomédecine 

(ABM) a été créée en mai 2005. Cette agence sanitaire dépendante de l'État a repris les 

missions de l’EFG et dirige désormais toutes les activités de prélèvement, de greffe d'organes, 

de tissus et de cellules, de la procréation, de l'embryologie et de la génétique humaines.  

En France, seules les banques publiques allogéniques non commerciales, recueillant les dons 

anonymes et gratuits de sang de cordon sont autorisées par les autorités compétentes. Au 

niveau européen, les espagnols et les italiens ont autorisé la création de banques privées (en 

2006 et 2007 respectivement) sous réserve qu'en cas de conservation à visée autologue, les 

USP soient impérativement inscrites sur les registres internationaux de donneurs et mis à la 

disposition des cliniciens pour un usage allogénique en cas de besoin.  

En s’appuyant sur ces modèles européens et les propositions du Sénat160 , le député Damien 

Meslot a présenté, en décembre 2009, à l'Assemblée Nationale, une proposition de loi 

"relative au prélèvement et à la conservation des cellules souches issues du sang de cordon 

ombilical". Cette proposition de loi autorise la "collecte, la préparation et la conservation du 

placenta, ses composants et notamment le sang de cordon ombilical dans des établissements 
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et organismes, publics et privés, en vue d'une éventuelle utilisation ultérieure au bénéfice de 

l'enfant ou d'un tiers, si la mère le souhaite " (Meslot159 ).  

D’un point de vue éthique, le débat reste ouvert puisque l’autorisation de telles banques 

commerciales serait source d’inégalités entre les citoyens, dans la mesure où seuls les plus 

fortunés auraient la capacité d’accéder à ces prestations (Marville et al.91 ).  

D’un point de vue qualité, il faut savoir que les modalités de prélèvement, de congélation, de 

sécurisation ainsi que les spécifications des USP conservées au sein de ces banques privées ne 

sont pas au niveau de ce qui est requis par les autorités internationales et peut rendre 

dangereuse leur utilisation (Sun et al.130 ). D’ailleurs, pour la plupart, ces USP conservées 

pour un usage « mixte » autologue ou allogénique ne figurent même pas dans les registres 

internationaux de donneurs. C’est probablement ce qui a conduit la Belgique à promulguer 

récemment l’interdiction de ces banques153 . 

Il n’y a actuellement aucune indication privilégiée de la greffe autologue. Un rapport de 

l'American Society for Blood and Marrow Transplantation a d'ailleurs estimé, au vu des 

indications actuellement à l'étude dans quelques essais cliniques (diabète de type I, paralysie 

cérébrale, hypoxie du nouveau-né ou neuroblastome), qu'une personne avait de 0,0005% à 

0,04% de risque d’avoir besoin d'une greffe autologue au cours de sa vie (Ballen et al.7 ). 

Aucune preuve scientifique ne permet de valider l’intérêt d’une utilisation autologue pour 

traiter les hémopathies, puisque l’on sait que les leucémies de l’enfant, quel que soit leur type, 

sont présentes dès la naissance. Les cellules malades seraient donc congelées avec le sang de 

cordon et réinjectées au moment d’une éventuelle greffe. De plus, en condition autologue, on 

ne peut compter sur aucun effet GVL, effet à l’origine du bénéfice apporté par les greffes 

allogéniques pour ces pathologies. Enfin, il est évident qu’aucune maladie héréditaire ne peut 

être traitée par greffe autologue si elle n’est pas associée à un transfert de gène. 
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D'autre part, le faible nombre de cellules souches dans un prélèvement de sang de cordon ne 

permettrait pas une éventuelle utilisation autologue en thérapie régénérative, tout du moins 

avec les méthodes d'isolement actuellement disponibles. La grande immaturité des cellules 

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

une utilisation allogénique.  

Comme le dit Mme Prada-Bordenave, directrice générale de l’ABM : « chaque parent veut le 

mieux pour le bébé à naître mais la naissance, ce n'est pas la livraison d'un produit avec son 

kit de réparation ».  

4.2. Réseaux de banques d’unités de sang placentaire 

Le Réseau Français de Sang Placentaire (RFSP) est un réseau qui s’engage à respecter les 

critères de qualité ou « spécification » des USP mises en banque selon les standards nationaux 

ou internationaux. Ce réseau a été crée en 1999 et depuis 2005, il est piloté par l’ABM. Il 

regroupe 28 maternités autorisées et 7 établissements (banques) dont 4 établissements français 

du sang (EFS) (Besançon, Bordeaux, Créteil, Rhône Alpes), 2 CHU (Paris Saint Louis, 

Montpellier) et l’institut Paoli Calmette à Marseille (Figure 14). Ces banques ont été choisies 

pour 1) organiser les prélèvements en collaboration avec les maternités, 2) contrôler et 

sécuriser les dons qui leur sont confiés en collaboration avec les laboratoires partenaires, et 3) 

stocker les prélèvements conformes. Ceux-ci sont alors enregistrés sur le registre FGM et sont 

mis à la disposition des patients qui en ont besoin.  

La banque de sang de cordon de Saint Ismier (Unité Mixte de Thérapie Cellulaire et Tissulaire 

(UMTCT), EFS Rhône Alpes- CHU de Grenoble) a débuté son activité en janvier 2009. Elle a 

construit son référentiel de qualité en collaboration avec la banque de Lyon. Les USP 

transformées et conservées dans ces 2 banques seront à long terme stockées sur le site 

d’Annemasse ; les 3 sites constituent la banque de sang de cordon EFS Rhône-Alpes. 
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Les exigences de qualité imposées par la réglementation française (bonnes pratiques, loi de 

bioéthique, recommandations du RFSP) ont permis à la France d’intégrer la fondation 

internationale Netcord163 qui regroupe l'ensemble des banques accréditées à travers le monde 

(Figure 15). Elle a pour missions d'harmoniser les bonnes pratiques, d'évaluer les résultats 

cliniques et de coordonner les connaissances sur l'immunologie et l'hématopoïèse du sang de 

cordon163 . L’importance de ce type de regroupement international est vraiment indispensable 

au bon déroulement des allogreffes d’USP à travers le monde. En effet, une récente étude a 

mis en évidence une grande disparité des pratiques et de la qualité des USP au niveau mondial 

et a montré que seules 55 % des USP produites n’engendraient aucun risque pour le receveur 

et pas moins de 10 % de ces USP présentaient un risque avéré (McCullough et al.93 ).  

Cette fondation, en collaboration avec la Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy 

(FACT) a établi des standards internationaux de qualité spécifiques au traitement du sang de 

cordon (International Standards for Cord Blood Collection, Processing, Testing, Banking, 

Selection and Release156 ) qui sert d'outil pour développer et mettre en place le programme 

d’accréditation FACT/Netcord. Ces exigences de qualité s’imposent tout au long du procédé 

conduisant à la mise en banque d’une USP: information, sélection des donneuses, recueil du 

consentement, prélèvement, réception, transformation (réduction de volume, congélation), 

contrôles cliniques et biologiques, stockage, cession et transport (Figure 13). 

  

Figure 13. Principales étapes du procédé de mise en banque d’une unité de sang placentaire 
(D’après Navarrete et al.99 ). 
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D’après le rapport d’activité de l’ABM, au 31 décembre 2009, le RFSP a cryoconservé 8501 

USP (418000 USP sont conservées dans l’ensemble des banques internationales) et a fourni 

927 USP pour usage thérapeutique à travers le monde151 . Ces chiffres place la France au 1er 

rang européen et au 2ème rang mondial des pays fournisseurs d’USP (Figure 15), mais pour les 

besoins nationaux, les greffons sont majoritairement trouvés sur les registres étrangers (64% 

des greffons). 
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Figure 15. Distribution continentale des banques allogéniques d’USP au 1er janvier 2009 (D’après 
Katz et al.) 

Figure 14. Carte du Réseau Français du Sang Placentaire (RFSP) (2009) 
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4.3. Quelles spécifications pour les USP ?  

Des contrôles qualité (cliniques et biologiques) sont réalisés tout au long du processus de mise en 

banque, du prélèvement jusqu'à la cession (entretien prénatal, prélèvement, transformation, stockage, 

transport...) (Figure 16).  

Dans les maternités, offrant la possibilité de donner le sang de cordon ombilical, une 

information est faite à toutes les mères donneuses potentielles, lors d'un entretien prénatal au 

7ème mois de grossesse. Suite à cette information, le corps médical recueille le consentement 

Figure 16. Du prélèvement à l’inscription au registre des donneurs de MO France Greffe de 
Moelle: les étapes de traitement d’une unité de sang placentaire au sein d’une banque.  

CQ : contrôle qualité 

Prélèvement J0

Transport

Miniaturisation

Cryoconservation
Quarantaine

Conforme

ConformeNon Conforme

ConformeNon Conforme
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Long terme

Inscription 
registre FGM

Destruction
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Réception
CQ à réception
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miniaturisation

Sécurisation J60

Information
Consentement
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Sélection clinique
Éligibilité de la mère

Non
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éclairé et signé de la mère, en s'assurant que cette dernière a compris tous les termes du don 

(volontaire, gratuit et anonyme).  

4.3.1. Spécifications à réception 

Pour chaque USP réceptionnée par la banque de sang de cordon, les contrôles suivants sont 

réalisés : 

− Un contrôle de cohérence, c'est-à-dire, la vérification de la cohérence d'identification entre 

l'USP prélevée, les échantillons sanguins de la mère donneuse et la documentation relative au 

prélèvement. 

− Un contrôle de l'éligibilité de la mère donneuse, c'est-à-dire la vérification de l'absence de 

contre-indications liées à la mère, au père et à la fratrie du nouveau-né (Annexe I). Ce 

contrôle est réalisé à partir d'un questionnaire rempli par la mère au moment de l'entretien 

prénatal. 

− Un contrôle de l'éligibilité du nouveau-né, c'est-à-dire la vérification de l'absence de contre-

indications liées au nouveau-né (Annexe I). Ce contrôle est réalisé à 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 USP acheminées vers la banque en moins de 

24 heures peuvent entrer en production.  

L'entrée en production des USP est également fonction du volume prélevé (> 70 ml) ou du 

nombre de cellules nucléées totales (CNT > 9 × 108) et/ou de CSH-CD34+ mesurées à la 

réception.  

À l'UMTCT, la valeur de CSH-CD34+ attendue pour une entrée en production est supérieure 

à 2,2 × 106 cellules.  
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4.3.3. Spécifications en cours de procédé 

L'étape de réduction de volume ou « miniaturisation » permet d'obtenir, par concentration et 

extraction des cellules nucléées, une USP de volume limité et standardisé permettant 

d'augmenter les capacités de stockage des banques, tout en conservant leur qualité (Armitage 

et al.1 ; Rubinstein et al.121 ).  

Au terme de cette étape, seules les USP contenant un nombre de CNT > 5 × 108, un nombre 

de CSH-CD34+ > 1,8 × 106 et une viabilité cellulaire > 85%, sont reconnues conformes et 

aptes à être congelées pour un stockage en quarantaine. Une numération des érythroblastes est 

systématiquement réalisée. 

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

analyses bactériologiques (aérobie et anaérobie) sont réalisées sur l'USP miniaturisée. 

Le bon déroulement de la congélation est validé après édition d’une courbe de descente en 

température.  

4.3.4. Spécifications de conservation en quarantaine 

Une USP est conservée en quarantaine jusqu'à l'étape de sécurisation à condition que les 

spécifications suivantes soient conformes aux recommandations.  

4.3.4.1. Spécifications infectieuses 

Dans le cadre réglementaire de l’allogreffe154 , le dépistage des maladies transmissibles est 

réalisé à J0 sur un échantillon du sang de cordon et sur un échantillon de sang maternel.  

Seules les USP dont les sérologies suivantes sont négatives seront conservées en quarantaine : 

Ac anti HIV 1+2 et Ag p24 ou ARN HIV, Ac anti VHC, Ag HBs, Ac anti HTLV I, syphilis 

(TPHA + VRDL). 
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Seules les USP dont les sérologies maternelles citées ci-dessous sont négatives seront 

conservées en quarantaine : Ac anti HIV 1+2 (2 techniques) et Ag p24 ou ARN HIV, Ac anti 

VHC, Ag HBs, Ac anti HTLV I et syphilis (TPHA + VRDL). Aucune séroconversion 

toxoplasmose, CMV ou EBV en cours de grossesse ne doit être mise en évidence. 

D’autres recherches peuvent être demandées selon les réponses au questionnaire médical 

(paludisme, Chagas, Virus du Nil).  

4.3.4.2.Spécifications hématologiques 

Afin de s’assurer de l’absence d’anomalies de l’hémoglobine (Hb) du nouveau-né, une 

électrophorèse de l’Hb du sang de cordon est réalisée à J0.  

Un groupage sanguin (ABO, Rhésus) et les typages HLA-A et B générique (classe I, basse 

résolution) et HLA-DRBI allélique (classe II, haute résolution) sont également réalisés sur le 

sang de cordon.  

La recherche d’agglutinines irrégulières sur le sang maternel doit être négative (hors anticorps 

naturels non hémolysants et anti-D).  

4.3.5. Critères libératoires 

4.3.5.1.Sécurisation 

Deux mois après le prélèvement (J60), la mère et l’enfant sont convoqués pour une visite 

médicale. Au cours de cette visite, une sécurisation à la fois clinique (vérification de l’état de 

santé de la mère et de l’enfant) et biologique (contrôle des sérologies maternelles) est réalisée. 

Cette étape de sécurisation permet de s’assurer qu’aucun évènement clinique indésirable ne se 

soit présenté chez la mère et l’enfant. Le contrôle des sérologies doit confirmer l’absence de 

séroconversion de la mère (HIV, HBV, HCV, HTLV, syphilis, toxoplasmose, CMV, EBV) au 

cours de la grossesse.  
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Un certificat post-natal est établi par le médecin ou le pédiatre qui suit l'enfant et assure que 

l’état de santé de l’enfant est conforme à la conservation de l’USP pour une utilisation 

thérapeutique.  

4.3.5.2.Typage HLA 

Un typage HLA classe I est réalisé sur un échantillon de sang maternel, à J60, afin de vérifier 

la filiation de l’USP. 

En résumé, les étapes validation définies à l'UMTCT se font en 3 temps (Figure 17): 

– A J0 : conformité des critères cliniques (mère, père, fratrie et nouveau-né) et de 

production.  

– A J15 : conformité des analyses bactériologiques, sérologiques et hématologiques 

permettant la conservation de l'USP en quarantaine. 

– A J60 : conformité du contrôle sérologique de la mère, de l’état clinique de la mère et 

de l’enfant, et de la cohérence des typages HLA de la mère et de l'USP. 

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

conformes". Elle peut alors être inscrite sur le registre FGM. 

4.3.6. Spécifications lors de la cession  

Lors de la cession d'une USP à un centre greffeur, la banque réalise un contrôle ultime de 

l'USP avant sa distribution sur un échantillon de l'USP congelée. Ce contrôle comporte un 

typage HLA classe I et une viabilité cellulaire. Un contrôle fonctionnel est réalisé sur un 

échantillon décongelé. 

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

imposées par la réglementation française lors de la mise en banque des USP. Ces exigences de 
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qualité s’imposent tout au long du procédé de conservation d’une USP à usage thérapeutique. 

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

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

thérapeutique utilisé au sein de la banque de Saint Ismier (Unité Mixte de Thérapie Cellulaire 

et Tissulaire (UMTCT), EFS Rhône Alpes/CHU de Grenoble) et de cibler les points 

d’amélioration à apporter en vue d’une demande d’accréditation internationale (FACT). 

 

Spécifications attendues pour les USP 
en quarantaine

Spécifications attendues pour l’inscription sur 
le registre FGM

Production CNT > 5 × 108

CSH-CD34+ > 5 × 108

Viabilité > 85%
Conformité courbe de descente en température

Bactériologie Bactériologie négative

Hématologie Mère: absence d’agglutinines irrégulières
USP: Groupage ABO/rhésus et absence d’anomalies 
de l’Hb (hétérozygotie si drépanocytose/thalassémie)

Virologie Sérologies maternelles conformes:
Négativité HIV, VHC, CHB, HTLV, syphilis
Absence d’IgM isolées EBV, Toxoplasmose, CMV
Sérologies USP conformes:
Négativité HIV, VHC, CHB, HTLV, syphilis

Contrôle des sérologies maternelles conforme:
Négativité HIV, VHC, CHB, HTLV, syphilis
Absence d’IgM isolées EBV, Toxoplasmose, CMV

HLA USP: typage HLA classe I (A, B) et II (DR) Mère : typage HLA classe I cohérent avec celui de l’USP

Clinique Absence de contre-indications au prélèvement
Etat de santé du nouveau-né avant le 8èmejour 
compatible

Absence d’évènement médical chez la mère et/ou le 
nouveau-né dans les 2 mois suivants le prélèvement

Documents Consentement signé
Questionnaire médical conforme
Qualification néonatale
Fiche technique de prélèvement
Fiche de transport

Qualification post-natale

Figure 17. Critères de qualification nécessaires à la validation et libératoires pour l’inscription 
d’une USP sur le registre FGM. 
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MATERIELS ET METHODES 

Nous avons évalué le procédé de mise en banque des USP à usage thérapeutique utilisé au 

sein de la banque de sang de cordon de Saint Ismier (Unité Mixte de Thérapie Cellulaire et 

Tissulaire (UMTCT), EFS Rhône Alpes) en réalisant une étude rétrospective de la conformité 

des USP prélevées par les maternités, miniaturisées et congelées dans cette banque, entre le 

1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010. L’évaluation a porté sur les critères cliniques et 

biologiques des mères donneuses et des nouveau-nés dont le sang de cordon a été 

prélevé ainsi que sur la qualité des prélèvements et le procédé de transformation des USP. Les 

données ont été recueillies à partir du logiciel de traçabilité de l'UMTCT.  

1. Critères cliniques et biologiques 

1.1. Critères cliniques  

Au cours de l'entretien médical prénatal, les mères donneuses ne remplissant pas les critères 

de sélection définis par le RFSP selon les recommandations de sociétés savantes (SFGM-TC, 

pédiatres, gynécologues...) ne sont pas retenues pour un prélèvement de sang de cordon. Ces 

critères regroupent l'absence de contre-indications liées à la mère, au père et à la fratrie du 

nouveau-né (Annexe I).  

À la naissance, les pédiatres de la maternité vérifient l’absence de contre-indications liées au 

nouveau-né et réalisent une qualification néonatale (Annexe II). La qualification postnatale 

est réalisée par les pédiatres ou médecins qui suivent l’enfant, lors d’une seconde visite 

médicale à J60.  

1.2. Critères biologiques  

Les contrôles biologiques sont réalisés sur des échantillons de sang maternel au moment du 

prélèvement de sang de cordon et 60 jours après l'accouchement (sécurisation). Ils 
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comprennent la recherche d’agglutinines irrégulières et l'analyse des maladies transmissibles 

(HIV de types 1 et 2, VHB, VHC, HTLV de types 1 et 2, syphilis, toxoplasmose, EBV et 

CMV).  

Un typage HLA est réalisé sur le prélèvement de sang maternel à J60 afin de vérifier la 

filiation de l’USP. 

Les contrôles biologiques suivants sont également réalisés sur le sang de cordon à J0: 

sérologie et recherche d’anomalies de l’hémoglobine. 

Les raisons suivantes conduisent systématiquement à une exclusion des USP :  

- sérologies des mères donneuses ou du sang de cordon positives à J0 et/ou J60 selon les 

critères libératoires précédemment définis (Figure 17).  

- mise en évidence d’agglutinines irrégulières.  

- mise en évidence d’anomalies de l’hémoglobine selon les critères libératoires précédemment 

décrits (Figure 17). 

2. Qualité du prélèvement 

2.1.   Spécifications attendues 

Les prélèvements de sang de cordon ombilical ont été réalisés entre le 1er janvier 2009 et le 1er 

juillet 2010, uniquement dans les maternités conventionnées avec l’UMTCT. Au moment de 

notre étude, 4 maternités étaient agrées avec cette banque: l’hôpital Couple Enfant (HCE) du 

CHU de Grenoble, la clinique Belledonne (Saint Matin d’Hères), l’hôpital d’Annemasse 

(Haute Savoie) et l’Hôpital privé Savoie Nord.  

Le volume prélevé est défini comme le volume total à réception, à l'exclusion du volume 

d'anticoagulant CPD (Citrate Phosphate Dextrose). Il est déterminé, au moment de la 

réception, par pesée et déduction du poids d'une poche vide (tare de 54g, poches de 

prélèvement MSC1202PU, Macopharma).  
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Selon les recommandations du RFSP, à réception, seules les USP dont le volume était 

supérieur à 70 ml et/ou le nombre de CNT (> 9 × 108 CNT) et de cellules CD34+ suffisant (> 

2,2 × 106 cellules CD34+) ont été retenues pour la suite du procédé.  

En cas de volume à réception compris entre 40 et 70 ml, une numération des CNT a été 

réalisée et les USP contenant moins de 9 × 108 CNT et/ou moins de 2,2 × 106 cellules CD34+ 

ont été exclues, les autres ont été retenues pour la suite du procédé. 

2.2.   Contrôles qualité du produit entrant et du produit fini  

Les contrôles qualité de numération et de viabilité sont réalisés dans le laboratoire de contrôle 

qualité de l'UMTCT. 

La numération des CNT est réalisée sur un automate d’hématologie (ABX Pentra 60, Horiba 

Medical). Le nombre de cellules CD45+ est mesuré, par méthode simple plateforme, à l’aide 

des marqueurs anti-CD45-FITC/anti-IgG1-PE (Beckman Coulter, A07782 et A07796).  

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

Dickinson, A555816).  

Le nombre de cellules CD34+ viables est mesuré, après exclusion des cellules mortes, par 

cytométrie en flux (FACS/logiciel CELLQuest Pro), en simple plateforme, selon les 

recommandations de l'International Society of Hematotherapy and Graft Engineering 

(ISHAGE) (Gratama et al.46 ). Cette quantification est réalisée avec étalon interne (billes 

calibrées Truecount, 340334, Beckton Dickinson), à l’aide des marqueurs anti-CD34-PE 

(Beckman Coulter, A07776) et anti-CD45-FITC (Beckman Coulter, A07782). 

Un contrôle bactériologique est réalisé sur un échantillon de sang de cordon après l’étape de 

réduction de volume (flacons à hémoculture Bactec Plus Aerobic/F® et Bactec Lytic/10 

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

3.1.   Étape de réduction de volume  

Le procédé de réduction de volume ou "miniaturisation" des USP mis en place à la banque de 

Saint Ismier est celui précédemment décrit par Rubinstein et al. (Rubinstein et al.121 ). Il 

consiste en une concentration par extraction des cellules nucléées, en présence d’HES 

(hydroxyéthyl amidon) à une concentration finale de 0,2% (AMM n°662650, GRIFOLS, 

Barcelone, Espagne). L’HES est utilisé pour accélérer la sédimentation des globules rouges 

(GR) en augmentant leur poids et ainsi faciliter la séparation. La miniaturisation est réalisée à 

l’aide de l’automate SEPAX S-100 (Biosafe SA, Eysins, Suisse ; Kits SEPAX CS530.3) et 

selon un programme de traitement défini (UCB-HES V192). L’automate SEPAX permet de 

séparer les érythrocytes (poche dédiée GR) et le plasma (poche dédiée PLASMA) des cellules 

nucléées du sang de cordon, appelées « buffy coat » (Figure 18). 

 

Le procédé de miniaturisation a été automatisé par l’entreprise Biosafe (Eysins, Suisse). Le 

transfert de technologie à la banque de Saint Ismier a été réalisé en 2 étapes successives :  

Figure 18. A) Kit Sepax pour réduction de volume par séparation cellulaire en système clos 
(volume final standard de 20 ml); B) Automate de miniaturisation (Sepax) ; C) USP miniaturisée. 

B) 

C) 

A) 
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– la première étape de test a été réalisée sur 4 USP, pour lesquelles, le rendement en CNT 

(avant/après miniaturisation) et la viabilité ont été calculées. 

– la deuxième étape consiste en un contrôle continu de la production. Dans ce travail, nous 

avons réalisé une étude rétrospective des 204 USP contrôlées entre le 1er janvier 2009 et le 1er 

juillet 2010. Les rendements en CNT et en cellules CD34+ ainsi que la balance des volumes 

et des CNT, ont été calculés pour chacune de ces USP. 

La balance des volumes (%) permet de s'assurer qu'aucune perte de volume ne se soit produite 

au cours du procédé. Pour cela, on s'assure que les volumes des poches de GR, de plasma et 

de buffy coat recueillies correspondent au volume initial avant miniaturisation. Le même 

principe est appliqué pour s'assurer d'une perte minimale de CNT au cours du procédé 

(balance des CNT). 

Balance des volumes (%) = [(VGR + VPLASMA + VBUFFY) / (VINITIAL)] × 100 

Balance des CNT (%) = [(CNTGR + CNTBUFFY) / (CNTINITIAL)] × 100 

Les rendements doivent être optimisés car au terme du procédé de miniaturisation, seules les 

USP contenant un nombre de CNT > 5 × 108 et un nombre de cellules CD34+ > 1,8 × 106 sont 

congelées et conservées. 

3.2.   Étape de congélation 

Le buffy coat (20ml), recueilli dans des poches spécifiques adaptées à la congélation, est 

additionné de 5 ml d’un agent cryoprotecteur (55% DMSO (dimehtylsulfoxide) / 5% Dextran 

40, Pall Corporation, Washington, USA), de telle sorte que la concentration en DMSO finale 

soit de 10%. Cette étape est réalisée à l'aide de l’automate de réfrigération Coolimx AS-210 

(Biosafe SA, Eysins, Suisse), permettant un mélange homogène, à une température contrôlée 

de 4°C. L'USP est ensuite emballée dans une sur-poche d'emballage spécifique, résistante à la 
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congélation (Biosafe SA, Eysins, Suisse), puis placée dans une cassette de protection en 

aluminium (Figure 19.A).  

Une poche témoin permet de suivre la descente en température lors de l’étape de congélation. 

Elle est préparée à l’aide d’une poche identique à celle servant pour le recueil du buffy coat, 

par ajout d’un mélange de 16 ml d’albumine 4%, 4 ml d’HES et 5 ml de DMSO/Dextran 40 

(volume final de 25 ml). Une sonde de température y est insérée. 

La congélation est réalisée, selon un programme défini (système DigitCool), consistant en une 

descente en température progressive de 1 à 2 °C par minute sans variations brusques, jusqu'à 

une température de -120°C. A la fin de la congélation, la courbe de descente en température 

est éditée et stockée dans le dossier de lot. L'USP est ensuite transférée dans une cuve d'azote 

en phase vapeur (air liquide santé, France) pour y être conservée à une température de -150°C 

(Figure 19.B). Pour la conservation à long terme sur le site d’Annemasse, le stockage sera fait 

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

 

La courbe de descente en température permet de vérifier que le point critique de cette étape, le 

point de surfusion, a bien été maîtrisé et que la congélation de l'USP est conforme. Le 

phénomène de surfusion correspond à la réaction exothermique produite par la cristallisation 

de l'eau en glace. Cette réaction, qui se produit à une température de -10°C, provoque une 

augmentation brutale de la température de l'USP. Afin de maîtriser ce réchauffement, un 

Figure 19. Congélation d’USP. A) USP conditionnée en poche de congélation, dans une cassette 
métallique de protection; B) Cuves d'azote en phase gazeuse de conservation des USP congelées. 

B) A) 
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refroidissement de la cuve est anticipé et programmé par le système informatique qui pilote la 

descente de température et la congélation.  

Ce refroidissement de la cuve a été déterminé en réalisant plusieurs essais de congélation de 

poches contrôles puis d'USP, dans les mêmes conditions de volume et de quantité d’agent 

cryoprotecteur, jusqu'à l'obtention d'une courbe de température conforme et reproductible.  

3.3.  Validation du procédé de congélation  

Lors de la cession d'une USP à un centre greffeur, la banque responsable de cette étape réalise 

un ultime contrôle de son typage HLA (échantillon congelé), de la viabilité cellulaire, du 

nombre de CNT, du nombre et de la fonctionnalité des cellules CD34+ après décongélation. 

L’USP est acheminée, congelée dans un container à d’azote en phase gazeuse, vers le centre 

greffeur, dont la banque associée sera chargée de la décongélation. Cette procédure ne permet 

donc pas d’échantillonner l’USP avant son départ de la banque fournisseuse. Au sein de la 

banque de Saint Ismier, trois échantillons sont utilisés pour la réalisation de l’ultime contrôle 

qualité. Ils correspondent à un raccord de tubulure, contenant environ 150-200µL de sang 

placentaire (1 cm de longueur), désolidarisé de la poche, étiqueté et emballé avec la poche 

d’USP (= mini-échantillon) (Figure 20). Ce mini-échantillon subit la même procédure de 

congélation que l'USP.  

 

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

réalisée à des intervalles réguliers.  

Mini-échantillon

USP 
miniaturisée

Figure 20. USP miniaturisée accompagnée de ses 3 mini-échantillons nécessaires à la 
réalisation de l'ultime contrôle qualité. 
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Nous avons analysé 12 USP non conformes cryoconservées selon le procédé précédent. Ces 

USP, chacune accompagnée de ses 3 échantillons ont été décongelées selon la procédure 

suivante : à la sortie du container d’azote gazeux, l’USP a été laissée à T° ambiante pendant 5 

minutes, décongelée dans un bain marie à 37°C puis diluée au tiers dans de l’albumine 4% 

(Vialebex® 40mg/mL solution injectable 100 ml, LFB, France). Cette dernière dilution 

permet de maintenir une viabilité satisfaisante des cellules pendant 4 heures.  

Pour valider le procédé de congélation réalisé à la banque de Saint Ismier, nous avons calculé 

les rendements en CNT et en cellules CD34+ ainsi que la viabilité des cellules totales et 

mononuclées (CMN) obtenus dans la suspension cellulaire après décongélation de la poche. 

D'autre part, afin de valider l’utilisation des mini-échantillons conservés en tubulure comme 

matériel pour l'ultime contrôle qualité avant cession d’une USP pour un centre greffeur, nous 

avons réalisé une numération des CNT, des cellules CD34+, la viabilité des cellules totales et 

mononuclées dans la suspension cellulaire obtenue après décongélation du mini-échantillon. 

Nous avons comparé ces résultats à ceux mesurés dans la suspension cellulaire obtenue après 

décongélation de la poche.  

4. Analyse statistique 

Les résultats de l'analyse descriptive des critères de spécification à la banque de Saint Ismier, 

sont exprimés en moyenne ± écart-type, médiane, valeurs minimales et maximales. 

Après avoir vérifié l’homogénéité des variances par un test de Levene, la comparaison des 

moyennes a été réalisée à l’aide d’un test de Student pour échantillons appariés (logiciel 

SPSS. version 18.0.0, 2009). Une valeur de p < 0,05 a été retenue comme significative. 

Les rendements (%) en CNT et en cellules CD34+ ont été définis comme le rapport des 

valeurs après miniaturisation (ou décongélation) sur les valeurs avant miniaturisation (ou 

congélation).  
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Les comparaisons du nombre de CNT, du nombre de cellules CD34+ et de la viabilité 

cellulaire entre la suspension cellulaire après décongélation de la poche et du mini-

échantillon, a été analysée par régression linéaire et calcul du coefficient de corrélation de 

Pearson (r) avec un risque alpha de 5% (logiciel SPSS. version 18.0.0, 2009). Une valeur de 

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

1.  Impact des critères cliniques et biologiques dans les 
étapes de prélèvement/conservation  

1.1.  Causes de « non-prélèvement » de sang placentaire 

Au cours de l’entretien prénatal, les critères de non éligibilité au don placentaire ont été 

recueillis pour chaque mère donneuse potentielle. Les causes de non prélèvement et les contre 

indications au moment de l’accouchement, ont été rapportées par les sages-

femmes.

 

Au cours de la période étudiée, 106 donneuses potentielles ont été récusées avant le 

prélèvement. Dans 18,9% des cas, la détection d’une contre-indication clinique détectée lors 

de l’entretien prénatal ou après avis du pédiatre était à l’origine de l’exclusion.  

Dans plus de la moitié des cas (55,6%), le prélèvement n’a pu être réalisé en raison soit du 

déroulement de l’accouchement (césarienne en urgence, délivrance trop rapide, prise en 

charge du nouveau-né en urgence) soit d’un problème technique de prélèvement (prélèvement 

infructueux, cordon ombilical trop court) (Tableau II). 

 

Exclusion avantprélèvement

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

Prélèvement infructueux 7 6,6

Décollement placenta trop rapide 29 27,3

Autres 27 25,5

TOTAL 106 100

Tableau II . Causes de non éligibilité/exclusion au don de sang placentaire 
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1.2.  Causes d’élimination des USP au cours du procédé 

Les résultats des contrôles biologiques réalisés, à J0, sur le sang maternel et le sang 

placentaire sont obtenus dans un délai de 15 jours suivant la mise en banque des USP. Selon 

les résultats obtenus, des USP qui ont été transformées et congelées peuvent être éliminées. 

  

Aucune USP n’a été exclue à réception pour des raisons de dossiers incomplets (manque du 

consentement signé ou du compte-rendu de l’entretien prénatal), de mise en évidence d’une 

anomalie de l’hémoglobine du sang de cordon ou d’agglutinines irrégulières chez la mère 

donneuse. 

Onze USP ont été éliminées suite à une positivité des sérologies maternelles prélevées à J0.  

Neuf USP ont été détruites en raison d’une non conformité clinique de la mère qui a été 

détectée à réception et non lors de l’entretien prénatal. Seules 3 USP ont été détruites après 

l’étape de transformation pour des raisons cliniques (Tableau III).  

1.3.  Sécurisation (J60) et conservation des USP 

Lors de la visite de sécurisation, à J60, de nouveaux contrôles biologiques sont réalisés sur le 

sang maternel. Selon les résultats obtenus, des USP qui sont conformes (transformées et 

congelées) mais en quarantaine peuvent être éliminées. 

 

Exclusion sur critères cliniques et biologiques                               

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

Contre indication clinique mère 12 
9 à réception, 3 après transformation

2,2

Sérologie positive 12
11 à J0, 1 à J60

2,2

TOTAL 24 4,4

Tableau III . Exclusion des USP sur critères cliniques et biologiques au cours du procédé 
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Une seule USP a été détruite suite à une positivité des sérologies maternelles prélevées à J60.  

Parmi les USP conformes, miniaturisées et congelées, 43% étaient toujours en quarantaine 

(n = 79). Plus d’un tiers étaient en attente des résultats de sécurisation (n = 27). Cela 

concernait principalement les USP prélevées aux mois de mai et juin 2010, USP pour 

lesquelles les résultats de sécurisation n’étaient pas encore disponibles lors du recueil des 

données.  

Pour les deux tiers restants, les mères donneuses (n = 48) ne s'étaient pas présentées à la visite 

de sécurisation prévue à J60 et ont été relancées par courrier (Tableau IV).  

Quatre USP étaient encore en quarantaine 4 mois après le prélèvement car la qualification 

néonatale n’avait pas été réalisée et/ou envoyée par le pédiatre au moment de l’accouchement. 

2.  Évaluation de la qualité du produit entrant  

2.1.  Qualité cellulaire 

Entre le 1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010, 554 USP ont été prélevées et réceptionnées par 

la banque de Saint Ismier (272 USP en 2009 et 282 USP du 1er janvier au 1er juillet 2010). 

Depuis le 1er janvier 2009, début de l’activité de l’UMTCT, et jusqu’à la fin du mois d’avril 

2010, seule la maternité de l’HCE du CHU de Grenoble effectuait des prélèvements. Elle était 

donc la maternité la plus représentée au niveau de notre étude et a été à l’origine de 88% des 

USP conformes en quarantaine

No USP collectées : 554
No USP miniaturisées : 232

No d’USP (%) USP totales

Conformes attente sécurisation 27 4,9

Conformes attente qualification néonatale 4 0,7

Conformes mères relancées pour J60 48 8,7

Tableau IV . Causes de mise en quarantaine des USP conformes 
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prélèvements avec une moyenne de 27 prélèvements par mois. A partir du mois de mai 2010, 

la maternité de Belledonne a débuté les prélèvements. Les maternités d’Annemasse et de 

l'Hôpital Savoie Nord ont débuté les prélèvements à partir du mois de juin 2010 (Figure 21). 

Parmi les 554 USP prélevées par ces 4 maternités, 313 USP (56,5 %) ont été éliminées à 

réception car elles ne correspondaient pas aux spécifications attendues. En raison de la bonne 

corrélation entre le nombre de CNT contenues dans une USP et son volume (r = 0,759, p < 

0,001, résultat non montré), nous avons regroupé ces 2 causes d’exclusion (Tableau V).  

La majorité des USP prélevées (50,2%) ont été détruites à réception en raison d’un volume 

prélevé insuffisant et/ou d’un nombre de CNT insuffisant (Tableau V). Le volume moyen à 

réception était de 60,1 ml ± 27,4 ml (n = 554 ; médiane = 55,2 ml). Le volume moyen des 

Tableau V. Causes de destruction des USP à réception. 

Elimination du produit entrant

No USP collectées : 554 No d’USP non conformes (%) USP totales

Volume insuffisant/ No CNT insuffisant 278 50,2

No cellules CD34+ insuffisant 31 5,6

Délai  > 24h 4 0,7

TOTAL 313 56,5

Figure 21. Évolution du nombre d'USP prélevées entre le 1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010 
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USP non conformes détruites (n = 322) était en effet de 49,3 ± 21,4 ml, tandis que celui des 

USP conformes était de 82,2 ± 24,9 ml (Figure 22.A).  

En analysant ces volumes, nous avons observé une grande disparité selon la maternité 

préleveuse (moyennes de 59,0 à 80,6 ml) : l’HCE du CHU de Grenoble a fourni les USP de 

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

L’analyse approfondie des prélèvements réalisés par l’HCE de Grenoble a révélé que malgré 

une augmentation du nombre d’USP prélevées, qui a plus que doublé entre les mois de janvier 

2009 (16 prélèvements) et juin 2010 (37 prélèvements), il n’y a pas eu d’augmentation du 

volume prélevé au cours du temps. La pratique et l’apprentissage semblent donc influer sur le 

nombre de prélèvements réalisés mais pas sur la qualité de ces prélèvements (Figure 23).  

 

TotalUSP
prélevées : 554

Prélèvements Volume prélevé (mL)

No % des USP 
prélevées

Moyenne
sD

Médiane

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

Hôpital Savoie Nord 10 1,8 67,3 26,1 67,1

 A) 
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Figure 22. A) Répartition des USP réceptionnées par volume; B) Nombre d’USP prélevées et 
volume moyen de prélèvement  par maternité préleveuse. 

B) 
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2.2.  Délai d’acheminement 

Seules 4 USP réceptionnées ont été exclues en raison d’un délai d’acheminement vers la 

banque supérieur à 24 heures. Nous n’avons montré aucune différence en terme de délai 

d’acheminement entre les USP détruites, conformes et inscrites sur le registre FGM 

(Tableau VI). 

Cependant, parmi les USP réceptionnées par la banque de Saint Ismier, 47 ont été acheminées 

dans un délai compris entre 24 et 48 heures. Parmi elles, 20 n’ont pas été détruites et ont été 

reconnues conformes (10 inscrites sur le registre de FGM, 6 en attente de J60 et 4 au stade du 

phoning).  

Tableau VI . Délais d’acheminement des USP répartis selon leur devenir. 

Total USP
Miniaturisées : 232

Délai d’acheminement (h)

No Moyenne ± sD Médiane

Détruites avant miniaturisation 322 17,6 ± 16,7 12,3

Détruites après miniaturisation 50 18,4 ± 16,7 15,0

Conformes 79 16,5± 13,6 13,0

Inscrites FGM / Cédées 103 17,6 ± 16,3 13,7
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Figure 23. Nombre et volumes (ml) des USP prélevées à l’HCE entre  
le 1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010. 
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3.  Évaluation de la qualité cellulaire du produit fini 

3.1.  Validation de l’étape de réduction de volume  

Lors des premiers essais, nous avons obtenu, au cours de l’étape de miniaturisation sur 

l'automate SEPAX, un volume standardisé et reproductible de 20 ml, une bonne récupération 

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

 

Ce résultat est concordant avec ceux de la littérature (Lapierre et al.76 ) mais montre 

néanmoins une perte cellulaire importante. La viabilité cellulaire n’est pas affectée par ce 

procédé. L'étude rétrospective des 204 USP contrôlées en routine entre le 1er janvier 2009 et 

le 1er juillet 2010 a montré un bon maintien des rendements en CNT (89,3 ± 8,6%) et en 

CD34+ (90,5 ± 11,2%) ainsi qu’une bonne viabilité cellulaire (96,5 ± 3,9%) (Tableau VIII).  

 

Tableau VIII . Résultats du contrôle de routine du procédé de miniaturisation des USP congelées 
entre le 1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010. 

Rendement CNT 
(%)

N=204

Rendement CD34+
(%)

N=50

Balance volumes 
(%)

N=143

Balance CNT 
(%)

N=143

Viabilité
(%)

N=204

Moyenne ± sD 89,3 ± 8,6 90,5 ± 11,2 97,7 ± 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 VII . Résultats des tests de transfert de technologie du procédé de miniaturisation 
SEPAX (n = 4) 

Volume initial (ml) Volume final (ml) Rendement CNT (%) Viabilité (%)

Poche n°1 62,8 20 83,1 97,6

Poche n°2 96,6 20 80,0 99,1

Poche n°3 70,5 20 74,9 95,2

Poche n°4 139,3 20 81,8 92,9

Moyenne ± sD 92,3 ± 34,5 20 ± 0,0 80,0 ± 3,6 96,2 ± 2,7
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Les moyennes des balances de volume et de CNT respectivement de 98% et de 95% 

confirment la bonne maîtrise du procédé au sein de notre banque. Parmi ces 204 USP, seules 

6 USP avaient un rendement en CNT < 70%, et une un rendement en cellules CD34+ < 70%. 

Hormis ces 7 USP, les autres avaient des rendements en CNT et cellules CD34+ convenables. 

Une anomalie de la balance des volumes a été observée pour une USP (151,8%) qui a été 

détruite. Concernant la balance des CNT, une USP avait une balance > 110 % et 3 une 

balance < 70%. 

Ainsi, compte tenu de ces rendements en CNT et en cellules CD34+ et afin d’obtenir des USP 

contenant au moins 5 × 108 CNT et 1,8 × 106 cellules CD34+, il a été établi au sein de la 

banque de Saint Ismier, que seules les USP ayant un nombre de CNT > 9 × 108 et de cellules 

CD34+ > 2,2 × 106 seraient admises pour le procédé de miniaturisation. L’établissement de 

ces valeurs seuils permet ainsi de limiter les coûts dus aux procédures de miniaturisation 

inutiles.  

Au terme de l’étape de miniaturisation, sur les 232 USP conformes à réception, 28 USP 

(12,1%) ont été détruites en raison d’un nombre de cellules CD34+ insuffisant, c'est-à-dire 

inférieur à 1,8 × 106 cellules. Sept USP ont été détruites à cause de résultats bactériologiques 

positifs (Tableau IX).  

 

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

conservées dans l’azote en phase gazeuse selon notre procédé. 

Tableau IX . Causes de destruction des USP après l’étape de miniaturisation 

Causes de destruction du produit fini

No USP miniaturisées : 
232

No d’USP non 
conformes

(%) USP 
miniaturisées

(%) USP totales

No cellules CD34+ 28 12,1 5,0

Bactériologie positive 7 3,0 1,3

TOTAL 35 15,1 6,3
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3.2.  Validation de l’étape de congélation 

La courbe de descente en température, qui est archivée dans le dossier de lot de chaque USP 

congelée, a été validée au sein de l'UMTCT. Cette courbe montre une bonne maîtrise du 

réchauffement occasionné par la réaction de surfusion puisque la moyenne de descente en 

température (pente) qui était de 2 à 3°C/min avant le point de surfusion est conservée à 

environ 1°C/min après le point de fusion (Figure 24). 

 

3.3.  Evaluation du procédé de congélation  

Cette évaluation a été réalisée en décongelant 12 poches non conformes selon les procédés de 

préparation d’un greffon thérapeutique. 

 

Tableau X. Contrôles qualité réalisés sur la suspension cellulaire contenue dans la poche avant 
congélation et après décongélation.  

Point de surfusion

Figure 24. Courbe de descente en température validée au sein de l'UMTCT 

n = 12

Poche congelée Poche décongelée

Moyenne ± sD Moyenne ± sD

CNT (×108) 8,4 ± 2,8 7,9 ± 3,0

CD 34 + (×106) 1,7 ± 0,5 1,2 ± 0,4

Viabilité totale (%) 96,0 ± 3,3 73,6 ± 9,5*

Viabilité CMN (%) 87,1± 6,8

Rendement CNT (%)
avant/après décongélation

93,9± 8,9

Rendement CD34 (%)
avant/après décongélation

71,0± 23,2
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Le rendement en CNT après décongélation était de 93,9% et celui en cellules CD34+ de 

71,0%. La viabilité en CMN était de 87,1%. La viabilité totale était significativement plus 

basse dans la poche décongelée, avec une valeur de 73,6%, par rapport à une viabilité de 

96,0% avant congélation (Tableau X). 

Nous n'avons montré aucune corrélation entre le nombre de CNT et le nombre de cellules 

CD34+ avant congélation (r = 0,012) sur nos 12 échantillons. La corrélation entre le nombre 

de CNT avant congélation (critère de sélection des USP par le centre greffeur) et le nombre de 

cellules CD34+ après décongélation (facteur influençant positivement l'issue de la greffe) 

était faible et non significative (r = 0,540). L'analyse des 232 USP congelées à la banque de 

Saint Ismier n'a montré qu'une corrélation moyenne entre le nombre de CNT et de cellules 

CD34+ viables avant congélation (r = 0,701; p < 0,001) (Figure 25). 

 

3.4.  Évaluation du mini-échantillon comme matériel pilote pour 
l’ultime contrôle 

Dans les bonnes pratiques et dans les recommandations du FACT, il est précisé qu’un 

contrôle doit être réalisé sur un échantillon de la suspension cellulaire conservé dans les 

mêmes conditions que la poche réservée pour la greffe. Nous avons décongelé un mini-

CD 34+ avant congélation (×106) CD 34+ après décongélation (×106) 
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Figure 25. Droites de corrélation entre A) le nombre de CNT et de cellules CD34+ avant congélation 
contenues dans les USP réceptionnées et congelées à la banque de Saint Ismier (r = 0,701 ; p<0,001) 
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échantillon selon le procédé de préparation d’un greffon thérapeutique et avons réalisé les 

mêmes tests que ceux faits sur la poche. 

 

 

Le nombre de CNT, de cellules CD34+ viables et la viabilité en cellules mononuclées étaient 

significativement corrélés entre la poche et l’échantillon après décongélation (Figure 26).  
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Figure 26. Droites de corrélation entre A) le nombre de CNT  dans la poche et dans le mini-
échantillon après décongélation (r = 0,923, p < 0,001); B) le nombre de cellules CD34+ dans la 
poche et dans le mini-échantillon après décongélation (r = 0,77, p < 0,05);  C) la viabilité totale 

(r = 0,204) ; et D) la viabilité des cellules mononuclées (r = 0,798, p < 0,05) dans la poche et dans le 
mini-échantillon après décongélation, (n=12). La ligne en pointillés représente la corrélation parfaite 

entre les mesures poche / mini-échantillon 

A)                                                                       C) 

n = 12

Pochedécongelée Echantillon décongelé

Moyenne ± sD Moyenne ± sD

CNT (×108) 7,9 ± 3,0 8,1 ± 3,2

CD 34 + (×106) 1,2 ± 0,4 1,2 ± 0,4

Viabilité totale (%) 73,6 ± 9,5* 56,7 ± 7,9*

Viabilité CMN (%) 87,1± 6,8 86,4 ± 6,4

Tableau XI . Contrôles qualité réalisés sur la suspension cellulaire contenue dans la poche et dans 
le mini-échantillon après décongélation. *p<0,001: test de Student pour échantillons appariés. 
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La corrélation était très bonne pour le nombre de CNT après décongélation (r = 0,923; p < 

0,001) avec une légère surestimation de l'échantillon par rapport à la poche (Figure 26).  

La même analyse pour le nombre de cellules CD34+ viables a également montré une bonne 

corrélation entre la poche et l’échantillon (r = 0,77 ; p < 0,05), avec une légère surestimation 

de l'échantillon par rapport à la poche (Figure 26). 

La viabilité totale après décongélation, était en moyenne 1,5 fois plus basse au sein de 

l’échantillon (mpoche= 25,5 ± 9,5 ; méch= 42,6 ± 7,9 ; p < 0,001). La viabilité en cellules 

mononuclées (CMN), quant à elle, était significativement corrélée entre la poche et 

l’échantillon (r = 0,798 p < 0,05) (Figure 26). 

Ce taux de mortalité est sans doute lié au milieu confiné que représente le segment de 

tubulure et au fait que la congélation y est beaucoup plus rapide qu'au sein de la poche. Les 

polynucléaires, qui supportent déjà très mal la congélation, sont alors les premiers à être lysés. 

Ces résultats soulèvent le manque de pertinence du marqueur viabilité totale. Ce dernier 

devrait être remplacé par une évaluation de la viabilité des cellules mononuclées. 

Ces résultats montrent que le nombre de CNT et le nombre de cellules CD34+ mesurés au 

sein du mini-échantillon sont bien représentatifs de ceux réellement contenus au sein de la 

poche décongelée, même si une légère surestimation a pu être notée.  

Par contre, seule la viabilité en cellules mononuclées au sein de l'échantillon, et non la 

viabilité totale, est représentative de celle du contenu de la poche. 

3.5.  Caractéristiques des USP cryoconservées 

Le taux de conformité des USP prélevées entre le 1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010 était de 

33% et plus de la moitié des USP congelées avaient déjà été inscrites sur le registre FGM (n = 

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

patient national (Tableau XII). Depuis le 1er juillet 2010, 2 autres USP ont été cédées à des 

fins thérapeutiques pour 2 patients européens. 

 

Les USP congelées et conformes contiennent en moyenne 12,5 ± 4,9×108 CNT et 4,4 ± 

2,7×106 cellules CD34+ (Figure 27). La viabilité moyenne des ces USP est de 96,6 ± 3,8 %. 
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Figure 27. Répartition des USP congelées et conformes au 1er juillet 2010 selon le nombre de CNT et 
le nombre de cellules CD34+. 

Devenir des USP prélevées

No USP collectées : 554
No USP miniaturisées : 232

No d’USP (%) USP totales

Détruites (à réception, après transformation et J60) 372 67,1

Conformes attente sécurisation 27 4,9

Conformes attente qualification néonatale 4 0,7

Conformes mères relancées pour J60 48 8,7

Inscrites registre FGM 102 18,4

Cession 1 0,2

TOTAL 554 100

Tableau XII . Résumé du devenir des 554 USP prélevées entre le 1er janvier 2009  
et le 1er juillet 2010. 
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DISCUSSION 
A partir de notre étude rétrospective, nous avons pu, d’une part valider le procédé de 

conservation des USP pour un usage de reconstitution hématologique utilisé à l’UMTCT, et 

d’autre part apprécier la qualité des USP prélevées et conservées. Ce travail ouvre des pistes 

quant aux améliorations à apporter en vue d’une accréditation FACT. En terme de thérapie 

régénérative, d’autres paramètres de qualité seraient à prendre en considération, mais aucune 

indication clinique n’est encore validée dans ce domaine. 

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

banque de Saint Ismier étaient éliminées (avant ou après l’étape de miniaturisation), car elles 

ne répondaient pas aux critères de qualité exigés par le RFSP. Ce résultat concorde avec les 

données nationales de l’ABM montrant que deux tiers des USP prélevées sur le territoire ne 

sont pas conformes.  

Concernant les prélèvements de sang de cordon, l’ABM avait fixé des objectifs nationaux 

pour l’année 2010 qui étaient d’obtenir un prélèvement de sang de cordon pour 20% des 

naissances pour les maternités de niveau 3; 25% pour les maternités de niveau 2 et 30% pour 

les maternités de niveau 1.  

D'après notre étude et malgré la bonne volonté des équipes de sages-femmes, le taux de 

prélèvement pour la maternité de l'HCE était de 11 % en 2009, ce qui est inférieur au taux de 

prélèvement national moyen de 19%. Ce résultat s’explique en partie par le manque de 

personnel, notamment pour la sélection des mères donneuses qui demande du temps aux 

sages-femmes. En effet, la maternité de l'HCE, qui est une maternité de niveau 3, est 

confrontée à un nombre de grossesses pathologiques, avec un risque prévisible pour le 

nouveau-né, supérieur à celui des maternités de niveau 2 (Belledonne et Annemasse) ou de 

niveau 1 (Hôpital Savoie Nord). Comme nous l’avons montré dans notre étude, de nombreux 

prélèvements n’ont pu être réalisés à cause d’un mauvais déroulement de l’accouchement 
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(césarienne en urgence, délivrance trop rapide, prise en charge du nouveau-né en urgence). 

Les sages-femmes de la maternité de l’HCE ne peuvent donc probablement pas dédier le 

même temps que les autres maternités au prélèvement de sang de cordon. Il serait donc 

intéressant d’effectuer une évaluation du "temps sages-femmes" nécessaire, en amont du 

prélèvement, à l’information, au recueil du consentement et à l’entretien médical prénatal. 

Ceci ayant pour objectif d’inclure cette activité dans les actes réalisés par les sages-femmes, 

afin d'obtenir les moyens nécessaires pour augmenter le nombre de prélèvements (objectif 

20% des naissances).  

Par ailleurs, il est intéressant de noter que 1) le volume moyen des prélèvements réceptionnés 

(60 ml) était faible par rapport à la moyenne nationale qui est de l'ordre de 75 ml et que 2) la 

moitié des prélèvements avaient un volume inférieur à 55,2 ml, ce qui est inférieur au volume 

médian à réception (64 ml) d’une banque espagnole accréditée FACT (Querol et al.108 ). Si le 

nombre de prélèvements est en augmentation constante, nous n'avons pas observé 

d’augmentation des volumes prélevés par l’HCE du CHU de Grenoble au cours du temps. 

L’apprentissage et la maîtrise du prélèvement semblent influer sur le nombre de prélèvements 

réalisés mais pas encore sur leur qualité. Nous avons également mis en évidence une grande 

disparité dans les volumes prélevées selon les maternités, avec des volumes moyens allant de 

59 à 80,6 ml. Plusieurs raisons peuvent expliquer ce phénomène. Tout d’abord, l’ouverture 

des maternités de Belledonne, d’Annemasse et de l'Hôpital Savoie Nord est faite de manière 

plus structurée que celle de l'HCE qui été la première maternité conventionnée avec 

l'UMTCT. Les moyens donnés par les établissements de santé, lors de l'ouverture de ces 3 

maternités, étaient plus importants. La formation des sages-femmes par le personnel de 

l'UMTCT a été difficile à faire sur l’HCE étant donné leur nombre important et l’organisation 

de leur travail au sein de la maternité (les sages-femmes tournent dans les services par cycle). 
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Comme nous l’avons précédemment discuté, les différences de niveau entre les maternités (1, 

2 ou 3) peuvent également expliquer cette disparité dans les volumes prélevés. 

Etant donné qu'il existe une corrélation entre le volume et le contenu en CNT, il serait 

intéressant d'évaluer les pratiques de prélèvements afin de comprendre ces disparités de 

volumes et d'améliorer la qualité des prélèvements réceptionnés par l'UMTCT. 

Pour l'année 2010, l’objectif est de 1000 prélèvements réceptionnés à la banque de Saint 

Ismier. Or, notre étude a montré qu’au cours des 6 premiers mois de l’année 2010, il y a eu 

autant de prélèvements que durant l’année 2009. Ceci est dû en partie à l’augmentation du 

nombre de prélèvement au cours du temps par maternité, comme nous l’a révélé notre étude, 

mais aussi à l’augmentation du nombre de maternités conventionnées par l’ABM (ouverture 

de 3 maternités conventionnées avec l’UMTCT au cours de notre étude). Au cours du mois de 

septembre, deux maternités supplémentaires, le Centre Hospitalier de Valence et la Clinique 

Drôme Ardèche, ont établi une convention avec l'UMTCT. Ainsi, à la mi-octobre 2010, les 6 

maternités conventionnées avaient prélevé 758 USP, nombre en adéquation avec l’objectif de 

1000 prélèvements fixé pour l'année 2010. L’ouverture de 2 nouvelles maternités d’ici 2011 

(Chambéry, Annecy) permettra probablement d’atteindre les nouveaux objectifs fixés dans les 

années à venir.  

Malgré les faibles volumes recueillis au cours des 18 mois de l'étude, le contenu en CNT et en 

cellules CD34+ des USP conservées à la banque de Saint Ismier est comparable aux données 

de la banque de Barcelone (accréditée FACT) au cours de leur 3 premières années d'activité. 

La qualité de ces USP permettra de réaliser des allogreffes de CSH chez des enfants 

essentiellement ou chez des adultes en tant que double greffe d’USP, selon les 

recommandations de doses actuelles (Rocha et al. 2009). De plus, la qualité croissante des 

USP conservées au sein de cette banque espagnole, durant 10 ans d'activité, laisse présager 

d'une amélioration de la qualité de nos USP durant les années à venir (Querol et al.108 ).  
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Le taux de conformité des USP réceptionnées et traitées par la banque de Saint Ismier entre le 

1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010 (182 USP conformes pour 554 prélèvements), se situe 

dans la moyenne nationale du RFSP qui est de 33% (27 à 36%). 

Cependant, nous avons observé que certaines USP conformes et inscrites au registre FGM 

avaient été congelées dans un délai supérieur à 24 heures après le prélèvement, ce qui est en 

dehors des recommandations des bonnes pratiques. Etant donné que les recommandations 

concernant le délai de congélation des USP diffèrent d'un pays à l'autre (le RFSP préconise 24 

heures, tandis que le FACT (D4.2156 ) préconise 48 heures en cas d'allogreffe et 72 heures en 

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

L'influence du délai de congélation sur le nombre de cellules CD34+ viables et sur le taux de 

progéniteurs CFU-GM après décongélation n'a, à notre connaissance, jamais été rapporté dans 

la littérature. Une récente étude a montré qu'un délai de congélation de 72 heures n'influait pas 

sur la viabilité des cellules CD34+ avant congélation, si l'USP était conservée à 4°C. 

Malheureusement, cette équipe n'a pas étudié l'effet d'un tel délai sur le rendement des 

cellules CD34+ et sur le nombre de CFU-GM après décongélation, qui sont pourtant deux 

facteurs fortement prédictifs de la survie après allogreffe d'USP (Solomon et al.125 ). C'est 

pourquoi, nous avons débuté, au sein de notre banque, une étude du délai d’entrée en 

production des USP. Nous n’avons, pour le moment, pas montré de différences du nombre de 

cellules CD34+ viables et du taux de CFU-GM sur la poche décongelée, entre un délai < 24 

heures (CFU-GM = 16,1%) et un délai compris entre 24 et 48 heures (CFU-GM = 13,9%). 

Par contre, lorsque le délai de congélation dépassait 48 heures, la poche contenait 2 fois moins 

de cellules CD34+ viables et aucun progéniteur CFU-GM. Ces premiers résultats, qui sont à 

confirmer sur un plus grand nombre d’échantillons, devraient nous renseigner sur le délai 

maximal d’entrée en production qui pourrait être toléré et ainsi nous guider dans 

l’amélioration du procédé de traitement des USP.  
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Notre étude souligne qu’il est nécessaire de diminuer les délais d’acheminement entre les 

maternités et l’UMTCT pour améliorer la qualité de nos prélèvements. Une permanence sur 

site (1 technicien + 1 cadre médical) a été mise en place le samedi pour assurer la réception et 

le traitement des USP prélevées en début de week end. Par contre, il sera nécessaire 

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

Notre étude a également révélé que près de 43% des USP conformes étaient en quarantaine. 

Pour plus d'un tiers de ces USP, c'est l'absence de comparution des mères donneuses à la 

visite de sécurisation prévue à J60 qui en était la cause. Malgré l'envoi de courriers de rappel, 

il s'avère en effet très difficile, pour le personnel des banques de sang de cordon, d'assurer un 

suivi des mères donneuses au cours de ces 2 mois.  

Ce pourcentage important d'USP en quarantaine n'est pas un problème spécifique à l’UMTCT 

mais un problème national, puisque pour l’année 2009, le taux cible d’inscription des USP sur 

le registre FGM avait atteint 60% du taux cible de 275 greffons/mois. Le maintien de l’étape 

de sécurisation dans le procédé de mise en banques des USP est en pleine discussion. En effet, 

la directive européenne 2006/17154 , relative aux examens biologiques requis pour les 

donneurs impose un renouvellement des examens après une période de 180 jours, et non de 60 

jours comme cela est actuellement recommandé pour la sécurisation des USP. De plus, cette 

directive européenne n’impose plus l’étape de sécurisation si des méthodes de détection 

génomique virale sont mises en place à J0. Le très faible taux d’USP éliminées à l’étape de 

sécurisation dans notre étude (1 sur 182 congelées) nous conforte dans l’idée que cette étape 

n’est probablement pas indispensable. Ainsi, moyennant une augmentation du coût, 

l’inscription des greffons sur le registre FGM pourrait être considérablement accélérée 

puisqu’au cours de notre étude, 1/3 des greffons conformes conservés à l’UMTCT (soit près 

de 3 greffons/mois) auraient pu être inscrits dans un délai plus court.  
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Le deuxième objectif de ce travail a été de valider le procédé de cryoconservation des USP à 

des fins thérapeutiques au sein de la banque de Saint Ismier. Nous avons montré que notre 

procédé de miniaturisation par la méthode Sepax permettait d'obtenir des rendements en CNT 

(80 à 90%) et en cellules CD34+ (90%) similaires à ceux rapportés dans la littérature 

(Lapierre et al.76 ). Ainsi, en établissant une valeur seuil de 2,2x106 cellules CD34+ à 

réception, le nombre de miniaturisation inutiles et le risque d'exclusion des USP après 

miniaturisation pouvaient être diminués.  

Le rendement en CNT obtenu après décongélation à la banque de Saint Ismier (94%) était 

équivalent au rendement moyen rapporté dans une étude comparant les résultats de contrôles 

qualité de 14 centres de thérapie cellulaire français (Panterne et al.103 ). Par contre, la viabilité 

cellulaire (74%) et le rendement en cellules CD34+ (méthode simple plateforme, 71%) 

obtenus dans notre centre étaient supérieurs à ceux rapportée par Panterne et al. 

(respectivement 62,2% et 62%) mais similaires à ceux rapportés par d'autres équipes 

(Rodriguez et al.116 ; Van haute et al.137 ). Nos résultats montrent donc que notre procédé de 

congélation conduit à une bonne récupération des CNT et des cellules CD34+ et à une bonne 

viabilité cellulaire à la décongélation. De plus, la méthode simple plateforme que nous 

utilisons pour la numération des cellules CD34+ est celle recommandée par l'ISHAGE en 

raison de sa fiabilité, supérieure aux autres méthodes permettant une quantification absolue 

des cellules CD34+ viables (Gratama et al.46 ).  

L'étude de Panterne et al., précédemment citée, a montré qu'il existait une bonne corrélation 

entre le nombre de cellules CD34+ et le nombre de CFU-GM après décongélation mais que la 

dispersion des valeurs entre les 14 centres participants était relativement importante. Or, 

l'influence du taux de CFU-GM sur l'issue d'une allogreffe d'USP a été rapportée par plusieurs 

équipes. Migliaccio et al. ont d'abord montré que le nombre de CFU-GM avant congélation 

avait un impact sur la survie (Migliaccio et al.97 ). Par la suite, trois autres équipes ont montré 
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que le nombre de CFU-GM contenues dans l'USP administrée, c'est-à-dire après 

décongélation, était le facteur le plus prédictif de la survie, notamment lors de doubles 

allogreffes (Iori et al.55 ; Prasad et al.107 ; Yoo et al.148 ). Même si la corrélation entre les 

cellules CD34+ et le nombre de CFU-GM après décongélation est désormais connue 

(Armitage et al.2 ; Aroviita et al.3 ; Lim et al.82 ), la validation de notre procédé de 

congélation nécessitera l'analyse du nombre de CFU-GM obtenus après décongélation et sa 

corrélation au nombre de cellules CD34+.  

Par ailleurs, la pertinence du nombre de CNT avant congélation comme critère majeur de 

sélection des USP (avec le typage HLA) par les centres greffeurs commence à être remise en 

cause. En effet, des études ont montré que le nombre de cellules CD34+ administrées au 

patient influait fortement sur le délai de sortie d'aplasie et sur la survie (Laughlin et al.77 ; 

Wagner et al.140 ). Or, une étude multicentrique, menée par l'Afssaps, a révélé que le nombre 

de CNT avant congélation était faiblement corrélé au nombre de cellules CD34+ après 

décongélation, ce que nous avons également retrouvé dans notre étude (sur 12 échantillons 

uniquement). Par contre, nous avons observé une meilleure corrélation que celle rapportée par 

l'Afssaps, concernant le nombre de CNT et le nombre de cellules CD34+ avant congélation. 

Cette différence est probablement liée au nombre d'échantillons testés qui était plus important 

dans notre étude.  

Il sera donc indispensable d'étudier la corrélation entre le nombre de CNT avant congélation 

et celui des cellules CD34+ après décongélation sur un plus grand nombre d'échantillons, 

avant de pouvoir conclure définitivement à la faible pertinence du nombre de CNT avant 

congélation comme principal critère de sélection d'une USP.  

D'autre part, devant la diversité, à la fois des méthodes de traitement des greffons 

(miniaturisation ou non, lavage après décongélation) et des méthodes de contrôle qualité 

utilisées au niveau international et au sein du RFSP (appareils de mesure des CNT, 
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numération des cellules CD34+ par méthode simple ou double plateforme, densité 

d'ensemencement pour le test de clonogénicité des progéniteurs hématopoïétiques), il apparait 

nécessaire de standardiser les méthodes de contrôles qualité (McCullough et al.93 ; Panterne et 

al.103 ; Stanworth et al.127 ) mais également d'actualiser les critères de sélection des USP. 

Ainsi, même si le choix du greffon n'en dépend pas, le nombre de progéniteurs CFU-GM et de 

cellules CD34+ viables après décongélation sont des critères que la FACT recommande de 

fournir au centre greffeur (E3.2156 ). Pour cela, elle recommande de réaliser les contrôles 

qualité sur des échantillons qui soient représentatifs du contenu de la poche (D5.1.1.1156 ). En 

vue d’une demande d’accréditation FACT, nous avons validé l'utilisation de mini-échantillons 

en tubulure, comme matériel pour l'ultime contrôle qualité lors de la cession d'un greffon. Une 

équipe a montré qu'un tel matériel était utilisable pour le typage HLA et représentatif du 

contenu de la poche administrée en CNT, cellules CD34+ et CFU-GM (Goodwin et al.45 ; 

Rodriguez et al.116 ). Notre étude a rapporté des résultats similaires avec une bonne 

corrélation entre la poche d'USP et le segment de tubulure, en termes de CNT, de cellules 

CD34+ et de viabilité en cellules mononuclées. Mais afin de répondre aux recommandations 

FACT (E3.2156 ) et de prédire au mieux la probabilité de reconstitution hématopoïétique du 

receveur, il sera nécessaire de vérifier, en plus, la corrélation entre le nombre de CFU-GM 

obtenues au sein de l'échantillon et de la poche, après décongélation. Ce travail est 

actuellement en cours de réalisation. 

Concernant les perspectives d'amélioration des contrôles qualité, l'analyse de la viabilité des 

cellules CD34+ par l'Annexine V (marqueur de l'apoptose) est actuellement à l'étude. Les 

premiers résultats sont convaincants puisque en utilisant ce marqueur, Quérol et al. rapportent 

un taux de mortalité supérieur de 25% à celui observé avec l'utilisation du 7-AAD et une 

meilleure corrélation avec le taux de CFU-GM après décongélation (Querol et al.108 ).  



86 

 

D’autres facteurs que ceux précédemment décrits semblent avoir une influence sur l’issue 

d’une allogreffe d’USP et pourraient aider dans le choix d’une USP.  

Plusieurs études ont montré que le nombre de cellules CD34+ et de progéniteurs CFU-GM 

étaient fortement prédictifs de l’issue d’une allogreffe d’USP (délai de sortie d'aplasie, taux de 

mortalité et de survie) et que le nombre de cellules CD34+ pourrait être le critère de choix 

principal d’une USP, particulièrement lors d’allogreffe d’USP à 2 mismatchs ou moins 

(Rocha et al.112 ; Wagner et al.140 ).  

Concernant le statut sérologique CMV du receveur, les résultats restent discordants. L’équipe 

de Ramirez et al. a montré, au travers d’une analyse rétrospective chez 850 patients, qu’un 

statut CMV positif chez le receveur était associé à un retard de prise de greffe alors que 

l’équipe de Niehues et al. a montré une reconstitution lymphocytaire plus rapide chez 31 

enfants CMV positifs (Niehues et al.100 ; Ramirez et al.109 ). De même, un risque accru de 

mortalité a été rapporté par Brunstein et al., chez des adultes CMV négatifs atteints 

d’hémopathies malignes, alors que l’équipe de Rocha et al. observait un taux de mortalité 

moindre chez le même type de patients CMV négatifs. (Brunstein et al.22 ; Rocha et al.112 ). 

Par contre, les études de l’influence de la compatibilité ABO entre donneur et receveur sur 

l’issue d’une allogreffe d’USP rapportent des résultats similaires, à savoir qu’une 

incompatibilité majeure entre donneur et receveur d’USP est à l’origine d’un délai de sortie 

d’aplasie (Ramirez et al.109 ; Tomonari et al.136 ) et d’un risque élevé de mortalité (Rocha et 

al.112 ).  

Une équipe a récemment rapporté que la présence d’anticorps anti-HLA chez le receveur 

dirigés ou non contre les antigènes HLA de l’USP administrée pouvait augmenter le délai de 

sortie d’aplasie (neutrophiles et plaquettes) et donc influencer l’issue de l'allogreffe 

(Takanashi et al.132 ). 
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Ces 4 facteurs (nombre de CSH/USP, statut sérologique du receveur pour le CMV, 

compatibilité ABO donneur/receveur et présence d’anticorps anti-HLA chez le receveur) 

pourraient donc, à l’avenir, intervenir dans le choix d’une USP à condition que les méthodes 

de contrôle qualité soient standardisées au niveau international. 

Enfin, ce travail rend compte des nombreux paramètres qu’il est nécessaire de prendre en 

compte pour améliorer le procédé de mise en banque de l’UMTCT et le nombre d’USP 

réceptionnées: procédé de prélèvement, temps sages-femmes, délais d’acheminement, délais 

de traitement des USP. A partir de nos observations, nous proposons des indicateurs qualité 

mensuels de mise en banque afin de suivre chaque étape du procédé et de mesurer l’impact 

des améliorations apportées: nombre de prélèvements, délai d’entrée en production, nombre 

de prélèvements conformes, pourcentage de prélèvements sécurisés 4 mois après le 

prélèvement, pourcentage de prélèvements contaminés et moyenne des contenus en CNT et en 

cellules CD34+ des USP congelées. 
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CONCLUSION 

La conservation des cellules souches hématopoïétiques (CSH) du sang de cordon ombilical ou 

unités de sang placentaire (USP) à des fins thérapeutiques allogéniques a ouvert l'accès à 

l'allogreffe à de nombreux patients pour lesquels aucun donneur de moelle osseuse n'a pu être 

identifié. Pour répondre au besoin croissant d’USP à travers le monde, des banques de sang 

placentaire se sont développées depuis 1991. En France, ces banques sont regroupées sous le 

nom de « réseau français de sang placentaire » (RFSP) qui définit les critères de qualité des 

USP conservées. En effet, la prise de greffe (déterminée par le délai de sortie d'aplasie) et le 

taux de survie sont fonctions d’un certain nombre de facteurs : comptabilité HLA entre 

donneur et receveur, quantité de cellules nucléées totales (CNT) et de CSH, viabilité et 

fonctionnalité des CSH. Lors de la mise en banque des USP, les banques du RFSP doivent 

respecter des critères de qualité ou spécifications imposées par la réglementation française et 

déposer un dossier auprès de l’AFSSAPS. Les USP répondant à ces spécifications peuvent 

alors être inscrites sur le registre France Greffe de Moelle (FGM) de l’agence de biomédecine 

et ainsi être disponibles pour tous patients nationaux ou internationaux. Ces exigences de 

qualité, qu’elles soient nationales (bonnes pratiques, loi de bioéthique, recommandations du 

RFSP) ou internationales (WMDA, FACT) s’imposent tout au long du procédé conduisant à 

la mise en banque d’une USP: information, sélection des donneuses, recueil du consentement, 

prélèvement, réception, transformation (réduction de volume, congélation), contrôles 

cliniques et biologiques, stockage, cession et transport. C’est pourquoi chaque banque doit 

valider, en interne, le procédé de conservation qu’elle utilise. Notre étude a permis d’y 

travailler et a montré que le procédé utilisé à la banque de Saint Ismier (Unité Mixte de 

Thérapie Cellulaire et Tissulaire (UMTCT), EFS Rhône Alpes) permettait d’obtenir une 

bonne viabilité cellulaire ainsi qu’une bonne récupération des CNT et des CSH à la 

décongélation. Ces 3 paramètres définissant la qualité du greffon, font partie des critères 

retenus par les centres greffeurs. D’autre part, nous avons montré que l’échantillon utilisé, au 

sein de notre banque, pour réaliser l’ultime contrôle qualité lors de la cession d’une USP, était 
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fortement prédictif du contenu de l’USP administrée en termes de CNT, de CSH et de 

viabilité. Mais en vue d’une accréditation FACT et afin de prédire au mieux la probabilité de 

reconstitution hématopoïétique du receveur, nous vérifierons cette corrélation en terme de 

fonctionnalité des CSH.  

 Au travers de notre étude rétrospective, nous avons montré que le taux de conformité des 

USP congelées à l’UMTCT se situait dans la moyenne nationale. Malgré une grande disparité 

des volumes prélevés par les 4 maternités conventionnées avec l’UMTCT, le contenu en CNT 

et CSH des USP cryoconservées était comparable à celui obtenu par des banques 

internationales accréditées. Cependant, une évaluation du temps consacré par les sages-

femmes en amont du prélèvement et des pratiques de prélèvement dans les différentes 

maternités, pourraient permettre d’augmenter le nombre d’USP prélevées et d’améliorer leur 

qualité.  

Par ailleurs, la remise en cause de l’étape de sécurisation des USP, 2 mois après le 

prélèvement, pourrait permettre d’accélérer l’inscription sur le registre FGM de près d’un tiers 

des USP conservées à l’UMTCT et donc d’augmenter les chances de bénéficier d’une 

allogreffe pour de nombreux patients.  

Enfin, notre étude soutient la faible pertinence du nombre de CNT avant congélation comme 

critère majeur de sélection des USP (avec le typage HLA) par les centres greffeurs.  
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ANNEXES 
 

Annexe I : Contre-indications au prélèvement de sang placentaire en vue d’une conservation dans une 

banque du Réseau Français de Sang Placentaire (en cours de révision) 

Annexe II : Qualification néonatale lors du don de sang placentaire 
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MOISAN Anaïck 

Évaluation du procédé de mise en banque d’unités de sang placentaire à usage thérapeutique au sein de 
la banque EFS-Rhône Alpes – site de Saint Ismier. 

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

RÉSUMÉ 
La conservation des cellules souches hématopoïétiques (CSH) du sang de cordon ombilical ou unités de sang 
placentaire (USP) à des fins thérapeutiques allogéniques a ouvert l'accès à l'allogreffe à de nombreux patients 
pour lesquels aucun donneur de moelle osseuse n'a pu être identifié. Pour répondre au besoin croissant d’USP 
à travers le monde, des banques de sang placentaire se sont développées. En France, elles sont regroupées 
sous le nom de « réseau français de sang placentaire » (RFSP). Lors de la mise en banque des USP, les 
banques du RFSP doivent respecter les spécifications imposées par la réglementation française, qu'elles 
concernent le prélèvement, la transformation ou le stockage. En vue d’une demande d’accréditation 
internationale, nous avons évalué le procédé de mise en banque des USP à usage thérapeutique utilisé au sein 
de la banque de sang de cordon de Saint Ismier (Unité Mixte de Thérapie Cellulaire et Tissulaire (UMTCT), 
EFS Rhône Alpes) en réalisant une étude rétrospective de la conformité des USP prélevées par les maternités, 
miniaturisées et congelées dans cette banque, entre le 1er janvier 2009 et le 1er juillet 2010. L’évaluation a 
porté sur les critères cliniques et biologiques des mères donneuses et des nouveau-nés dont le sang de cordon 
a été prélevé ainsi que sur la qualité des prélèvements et le procédé de transformation des USP. Notre étude a 
montré que le procédé utilisé à l’UMTCT permettait d’obtenir, à la décongélation, une bonne viabilité des 
cellules mononucléées (87,1 ± 6,8%) ainsi qu’une bonne récupération des cellules nucléées totales (CNT) 
(93,9 ± 8,9%) et des CSH-CD34+ (71,0 ± 23,2%). Ces trois paramètres, définissant la qualité du greffon, font 
partie des critères retenus par les centres greffeurs. D’autre part, nous avons montré que l’échantillon utilisé 
au sein de notre banque, pour réaliser l’ultime contrôle qualité lors de la cession d’une USP, était fortement 
prédictif du contenu cellulaire (CNT : r = 0,923, p < 0,001 ; CSH : r = 0,77, p < 0,05) et de la viabilité en 
cellules mononuclées (r = 0,798, p < 0,05) de l’USP administrée. Nous avons montré que le taux de 
conformité des USP congelées à l’UMTCT (33%) se situait dans la moyenne nationale. Malgré une grande 
disparité des volumes prélevés par les 4 maternités conventionnées avec l’UMTCT (moyennes allant de 50,9 
à 80,6 ml), le contenu cellulaire des USP conservées (12,5 ± 4,9×108 CNT ; 4,4 ± 2,7×106 CSH) était 
comparable à ceux obtenus par des banques internationales accréditées. Notre étude soutient la faible 
pertinence du nombre de cellules nucléées totales avant congélation comme critère majeur de sélection des 
USP (avec le typage HLA) par les centres greffeurs. Enfin, ce travail rend compte des nombreux paramètres 
qu’il est nécessaire de prendre en compte pour améliorer le procédé de mise en banque, le nombre et la 
qualité des USP réceptionnées et propose des pistes d’amélioration.  
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