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Introduction

Le sang placentaire renferme des quantités importantes de cellules souches
hématopoiétiques capables de reconstituer, aprés injection a un individu, une hématopoiése
a long terme chez ce dernier. De ce fait, le sang placentaire est devenu, depuis une trentaine
d’'années, une source de greffon pour la réalisation de greffes de cellules souches

hématopoiétiques allogéniques aussi bien chez les enfants que chez les adultes.

En France, le don de sang placentaire est un don volontaire, anonyme, gratuit et pour
autrui conformément a la loi no 2011-814 du 7 juillet 2011 relative a la bioéthique. Ce don est
sans danger ni pour la mére ni pour I'enfant. La collecte de sang placentaire a visée
autologue, qui ne repose sur aucun fondement scientifique, est illégale en France.

Cependant, la collecte de sang a visée intrafamiliale est autorisée.

Située au CHU de Brabois, la Banque de Sang Placentaire (BSP) de Nancy a ouvert
ses portes le 19 novembre 2012. Cette BSP est conventionnée a la Polyclinique Majorelle
qui s’occupe du recrutement des méres et du prélévement des Unités de Sang Placentaire
(USP). Le Réseau Frangais de Sang Placentaire (RFSP), créé en janvier 1999 par I'’Agence
de Biomédecine (ABM), a mis en place des criteres stricts de sélection des USP mis en
banque. Parmi tous les prélévements réceptionnés a la BSP, de trés nombreux sont éliminés
dés le départ pour des causes plus ou moins fréquentes : volume sanguin trop faible,
nombre de cellules nucléées totales (CNT) trop faible, contamination microbienne, probléme
au moment de la congélation...Nous allons étudier dans ce travail s’il existe des moyens de
limiter certaines causes d’élimination afin d’obtenir un meilleur rendement d’'USP inscrites

sur le registre national par rapport a tous les prélévements effectués.

Deux facteurs sont pris en compte lors de la cession d’'une USP en vue d’une greffe
de CSH : la compatibilité entre le donneur et le receveur et le nombre de CNT en fonction du
poids du receveur. Nous allons décrire ici les caractéristiques des USP inscrites sur le
registre national par la BSP de Nancy afin de déterminer si ces nouvelles USP inscrites

apportent quelque chose de plus par rapport a toutes les USP déja inscrites sur le registre.
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1. Le sanq, rappel bibliographique

1.1 L’hématopoiése

L’hématopoiése provient du grec haimatos (« du sang ») et poiésis (« création »).
L’hématopoiése est le processus physiologique a partir duquel vont naitre les éléments
figurés du sang : globules rouges, polynucléaires, lymphocytes, monocytes et plaquettes. La
régulation de la production cellulaire est remarquablement organisée pour maintenir un
parfait équilibre physiologique entre la production et la disparition des différentes cellules
sanguines et pour répondre a des besoins exceptionnels (Najman and Potron, 1994). Pour
cela, on note l'intervention de nombreuses cytokines et des facteurs de croissance (Fauchet
and Ifrah, 1995).

La concentration cellulaire se maintient constante a I'état physiologique, malgré les
pertes cellulaires journaliéres : c’est 'homéostasie. La production journaliere est estimée a :
1 & 2,5.10" globules rouges, 1 & 2,5.10" plaquettes et 50 & 100.10° globules blancs. Ceci
s’explique par la durée de vie limitée des éléments figurés du sang : 120 jours pour les
globules rouges, 7 a 10 jours pour les plaquettes, 24 heures pour les polynucléaires
neutrophiles, plusieurs mois pour les monocytes (Fauchet and Ifrah, 1995).

L’hématopoiese se déroule dans différents organes appelés organes
hématopoiétiques. La moelle osseuse (MO) et le thymus sont des organes
hématopoiétiques primaires. La MO est un organe complexe, le plus volumineux du corps :
sa masse est estimée de 1600 a 3700 g chez I'adulte, et représente 4,5% du poids total. Les
ganglions lymphatiques, la rate et le systtme MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue)
sont des organes hématopoiétiques secondaires. lls apparaissent aprés les organes
primaires et n’atteignent leur plein développement que sous linfluence des stimuli
antigéniques du monde extérieur, qui les modifient tout au long de la vie (Najman and
Potron, 1994).

La formation des éléments figurés du sang et des premiers vaisseaux commence dés
la troisieme semaine de gestation. L’hématopoiése se concentre d’abord dans les annexes
embryonnaires. Elle est ensuite assurée par d’autres organes comme le foie, la rate et la

MO. On distingue trois périodes dans 'hématopoiése embryonnaire.
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1.1.1 Période pré-hépatigue

Le mésenchyme ou tissu conjonctif embryonnaire est a I'origine de toutes les cellules
du sang. Des ilots sanguins apparaissent dans le sac vitellin, dés le dix-neuviéme jour de
développement de I'embryon. Quelques jours plus tard, des ilots semblables sont retrouvés
dans le tissu mésoblastique. L’activité hématopoiétique s’y poursuit jusqu’au deuxiéme mois
de gestation. A compter de la sixitme semaine, 'hématopoiése diminue dans le sac vitellin
puis cesse complétement au troisieme mois.

Les cellules sanguines présentes sont des érythroblastes primitifs ayant I'apparence
de mégaloblastes. Elles sont de grande taille et ont la faculté de se charger d’hémoglobine
tout en conservant leur noyau, ainsi elles peuvent se diviser a lintérieur des vaisseaux

(Ghanassia and Procureur, 1999).

1.1.2 Période hépato-splénique

L’hématopoiése commence dans le foie vers le troisieme mois, puis décroit a partir
du cinquiéme mois feetal ; des ilots sanguins persistent cependant jusqu’a la naissance. Les
cellules sanguines présentes sont principalement des érythroblastes définitifs, plus petits que
les érythroblastes primitifs. lls donnent naissance a des hématies anucléées dont le diamétre
moyen est de 7,5 um. Il y a aussi quelques mégacaryocytes et de rares granulocytes.

Dans la rate, I'érythropoiése débute vers le cinquiéme mois pour se terminer a la
naissance dans certains cas. La production érythrocytaire splénique est quantitativement
moins importante que celle du foie. La rate est aussi le siege d’une lymphocytopoiése qui se
poursuivra toute la vie. Pendant la période hépatique, on a aussi décrit une faible activité

hématopoiétique dans le thymus et les ganglions (Ghanassia and Procureur, 1999).

1.1.3 Période lympho-médullaire

Entre le quatrieme et le cinquieme mois foetal, quand débute la circulation
placentaire, 'hématopoiése commence dans la MO, formant d’abord des granulocytes, puis
des hématies et des plaquettes. Les éléments précurseurs de ces cellules sont semblables a
ceux de l'adulte. A partir du sixitme mois fcetal, la moelle osseuse est l'organe
hématopoiétique le plus important.

Vers la fin de troisitme mois foetal, le tissu lymphoide responsable de la formation
des lymphocytes et des monocytes apparait dans le thymus et les ganglions. La

lymphocytopoiése y est active a partir du cinquiéme mois (Ghanassia and Procureur, 1999).
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A la naissance, la moelle foetale compte de 0,6 & 0,8.10" érythroblastes par litre.
Dans la premiére semaine aprés la naissance, le nombre des éléments érythroides diminue
de moitié puis augmente de nouveau pour atteindre une valeur comparable a celle de la

naissance, vers la vingtiéme semaine (L’ltalien et al., 1983).

1.1.4 Apreés la naissance

A la naissance, seule la MO est fonctionnelle, mais elle I'est pratiquement au niveau
de tous les os. Progressivement, la moelle active, « rouge », va subir une involution
centripéte au profit de la moelle adipeuse, « jaune ». Chez l'adulte, la moelle active est
limitée aux épiphyses des fémurs et humérus, aux os du crane, aux cétes, sternum,
omoplates, clavicules, vertébres, bassin et a la moitié supérieure du sacrum. Le nombre total
de cellules nucléées dans la MO est d’environ 10" chez I'adulte (Zittoun et al., 1998). La
moelle adipeuse, n'a pas d’activité hématopoiétique ; elle constitue une réserve de graisses,
et peut en cas de besoin, se transformer en moelle active. Le foie et la rate maintiennent un

potentiel d’hématopoiése durant toute la vie (Fauchet and Ifrah, 1995).

Activité
hématopoiétique
0 Moelle osseuse

1004 . ,
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Figure 1 : Développement embryonnaire et foetal de I'hématopoiése
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1.2 Les cellules souches

1.2.1 Totipotence

L’embryogenése est par définition le processus qui forme un individu entier a partir
d'une seule cellule, le zygote (Rossant and Tam, 2009). Ce zygote et les cellules issues de
ses premieres divisions, les blastoméres, sont les seules cellules totipotentes de
l'organisme. Cela signifie que leur génome est organisé de telle maniére qu’elles peuvent
coder l'information nécessaire a la fabrication d’'un organisme entier. Mais encore faut-il que
la cellule totipotente soit dans le contexte embryonnaire car jamais une cellule totipotente
(telle gu’on la préléve par exemple pour réaliser un diagnostic préimplantatoire) ne formera
un embryon dans une boite de Pétri (Coulombel, 2010). Ce stade totipotent n’est conservé
que jusqu’au stade morula (4éme jour suivant la fécondation chez la femme) ou I'embryon
est constitué de 8 a 16 cellules (Smith, 2006). Une cellule totipotente a la capacité de fournir

tous les tissus de I'organisme y compris le lignage trophoblastique placentaire.

1.2.2 Pluripotence et multipotence

La pluripotence désigne la capacité d’'une cellule a se différencier dans les trois
lignages primaires issus de la gastrulation : le mésoderme, 'endoderme et I'ectoderme. Ces
trois feuillets sont a I'origine de certains des futurs tissus de I'organisme : par exemple, peau
et tissu nerveux sont issus de I'ectoderme, intestin, foie et pancréas de I'endoderme, cellules
hématopoiétiques et musculaires du mésoderme (Rossant and Tam, 2009). Cette capacité a
fournir tous les tissus de l'organisme ne se retrouve que chez les cellules souches
embyronnaires c'est-a-dire les cellules issues de la masse interne du blastocyte.

La multipotence, plus restrictive, indique qu’une cellule ne peut produire que les types
de cellules différenciées composant un seul tissu (Coulombel, 2010). Elle se retrouve chez
les cellules souches adultes qui sont déja engagées dans un programme tissulaire

spécifique et servent a réparer les tissus Iésés, malades ou simplement vieillissants.

Totipotence et pluripotence sont deux propriétés restreintes aux cellules des premiers
stades de développement embryonnaire : intuitivement, on peut comprendre qu'a un
moment trés précoce du développement, avant la spécification des tissus, certaines cellules
aient I'information requise pour une capacité de différenciation presque illimitée, ce qui n’est
plus nécessaire chez le foetus et 'adulte, une fois les organes formés (Coulombel, 2010).

Les cellules souches fcetales sont beaucoup plus proches des cellules souches
adultes que des cellules souches embryonnaires par leurs propriétés et leurs

caractéristiques moléculaires. Elles ont déja acquis une identité tissulaire, et comme les

14



cellules souches adultes, ne sont plus pluripotentes, mais seulement multipotentes.
Présentes dans tous les tissus feetaux, elles se distinguent de leurs consceurs adultes par
leur activité intense de prolifération et une « réserve » de divisions cellulaires beaucoup plus

importante, mais leur potentiel n’est pas fondamentalement différent (Coulombel, 2010).

Les cellules souches représentent une fraction extrémement faible de la population
médaullaire totale (0,01 a 0,05 %). On les retrouve aussi dans le sang de cordon ombilical et,
en quantité encore plus faible, dans le sang circulant. Dans les conditions physiologiques,
90% des cellules souches sont quiescentes et leur mise en cycle dépend de l'action de
certains facteurs glycoprotéiques solubles, les cytokines, mais aussi de leurs interactions

avec certaines cellules du microenvironnement (Bidri and Arock, 1996).
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Figure 2 : La hiérarchie des cellules souches (Sieveking and Ng, 2009)
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1.3 De la cellule souche hématopoiétique (CSH) aux

cellules matures

Les cellules sanguines dérivent d’'une cellule souche commune, capable, par ses
propriétés d’auto-renouvellement et de multipotentialité, de générer de facon stable
'ensemble des cellules du sang. Sous l'influence de facteurs locaux et humoraux, agissant
sur des récepteurs membranaires, ces cellules s’engagent dans un processus de
différenciation ou elles perdent leurs propriétés d’auto-renouvellement et de multipotentialité
et acquiérent des fonctions propres a chaque lignée (Theml et al., 2006).

L’hématopoiése est un phénoméne complexe présentant une hiérarchie cellulaire et

comprenant schématiquement trois compartiments :

~ Un compartiment de cellules tres primitives et multipotentes, ou cellules
souches hématopoiétiques. Ces cellules peuvent proliférer de fagon
importante et sont capables a la fois de s'autorenouveler et de se différencier
vers toutes les lignées hématopoiétiques, y compris lymphoides.

~ Un compartiment de progéniteurs, de morphologie indifférenciée, qui
proliférent sans s'autorenouveler. Ces cellules sont habituellement orientées
vers une ou au maximum deux lignées cellulaires.

~ Un compartiment de maturation, celui des précurseurs hématopoiétiques,
ou les cellules sont morphologiquement reconnaissables. A la fin de leur
processus de maturation, les cellules hématopoiétiques passent dans la
circulation (Bidri and Arock, 1996).

L'existence d'un tel systéme hiérarchisé permet une amplification énorme de la
production car chaque compartiment cellulaire comprend plusieurs mitoses, aboutissant a la
formation de plusieurs centaines de milliers de cellules matures a partir d'une seule cellule
souche (Bidri and Arock, 1996).

Les cellules hématopoiétiques peuvent étre regroupées en quatre compartiments

répondant a des niveaux de différentiation croissante.
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1.3.1 Les cellules souches multipotentes

1.3.1.1 Propriétés

Une cellule souche multipotente doit répondre aux 3 critéres suivants :

~ Capacité  d’auto-renouvellement :  multiplication sans  différenciation
permettant de maintenir intact un pool de cellules souches primitives et donc
le potentiel de 'nématopoiese.

~ Capacité de différenciation : possibilité, sous l'influence de facteurs de
croissance, de se diviser en s'engageant de facon irréversible vers plusieurs
ou une lignée. La cellule perd alors sa multipotence pour devenir une cellule
engageée.

~ Capacité de produire une restauration hématologique chez une souris irradiée

a dose létale.

Lors d'une hématopoieése normale il existe un équilibre entre la production des
cellules souches par division cellulaire (autorenouvellement) et la perte des cellules souches

par engagement vers les lignées cellulaires (différenciation) (Hématopoiése).

Les cellules souches multipotentes sont localisées dans la MO mais certaines
peuvent passer de fagon temporaire dans le sang. Elles ne sont pas identifiables
morphologiquement : elles ressemblent a des petits lymphocytes.

A I'état normal, les cellules souches multipotentes proliférent trés peu (elles sont au
stade GO) et le maintien de 'lhoméostasie est assuré par la prolifération et la différenciation
des compartiments plus différenciés. Le microenvironnement parait également intervenir
dans la prolifération et la différenciation des CFU-S (Colony Forming Unit in the Spleen)
c'est-a-dire les cellules formant des colonies dans la rate. Ceci signifie qu'une cellule souche
donne naissance a une colonie mixte formée de plusieurs types cellulaires. Le tissu dans
lequel les CFU-S donnent naissance a des colonies joue un rble certain dans le type
cellulaire de celles-ci. Dans la rate, la majorité des colonies sont constituées d’érythroblastes
alors que dans la moelle on trouve surtout des cellules granuleuses (Najman and Potron,
1994).

Les cellules souches conservent leur propriétés aprés congélation a -196°C puis

décongélation méme de nombreux mois plus tard (Hématopoiése).
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1.3.1.2 Expérience de Till et McCulloch

En 1961, les expériences de Till et McCulloch ont, pour la premiére fois, démontré
I'existence d'une CSH capable de générer les différentes lignées érythroides, monocytaires

et granuleuses (McCulloch and Till, 1960).

L’expérience, menée par ces chercheurs, consiste a irradier une souris a 1000 rads
ce qui provoque la destruction de son tissu hématopoiétique et induit donc une aplasie
médullaire mortelle. Si des cellules de la MO d’une souris syngénique sont injectées aprés
l'irradiation, les CSH de cette MO sont capables de reconstituer les différentes lignées
hématopoiétiques. En effet, au bout du 8™ jour, on peut mettre en évidence la formation de
nodules ou colonies cellulaires dans la rate de ces souris irradiées (la rate est un organe
hématopoiétique chez la souris adulte et non chez 'lhomme). Ces colonies sont mixtes, c'est-
a-dire, constituées de cellules appartenant a plusieurs lignées cellulaires.

Ces auteurs ont pu démontrer qu'un nodule splénique provient d'une seule cellule
souche injectée. En effet, en irradiant les cellules de MO devant étre réinjectées de facon a
provoquer des cassures chromosomiques, on observe que toutes les cellules en mitose d'un
méme nodule possédent les mémes cassures chromosomiques.

Les auteurs ont également démontré qu'il existe une relation linéaire entre le nombre
de cellules médullaires injectées et le nombre de nodules formés. La concentration de
précurseurs hématopoiétiques, appelées CFU-S est d'environ 1 cellule pour 1000 cellules
médullaires.

Ces CFU-S sont donc des CSH multipotentielles, c'est a dire capables de générer les

différentes lignées hématopoiétiques.

1.3.1.3 Clusters de différenciation

Des anticorps monoclonaux clustérisés (CD, Cluster de Différenciation), dirigés
contre des structures membranaires ont été définis et aident a une meilleure compréhension
de la différenciation. Les CD sont des antigenes, exprimés a la surface des cellules, qui
permettent de définir le type cellulaire et la fonction cellulaire. Les cellules acquiérent des
antigénes spécifiques de lignée au cours de leur maturation. Les anticorps permettent de
définir pour une cellule donnée, le degré de maturité et son appartenance a une lignée
(Fauchet and Ifrah, 1995).

Les CSH expriment a leur surface I'antigéne CD34. Les cellules CD34+ représentent

1 a 4% des cellules de la MO, comprenant la cellule souche multipotente et les progéniteurs

18



déja engagés. Au cours de la différenciation, on assiste a une baisse de la densité
antigénique en molécule CD34+ avec un enrichissement en différents marqueurs spécifiques
de lignées (Fauchet and Ifrah, 1995).

Les marqueurs CD133, CD117 et CD90 sont exprimés a la surface de la majorité des
CSH (Wognum et al., 2003). Les CSH les plus primitives, appelées LT-CSH (« Long Term »)
sont CD133+, CD34- et CD38-. Elles se différencient en ST-CSH (« Short Term ») et en
progéniteurs de I'hématopoiése qui expriment I'antigéne CD34 et sont donc CD133+,
CD34+, CD38- et HLA DR-.

Les CSH se définissent également par I'absence de différents marqueurs de surface
tels que CD38, CD10, CD14 ou encore CD15. En effet, le marqueur CD38 témoigne d’un

engagement multilinéage, étape trés précoce de la différenciation (Fauchet and Ifrah, 1995).

1.3.2 Les progéniteurs

Classiquement deux branches principales de différenciation émergent de la cellule
souche multipotente : les CFU-L (progéniteur lymphoide commun) et les CFU-GEMM
(cellules souches myéloides) (Fauchet and Ifrah, 1995). La cellule souche lymphoide
posséde la potentialité de différenciation vers les trois types cellulaires : les lymphocytes : T
et B et les cellules Natural Killer (NK). La différenciation cellulaire myéloide peut utiliser trois
voies : I'érythropoiése, la granulopoiése-monocytopoiése ou la mégacaryocytopoiése
(Fauchet and Ifrah, 1995).

L'existence de cellules intermédiaires entre les cellules souches et les cellules
matures, qui sont non identifiables morphologiquement, a pu étre mise en évidence
essentiellement par l'introduction des techniques de culture de colonies en milieu semi-solide
(Ogawa, 1993) : en présence d'un stimulant (les progéniteurs ont besoin de facteurs de
croissance spécifiques appelés CSF pour Colony Stimulating Factor pour former des
colonies en culture), et au bout d'un temps variable, se forment des colonies cellulaires
constituées de cellules matures. La plupart des colonies sont composées d'un seul type
cellulaire, parfois de deux, comme pour la lignée granulomonocytaire, plus rarement de
plusieurs types cellulaires. En général, plus la colonie apparait aprés un long délai de
culture, plus elle dérive d'une cellule primitive. La taille de la colonie est aussi le reflet du
stade de différenciation du progéniteur car les colonies provenant d'un progéniteur primitif

sont formées d'un grand nombre de cellules (Bidri and Arock, 1996).

Chaque colonie est clonale et dérive d'une seule cellule appelée CFU (Colony

Forming Unit), accompagnée des initiales de la lignée ou encore sous le terme général de
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progéniteurs (Gregory and Eaves, 1978). Les progéniteurs sont les descendants directs de
la CFU-S car ils sont retrouvés au sein des colonies spléniques. On différencie les
progéniteurs de la CFU-S car les colonies remises en culture sont incapables de former des
colonies secondaires in vitro ou des colonies spléniques in vivo (Bidri and Arock, 1996).

Il existe des progéniteurs déterminés pour chaque lignée cellulaire, mais il s'agit de
populations cellulaires trés hétérogénes allant d'une cellule proche de la CFU-S jusqu'a des
cellules extrémement proches des éléments morphologiquement reconnaissables (Bidri and
Arock, 1996).

Tableau | : Les progéniteurs des différentes lignées

CFU ou progéniteur Lignée
CFU-GM Polynucléaires Neutrophiles et Monocytes
CFU-G Polynucléaires neutrophiles
CFU-M Monocytes
CFU-MK Plaquettes
CFU-Eo Polynucléaires éosinophiles
CFU-B Polynucléaires basophiles
BFU-E > CFU-E Hématie

Les progéniteurs perdent progressivement leur capacité d'auto-renouvellement au fur
et a mesure de leur avancement dans la différenciation. lls restent peu nombreux et non
identifiables morphologiquement : ils ont I'aspect morphologique d'une cellule lymphoide de
taille moyenne. lls acquiérent les marqueurs immunologiques CD-33 et HLA-DR en plus du
CD-34 déja présent au stade de cellule souche multipotente. Ces déterminants antigéniques

peuvent étre reconnus par des anticorps monoclonaux.

Les techniques de cultures des progéniteurs hématopoiétiques en milieu semi-solide
permettent de quantifier les CFU-GEMM, CFU-GM, BFU-E, CFU-E et CFU-MK. Elles sont
utiles dans I'exploration de certaines hémopathies affectant les cellules souches et sont
nécessaires pour apprécier le contenu des prélevements de greffe de progéniteurs

hématopoiétiques.
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1.3.2.1 Les progéniteurs érythroides

Le premier stade cellulaire orienté vers la lignée érythroide est le stade BFU-E qui
donne naissance a des colonies importantes pouvant contenir jusqu'a 30 000 ou 40 000
cellules. Les BFU-E sont une population trés hétérogéne avec des cellules peu différenciées
donnant des colonies volumineuses et des cellules plus différenciées. Ces cellules sont
présentes dans la moelle et le sang. A I'état normal, un tiers d’entre elles sont en phase de
synthése d’ADN. Les BFU-E aboutissent a un stade ultérieur a des CFU-E, cellules peu
mobiles en culture qui donnent naissance vers le 7°™ jour & des amas de petit volume
contenant moins de 100 cellules. Les CFU-E ne sont présentes que dans la moelle et prés
de 80% d’entre elles sont en phase de synthése d’ADN (Eaves and Eaves, 1984). Le début
de la synthése d’hémoglobine intervient au stade proérythroblaste. On constate une
modification du nombre et du type de récepteurs. En effet, les récepteurs a I'érythropoiétine
décroissent avec la maturation terminale alors que les récepteurs a la transferrine restent

trés nombreux (Najman and Potron, 1994).

1.3.2.2 Les progéniteurs des neutrophiles et des macrophages

La premiére cellule est capable de donner naissance a des colonies contenant a la
fois des cellules granuleuses neutrophiles et des monocytes, macrophages. Cette cellule,
CFU-GM, est présente surtout dans la moelle mais aussi dans le sang. Les polynucléaires
neutrophiles apparaissent sous l'influence directe du G-CSF alors que les monocytes et

macrophages nécessitent la présence de M-CSF (Najman and Potron, 1994).

1.3.2.3 Les progéniteurs des éosinophiles et des basophiles

Les polynucléaires éosinophiles se développent a partir des progéniteurs CFU-Eo
sous l'influence du GM-CSF (Clutterbuck and Sanderson, 1988).
Les polynucléaires basophiles paraissent avoir une voie de différenciation commune

avec les mastocytes.

1.3.2.4 Les progéniteurs mégacaryocytaires

Le premier stade cellulaire orienté vers cette lignée est le stade BFU-MK. Elle donne
naissance a des CFU-MK qui aboutissent a former des mégacaryocytes mars. Un CFU-MK

donne naissance a 128 mégacaryocytes en moyenne (Gewirtz, 1986).
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1.3.2.5 Les progéniteurs lymphoides

Les lymphocytes B et T et les cellules NK proviennent d'une cellule souche
multipotente commune.

L’étape la plus précoce de la lymphopoiése B est représentée par les cellules pro-B.
La cellule pro-B porte encore l'antigéne CD-34 présent sur tous les progéniteurs et
commence a exprimer les antigénes CD-10 et CD-19. Elle donne naissance a la cellule pré-
B qui perd I'antigéne CD-34 et exprime I'antigéne CD-20. La cellule pré-B donne naissance
aux cellules B qui perdent l'antigeéne CD-10 et expriment l'antigéne CD-21 ainsi que
'immunoglobuline IgM a leur surface.

Le progéniteur commun de la lymphopoiése T coexpriment les antigénes CD-34, CD-
19 et CD-7. La cellule pro-T exprime les antigénes CD-34, CD-7 et CD-10. Ce progéniteur
pro-T se déplace ensuite de la MO vers le thymus pour poursuivre sa différenciation. Les
progéniteurs thymiques vont perdre I'antigene CD-34 et acquérir en surface les antigénes
CD-3, CD-4 et CD-8. La derniére étape de différenciation thymique est caractérisée par
I'expression a la surface des cellules d’antigéne CD-3 et la perte de la coexpression CD-4 et
CD-8.

Les cellules T immatures ou thymocytes proliferent et se différencient dans le thymus,
contrairement aux autres cellules sanguines qui se différencient dans la MO. Au cours de
leur passage dans le thymus, les thymocytes vont subir une double sélection. Les
thymocytes, dont le TCR (récepteur des cellules T) nouvellement synthétisé reconnait les
molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) autologue, subissent une
sélection positive et continuent leur différenciation. Il y a ensuite une deuxiéme sélection,
négative cette fois, qui consiste a induire 'apoptose des cellules auto-réactives qui expriment
un TCR ayant une forte affinité pour les molécules du CMH autologue présentes a la surface
des cellules dendritiques et des macrophages et qui présentent des peptides du soi. Aprés la
double sélection, les cellules survivantes sont simples positives CD-4 ou CD-8 et quittent le
thymus pour rejoindre la circulation périphérique jusqu’a la rencontre d’'un antigéne. On note

95% d’apoptose au cours de cette sélection thymique (Vaubourdolle, 2007).

1.3.3 Les précurseurs

Ce sont les premiéres cellules reconnaissables de chaque lignée qui n'ont plus de
pouvoir d’auto-renouvellement et dont la capacité de prolifération est limitée (Najman and
Potron, 1994). Le compartiment des précurseurs est localisé dans la MO ou il permet la
maturation et la multiplication cellulaire.

Le stade de maturation pour aboutir aux cellules terminales fonctionnelles entraine

des moadifications morphologiques communes a chaque lignée comme : la diminution de la
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taille cellulaire, la diminution du rapport nucléo-cytoplasmique, la disparition des nucléoles et
la condensation de la chromatine. On observe également des modifications spécifiques a
chaque lignée comme : l'apparition de granulations spécifiques dans le cytoplasme de la
lignée granuleuse et la polylobulation du noyau dans la lignée granuleuse.

Selon les lignées, il se produit entre trois et cinqg mitoses. Ainsi, un précurseur peut
donner naissance a trente-deux cellules filles. Pour la lignée mégacaryocytaire, il n’y a pas
de division cellulaire mais une endomitose a l'intérieur des mégacaryocytes. Les plaquettes
sont des fragments de cytoplasme du mégacaryocyte qui seront libérées au moment de la

mort de ce précurseur.

1.3.4 Les cellules matures

Seules les cellules terminales, matures et fonctionnelles, vont passer dans le sang :
polynucléaires neutrophiles, €osinophiles et basophiles, hématies, plaquettes, lymphocytes
et monocytes. Pour la plupart de ces cellules, le sang ne représente qu'un lieu de passage et
de transport entre leur lieu de production (la moelle) et le lieu de leurs fonctions (les tissus).
Les lymphocytes et les monocytes seront de plus capables de nouvelles différenciations

aprés leur séjour sanguin.

Tableau Il : Du précurseur a la cellule mature

Précurseurs Intermédiaires Cellules matures

Erythroblaste basophile >

Erythroblaste polychromatophile >
Pro-érythroblate _ _ Globule rouge ou
Erythroblaste éosinophile >

Erythrocyte ou

Hématie
Reéticulocyte

Promyélocyte >
Granulocyte ou
Myéloblaste Myélocyte - o
) ) Polynucléaire
Métamyélocyte

Mégacaryocyte basophile >
Thrombocyte ou

Mégacaryoblaste Mégacaryocyte granuleux ->
Plaquette
Mégacaryocyte thrombocytogéne
Pro-lymphocyte Pré-lymphocyte Lymphocyte
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Figure 3 : Schéma de I'hématopoiése
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1.4 Le micro-environnement hématopoiétique

La MO est contenue dans les cavités osseuses des 206 os du squelette. Néanmoins,
en dépit de sa dispersion anatomique, elle présente une unité structurale et fonctionnelle
justifiant la réunion des différents territoires intra-osseux qui la composent (et qui ne sont pas
nécessairement contigus) en un seul et méme organe hématopoiétique (Fliedner et al.,
2002). C’est une matiére molle, semi-fluide qui représente environ 3 a 5% du corps humain,
soit entre 1600 et 3700 g (L’ltalien et al., 1983).

On distingue deux types de tissus :

~ La moelle rouge (ou tissu hématopoiétique) qui est active sur le plan

hématopoiétique, qui est riche en cellules myéloides, en vaisseaux et en
nodules lymphoides mais qui est pauvre en adipocytes. Les cellules
myéloides sont présentes a différents stades de maturation.

~ La moelle jaune (ou tissu adipeux) qui, a l'inverse, est riche en adipocytes et

pauvre en cellules myéloides. Elle constitue une réserve importante de
lipides. Elle est inactive sur le plan hématopoiétique, néanmoins elle conserve
la capacité de reprendre une activité hématopoiétique en cas de besoin, en se
(re)transformant en moelle rouge par un processus appelé reconversion

médullaire (Manceron et al., 2003).

On observe une topographie variable de la MO en fonction de 'age. A la naissance et
jusqu’a 4 ans, la moelle de la totalité des cavités osseuses (a I'exception des phalanges
terminales) est rouge, trés active, compensant ainsi I'espace médullaire réduit di a
limportance du cartilage et I'épaisseur des corticales et des travées de I'os spongieux
(Fauchet and Ifrah, 1995).

Puis au cours des années suivantes, avec l'accroissement rapide de la taille des os,
la capacité hématopoiétique de la MO augmente bien au-dela des besoins, et on assiste
alors a une involution adipeuse de nombreux territoires médullaires, donnant un aspect
jaune a la MO a ces niveaux. Cette involution débute a I'extrémité des os longs et se
poursuit jusqu’a I'age adulte ou la moelle hématopoiétique n’est plus localisée qu’au niveau
de certains os seulement : les vertébres, le sacrum, le cadre osseux du bassin, les cbtes, le
sternum, les os du crane, les clavicules, les omoplates, les extrémités proximales du fémur
et de 'humérus (Drouet and Lagrange, 2010). La réduction de la moelle rouge va se
perpétuer lentement tout au long de la vie, parallélement a la réduction des zones
trabéculaires, du nombre d’éléments cellulaires associés (ostéocytes, ostéoblastes et

ostéoclastes) et les vaisseaux paratrabéculaires (Fauchet and Ifrah, 1995).
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Le compartiment intravasculaire est I'élément clé de la structure médullaire. Il permet
le passage des inducteurs (facteurs de croissance), des substances basales nécessaires a
'hématopoiése et la libération des cellules matures vers la circulation générale (Fauchet and
Ifrah, 1995).

Le compartiment extravasculaire est composé du microenvironnement médullaire
nécessaire et indispensable a 'autorenouvellement des cellules souches, leur maturation et
leur différenciation. C’est un support de migration, un réservoir de molécules régulatrices et
d’'inducteurs de la prolifération et de la différenciation (Fauchet and Ifrah, 1995).

Dans les tissus, les cellules souches ne sont pas localisées au hasard, mais dans
une niche géographiquement définie, en trois dimensions, associant cellules d’origine
diverse et matrice extracellulaire en un réseau complexe avec lequel les cellules souches

interagissent de fagon dynamique et trés précisément contrélée (Lataillade et al.).

1.4.1 Les cellules stromales

Les cellules stromales, qui sont d’origine meésenchymateuse, comprennent les
cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules graisseuses. Les macrophages
médullaires, qui sont dérivés des cellules souches hématopoiétiques, sont également
considérés comme faisant partie du stroma (Najman and Potron, 1994).

Les cellules stromales constituent une des sources essentielles de facteurs de
croissance hématopoiétiques. L'adhérence permet aux cellules hématopoiétiques d'étre
baignées localement dans une concentration élevée de facteurs de croissance et d'étre en
contact étroit avec les facteurs de croissance transmembranaire (SCF, MCSF). En outre, les
matrices sont un réservoir de facteurs de croissance comme le GM-CSF et I'lL-3, ou
d'inhibiteurs comme le TGF-$ (Long et al., 1992).

1.4.2 La matrice extracellulaire

Formée d’un réseau fibrillaire insoluble secrété par les cellules endothéliales et les
fibroblastes, la matrice extracellulaire est composée d’une grande diversité de composants
complexes, des protéines adhésives telles que la fibronectine, 'hémonectine, la laminine,
des molécules de collagéne, des protéoglycanes (Fauchet and Ifrah, 1995).

L’adhérence des cellules primitives hématopoiétiques a lieu soit directement au
stroma médullaire, soit sur des matrices extracellulaires et joue sirement un rdéle primordial
dans la survie, la prolifération et la maturation de ces éléments. En effet, dans les cultures a
long terme, les cellules hématopoiétiques primitives adhérent au stroma et a la matrice

extracellulaire du flacon de culture (Coulombel et al., 1983).
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1.5 La niche hématopoiétique

1.5.1 La notion de niche

Un premier modéle de microenvironnement inductif de I'hématopoiése a été décrit
dans les années 1970 (Trentin, 1989). Puis, en 1977, Dexter a proposé I'utilisation d'une
couche de cellules stromales adhérentes pour le maintien des CSH de souris en culture a
long terme (Tm et al., 1977). Toutefois, c’est en 1978, que Robert Schofield a évoqué le
concept de niche pour expliquer le microenvironnement limité qui contenait les CSH
(Schofield, 1978). Il a énoncé I'hypothése que les CSH ne pouvaient maintenir leur caractére
souche, autrement dit, I'équilibre entre 'auto-renouvellement et la différenciation vers les
lignages hématopoiétiques, que en gardant un contact physique avec un stroma approprié,
constitué de cellules stromales associées a leur matrice extracellulaire (Schofield, 1978).

Une fonction principale de la niche est d'ancrer les cellules souches (Charbord et al., 2011).

En plus des cellules du microenvironnement, la niche contient des molécules
d’adhésion telles que la N-cadhérine et lintégrine, qui jouent un réle important dans
I'interaction entre le microenvironnement et les cellules souches (Simmons et al., 1997). Les
cellules du soutien de la niche génerent des facteurs extrinséques, des molécules de surface
interagissant avec les CSH, qui permettent de maintenir la taille du pool de cellules souches
et de fournir le nombre requis de cellules sanguines matures tout au long de la durée de vie

de l'organisme (Whetton and Graham, 1999).

La niche présente une structure asymétrique. Aprés division, une seule cellule fille est
maintenue dans la niche comme une cellule souche (auto-renouvellement), l'autre cellule fille
quitte la niche pour proliférer et se différencier, et devenir, par la suite, une cellule mature
fonctionnelle (Li and Xie, 2005). En dehors de la niche, les CSH réalisent des divisions

symétriques : soit en donnant deux CSH filles, soit en donnant deux cellules différenciées.

1.5.2 Migration des cellules ou « homing »

Les cellules souches hématopoiétiques sont des cellules migrantes. Cela s’observe
deés la formation du systéme hématopoiétique. En effet, nous avons vu précédemment que
les cellules hématopoiétiques naissent dans le sac vitellin, puis migrent vers le foie et la rate
avant de rejoindre la MO. Ce processus de migration est utilisé dans la greffe de cellules
souches hématopoiétiques puisque une injection intra-osseuse des cellules n’est pas
nécessaire. Les cellules sont injectées par voie veineuse périphérique puis migrent vers la

MO (Ho and Punzel, 2003). Pour migrer dans un tissu, toute cellule circulante doit étre
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capable d’adhérer a la surface de I'endothélium avec suffisamment de force pour

contrecarrer le flux sanguin. Ce proceédé est défini comme le « rolling »

Dans ce contexte, l'attention s'est portée récemment sur le réle d'une famille de
molécules de signalisation impliquées dans le « homing », les réponses inflammatoires et la
défense de I'héte : les chimiokines (Whetton and Graham, 1999). Ce qui est clair, cependant,
c'est le réle clé joué par la chimiokine SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor 1) dans la
régulation de la migration des CSH au cours du développement embryonnaire puis chez les
adultes. Cette cytokine est produite de maniére constitutive par le stroma et les ostéoblastes
immatures de la niche (Peled et al., 1999). Elle est exprimée a la surface des cellules du
tissu cible. SDF-1 est couplé a un récepteur situé a la surface des cellules de migration,
CXCRA4.

Un des facteurs prépondérant pour le homing est le gradient SDF-1/CXCR4 (Li and
Xie, 2005). Ce gradient est un des facteurs principaux du homing : il est augmenté lorsqu’un
recrutement de CSH est nécessaire. Ainsi si on bloque l'interaction de SDF-1 et de CXCR4,

on abolit le homing et la greffe des CSH dans un tissu (Bismuth, 2008).

Cette propriété est également mise a profit dans le recueil des CSH aprés stimulation
par le G-CSF. La stimulation par le G-CSF va favoriser la sécrétion de protéases qui clivent
différentes protéines d’interactions comme le SDF-1 membranaire et VCAM (Vascular cell
adhesion molecule 1) : cela permet ainsi de libérer les cellules vers la circulation
périphérique (Carstanjen et al., 2002; Nervi et al., 2006). Cependant, dans un modele de KO
(Knock-Out) du gene CXCR4 chez la souris, c'est-a-dire inactivé pour ce géene CXCR4, les
cellules conservent leur migration mais leur rétention au sein de la moelle est restreinte.
existe désormais le Plerixafor qui est un anti-CXCR4 et qui peut étre utilisé en cas d’échec
de mobilisation des CSH avec le G-CSF.
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1.6 Fonctions des cellules sanquines

1.6.1 Les hématies ou globules rouges

La fonction principale de 'hématie est son réle respiratoire, grace au transport de

'oxygéne qui se fixe a ’'hémoglobine (Raoul et al., 1978).

1.6.2 Les granulocytes ou polynucléaires

Les polynucléaires neutrophiles jouent un role fondamental dans les réactions
inflammatoires aigués et dans la défense contre les micro-organismes a développement
extracellulaire par leur capacité phagocytaire et les substances sécrétées (Theml et al.,
2006). Ce sont des cellules de 'immunité non spécifique.

Les polynucléaires éosinophiles interviennent dans les processus de défense contre
les parasites. lls exercent une action cytotoxique directe sur les parasites, leurs ceufs et les
larves. llIs jouent également un role de régulation négative des phénoménes d’allergie et des
réactions anaphylactiques, en Ilimitant les effets de [Iactivation des cellules
basophiles/mastocytes (Theml et al., 2006). A ce titre, ils ont un effet anti-inflammatoire.

Les polynucléaires basophiles et leurs équivalents tissulaires (mastocytes), par la
libération de substances telles I'histamine, la sérotonine, I'héparine, et de médiateurs
d’inflammation, interviennent dans le déclenchement de réactions inflammatoires en
augmentant la perméabilité vasculaire au site d’activité antigénique locale, régulant ainsi

I'afflux d’autres cellules de 'inflammation (Theml et al., 2006).

1.6.3 Les plaquettes (ou thrombocytes)

Les plaquettes proviennent de la fragmentation cytoplasmique des mégacaryocytes
polyploides. Par leurs propriétés d’adhésion et d’agrégation, elles interagissent avec
'endothélium (processus d’hémostase primaire). Outre cette fonction mécanique (clou
plaquettaire), ces agrégats plaquettaires concourent au maintien de I'hémostase en
sécrétant des facteurs phospholipidiques participant au déroulement de la coagulation

plasmatique (Theml et al., 2006).
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1.6.4 Les monocytes

Le monocyte est la forme temporairement sanguine de Tlhistiocyte — macrophage
tissulaire qui a pour propriété de phagocyter les bactéries dites intracellulaires obligatoires,

les levures, les virus, les cellules sénescentes et les corps étrangers (Raoul et al., 1978).

1.6.5 Les lymphocytes

Les lymphocytes T sont responsables de [I'immunité cellulaire. lls agissent
directement par contact ou en sécrétant des cytokines qui concourent a la destruction des
cellules étrangéres en favorisant I'action des macrophages et permettent I'activation des
lymphocytes B. Les lymphocytes T interviennent dans les réactions inflammatoires,
principalement les réactions d’hypersensibilité dite retardée (Raoul et al., 1978). Pour étre
activé, proliférer et se différencier, un lymphocyte T naif doit reconnaitre I'antigéne spécifique
a la surface des cellules présentatrices d’antigéne (cellules dendritiques).

Les lymphocytes B sont responsables de limmunité humorale. Ce sont les
précurseurs des plasmocytes qui sécretent dans le sang les anticorps circulants, des
immunoglobulines : d’abord les IgM puis les IgG. lls jouent également un rble dans la
présentation des antigénes aux lymphocytes T (Raoul et al., 1978).

Les lymphocytes NK sont spécialisés dans la défense non spécifique contre les virus.
lls détectent les modifications a la surface des cellules infectées par le virus, se rassemblent
a leur surface et les tuent, ce qui non seulement empéche les virus de se reproduire, mais
les rend vulnérables aux autres agents du systéme de défense. lls ont une fonction de
cytotoxicité directe (Silbernagl et al., 1992).

Certains lymphocytes gardent leur sensibilité vis-a-vis de l'antigéne qui les a
transformés : ils sont dits « cellules-mémoires ». lls assurent une réponse accélérée lors de

la réintroduction de I'antigéne correspondant (Raoul et al., 1978).
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1.7 La réqulation de ’hématopoiése

L’hématopoiése est un processus dynamique soumis a une régulation trés fine :
seules les cellules sanguines différenciées et matures sont mises en circulation, a des taux
en rapport avec les besoins (Zittoun et al., 1998). Ainsi, la production médullaire quotidienne
atteint 200.10° érythrocytes, 100.10° plaquettes et 50.10° polynucléaires neutrophiles. Cette
régulation trés complexe fait intervenir principalement des facteurs cellulaires (interactions
avec les cellules stromales) et moléculaires (facteurs de croissance hématopoiétiques,
cytokines) (Binet et al., 2011). Ces facteurs ou cytokines sont des glycoprotéines produites
par les cellules du stroma de la moelle, par les lymphocytes et les monocytes, en dehors de
I'érythropoiétine qui est sécrétée par le rein et le foie. On peut noter quatre régles communes
dans leur fonctionnement : ils sont synthétisés de novo suivant la stimulation que recoit la
cellule productrice, ils se fixent spécifiquement a des récepteurs de la membrane cellulaire
de la cellule cible, ils interviennent de maniere séquentielle lors des différentes étapes de
différenciation et leur mode d’action peut étre direct et/ou indirect (Najman and Potron,
1994).

A cbété du compartiment médullaire des cellules souches les plus primitives, on
distingue au sein de la MO deux autres compartiments de cellules plus matures : le
compartiment des progéniteurs et celui de maturation.

La regulation physiologique de I'nématopoiése résulte de trois processus
fondamentaux : une régulation « positive » liée aux facteurs de croissance hématopoiétique
(FCH) qui font partie des cytokines, une régulation « négative », et des interactions entre
cellules hématopoiétiques et microenvironnement meédullaire. La présence de certaines
molécules dans le milieu de culture pour assurer la survie, la prolifération et la différenciation

des cellules hématopoiétiques est une nécessité absolue (Bidri and Arock, 1996).

Physiologiquement, chez l'adulte, I'hématopoiése est exclusivement médullaire et
I'essentiel de la régulation de ses différentes étapes est assuré par des interactions étroites
entre les cellules hématopoiétiques et les composants du microenvironnement médullaire.
On sait que les cellules stromales (fibroblastes, cellules endothéliales, cellules adipocytaires)
(Lichtman, 1981) produisent la plupart des molécules nécessaires au développement des
cellules souches. Ces molécules se répartissent classiquement en facteurs de régulation
positive, facteurs de régulation négative et ligands d'adhésion, ces derniers comprenant

essentiellement les composants de la matrice extracellulaire (Bidri and Arock, 1996).
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1.7.1 Régqulation positive

1.7.1.1 Facteurs types CSF

Les facteurs types CSF (Colony Stimulating Factor) sont capables de donner des
colonies de cellules hématopoiétiques dans les tests classiques. Ce sont essentiellement le
GM-CSF, I'lL-3, le G-CSF, I'érythropoiétine, le M-CSF, I'IL-5 et la thrombopoiétine. Certaines
de ces molécules agissent sur des progéniteurs précoces et ne sont pas spécifiques d'une
lignée donnée. D'autres ont un effet restreint a une lignée donnée et sont nécessaires a

I'acquisition des caractéres de différenciation spécifiques des cellules matures.

1.7.1.2 Facteurs synergiques

Les facteurs dits synergiques, ne sont pas des CSF pour les progéniteurs
hématopoiétiques mais seraient indispensables pour mettre en cycle les cellules
hématopoiétiques primitives. Parmi ces facteurs, on peut citer : IL-1, IL-4, IL-6, IL-9, IL-11,
LIF (Leukemia Inhibitory Factor) et SCF (Stem Cell Factor).

1.7.2 Réqulation néqgative

On peut en citer deux : TGF-B (Tranforming Growth Factors ) et TNF-a (Tumor

necrosis Factor a).

Tableau lll : Principales cytokines agissant sur les cellules souches hématopoiétiques et les
précurseurs engagés chez I'homme (Bidri and Arock, 1996)

Cellules cibles Facteur principal Facteurs synergiques
CFU-GEMM GM-CSF, IL-3 G-CSF, IL-1, IL-6
CFU-GM GM-CSF, IL-3 SCF + IL-3, G-CSF
CFU-G G-CSF + GM-CSF IL-3
CFU-M M-CSF + GM-CSF IL-1, IL-2, IL-6
BFU-E EPO IL-3, SCF, GM-CSF
CFU-Eo GM-CSF, IL-5, IL-3
CFU-Ba SCF IL-3
CFU-Mk GM-CSF, IL-3 EPO, IL-6, TPO
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Figure 4 : Schéma général de la filiation des éléments des différents compartiments de
I'hématopoiése normal chez I'homme

33



2. Le sang placentaire

2.1 Les cellules du sanqg placentaire

Le sang de cordon ombilical contient de nombreux types de cellules :

~ des cellules souches hématopoiétiques, que I'on obtient principalement en
prélevant le sang du cordon,

~ des progéniteurs de cellules endothéliales

~ des cellules souches mésenchymateuses, assez peu abondantes dans le
sang mais trés bien représentées dans le cordon lui-méme (en particulier
dans la gelée de Wharton, qui enveloppe les vaisseaux du cordon) (de Guerra
et al., 2010; Tsuiji et al., 2014).

Chez le nouveau-né, les cellules souches sanguines sont présentes dans le sang
périphérique. Elles se trouvent a profusion dans le placenta et dans le cordon ombilical.

Dans le sang de cordon, on trouve environ 1% de cellules CD34+, ce qui est
semblable a ce que l'on trouve dans la MO (Sutherland et al., 1994). Cependant, aux
premiers stades de la gestation, la fréquence des cellules CD34+ est beaucoup plus élevée,
jusqu’a 11%. Cette quantité de cellules CD34+ diminue ensuite avec I'age de la gestation. La
sous-population CD34+ retrouvée dans le sang de cordon différe de celle retrouvée dans le
sang périphérique ou dans la MO (Fritsch et al., 1996). En effet, le sous-ensemble CD34+
CD38-, qui définit une population de cellules primitives, est quatre fois plus élevé dans le
sang de cordon que dans la MO, ce qui est en corrélation avec les dosages sanguins
indiquant une proportion plus élevée de cellules hématopoiétiques primitives dans les sangs
de cordon (Verhasselt et al., 1998). Par ailleurs, le sang de cordon contient dix fois plus de
cellules mononucléées CD34+ que le sang périphérique chez une personne adulte (Tsuiji et
al., 2014).

2.2 La prolifération des cellules

Les cellules du sang de cordon sont plus riches en populations immatures,
multipotentes, que les cellules médullaires. En culture, les colonies obtenues a partir de sang
de cordon peuvent étre repiquées et redonnent de nouvelles colonies. Les colonies
secondaires obtenues a partir de sang de cordon sont plus nombreuses et plus immatures
que celles obtenues avec des cellules médullaires (Raba and Souillet, 1998). La forte
capacité proliférative des cellules, issues du sang de cordon ombilical, qui sont en mesure

de reconstituer la MO a été confirmée par des greffes cliniques (Gluckman et al., 1997). Bien
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gu’une unité de 100 ml de sang de cordon ombilical ne renferme qu’un dixiéme du nombre
de cellules nucléées et progénitrices que comptent 1 000 ml de moelle, les cellules souches
que renferme cette seule USP peuvent, en raison de leur prolifération rapide, reconstituer le

systéme hématopoiétique en entier (Gluckman et al., 1997).

2.3 Les caractéristiques immunitaires

Les caractéristiques immunitaires des cellules souches et les anticorps du foetus ne
sont pas encore pleinement développés. Les lymphocytes T du sang de cordon ont une
réactivité différente par rapport aux lymphocytes T médullaires de l'adulte. La réponse
proliférative a une stimulation primaire est aussi forte avec des cellules T de cordon qu'avec
des cellules T d'adulte, mais aprés une stimulation allogénique secondaire, on observe un
état d'anergie avec les lymphocytes T de cordon alors que les lymphocytes T d'adulte
continuent a proliférer. Il semble également que d'autres cellules immunocompétentes aient
une réactivité plus faible dans le sang de cordon : les cellules dendritiques sont
fonctionnellement immatures et I'activation des macrophages est altérée. Dans la plupart des
cas, l'activité NK est également plus faible que celle du sang adulte, mais cette activité est
rapidement induite par des cytokines (Raba and Souillet, 1998). De plus, les cellules
multipotentes du sang placentaire expriment moins d’antigénes du systéeme HLA (Human

Leukocyte Antigen) a leur surface.

2.4 La quantité de sanqg placentaire

L’inconvénient présenté par la transfusion de sang ombilical était la faible quantité de
sang contenue dans un cordon qui permettait de greffer seulement les patients de faible
poids. Chez I'adulte, les cellules souches du cordon ombilical ne suffisaient pas il y a peu
pour un traitement sar, et leur multiplication in vitro n'était encore pas possible. Mais cette
difficulté semble désormais dépassée, car les cellules issues du sang de cordon ombilical
possédent un potentiel de reproduction supérieur a celles de la MO. Le Docteur Jacques
Hatzfeld, coordinateur du projet européen Hematopoietic Bioreactor, explique que le sang
d'un seul cordon, soit un volume de 80 a 120 ml, contient autant de cellules souches du sang
que les 800 a 1 200 ml de MO habituellement prélevés sur un donneur, et que la petite
quantité de CSH tirée d'un cordon permet d'amplifier suffisamment les cellules souches in

vitro pour permettre de greffer un adulte.

Les ressources sont illimitées. Le nombre des donneurs potentiels est important ; il

inclut méme les petits groupes de population ayant un profil immunologique rare.
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3. La greffe de cellules souches

L’'objectif d’'une greffe de cellules souches hématopoiétiques est d’apporter de
maniére durable des cellules souches hématopoiétiques issues d’'un donneur sain vers un
receveur : soit pour restaurer un tissu hématopoiétique détruit par un traitement intensif
(traitement d’'une hémopathie maligne) ; soit pour apporter un élément manquant de ce tissu
hématopoiétique dans une pathologie non tumorale (déficit immunitaire) (Fauchet and Ifrah,
1995).

Les cellules souches peuvent avoir plusieurs origines : MO, cellules périphériques ou
sang de cordon ombilical. L’injection du greffon médullaire se fait par voie intraveineuse,
toujours précédée d’un conditionnement du receveur par chimio et/ou radiothérapie qui a un
double but : éradiquer la maladie et induire une immunosuppression favorisant la tolérance
immunitaire. Les cellules souches réinjectées vont se loger dans I'os spongieux (Fauchet
and Ifrah, 1995). La reconstitution myéloide est rapide, obtenue en trois semaines en

moyenne.

3.1 Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

Le systtme HLA (Human Leucocyte Antigens) est situé dans une région
chromosomique localisée, chez 'homme, au niveau du bras court du chromosome 6 (bande
6p21.3) appelé « complexe majeur d’histocompatibilité » (CMH) (Rhodes and Trowsdale,
1999). Ce complexe comprend plus de 200 génes, codant des produits trés divers et de
nombreux pseudogénes, dont un peu plus de la moitié sont fonctionnels et dont une
quarantaine code pour les molécules du systéme HLA proprement dit (Forbes and
Trowsdale, 1999).

Le systéme HLA joue un role fondamental dans la réponse immune et donc dans la
réussite des greffes : c’est le plus important systeme de compatibilité tissulaire entre donneur
et receveur. Les molécules HLA sont des glycoprotéines de la surface cellulaire dont le but
est d’éduquer, dans le thymus, les lymphocytes T a reconnaitre le « soi » du « non-soi » par
I'intermédiaire de leur TCR (récepteur des cellules T). Elles ont également un rdle
fondamental de « présentoir » des peptides antigéniques au TCR des lymphocytes T
(Vaubourdolle, 2007). Le systeme HLA constitue ainsi I'image interne du soi auxquels vont
se référer les lymphocytes T pour s’établir dans I'organisme, s’y maintenir puis pour

reconnaitre les déterminants antigéniques des agents pathogénes (Bensa, 2003).
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Il posséde trois caractéristiques essentielles :

~ il présente un polymorphisme important,
~ son expression est codominante,

~ il est transmis en bloc sous forme d’haplotype (Vaubourdolle, 2007).

Chaque enfant hérite d’'un haplotype paternel et d’'un haplotype maternel. La
transmission de ces caractéres est autosomique, monofactorielle et dominante. Ainsi, dans
une fratrie, il y a quatre combinaisons haplotypiques possibles chez les enfants qui sont de
fréquence statistique identique. Les événements de recombinaison, comme par exemple un
crossing-over entre deux haplotypes, sont rares (Chatenoud, 2012).

Les haplotypes observés reflétent le phénoméne de déséquilibre de liaison qui a
limité la diversification et 'homogénéisation génétique de la population humaine mondiale.
De ce fait les caractéristiques haplotypiques de systéme HLA sont des marqueurs de
populations ethnogéographiques (Chatenoud, 2012).

Les deux haplotypes d’un individu représentent le génotype de celui-ci. La
concordance d’expression de I'ensemble des génes du systeme HLA permet l'identification
des molécules correspondantes a la surface cellulaire et I'établissement du phénotype HLA
(groupage HLA) (Chatenoud, 2012).

Le complexe HLA a été le premier systéme génétique pour lequel une cartographie et
un séquengage complet ont été obtenus. Le premier antigéne (Mac) du systéme HLA
humain a été découvert en 1958 par J. Dausset a l'aide d’alloantisérums responsables de
leucoagglutination chez les sujets dits histo-incompatibles (Dausset, 1958).

Le CMH est subdivisé en trois régions principales contenant des génes codant des

produits qui se distinguent par leur structure, expression, régulation et fonction.

3.1.1 Les antigénes HLA de classe |

Les molécules HLA de classe | comprennent les molécules HLA-A, HLA-B et HLA-C.
Ce sont des glycoprotéines transmembranaires appartenant a la superfamille des
immunoglobulines. Elles sont exprimées a la surface de la plupart des cellules a I'exception
des cellules du systéme nerveux central (Cesbron Gautier et al., 2007). L’association
intracellulaire de la chaine a a la B2-microglobuline conditionne I'expression a la surface
cellulaire des molécules HLA de classe |. Les génes de classe | sont trés polymorphes, ce

qui signifie qu’ils codent de nombreux variants alléliques qui différent par leur composition en
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acides aminés. On en dénombre a I'heure actuelle 2884 alléles au locus HLA-A, 3590 alléles
au locus HLA-B et 2375 alleles au locus HLA-C (Chatenoud, 2012).

La région HLA-I, la plus télomérique, contient les 3 génes HLA de classe la (ou HLA
classe | classique), HLA-A, HLA-B, HLA-C, et les génes de classe Ib (non classique) HLA-E,
HLA-F, HLA-G ainsi que les génes MIC-A et MIC-B et le gene HFE (Chatenoud, 2012).

3.1.2 Les antigénes HLA de classe Il

Les molécules HLA de classe Il comprennent HLA-DR, HLA-DQ et HLA-DP. Elles
sont présentes sur les cellules présentatrices de [I'antigéne (cellules dendritiques,
monocytes, macrophages, lymphocytes B), sur les lymphocytes T aprés activation, sur les
cellules endothéliales des vaisseaux et sur les cellules épithéliales de l'intestin gréle (Choo,
2007). Elles sont situées dans la partie centrométrique du chromosome 6. Ce sont des
hétérodiméres composés d’'une chaine a et d’'une chaine B codées par les génes A et B
correspondants, localisés dans la région de classe Il. Le polymorphisme génomique est
étonnamment variable, de quasi inexistant pour DRA a considérable pour DRB1, il est
significatif pour DQB1 et DPB1, plus limité pour DQA1 et faible pour DPA1. En plus du
polymorphisme individuel de chaque chaine des diméres, la diversité des molécules HLA de
classe Il est la résultante d’'un double phénoméne: l'association des deux chaines
protéiques a et B elles-mémes polymorphes portées par le méme haplotype et la capacité de
chaines a et B portées par les deux haplotypes de s’associer générant des molécules dites
hybrides (Chatenoud, 2012).

La région HLA-II, la plus centromérique, abrite les génes HLA-DR, HLA-DQ et HLA-
DP, principaux génes HLA de classe |l et d’autres génes de classe Il (HLA-DO, HLA-DM)
(Chatenoud, 2012).

3.1.3 Les antigénes HLA de classe ll

lIs n’interviennent pas dans I'histocompatibilité. lls codent les protéines ou facteurs de
systéme du complément C2, C4, Bf et des cytokines de (TNFa, TNF). lls sont situés dans la

région centrale du chromosome 6 (Chatenoud, 2012).
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Figure 5 : Organisation génomique de la région HLA sur le bras court du chromosome 6

La diversité génétique extréme du systéme HLA est portée par un nombre important
de loci et pour de nombreux loci par un nombre considérable d’'alléles. Si I'on ne considére
que les six séries alléliques principales HLA (A, B, C, DR, DQ et DP) celles-ci portent plus de
8000 alléles officiellement nomenclaturés dont la séquence a été internationalement validée
conduisant a une diversité théorique de plusieurs dizaines de milliards de combinaisons. Les
polymorphismes alléliques sont des différences nucléotidiques secondaires a des
phénoménes génétiques ancestraux : mutation, conversion génétique, recombinaison,
délétion (Chatenoud, 2012).

Un systéme international de nomenclature a été institué et est mis a jour
régulierement. Les caractéristiques du systéme HLA en terme de locus, géne séquence et
antigéne y sont répertoriés. Ce systéme assure la comparabilité des informations génétiques
entre individu et sert de standard a [laccréditation européenne des laboratoires
d’histocompatibilité (EFI) (Chatenoud, 2012).

La compatibilité HLA signifie une identité moléculaire au niveau des six antigénes de
classe | (A, B, C) et des six antigénes de classe Il (DR, DQ, DP) (Varet, 2012).
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3.2 Les réactions allogéniques apreés la greffe

Un greffon hématopoiétique, qu'il soit d’origine médullaire, sanguine ou placentaire,
comprend, d’'une part, des cellules souches capables de reconstituer de facon durable une
hématopoiése compléte et, d’autre part, des cellules immunocompétentes, telles que les
lymphocytes T, susceptibles de reconnaitre I'héte comme étranger. Ces lymphocytes T
matures sont responsables, aprés la greffe de CSH allogénique, d’'une complication
importante dont la morbidité et la mortalité demeurent élevées : la maladie du greffon contre
I'héte (GVH, graft versus host). A l'inverse, ces lymphocytes T jouent un réle important dans
la prévention du rejet de la greffe (HVG, host versus graft) et contribuent de fagon
significative a I'effet antitumoral associé a la greffe : I'effet greffon contre la leucémie (GVL,
graft versus leukemia) (Horowitz et al., 1990). Cet effet GVL constitue la modalité
d'immunothérapie des cancers la plus puissante disponible aujourd’hui (Antin, 1993) et
justifie a lui seul I'utilisation de la greffe de CSH allogénique pour le traitement de certaines

hémopathies malignes.

réaction du greffon contre I’héte (GVH)

effet anti-leucémique (GVL)

réaction de I’hbte contre le greffon (HVG)

Figure 6 : Alloréactivité aprés greffe de cellules souches hématopoiétiques

3.2.1 La maladie du greffon contre I’ho6te (GVH)

Le principe est le suivant : les lymphocytes T contenus avec les cellules souches
dans le greffon, reconnaissent les cellules du receveur comme étant étrangeéres et les

attaquent. C’est le greffon qui « rejette » I'hote.
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Billingham a défini trois pré-requis pour le développement de cette réaction du greffon

contre I'néte :

~ la présence de cellules immunocompétentes dans le greffon ;
~ lincapacité pour I'héte de rejeter les cellules administrées ;

~ un certain degré d’histo-incompatibilité entre le donneur et le receveur.

La démonstration de la déplétion des lymphocytes T présents dans le greffon prévient
la survenue d’'une GVH. En effet, cette démonstration a permis de mettre en évidence le role
central de cette population cellulaire dans le déclenchement de la GVH. Pour prévenir celle-
ci, un traitement immuno-suppresseur prophylactique est systématiquement prescrit pendant
environ 6 mois.

Cette réaction est plus fréquente que le rejet. Elle survient dans prés de 50 % des
cas apres une allogreffe familiale et dans plus de 80 % des cas aprés une greffe non
familiale. La fréquence et la gravité de cette réaction augmentent avec I'dge du receveur. La

GVH se manifeste de deux fagons : GVH aigué ou GVH chronique.

La forme aiqué est causée par les lymphocytes T alloréactifs du donneur présents
au moment de la greffe qui, aprés avoir été activés par des cellules dendritiques dans les
ganglions, engendrent une réponse contre les cellules du receveur. Elle s’observe
généralement avant le 100°™ jour aprés la greffe. Presque tous les organes peuvent étre
affectés, mais les principaux sont la peau, les muqueuses, le tractus gastro-intestinal, les
poumons et le foie. Elle induira notamment un rash cutané, des diarrhées, des
pneumopathies interstitielles et une augmentation de la bilirubine, d'ou la présence d'un
ictere. En fonction de la sévérité de ces quatre symptémes, on définit une échelle de 0 a 4,
avec pronostic clinique et prise en charge thérapeutique différents. Les GVH les plus
séveres (grade 4), survenant dans 20 a 30% des cas, s’accompagnent d’un risque de décés

important.

La forme chronique présente des éléments d’auto-immunité et d'immunodéficience

et touche fréquemment la peau, les muqueuses, le foie, les poumons, les muscles, la
bouche et les yeux. Elle survient plus de 100 jours aprés la greffe et peut étre précédée
d’'une GVH aigué. Les infections qui résultent de 'immunodéficience sont la principale cause
de mort de la GVHD chronique. Elle se résout en général en 1 a 3 ans, cette période

nécessitant le maintien d’'un traitement.
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3.2.2 L’effet du greffon contre la leucémie (GVL)

Aprés une allogreffe, les lymphocytes T du donneur sont capables d’éliminer les
cellules tumorales résiduelles qui pourraient étre encore présentes dans l'organisme du
receveur. Les cellules immunocompétentes du greffon allogénique « combattent » et
éliminent les cellules leucémiques ce qui correspond a une immunothérapie adoptive
allogénique. On appelle cela l'effet du greffon contre la leucémie. Ce dernier permet de
diminuer le risque de rechute. Ce mécanisme GVL n’est possible que dans le cas des

allogreffes.

L’'importance de cet effet GVL est maintenant bien établie chez 'homme puisque I'on
a démontré que le taux de rechute leucémique est moindre chez les patients présentant une
GVH aigué et/ou chronique. Cet effet GVL est observé méme en I'absence de GVH clinique
(mais de fagon moindre) comme lindique le taux de rechute plus élevé aprés une greffe
allogénique comportant une déplétion des lymphocytes T, qu'aprés une greffe allogénique

sans déplétion des lymphocytes T en I'absence de GVH (Horowitz et al., 1990).

Cet effet peut encore étre renforcé par la transfusion de lymphocytes T du donneur,
cette derniére pouvant aboutir dans certains cas a une nouvelle rémission compléte si la
maladie a rechuté malgré la greffe. Mais dans ce cas, il faut tenir compte du fait que le risque

de GVH aigué n’est pas négligeable.

3.2.3 Le rejet de la greffe par le receveur (HVG)

Dans le mois qui suit la greffe, on note une expansion des lymphocytes T matures du
greffon chez le receveur. C’est I'effet recherché. Cependant, ce mécanisme est complexe et
peut donner lieu a certaines complications qui peuvent étre sérieuses. Dés la phase initiale,
'organisme du patient peut ne pas accepter le greffon et le rejeter. Le rejet de la greffe peut
se traduire, soit par 'absence de prise initiale, soit par I'apparition d’'une pancytopénie
secondaire. Ce rejet est lié aux lymphocytes T et cellules NK du receveur. Un
conditionnement pré-greffe peut éliminer ces cellules résiduelles chez le receveur et donc
diminuer ce rejet. En cas de rejet complet (moins d’'un cas sur 100), une deuxiéme greffe

peut alors éventuellement étre tentée avec des modalités différentes.
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3.3 Les différents types de greffe

3.3.1 Auto-greffe

Dans ce cas, le malade est son propre donneur.

L’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques a été introduite dans l'arsenal
thérapeutique des hémopathies malignes dans les années 1980 et ses indications n’ont fait
qu’augmenter jusqu’aux années 2000 ou sa place a été standardisée. De nombreux travaux
préalables chez I'animal et chez 'lhomme, avaient démontré qu’il était possible de faire
circuler dans le sang, les cellules souches et progénitrices hématopoiétiques, aprés les avoir
mobilisées a partir de la MO au décours d’'une chimiothérapie aplasiante. La réalisation
d’'une autogreffe est conditionnée par I'obtention d’'un greffon autologue riche et fonctionnel

capable de reconstituer 'hématopoiése a long terme du patient (Bijou et al., 2011).

3.3.2 Greffe syngénique ou isogénique

Le donneur et le receveur sont jumeaux monozygotes.

La meilleure compatibilit¢ HLA provient de jumeaux monozygotes puisqu’ils ont le
méme patrimoine génétique. De ce fait, on n'observe pas d’effet GVH. De méme, il n’y a pas
d’effet GVL pouvant entrainer de nombreuses rechutes (60%) lorsque la greffe a été réalisée

pour le traitement d’'une hémopathie maligne.

3.3.3 Greffe allogénique

Le donneur et le receveur sont des individus différents, appartenant a la méme
espéce.

Le devenir d’'une allogreffe dépend des différences de compatibilité tissulaire existant
entre le donneur et le receveur (Chatenoud, 2012).

Dans le contexte d’'une allogreffe, l'objectif supplémentaire, par rapport a une
autogreffe, est de parvenir a un effet allogénique a partir des lymphocytes alloréactifs
contenus dans le greffon prélevé chez un donneur sain (Bijou et al., 2011).

On distingue trois types de dons dans cette catégorie.

3.3.3.1Donneur géno-identique :

C’est un donneur intra-familial identique du point de vue des antigénes HLA c'est-a-

dire deux haplotypes en commun (frére, sceur).
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3.3.3.2Donneur non apparenté :

C’est un donneur non apparenté recensé sur un fichier de DVMO (Donneur
Volontaire de Moelle Osseuse) ou fichier de sang de cordon. On recherche le donneur dont

les antigénes HLA sont les plus proches de ceux du malade.

3.3.3.3Donneur haplo-identique :

C’est un donneur intra-familial identique pour au moins un haplotype (pére, mére,

fratrie).

3.3.4 Les sources de CSH

Les cellules souches hématopoiétiques sont présentes a I'état naturel dans le sang
placentaire a la naissance et dans la MO tout au long de la vie. Elles peuvent donc étre
prélevées dans ces deux sites par ponction ou par aspiration. Elles peuvent également étre
mobilisées de la MO pour étre entrainées vers le sang périphérique ou elles seront
prélevées par cytaphérése. Dans la MO et le sang périphérique, les cellules souches
hématopoiétiques peuvent étre prélevées a partir d’'un donneur sain dans le but de réaliser
une allogreffe, ou a partir d’'un patient malade dans le but de réaliser une autogreffe (Hequet,
2011a).

100% -
80% -
R # ®
R o 3 =
60% - - 3 = g o 8
@ 2 @

49.2%

46,2%
401%
50,7%

40%

20%

0%

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

mMoelleosseuse oSang pétiphérique B Sang placentaire

Figure 7 : Evolution de la répartition des sources de greffons des cellules souches
hématopoiétiques allogéniques (Bijou et al., 2011)
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3.4 Greffe de moelle osseuse

Le prélevement de MO chez un donneur d’allogreffe hématopoiétique (que ce soit un
donneur familial ou non apparenté) obéit a des régles et des conditions de réalisation
précises. |l est réalisé une fois que le donneur a été sélectionné et que son aptitude a été
validée par les hématologues et les anesthésistes (donneur indemne d’affections virales,
cancéreuses ou auto-immunes transmissibles et n’ayant pas de contre-indication a une
anesthésie générale). En dehors de rares exceptions liées a des difficultés de disponibilité
ou a des complications survenant chez le receveur, la date de prélévement coincide
généralement avec la date de greffe. Cela permet de ne pas avoir a congeler les greffons et
de ne pas perdre des cellules souches hématopoiétiques lors du procédé de

congélation/décongélation (Hequet, 2011a).

Le prélevement de MO est réalisé au bloc opératoire, sous anesthésie générale (Le
don, le prélevement et la greffe de moelle osseuse - Agence de la biomédecine). Le
prélévement est effectué par deux hématologues, au niveau des crétes iliaques postérieures.
Il est réalisé a I'aide de trocarts adaptés constitués de plusieurs orifices latéraux pour aspirer
la MO en différents endroits. Chaque aspiration raméne 2 ml de MO et, pour permettre un
prélévement efficace, 'opérateur doit changer la position du trocart avant chaque aspiration.
Une aide technique est souhaitable pour récolter la MO a partir des seringues héparinisées
et en faire la numération. En pratique, durant le prélevement de MO la numération du
nombre de CNT collectées, associée au volume prélevé et I'utilisation d’abaques permettent
d’apprécier le volume total de MO a prélever. Le volume présent dans chaque seringue est

déposé dans une poche adaptée contenant un mélange sérum physiologique

J |

isotonique/anticoagulants (Hequet, 2011a).

Figure 8 : Prélévement de moelle osseuse
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Le volume total de moelle collecté varie de 400 a plus de 1200 ml. Le volume total qui
peut étre prélevé dépend du poids du donneur (10 ml/kg et ne peut pas dépasser 20 ml/kg).
Durant le prélevement I'anesthésiste pourra décider d’arréter le préleévement plus t6t en cas
de diminution significative de la tension artérielle. La quantité de cellules nécessaires pour
réaliser une allogreffe de MO est 2 & 3.10% CNT/kg (Hequet, 2011a). Le prélévement de MO
intra-osseux permet de recueillir a la fois des cellules souches hématopoiétiques et leur
milieu environnant (Le don, le prélévement et la greffe de moelle osseuse - Agence de la

biomédecine).

Pour le donneur, l'activité de la MO augmentera immédiatement aprés la ponction et
réparera, en quelques jours, cette perte qui n'aura aucune conséquence sur la numération
sanguine (il est prévu une transfusion de son propre sang aprées le prélevement de moelle).
La moelle est injectée au receveur par voie intraveineuse (Le don, le prélévement et la greffe

de moelle osseuse - Agence de la biomédecine).

Le DVMO nécessite la compatibilité absolue entre un donneur anonyme ou
intrafamilial et un patient, ce qui est trés rare, d’ou l'importance d’augmenter le nombre de
donneurs en France et d’approfondir les partenariats avec les réseaux étrangers (Le don, le
prélévement et la greffe de moelle osseuse - Agence de la biomédecine).

Il est trés difficile de trouver un donneur compatible en dehors du cercle familial
restreint (fréres ou sceurs). A titre d’exemple, la probabilité de trouver une compatibilité au
sein d’'une méme fratrie est de 1 sur 4. Elle est de 1 sur 1 million si elle est recherchée entre
deux individus pris au hasard (Le don, le préléevement et la greffe de moelle osseuse -
Agence de la biomédecine).

Créé en 1986, le registre France Greffe de Moelle (FGM) est au service des malades
qui ont besoin d’'une greffe de MO mais qui n'ont pas de donneur compatible dans leur
fratrie. Aujourd’hui, le registre FGM, qui recense tous les volontaires au don de MO, compte
un peu plus de 215 000 inscrits mais ce nombre est encore insuffisant, car il est essentiel
pour donner plus de chances de guérison aux malades d’augmenter chaque année le
nombre de personnes inscrites (Le don, le prélevement et la greffe de moelle osseuse -

Agence de la biomédecine).
De nos jours, le prélevement de MO n’est pratiquement plus utilisé pour réaliser des

autogreffes de cellules souches hématopoiétiques. Il a été remplacé par le prélévement de

cellules souches hématopoiétiques dans le sang périphérique (Gratwohl et al., 2009).
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3.5 Greffe de cellules souches périphériques

Les cellules souches périphériques sont des cellules souches de la MO qui vont sortir
des os, grace a l'action d'un médicament injecté au donneur par voie sous-cutanée pendant
4 a 5 jours, et passer ainsi dans la circulation sanguine. En effet, physiologiquement, la
concentration sanguine en progéniteurs hématopoiétiques est extrémement réduite, rendant
quasi impossible leur collection sans stimulation préalable (Varet, 2012). Ensuite, par une
procédure de cytaphérése, les cellules souches nécessaires au patient vont étre récupéreées,
alors que les cellules sanguines du donneur lui seront restituées, dans le cas d’une greffe
allogénique (Le don de moelle osseuse : tout savoir sur le don). La cytaphérése consiste a
séparer les différents constituants du sang en couches selon un gradient de densité (par
centrifugation compte tenu des différences de taille, de poids et des propriétés de
sédimentation) et a prélever la couche de cellules mononucléées dans laquelle sont situées

les cellules souches hématopoiétiques (Cassens et al., 1999).

Les prélevements de cellules souches hématopoiétiques issues de sang périphérique
peuvent étre réalisés chez un patient pour réaliser une autogreffe ou chez un donneur sain
pour réaliser une allogreffe (Hequet, 2011).

Le prélévement de cellules souches hématopoiétiques périphériques doit étre
considéré différemment si le donneur est un donneur sain pour une greffe allogénique ou un
patient pour un prélévement autologue. Pour un donneur sain non apparenté, au maximum
deux séances de cytaphéréses peuvent étre réalisées alors qu’au maximum trois séances
de cytaphéréses peuvent étre effectuées chez un donneur familial. Pour un patient, il n’y a

pas de nombre de cytaphéréses maximum (Hequet, 2011).

Les prélévements de cellules souches hématopoiétiques périphériques chez les
donneurs sains effectués pour réaliser une allogreffe familiale ou non apparentée sont
réalisés aprés vérification de I'absence d’affections transmissibles et de contre-indications a
I'utilisation de facteurs de croissance hématopoiétique ou de réalisation de cytaphéréese. Le
donneur doit subir des injections de facteurs de croissance (G-CSF 10 pg/kg par jour par
voie sous-cutanée) pendant cinq jours (Hequet, 2011). Les collectes sont réalisées, sans
anesthésie, au moment ou il y a suffisamment de cellules souches hématopoiétiques

périphériques disponibles :

~ Dans le cas d'une autogreffe, un dosage de cellules CD34+ dans le sang du

patient vérifiera que la cytaphérése peut étre débutée ;
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~ Dans le cas d’une allogreffe, le donneur sain sera systématiquement prélevé
quatre a cing jours aprés le début de la stimulation (méme si le dosage
cellules souches hématopoiétiques dans le sang périphérique sera effectué
dés le début de la cytaphérése pour vérifier qu’il 'y a pas de défaut de
mobilisation) (Hequet, 2011).

e N

Figure 9 : Prélevement de cellules souches périphériques

Les facteurs de croissance hématopoiétiques ne sont pas dénués de risque. lls vont
induire une hyperleucocytose durant quelques jours et pourraient étre a lorigine de
complications vasculaires méme si seules d’exceptionnelles complications ont été décrites.
Des équipes étudient les modifications immunologiques ou chromosomiques, au sein des
cellules souches hématopoiétiques, que les facteurs de croissance pourraient entrainer a
moyen et long terme (Marmier-Savet et al., 2010).

La collecte de cellules non désirées peut également induire des conseéquences chez
le donneur. Ainsi la thrombopénie induite par le prélévement de cellules dans une couche
adjacente a celle des lymphocytes-monocytes-cellules souches hématopoiétiques pourrait
atteindre des seuils dangereux et obliger a des précautions chez un donneur sain : réaliser
des numération de formule plaquettaire durant un prélévement pour l'arréter précocement,
hospitaliser un donneur pour surveillance clinique ou ne pas reéaliser une cytaphérése
supplémentaire en cas de greffon insuffisamment riche et de thrombopénie menacgante.
Chez un patient, si la cytaphérése entraine une thrombopénie menagante, une transfusion

plagquettaire est réalisée (Hequet, 2011a).
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Chez un patient, la collecte de cellules souches hématopoiétiques périphériques a
supplanté le prélevement de MO, car les autogreffes de ces -cellules réduisent
significativement la durée d’aplasie, donc I'hospitalisation en chambre stérile, et le nombre
de transfusions plaquettaires (Williams et al., 1993). Des équipes ont observé la présence de
cellules souches hématopoiétiques dans le sang périphérique lors de la reconstitution
hématologique aprés les aplasies post-chimiothérapie (Siena et al., 1989). Ainsi chez un
patient, les cellules souches hématopoiétiques périphériques peuvent étre prélevées par
cytaphéréses soit en sorties d’aplasies de chimiothérapie profitant de la stimulation de la MO
renforcée par la prescription de facteurs de croissance (G-CSF) soit a I'état basal par la
prescription de facteurs de croissance seuls (G-CSF).

Le nombre de cellules souches hématopoiétiques nécessaires pour réaliser une
autogreffe est généralement de 2 & 4.10° CD34+/kg selon I'intensité du conditionnement.

Le nombre de cellules souches hématopoiétiques nécessaires pour réaliser une
allogreffe est généralement de 4 & 6.10° CD34+/kg (Hequet, 2011a).
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3.6 Greffe de sanqg placentaire

Auparavant négligé, jeté a la naissance, le sang de cordon ombilical est actuellement

considéré comme une source précieuse de CSH (Vilmer, 1995).

3.6.1 Le sanq placentaire

Le sang de cordon ombilical ou sang placentaire contient des CSH.

3.6.2 Avantages

3.6.2.1 Pas de risque au moment du prélévement

Le prélévement est effectué aprés la naissance de I'enfant, mais avant la délivrance
du placenta. La sage-femme collecte le sang de cordon aprés s’étre assurée que la mére et
'enfant sont en bonne santé. Il s’agit donc d’un prélévement facile sans aucun risque pour le
donneur (B. Anthony Armson, 2005 ; Gluckman, 2011).

3.6.2.2 Simplicité d’obtention

Le sang de cordon ombilical constitue une source facile pour obtenir des cellules
souches hématopoiétiques, lesquelles sont de plus en plus utilisées, par rapport a la MO ou
CSP, pour la greffe visant la prise en charge de pathologies malignes et bénignes chez les
enfants et les adultes (B. Anthony Armson, 2005) (Les enjeux de la conservation du sang de

cordon en France).

3.6.2.3Un nombre de donneur potentiellement plus élevé grdce a une tolérance
HLA

En raison de 'immaturité des cellules contenues dans le sang de cordon, on peut
tolérer 1 a 2 antigénes HLA incompatibles sur les 6 pris en compte, lors de la recherche d’un
greffon compatible. Un nombre supérieur d’antigénes HLA incompatibles serait associé a
une plus faible probabilité de prise de la greffe. Ainsi, lors de la réalisation d’'une greffe, on
peut étendre les recherches a un nombre plus élevé de donneurs potentiels (Gluckman and
Rocha, 2009 ; Ruggeri et al., 2010).

3.6.2.4 Une plus faible incidence et sévérité de GVH

Avec les cellules de sang de cordon on note une réduction de la réponse alloréactive
par rapport a celle observée avec la greffe de MO (Barker and Wagner, 2003). Les cellules
jeunes et immatures contenues dans le sang de cordon diminuent le risque de rejet

immunologique et réduisent les réactions de GVH. Cet avantage permet ainsi a des enfants
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appartenant a un groupe HLA rare de bénéficier d'une greffe a partir d’'un greffon
imparfaitement compatible (Barker and Wagner, 2003 ; Kurtzberg et al., 1996).

La GVH est un événement précoce aprés une allogreffe de MO et est en partie
déclenchée par la libération de cytokines. De ce fait, il est raisonnable de penser qu’une
greffe de sang placentaire induira moins fréquemment et moins séverement une GVH aigué
et/ou chronique qu’un greffon de CSH adultes (MO) contenant un nombre plus élevé de
cellules T activées (B. Anthony Armson, 2005 ; Varet, 2012).

3.6.2.5Peu de risque de transmission de maladies infectieuses

Dans la grande majorité des cas, le sang de cordon n’est pas infecté par des virus
latents, en particulier du groupe herpés, contrairement aux donneurs de MO adultes. |l y a
donc peu, voire pas, de risque de transmission de maladies infectieuses comme le

cytomégalovirus (CMV) ou le virus d’Epstein Barr (EBV) (Rubinstein et al., 1993).

3.6.2.6 Disponibilité rapide

Le sang de cordon comparé aux autres greffons est rapidement disponible, ne
nécessitant pas de solliciter des donneurs volontaires, de vérifier leurs statuts et ainsi
d’'allonger le délai de réalisation de la greffe. Ceci a de l'importance pour les patients, en
attente de greffe, a haut risque avec une maladie instable (Barker et al., 2002).

Les USP cryoconservées en banque peuvent étre facilement transportées et
décongelées pour une utilisation rapide en cas de besoin. Ainsi, les patients regoivent une
greffe de sang placentaire dans une médiane de 25 a 36 jours plus tot que ceux qui
recoivent une greffe de MO (Gluckman and Rocha, 2009).

Les CSH du sang de cordon ombilical peuvent étre congelées et transplantées chez

un hbte aprés décongélation sans perdre leur capacité de repeuplement (Gluckman, 2011).

3.6.2.7 Meilleure représentation des minorités

La conservation de sang de cordon permet d’augmenter la diversité génétique HLA
des greffons. En effet, certains groupes HLA trouvent une représentation trés faible dans les
registres de donneurs de MO, car ils sont fréquents dans des populations n’ayant pas
forcément un accés facile au soin. La conservation du sang de cordon permet ainsi d’obtenir
des greffons provenant de toutes sortes de catégories socioprofessionnelles, ce qui est
généralement lié également a la diversité génétique (Barker and Wagner, 2003 ; Ruggeri et
al., 2010).
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3.6.2.8 Excellentes capacités prolifératives

Le sang placentaire contient un grand nombre de progéniteurs hématopoiétiques,
ainsi que des précurseurs plus primitifs et immatures. Ces progéniteurs sont capables
d’assurer, aprés un traitement myélo-ablatif chez le receveur, une reconstitution
hématopoiétique a court et a long terme (Varet, 2012). On note aussi une supériorité de la
réponse proliférative in vitro et une supériorité de la capacité de prise de greffe in vivo par
rapport a la greffe de MO (Barker and Wagner, 2003; Rubinstein et al., 1993).

Quand des cellules de sang de cordon sont mises en culture, des colonies
commencent a apparaitre aprés 4 a 5 jours. Le nombre et la taille de ces colonies
augmentent graduellement jusqu'a 14 a 17 jours. On dénombre en moyenne par colonie
1000 a 1500 cellules. Aprés cela, les colonies dégénérent et disparaissent graduellement
aprés 4 semaines (Knudtzon, 1974). Ceci confirme la présence de progéniteurs
hématopoiétiques dans le sang placentaire.

Une étude, chez 27 enfants, ayant recu une greffe non apparentée de sang
placentaire, a montré une reconstitution lymphocytaire, au bout de 2 mois pour les cellules
NK, 6 mois pour les lymphocytes B, 9 mois pour les lymphocytes T CD8+ et 12 mois pour les
lymphocytes T CD4+. Les auteurs en ont conclu que la reconstitution immunitaire était la

méme quelle que soit la source de CSH (Gluckman, 2011 ; Thomson et al., 2000).

3.6.3 Inconvénients

3.6.3.1 Quantité de cellules limitées

La quantité de cellules prélevées est limitée (jusqu’a 10 fois moins que pour les
autres greffons comme la MO). La dose totale de cellules nucléées/kg de receveur est un
élément clé pour le succés de la greffe, limitant alors ses indications pour les adultes de
grand gabarit. Le recours a la greffe simultanée de deux sangs placentaires distincts permet
alors d’augmenter singulierement des chances de prise de greffe (Barker and Wagner,
2003).

3.6.3.2 Pas de complément possible

Il N’y a pas de possibilité de recourir ultérieurement a un deuxiéme don, ni méme de
collecter les lymphocytes du donneur (Barker and Wagner, 2003 ; Varet, 2012).

En cas d’imprévus (poche contaminée, manque de cellules,...), il est impossible pour
le patient d’avoir un complément de cellules (Les enjeux de la conservation du sang de

cordon en France).
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3.6.3.3 Retard dans la prise de la greffe

Une étude clinique a montré un retard dans la récupération hématopoiétique aprés
une greffe de sang de cordon (Thomson et al., 2000). Le faible nombre de progéniteurs
hématopoiétiques dans le sang placentaire reste le principal probléme de ce type de greffe
par rapport a la MO ou a la mobilisation de CSP. Ceci peut se traduire par un échec de prise
de la greffe, une prise de greffe retardée (Laughlin et al., 2004 ; Rocha et al., 2000) ou a une
reconstitution immunitaire retardée (contrairement a I'étude chez les 27 enfants) et cela,
malgré la capacité d’expansion rapide des cellules de sang de cordon (Komanduri et al.,
2007 ; Niehues et al., 2001).

3.6.3.4 Risque potentiel de transmission de maladie génétique

La greffe est réalisée rapidement aprés la naissance de I'enfant d’ou la possibilité
d'un transfert de cellules souches hématopoiétiques présentant des anomalies génétiques
(B. Anthony Armson, 2005 ; Barker and Wagner, 2003).

3.6.3.5Diminution possible de I’effet anti- leucémique

Le fait que les cellules T présentes dans le sang de cordon ombilical soient
immatures peut entrainer une baisse de l'effet GVL. On note tout de méme la présence de
cet effet GVL.

3.6.4 De la premiére greffe a nos jours

L’utilisation du sang de cordon ombilical comme source de CSH pour une
transplantation a été pour la premiére fois suggérée par le professeur Edward A. Boyse

(université d’Arizona) en 1983 et testée sur un modéle animal en 1984 (Wagner et al., 1996).

La premiere greffe humaine de sang de cordon ombilical a été réalisée en 1988 par le
docteur Eliane Gluckman, a I'hdpital St Louis a Paris, chez un enfant américain souffrant
d’'une maladie génétique, 'anémie de Fanconi (maladie orpheline qui se caractérise par un
arrét progressif de la MO) (Gluckman et al., 1989 ; Les enjeux de la conservation du sang de
cordon en France). La maman de ce patient était enceinte d’'un deuxiéme enfant sain et HLA
compatible au patient. En effet, celui-ci avait subi un test de dépistage prénatal pour étre sar
qu’il n’était pas affecté par cette anémie, qu'’il avait un caryotype normal et qu'il était HLA
identique a son frére malade. Le sang de cordon a été prélevé a la naissance de I'enfant,
cryoconservé puis utilisé, aprés décongélation, pour la transplantation. Les premiers signes

de prise de la greffe sont apparus au jour 22 avec, par la suite, une reconstitution
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hématologique compléte. Le patient n’a pas eu de GVH et est actuellement en bonne santé
avec une compléte reconstitution hématologique et immunologique (Gluckman, 2011).

De 1988 a 1994, 50 greffes cordonales ont ainsi été réalisées dans le monde chez
des enfants pour lesquels I'absence de donneur HLA identique dans la fratrie ne permettait
pas de réaliser la greffe nécessaire (Barker and Wagner, 2003 ; Vilmer, 1995).

En 1992 et 1993, furent mises en place plusieurs BSP a New York, Paris, Milan et
Dusseldorf (Les enjeux de la conservation du sang de cordon en France).

En 1996, on démontre la faisabilité des greffes allogéniques de sang de cordon avec
des antigénes HLA incompatibles (Les enjeux de la conservation du sang de cordon en
France).

En 1999, sont mis en place, le Réseau Francais de Sang Placentaire (RFSP) par
'Agence francaise du sang (devenue Etablissement francais du sang — EFS) et
'Etablissement francais des greffes (devenue Agence de la Biomédecine — ABM) (Les
enjeux de la conservation du sang de cordon en France).

Depuis cette date, les indications de greffe de cellules de sang de cordon se sont
considérablement élargies grace aux recherches effectuées sur ces cellules et grace
également a la possibilité, depuis 2002, de réaliser une double greffe de sang de cordon,
rendant les greffes chez les adultes possibles (Les enjeux de la conservation du sang de
cordon en France).

En 2012, 60 % des USP greffées en France provenaient de I'étranger (Agence de la
biomédecine - rapports médicaux et scientifiques).

En janvier 2013, on dénombre 12 BSP publiques (gérées par des CHU ou par 'EFS)
travaillant avec un réseau de 75 maternités publiques ou privées couvrant ainsi 25 % des

naissances annuelles (Rouard et al., 2013).

Aujourd’hui, les médecins sont en mesure de pratiquer la greffe de sang placentaire

dans différentes situations, comme par exemple :

~ les cas de maladies non malignes:
o aplasies médullaires constitutionnelles (maladie de Fanconi) ou
acquises
o déficits immunitaires combinés séveres
o hémoglobinopathies (thalassémie, drépanocytose)
o déficit enzymatique portant sur le tissu hématopoiétique (maladie de
Gaucher...)
~ les cas de maladies malignes:

o leucémies aigués myéloides, leucémies aigués lymphoblastiques
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o leucémie myéloide chronique

o syndromes myélodysplasiques

o lymphomes, myélomes, leucémie lymphoide chronique

o syndromes myéloprolifératifs

o certaines tumeurs solides (Les enjeux de la conservation du sang de

cordon en France).

Les résultats des greffes allogéniques de sang de cordon, qui rejoignent ceux des
greffes de MO, expliquent le recours accru aux USP pour les greffes allogéniques de CSH.
Ainsi, les utilisations de sang placentaire augmentent d’année en année. Au total, prés de
10000 greffes allogéniques a partir de sang placentaire ont été réalisées dans le monde, et
peu a peu les indications de ces greffes se rapprochent de celles de greffes réalisées avec
les autres types de cellules. La France, en retard en 2007 sur la collecte de sang de cordon,
a maintenant considérablement accru son stock et n’est plus obligée d’'importer un grand

nombre d’'USP (Les enjeux de la conservation du sang de cordon en France).
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Figure 10 : Evolution du nombre de prélévements d’unités de sang placentaire au sein du
Réseau frangais de sang placentaire (Rouard et al., 2013).

Le sang de cordon a permis d’étendre la greffe de CSH aux patients qui autrement ne
seraient pas admissibles pour cette approche curative. En effet, la greffe de sang placentaire
est réalisable chez les personnes adultes dans la mesure ou une USP contient un nombre
suffisant de CNT et doit étre considérée comme une source de cellules souches
allogéniques pour les patients qui n'ont pas de donneur de MO HLA compatible (Gluckman
and Rocha, 2009).
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Deux facteurs sont pris en compte lors de la recherche d’une (ou deux) USP : la
compatibilité HLA et le nombre de CNT par kilogramme de poids du receveur ;
lincompatibilité HLA étant d’autant plus tolérée que le nombre de CNT/kg est élevé.
Aujourd’hui, les standards HLA pour la sélection d’'une USP incluent HLA-A et -B
sérologiques (basse résolution) et DRB1* allélique (haute résolution) avec une compatibilité
maximum de 6/6 et une possibilité d’'incompatibilité jusqu'a 4/6. L'incompatibilité doit porter
préférentiellement sur les molécules HLA de classe | (Kamani et al., 2008). Pour une méme
richesse cellulaire, une compatibilité de 6/6 est bien entendu préférée a une compatibilité de
5/6 et a fortiori de 4/6 avec un risque croissant de non prise de la greffe ou de maladie de
GVH avec le degré d'incompatibilité (Gluckman and Rocha, 2006). Bien que non prouvé
formellement, il est probable qu’'un niveau de compatibilité de 6/6 soit associé, pour un
greffon de MO comme pour un greffon de CSP, a des résultats supérieurs (Petersdorf,
2008).

Une étude d’Eurocord a comparé des adultes avec une leucémie recevant soit une
greffe non apparentée de MO avec une compatibilité HLA de 6/6, soit une greffe non
apparentée de sang placentaire avec une compatibilité HLA inférieure a 6/6. Les résultats
montrent que, malgré une prise de greffe retardée, la greffe avec 'USP donne une survie
comparable a celle obtenue avec la MO (Rocha et al., 2001). Par ailleurs, une étude
japonaise a montré qu’une greffe de sang placentaire a donné de meilleurs résultats qu’une
greffe de MO non apparentée (Takahashi et al., 2007).

Plusieurs études, sur la greffe de sang placentaire et la greffe de MO chez des
enfants, ont constaté que lincidence de GVH chronique était moindre avec le sang
placentaire qu'avec la MO, mais que l'incidence de GVH aigué de grade llI-IV ne différait
pas. De plus, on ne constate pas de différence de survie a 2 ans chez ces enfants. De
méme, chez les adultes, la mortalité liée a la greffe et la survie sans leucémie ne sont pas

statistiquement différentes (Gluckman, 2011).

Un des probléemes majeurs de la greffe de CSH avec une USP est le faible nombre
de progéniteurs et de CSH présents dans le greffon par rapport aux greffons de MO ou de
CSP (Rocha et al., 2009). Le temps de prise de greffe (défini comme le premier de trois jours
consécutifs avec un nombre de neutrophiles > 0,5.10%1) peut alors étre prolongé, avec un
temps médian d’environ 30 jours pour une greffe de sang placentaire, 21 jours pour une
greffe de MO et 14 jours pour une greffe de sang périphérique (Danby and Rocha, 2014).

Afin d’augmenter le nombre de CNT/kg de receveur, la greffe de deux USP
partiellement HLA compatible a été étudiée. De nombreux rapports confirment la bonne prise
de la greffe ainsi que des résultats prometteurs concernant la survie aprés cette double

greffe (Scaradavou et al., 2013). Chez les patients ayant subi une double greffe, on observe
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la dominance de I'une des deux USP, sans que I'on sache pourquoi. Dans un rapport du
groupe Minnesota, la double greffe d’'USP s’est révélée étre un facteur de risque pour le
développement d’'une GVH aigué. Ainsi, la survenue d’'une GVH aigué de grade Il pour une
double greffe (568%) est significativement supérieure par rapport a une simple greffe (39%),
alors que l'incidence d’'une GVH aigué de grade llI-IV est similaire pour les deux groupes
(19% avec une double greffe et 18% avec une greffe simple). La double greffe USP est
donc prometteuse, cependant le délai de prise de la greffe et d’autres résultats ne sont pas

encore satisfaisants (Kang et al., 2010).

En 2009, Eurocord a publié des recommandations pour la sélection des USP en vue
d'une greffe de CSH (Rocha et al., 2009) :

~ USP avec une compatibilité HLA de 6/6 ou de 5/6 :
o Hémopathie maligne : 2,5a3,0.10’ CNT/kg ;
1,2 4 1,7.10° cellules CD34+/kg ;
o Pathologie non maligne: 2,5 a 3,0.10" CNT/kg ;
1,2 4 1,7.10° cellules CD34+/kg ;
~ USP avec une compatibilité HLA de 4/6 :
o Hémopathie maligne : >3,5.10" CNT/Kg ;
> 1,7.10° cellules CD34+/kg ;
o Pathologie non maligne : >4,0a5,0.10" CNT/kg ;
> 2,0 4 2,5.10° cellules CD34+/kg.

Ainsi, quand pour une USP (avec une compatibilité HLA de 6/6 ou de 5/6) ne contient
pas suffisamment de CNT & la congélation (<2,5.107/kg), une double greffe doit étre

envisagée, en visant une dose combinée de CNT > 3,0.107/kg (Danby and Rocha, 2014).

L’ABM, étant bien consciente que les USP les plus riches sont celles qui ont le plus
de chance d’étre cédées, les spécifications du RFSP concernant le nombre de CNT a la
réception a la BSP ont changé en fin d’année 2013. Par conséquent, le seuil de CNT
conforme est passé de 1,4.10° & 1,8.10° au moment de la réception a la BSP. Ce
changement est également d0 au fait que la France a atteint son objectif de 30 000 USP
stockées fin 2013.

La greffe de sang de cordon doit répondre a de nouveaux défis comme par exemple

I'amélioration de la vitesse de prise de greffe de CSH et la diminution de la mortalité liée a la

greffe. Plusieurs possibilités sont a I'étude :
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augmenter le nombre de donneurs afin d’augmenter le nhombre de greffons
avec une compatibilité HLA de 6/6. Dans le petit groupe de patients ayant
recu 6 antigénes HLA compatibles sur 6, la prise de greffe de sang de cordon
ombilical est améliorée, la GVH est réduite et la survie semble meilleure par
rapport a une greffe de MO non apparentée avec HLA compatible (Gluckman
and Rocha, 2009) ;

faire une perfusion intra-osseuse montre une meilleure prise de greffe
plaquettaire et une plus faible incidence de GVH aigué comparée a une
perfusion IV (Gluckman and Rocha, 2009) ;

réaliser une greffe avec un conditionnement dintensité réduit. Le
conditionnement de la greffe est moins myéloablatif mais fournit tout de méme
une immunosuppression suffisante pour permettre la prise de la greffe (Rocha
et al., 2009) ;

réaliser une déplétion en cellules T du greffon : avant I'injection au patient, le
greffon est mis en contact avec un anticorps polyclonal anti-thymocytes.
Celui-ci permet de réduire le nombre de lymphocyte T dans le greffon et ainsi
l'incidence d’'une GVH (Rocha et al., 2009) ;

faire une greffe de cellules amplifiées in vitro (de Lima et al., 2008) ;

réaliser une greffe avec une USP avec une incompatibilité KIR-ligand. Ceci
permet une diminution des rechutes et une augmentation de la survie aprés la

greffe dans les cas de pathologies malignes (Rocha et al., 2009).
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.b.Banque ® Maternité du réseau

Maternité du réseau
en cours d’ouverture

}:" Centre de stockage 2

Les maternités partenaires d'une banque
sont de la méme couleur que cette demiére

Figure 11 : Situation du Réseau Frangais de Sang Placentaire en décembre 2012 (Le don, le

préléevement et la greffe de moelle osseuse - Agence de la biomédecine)
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4. L’étude

4.1 Objectif de I'étude

La BSP du CHU de Nancy, conventionnée avec la maternité Majorelle de Nancy, a
ouvert ses portes le 19 novembre 2012. Cette thése a pour objectif 'analyse des causes de
non-conformité des USP réceptionnées a la BSP du CHU de Nancy en 2013, premiére
anneée d’'activite.

Nous allons décrire ici les causes les plus fréquentes de destruction, déterminer les
différents taux de destruction et proposer des solutions pour diminuer ces taux.

Puis nous comparerons les caractéristiques des différentes USP prélevées en 2013
par la maternité Majorelle par rapport a toutes les USP prélevées en France sur la méme
période par les différentes maternités. Nous pourrons ainsi déterminer si la Polyclinique
Majorelle connait les mémes causes de destruction que les autres maternités et si ces
causes sont retrouvées dans les mémes proportions.

Enfin, nous nous intéresserons plus particulierement aux USP inscrites sur le registre
en 2013. Nous tenterons ainsi d’identifier les USP inscrites sur le registre qui ont le plus de
chances d’étre cédées pour une greffe au regard de leur richesse cellulaire et/ou de leur

typage HLA peu fréquent.

4.2 Matériel et méthodes

421 Type d’étude

Nous avons réalisé une étude rétrospective sur les causes de non inscription des
USP sur le registre national ainsi qu’'une analyse du stock d’'USP inscrites sur le registre. Les
USP prélevées a la Polyclinique Majorelle ont été envoyées a la BSP du CHU de Nancy
(UTCT : Unité de Thérapie Cellulaire, banque de Tissus et banque de sang placentaire).
L'étude a été réalisée du 1° janvier 2013 au 31 décembre 2013 et 440 USP ont été

prélevées durant cette période.

4.2.2 Population

Aprés information de la mére et signature du consentement, le recueil de sang
placentaire est réalisé quel que soit le mode d’accouchement (voie basse ou césarienne) par
différents intervenants (sages-femmes, médecins obstétriciens). Les USP sont ensuite

envoyées a la BSP.
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423

Recueil des données

Les données ont été recueillies de maniére rétrospective a partir d’'un tableau réalisé

par la BSP. Ce tableau a été complété a partir de fiches techniques de prélévement remplies

par les sages-femmes au moment du prélévement et par le personnel de la BSP au moment

des manipulations sur la poche de sang et lors des différentes étapes de validation de 'USP.

4.2.4

4.2.5

Référentiels

Arrété du 16 décembre 1998 portant homologation des régles de bonnes
pratiques relatives au prélévement, au transport, a la transformation y compris
la conservation, des cellules souches hématopoiétiques issues du corps
humain et des cellules mononucléées sanguines utilisées a des fins
thérapeutiques.

Décision du 27 octobre 2010 définissant les régles de bonnes pratiques
relatives a la préparation, a la conservation, au transport, a la distribution et a
la cession des tissus, des cellules et des préparations de thérapie cellulaire.
Arrété du 23 décembre 2010 relatif aux modalités d’exécution des analyses
de biologie médicale pour la recherche des marqueurs infectieux sur les
éléments et produits du corps humain prélevés a des fins thérapeutiques, a
'exception des gameétes, du sang et des produits sanguins.

Fiche des spécifications des unités de sang placentaires issues du RFSP
(document RFSP du 22-06-11)

Période d’étude

Notre étude descriptive, rétrospective s’est déroulée sur une année : du 1% janvier
2013 au 31 décembre 2013.

4.2.6

Critéres de qualité

Les USP réceptionnées a la banque doivent respecter des critéres de qualité pour

étre inscrites sur le registre national. Si tous ces critéres sont remplis, TUSP est dite

conforme. Ainsi le taux de conformité a été défini par le nombre d’USP conformes pour tous

les critéres de qualité selon les spécifications du RFSP sur le nombre d’'USP réceptionnées a

la BSP.
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4.2.6.1 Criteres de conformité des USP a la réception a ’'UTCT

Le volume d’'une USP a réception a la BSP doit étre supérieur ou égal a 70 ml hors
anticoagulant, soit un poids supérieur ou égal a 137g pour la poche de sang. Les 137g
correspondent au poids de la poche, de la tubulure, de I'anticoagulant (présent dans la
poche avant le prélévement) et du sang de cordon.

Le nombre de CNT doit étre supérieur ou égal a 1,4.10° selon les spécifications du

RFSP au moment de I'étude.

4.2.6.2 Spécifications des USP aprés miniaturisation et avant la congélation

Le nombre de CNT doit étre supérieur ou égal & 1,0.10° et le nombre de cellules
CD34+ supérieur a 1,8.10° avant congélation selon les spécifications du RFSP au moment

de I'étude.

4.2.6.3 Critéres de conformité des marqueurs biologiques

Des prélevements de sang sont réalisés sur la mére au moment de I'accouchement
afin de rechercher les marqueurs infectieux suivants : HIV, HBV, HCV, syphilis, HTLV, CMV,
EBV, toxoplasmose. Ces tests sont effectués par sérologie pour tous les marqueurs et par
diagnostic génomique viral pour le HIV, le HBV et le HCV. Un résultat positif sur au moins
une des sérologies HIV, HBV (hors profil hépatite B ancienne), HCV, syphilis ou HTLV exclut
directement 'USP.

En ce qui concerne CMV, EBV et toxoplasmose, seule une primo-infection en cours
avec IgM positive sans présence d’lgG élimine 'USP. Sil y a présence d'IgM et d’IgG, on
réalise alors une PCR pour s’assurer de I'absence de réplication virale.

Sur 'USP sont aussi réalisées les analyses suivantes : recherche de contamination
microbiologique et recherche d’hémoglobinopathie. L’'USP est considérée comme non
conforme si le contrdle microbiologique est positif avec présence de bactéries aérobies ou
anaérobies ou de levures et s'il est détecté une hémoglobinopathie.

Si 'ensemble de ces analyses révele au moins une anomalie, le sang de cordon ne
peut étre conservé. Lors de la cession de 'USP, d’autres analyses sont réalisées sur le sang
de cordon telles que la recherche des marqueurs infectieux suivants : HIV, HBV, HCV,
syphilis, HTLV.
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De plus, le groupe sanguin est déterminé sur TUSP. Le groupe sanguin peut parfois
étre difficile a déterminer sur 'USP. En effet, les antigénes du systéme ABO peuvent avoir
une densité trés faible au niveau des hématies au moment de la naissance. lls subissent une
maturation post-natale et acquiérent une réactivité totale aux alentours de deux ans. Ainsi, il
est possible d’identifier plusieurs colonies différentes dans un sang de cordon. Cette pluralité
est-elle due a limmaturité des antigénes de systéme ABO ou y'a-t-il eu contamination du
sang de cordon par du sang maternel ? Les deux cas de figure se sont présentés a 'UTCT.
De ce fait, une double population d’hématies dans le sang de cordon est un critéere
d’élimination de 'USP.

4.2.7 Critéres de préléevement

4.2.7.1 La maternité et la banque de sang placentaire

La collecte des USP se fait dans des maternités publiques ou privées autorisées par
I'ARS pour le prélévement de cellules souches a visée thérapeutique (arrété du 14 décembre
2009). Pour cette étude, toutes les USP ont été prélevées a la Polyclinique Majorelle. Cette
maternité a obtenu la décision favorable de 'ARS 2011/43 le 21 septembre 2011, aprés avis
de 'ABM. Cette autorisation, renouvelable, est délivrée pour une période de 5 ans. De plus,
une convention entre la maternité et la BSP a été signée le 10 octobre 2012. La BSP du
CHU de Nancy fait partie du RFSP et est la 12°™ et derniére banque de ce réseau. Elle a
commenceé son activité en novembre 2012.

Au sein de la maternité, I'activité de prélevement de sang placentaire est coordonnée

par la sage-femme référente de la Maternité.

4.2.7.2 Le consentement et I’entretien médical prénatal

L’'information sur le don de sang placentaire (Annexe 1) est initiée, pour les
grossesses non pathologiques, au cours de l'une des consultations systématiques
prénatales par le médecin obstétricien ou la sage-femme. Les femmes enceintes doivent
passer un entretien médical simplifié de pré-don afin de vérifier qu’il n’existe pas de contre-
indication pour leur propre santé mais également pour la santé du receveur. Toutes les
femmes ne peuvent pas donner car des critéres stricts de sélection médicale des donneuses
ont été établis par le RFSP. Elles ont ensuite jusqu’a I'accouchement pour accepter ou non
le don de sang placentaire. Ce consentement (Annexe 1) est révocable sans forme et a tout
moment tant que le prélévement n’est pas intervenu. Le don de sang placentaire ne peut
plus étre proposé a partir du moment ou le travail est actif (3-4 cm de dilatation avec des
contractions régulieres), d’aprés les recommandations du RFSP. En effet, la meéere doit

pouvoir se concentrer sur I'information donnée.
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4.2.7.3 Les préleveurs

Le prélévement de sang placentaire est placé sous la responsabilité d’'un médecin
obstétricien. Selon les Bonnes Pratiques de 1998, les personnes habilitées a prélever sont
des sages-femmes dipldmées d'Etat et les gynécologues obstétriciens.

Afin qu'une sage-femme puisse réaliser seule le prélévement du sang placentaire,
elle doit avoir réalisé au minimum cing prélévements sous encadrement. Au terme des cinq
prélévements, les volumes et bactériologies sont analysés conjointement par un responsable
de la BSP et la sage-femme référente. Au regard des événements qui auraient pu rendre les
prélévements non valides (petit placenta, urgences obstétricale ou pédiatrique) et si la sage-
femme référente atteste I'acquisition d’'une technique correcte de prélévement, la sage-
femme pourra étre validée.

Dans le cas contraire, la sage-femme en cours de validation devra réaliser d’autres
prélévements sous la responsabilité d’'un préleveur validé jusqu’a sa validation définitive.

Une sage-femme en cours de validation doit étre accompagnée d’un préleveur validé
lors des préléevements. Le cas échéant, la fiche technique de prélévement doit mentionner

les deux personnes présentes qui y apposent leur signature.

4.2.7.4 Le prélevement

Le matériel de prélévement doit étre préparé a I'avance. |l comprend le chariot avec
la balance-agitateur, la soudeuse et la poche de prélevement anti-coagulée et stérile
étiquetée au nom de la mére. La poche de prélévement contient 21 ml d’anticoagulant, le
citrate phosphate dextrose adénine (CPD-A). Une petite poche satellite, contenant 7 ml de
CPD-A, est présente et est ajoutée a la fin du prélevement. On ajoute ensuite une paire de
gants stériles, des compresses imbibées de Bétadine® et un champ stérile.

En salle de naissance, la sage-femme ou le gynécologue en charge de la patiente
vérifie qu’il N’y a pas de contre-indication médicale de derniere minute. Le prélévement de
sang placentaire intervient dés la naissance de I'enfant aprés le clampage précoce et la
section du cordon ombilical (Lasky et al., 2002). Le cordon ombilical est clampé grace a une
pince Kocher a environ 10 cm de I'enfant puis on place une deuxiéme pince a 2 cm de la
premiere afin de couper le cordon. On remplace le champ sous fessier souillé par un
nouveau champ stérile. On désinfecte ensuite le cordon ombilical avec les compresses de
Bétadine® de la pince Kocher vers le placenta. On introduit alors le trocart dans la veine
ombilicale au plus prés de la pince Kocher, biseau vers le bas, et on « trait » le cordon avec
une compresse par pression alternative. Le prélévement doit se poursuivre jusqu’a

décollement et expulsion du placenta, cette étape engendrant un afflux de sang dans le
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cordon. On clampe ensuite la tubulure du trocart puis on la purge a l'aide du clamp bleu.
Aprés le préléevement, on casse le bec plastique blanc intra-tubulaire et on ajoute
I'anticoagulant de la petite poche. On clampe et on purge de nouveau la tubulure a 'aide du
clamp bleu. On note le volume approximatif de la poche et on colle I'étiquette de la patiente
sur la poche en vérifiant I'identité de celle-ci. La sage-femme référente soude la tubulure en
3 points a environ 20 cm de la poche. Elle place ensuite 'USP dans un sac plastique ainsi
que le consentement signé et la fiche technique de prélevement et le tout est conservé entre
4 et 10°C avant d’étre envoyé a la BSP. Selon les BP de 1998, 'USP doit étre cryopréservée
dans les 24 heures qui suivent le prélevement. Ainsi, deux navettes se chargent du transport
des USP de la maternité vers la BSP a 12h et a 17h.

La nécessité d'une prise en charge médicale appropriée de la mére ou du nouveau-
né peut annuler a tout moment la réalisation de la collecte de sang placentaire en salle de

naissance.

Figure 12 : Prélévement du sang de cordon

4.2.7.5 Réception de 'USP a la BSP

Lors de la réception a la banque, les USP sont anonymisées, enregistrées dans le
systéme informatique et pesées. Si le poids est conforme aux spécifications, un échantillon
de 'USP est prélevé pour déterminer quelles unités iront vers I'étape de préparation. Les
critéres de sélection établis par le RFSP reposent sur le volume ainsi que sur la richesse en

CNT du produit cellulaire prélevé. Une réduction de volume est réalisée sur les USP avec
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une technique automatique permettant une bonne reproductibilité. Cette étape de
miniaturisation permet de réduire le volume de plasma et de globules rouges. Le volume de
produit fini est de 25 ml aprés addition de la solution cryoprotectrice composée de DMSO
(dimethylsulfoxide)/HES (hydroxyethylstarch) (Rubinstein, 2009). Deux segments de
tubulures sont attachés a la poche et permettent de réaliser des tests complémentaires au
moment de la cession de 'USP. Les USP sont alors congelées dans un programmateur de
descente en température contrdlée ou, pour certaines banques, dans un automate assurant
la congélation et le stockage. La miniaturisation des USP facilite la conservation en azote
gazeux ou liquide en limitant les espaces nécessaires de stockage. A la congélation, les
USP ne sont conservées que si elles répondent aux deux critéres quantitatifs établis par le
RFSP qui sont une richesse en CNT et en cellules CD34+.

La qualification des USP comprend également 'obtention des données de viabilité
cellulaire, contréle de stérilité, numération des érythroblastes, électrophorése de
I'hnémoglobine, typage HLA de 'USP en biologie moléculaire. Aprés qualification, les USP

validées sont enregistrées informatiquement sur le registre FGM.

4.2.7.6 L’enfant

Dans les quarante-huit heures aprés la naissance de l'enfant, le pédiatre de la
maternité remplit une fiche de qualification néonatale de I'enfant (Annexe 2) ayant pour
objectif de vérifier la bonne santé du nouveau-né. Cette fiche sera ensuite transmise a la
BSP.

Au minimum six semaines aprés la naissance, une fiche de qualification post-natale
(Annexe 3) sera complétée par le médecin qui suit 'enfant afin de confirmer le bon état de
santé de celui-ci ; le document sera alors adressé a la BSP. Ces informations sont
nécessaires pour confirmer que 'USP est utilisable a des fins de greffe. En effet, aprés
réception de résultats négatifs pour les tests microbiologiques et réception de la fiche de
qualification post-natale, on réalise une sérologie et un diagnostic génomique viral sur le
sang de la mére ainsi qu’une électrophorése de I'hémoglobine sur le sang de I'enfant. On
effectue ensuite un typage HLA de 'USP et de la mére. Cette derniére étape permet de
valider définitivement 'USP. Celle-ci peut alors étre inscrite sur le registre national. Les
meéres sont informées que, si un probléeme de santé important intervient dans la vie de
I'enfant méme plusieurs années apres, elles doivent communiquer l'information a la BSP qui,

le cas échéant, pourra décider de détruire I'USP.
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4.2.7.7 La mére

Si 'USP est congelée, la sage-femme référente compléte avec la mére un document
de qualification médicale relatif aux antécédents de la mére et du pére (Annexe 4). Puis sur
la fiche de qualification post-natale (Annexe 3), la meére indiquera les éventuels problémes

de santé survenus I'accouchement.

4.2.7.8 Cession d’une USP

Lors de la cession d’'une USP, des contréles sont effectués sur un des deux
segments attachés a la poche. On réalise un controle de viabilité des cellules CD34+, un
typage HLA succinct (pour étre sdr que ce soit la bonne USP) et un test clonogénique des
CFU-GM. Les contréles des marqueurs infectieux sur les échantillons de sérum et de plasma

de 'USP sont alors réalisés.

4.2.8 Analyse statistique

Les variables qualitatives ont été décrites par les pourcentages et les effectifs ; les
variables quantitatives par la moyenne % I'écart-type, la médiane et les valeurs minimales et
maximales.

La comparaison d’'un pourcentage (obtenu pour la BSP de Nancy) a un pourcentage
théorique (pourcentage national) est réalisée par un test de signification avec un risque
alpha de 5%. La table de I'écart-réduit est utilisée pour ce test.

Les tests de liaison entre le nombre de CNT, le nombre de cellules CD34+, le délai
de réception a la banque et le volume sanguin des USP sont effectués par corrélation
linéaire et par le calcul du coefficient de corrélation (r) ainsi que le calcul du coefficient de
détermination (r?). Les tests sont réalisés avec un risque alpha de 5%. Une valeur de p <
0,05 a été retenue comme significative.

Conditions d'application du test du « r » de Pearson, il faut que :

~ les deux variables soient quantitatives;
~ la distribution conjointe des deux variables soit bi-normale;

~ les observations soient indépendantes.
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Figure 13 : Logigramme du prélévement a l'inscription de I’'USP sur le registre national
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5. Résultats

5.1 Etat des USP prélevées

Nous avons réparti les USP en quatre états par ordre chronologique en fonction des

étapes de manipulation de la poche.

5.1.1 USP détruites a la réception

Sur les 440 préléevements réceptionnés, 298 ont été écartés dés le départ (67,7%).
Ces prélévements ont été éliminés pour les deux raisons principales suivantes : volume de la
poche trop faible ou nombre de CNT a la réception trop faible. D’autres raisons plus rares

ont été constatées : agrégats dans la poche, poche mal soudée...

5.1.2 USP détruites aprés préparation

Le volume et le nombre de CNT étaient conformes a la réception mais les résultats
d’autres contrbles qualité sont revenus non-conformes par la suite, une bactériologie positive
étant la principale raison de destruction a ce niveau. Parmi les autres causes de non-
conformité, nous retrouverons : un nombre de cellules CD34+ ou de CNT trop faible au
moment de la congélation, un probléme technique au moment de la congélation, des
contraintes techniques, une sérologie virale positive, un probléme d’identification des tubes

maternels, une Cl au don... On compte 55 USP (12,5%) détruites a cette étape.

5.1.3 USP congelées

87 USP (19,7%) ont été congelées au cours de I'année 2013. Parmi ces 87 USP
congelées, 85 ont été inscrites sur le registre FGM a ce jour. Les 2 USP non inscrites sont

encore en attente de certains résultats pour pouvoir finaliser I'inscription.

5.1.4 USP utilisée pour la greffe

Tous les résultats étaient conformes. Parmi les 85 poches inscrites sur le registre, 1 a
été recrutée par un centre de greffe étranger puis cédée afin d’étre utilisée pour une

allogreffe.

Au final, 353 USP sur les 440 prélevées ont été détruites au cours du procédé, soit
80,2%.
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Figure 14 : Répartition des USP : 4 états différents

5.2 Délai de réception des USP

Les USP prélevées a la maternité Majorelle doivent étre acheminées a la banque et

congelées dans les 24 heures. Si le délai des 24 heures est dépassé, la poche de sang ne

peut plus étre congelée.

Les 440 USP ont été acheminées a 'UTCT en moyenne en 7,43 + 0,30 heures. Une

sous-analyse sur les USP congelées révéle un temps moyen trés proche : 7,80 + 0,29

heures.

Tableau IV : Délai d'acheminement des USP
Délai d’'acheminement (h)
USP Nombre Moyenne * Ecart-type Médiane
Totales 440 7,43 £ 0,30 3,75
Congelées 87 7,80 + 0,29 4,17

Nous avons recherché si un lien entre le délai de réception de 'lUSP a la BSP et le

nombre de CNT au moment de la réception a la BSP existait. Pour cela, nous réalisons un

test de liaison (Annexe 5.1). On ne montre pas de lien entre le nombre de CNT et le délai de
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réception des prélévements a la BSP au risque de 5%. Ce résultat renseigne sur le fait que
quel que soit le temps de conservation des USP a la maternité, il n’y a pas de lien direct

avec la richesse en CNT.

Lien entre le nombre de CNT et le délai
de réception des prélévements a la BSP

Nombre de CNT a la réception a la BSP (x10°%)
w

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Nombre d'heures entre le prélévement et la réception a la BSP (h)

Figure 15 : Nombre de CNT a la réception en fonction du délai de réception des préléevements a
la BSP

5.3 Délai de congélation des USP

Comme nous l'avons dit plus haut, les USP doivent étre prélevées, acheminées a la
BSP, mises en production et congelées dans les 24 heures pour étre considérées comme
conformes. Pour les 87 USP congelées, on note un délai moyen entre le prélévement et la
congélation de 15,76 + 7,09 heures avec un minimum de 2,60 heures et un maximum de
19,60 heures.

Ce délai trés inférieur a 24 heures est lié au fait que deux navettes quotidiennes
assurent le transport des USP de la maternité a la BSP. De plus la maternité est située a

proximité de la BSP.
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5.4 Causes de destruction des USP

Dans le tableau réalisé par 'UTCT, on répertorie 13 causes de destruction des USP.
Nous ne traiterons ici que les 5 causes principales : le volume trop faible, le nhombre de
CNT<1,4.10° a la réception, la contamination microbienne, le nombre de cellules

CD34+<1,8.10° et le nombre de CNT<1,0.10° au moment de la congélation.

Causes de destruction des USP

51,6%

6,2% 7,89 1,4% 1,1% 1,1% 1,1% 1,4% 0,6% 0,3% 0,3% 0,3% 0,3%

Pourcentages parmi
toutes les USP éliminées

Causes de destruction

Figure 16 : Les causes de destruction et leurs pourcentages

5.4.1 Volume de I'USP trop faible

C’est la cause la plus fréquente de destruction des poches de sang placentaire. Sur
les 440 prélévements réceptionnés, 182 (soit 41,4%) ont été éliminés a cause d’un volume

trop faible c'est-a-dire inférieur a 70 ml.

Le volume moyen pour les 87 USP congelées est de 109 £ 29 ml (70 — 227 ml). Pour

les USP éliminées pour volume trop faible, la moyenne est de 52 + 12 ml (7 — 69 ml).
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Tableau V : Volume des USP (ml)

Volume des USP (ml)

USP Nombre | Moyenne tEcart-type | Médiane Minimum | Maximum
Totales 440 80 £ 31 78 7 227
Eliminées pour
182 52 +12 54 7 69
volume faible
Congelées 87 109 + 29 103 70 227

La moyenne nationale de poches éliminées pour volume trop faible est de 37,5%.
Parmi les 10 BSP nationales pour lesquelles nous avons les chiffres (Annexe 5), on note un
minimum de 18,6% et un maximum de 55,4% en ce qui concerne les poches éliminées pour
cause de volume trop faible. On montre que le taux observé a la BSP de Nancy est

significativement supérieur au taux national (p<0,045) au risque 5% (Annexe 5.2).

5.4.2 CNT <1,4.10° a la réception

La deuxiéme cause la plus fréquente d’élimination des USP est le nombre de CNT
inférieur & 1,4.10° au moment de la réception. Sur les 440 prélévements réceptionnés, 111
(soit 25,2%) ont été éliminés a cause d’'un nombre de CNT trop faible au moment de la

réception.

Le nombre de CNT n’a été comptabilisé que pour 250 USP au total sur les 258 non
éliminées pour volume trop faible. Les 8 USP, pour lesquelles le nombre de CNT n’est pas
connu, ont été éliminées a cause d’agrégats dans la poche, de contraintes techniques ou de

poche mal soudée.
Le nombre moyen de CNT 4 la réception pour les 87 USP congelées est de 1,93.10°

1 0,67 (1,36 — 6,02). Pour les 111 USP éliminées, on note en moyenne 1,01.10° £ 0,19 (0,51

—1,33) CNT au moment de la réception.
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Tableau VI : Nombre de CNT a la réception (x1 09)

Nombre de CNT 4 la réception (x10°)

USP Nombre | Moyenne tEcart-type | Médiane Minimum | Maximum
USP non éliminées
pour volume trop 250 1,48 £ 0,61 1,45 0,51 6,02
faible
Eliminées pour
nombre de CNT 111 1,01 £ 0,19 1,02 0,51 1,33
trop faible
Congelées 87 1,93 £ 0,67 1,71 1,36 6,02

Dans le tableau VI, on note que quelques USP ont été validées avec un nombre de
CNT a la réception inférieur a 1,4.10°. En effet, la BSP du CHU de Nancy a admis une
tolérance quant au taux de CNT a la réception étant donné le rendement moyen de
miniaturisation de la BSP (82%) et le fait que I'on contrdle de nouveau le taux de CNT au
moment de la congélation, qui doit alors étre supérieur ou égal a 1,0.10°. Ainsi les poches
contenant un nombre de CNT & la réception supérieur a 1,35.10° étaient tolérées et

poursuivaient le processus de validation.

La moyenne nationale des poches éliminées pour un nombre de CNT trop faible a la
réception est de 35,1% (17,0% - 54,1%). Les chiffres sont difficiles a interpréter car certaines
banques ont appliqué les nouveaux seuils de CNT (CNT > 1,8.10° & la réception au lieu de
1,4.10°) dés le mois de novembre 2013 alors que les autres, comme la banque de Nancy,
ont attendu le 1°" février 2014. On montre que le taux observé a la BSP de Nancy est

significativement inférieur au taux national (p<5.10°) au risque 5% (Annexe 5.3).

5.4.3 CNT < 1,0.10° au moment de la congélation

Sur les 440 prélévements réceptionnés, 4 (soit 0,9%) ont été éliminés car le nombre
de CNT était inférieur a 1,0.10° aprés la miniaturisation c'est-a-dire au moment de la
congélation. Dans le cas de ces 4 USP, le rendement de miniaturisation était compris entre
64 et 74%.

Le nombre de CNT & la congélation pour les 87 USP congelées est de 1,4.10° + 0,5

(1,0 — 4,7) en moyenne. Pour les 4 USP éliminées a ce stade, la moyenne est de 0,9.10°.
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Tableau VIl : Nombre de CNT au moment de la congélation (x1 09)

Nombre de CNT au moment de la congélation (x10°)

USP Nombre | Moyenne tEcart-type | Médiane Minimum | Maximum
USP pour
lesquelles le
Tl BT 138 1,4+04 1,3 0,9 4,7
éteé calculé
Eliminées pour
nombre de CNT 4 0,9+0,03 0,9 0,9 0,9
trop faible
Congelées 87 1,4+0,5 1,3 1,0 47

5.4.4 Cellules CD34+ < 1,8.10° au moment de la congélation

Sur les 440 prélevements réceptionnés, 10 (soit 2,3%) ont été éliminés car le nombre

de cellules CD34+ était inférieur a 1,8.10° au moment de la congélation de 'USP. Pour les
10 USP éliminées, le nombre moyen de cellules CD34+ est de 1,6.10° + 0,1 (1,4 -=1,7). Le

nombre de cellules CD34+ a la congélation pour les 87 USP congelées est de 5,1 108+ 3,5

(1,8 — 22,3) en moyenne.

Tableau VIII : Nombre de cellules CD34+ au moment de la congélation de I'USP (x106)

Nombre de cellules CD34+ au moment de la congélation (x10°)

USP

Nombre

Moyenne tEcart-type

Médiane

Minimum

Maximum

USP pour
lesquelles le
nombre de cellules
CD34+ a été

calculé

131

46 3,2

3,8

1,2

22,3

Eliminées pour
nombre de cellules
CD34+ trop faible

10

1,6

1,4

1,7

Congelées

87

4.1

1,8

22,3

Si on regroupe les deux causes, CNT et cellules CD34+ inférieures aux spécifications

au moment de la congélation, on note 14 USP éliminées, soit 3,4%. La moyenne nationale
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est de 2,0% avec un minimum de 0,1% et un maximum de 3,7%. On montre que le taux
observé a la BSP de Nancy est significativement supérieur au taux national (p<0,02) au

risque 5% (Annexe 5.4).

5.4.5 Contaminations microbiennes de ’'USP

Un seul contréle microbiologique est effectué sur les USP a la fin du procédé. Sur les
440 prelévements réceptionnés, 22 (soit 5,0%) ont été éliminés a cause d’une contamination
bactérienne. Les bactéries isolées proviennent de la peau, de la muqueuse vaginale ou de la
muqueuse intestinale. Les bactéries les plus retrouvées dans les prélévements sont:
Lactobaccillus sp, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus anginosus, Escherichia coli,
Bacteroides vulgatus, Bacteroides fragilis et Propionibacterium acnes. Méme si on ne peut
pas laffirmer, la contamination bactérienne a probablement eu lieu au moment du
prélevement puisque toutes les manipulations effectuées sur la poche a la BSP sont
réalisées en systéme clos et que la provenance de la majorité des bactéries est sans

équivoque vaginale ou intestinale.

La moyenne nationale est de 1,7% pour des contréles bactériologiques positifs de
'USP. Le minimum est de 0,6% et le maximum est de 5,0%. On montre que le taux observé
a la BSP de Nancy est significativement supérieur au taux national (p<5.10%) au risque 5%
(Annexe 5.5).

5.4.6 Autres causes

Parmi les autres causes de destruction, on retrouve :

~ La présence d’agrégats dans la poche,

~ Une contre-indication au don,

~ Un probléme pendant la congélation de la poche,

~ Un probléme d’identification des tubes maternels,

~ Un souci de non-conformité au niveau d’un autre contréle qualité,
~ Un entretien médical manquant,

~ Une poche mal soudée a sa réception,

~ Des contraintes techniques.

En regroupant toutes ces causes, on trouve 24 prélévements éliminés, soit 5,5%. La
moyenne nationale pour les autres causes est de 2,6%, avec un minimum de 0,1% et un
maximum de 7,0%. On montre que le taux observé a la BSP de Nancy est significativement

supérieur au taux national (p<5.10™) au risque 5% (Annexe 5.6).
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5.5Lien entre le volume et le nombre de CNT a la

réception

Nous réalisons un test de liaison entre ces deux variables. On montre un lien entre le
volume et de nombre de CNT a la réception des prélevements a la BSP au risque 5%
(Annexe 5.7).

Lien entre le nombre de CNT dans les USP et
le volume de 'USP a la réception a la BSP
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Figure 17 : Nombre de CNT a la réception a la BSP en fonction du volume de ’'USP

77



)Y

5.6 Lien entre le nombre de cellules CD34+ a Ila

congélation et le nombre de CNT a la réception

Nous réalisons un test de liaison entre ces deux variables. On montre un lien entre le
nombre de cellules CD34+ a la congélation et de nombre de CNT a la réception des

prélévements a la BSP au risque 5% (Annexe 5.8).

Lien entre le nombre de cellules CD34+ a
la congélation et le nombre de CNT a la
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Figure 18 : Nombre de cellules CD34+ au moment de la congélation en fonction du nombre de
CNT a la réception de I'USP
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5.7 Hémoglobinopathies

Une recherche d’hémoglobinopathie est effectuée sur TUSP aprés I'obtention de la
qualification post-natale.
Parmi les 440 prélévements réceptionnés a la BSP de Nancy, 3 ont révélé une

anomalie de I'hémoglobine :

~ Pour deux USP, on suspectait un trait alpha-thalassémique ou alpha
thalassémie mineure. C’est une maladie génétique de I'hémoglobine due a
une mutation de deux génes a entrainant une anomalie de fabrication de la
chaine a de I'hémoglobine. L’ a-thalassémie mineure est le plus souvent
asymptomatique. Parfois une anémie modérée sans conséquence pour la
santé peut étre observée.

~ Une USP a montré une hémoglobinopathie C a I'état hétérozygote. Dans ce
cas, on observe une mutation unique sur la chaine B de I'hémoglobine
entrainant ainsi la production d’hémoglobine C. Cette derniére posséde une
solubilit¢ moindre par rapport a I'hnémoglobine A1. A I'état hétérozygote,

’'hémoglobinopathie C est en général asymptomatique.

L'une des USP possédant un trait a-thalassémique a été éliminée a cause d’'un
nombre de cellules CD34+ trop faible au moment de la congélation. Les deux autres USP
ont été inscrites sur le registre national.

Le trait o-thalassémique et I'hémoglobinopathie C, dans le cas ou elles sont
hétérozygotes (un des parents est sain), ne sont pas des contre-indications a la greffe de
'USP. Cependant, il convient de mentionner 'anomalie lors d’'un éventuel choix de 'USP

pour un centre greffeur.
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5.8 Caractéristiques des 85 USP inscrites sur le reqgistre

en 2013 comparativement aux chiffres nationaux

Un rapport d’activité¢ du RFSP sur linscription et la cession des USP au niveau

national sur 'année 2013 a été publié par TABM en mars 2014. Contrairement a notre étude

qui tient compte des USP prélevées sur 'année 2013 a la BSP de Nancy, le rapport du

RFSP tient compte uniquement des USP inscrites sur le registre national en 2013. Une

comparaison stricte avec notre activité n’est donc pas possible mais nous les rapportons a

titre indicatif.

5.8.1 Richesse en CNT et en cellules CD34+ a la congélation

Au cours de I'année 2013, 7989 USP ont été inscrites sur le registre national par les

différentes BSP en France.

Sur le rapport du RFSP, on note 61 USP inscrites sur le registre en 2013 pour la BSP

de Nancy. Dans notre analyse, on compte 85 USP inscrites sur le registre puisque nous

tenons compte des USP prélevées en 2013 et qui ont été inscrites sur le registre ensuite.

Répartition des USP
enregistrées sur le registre
en France en 2013 selon
leur richesse cellulaire CNT
n=7989

0,04%

N%

31,94%

42,57%

CNT (x 109)

®<0,60 =0,60-1,20 =1,20-1,50 = >1,50

Répartition des USP
prélevées a Nancy en 2013
et inscrites selon leur
richesse cellulaire CNT
n =285

18,39%
37,93% ’
43,68%
CNT (x 10%)

=1-1,2 =m1,2-1,5 =>1)5

Figure 19 : Répartition des USP stockées en
France en 2013 selon leur richesse cellulaire
(CNT)

Figure 20 : Répartition des USP prélevées a
Nancy en 2013 et inscrites selon leur richesse
cellulaire (CNT)
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Au 31 décembre 2013, on compte au total 31230 USP enregistrées sur le registre
frangais. Sur ces 31230 USP stockées, 745 ont fait I'objet d’'une demande pour une
potentielle greffe de CSH au cours de 'année 2013 et 256 ont pu étre cédées dont 133 pour
des patients nationaux et 123 pour des patients internationaux.

Deux USP de la BSP de Nancy ont fait I'objet d'une demande en 2013 dont I'une qui

a été cédée.

A Téchelle nationale, les USP cédées sont majoritairement (75%) des USP
renfermant un taux de CNT > 1,5.10°. En effet, comme mentionné précédemment, le critére

de richesse cellulaire est I'un des deux critéres de choix d’un greffon pour une allogreffe.

USP nationales ayant fait USP nationales cédées en
'objet d'une demande en 2013
2013 n =256
n =745

LN

192
75%
9
CNT (x 10°) CNT (x 10°)
=0,60-1,20 =1,20-1,50 ==>1,50 =0,60-1,20 =1,20-1,50 =2>1,50
Figure 21 : USP nationales ayant fait I’objet Figure 22 : USP nationales cédées en 2013

d’une demande en 2013
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Tableau IX : Nombre de CNT et de cellules CD34+ pour les USP ayant fait I'objet d’'une
demande et les USP cédées au cours de I’'année 2013

USP ayant fait I'objet d’'une demande USP cédée
Médiane Médiane Médiane Médiane
Nombre CNT cellules Nombre CNT cellules
(x10°) CD34+ (x10°) (x10%) | CD34+ (x10°)
BSP 745 1,93 7,1 256 1,95 7,2
nationales

L'USP cédée le 9 septembre 2013 contenait 2,25.10° CNT et 3,97.10° cellules
CD34+. Une USP a fait I'objet d’'une demande le 27 novembre 2013. Elle contient 2,4.10°
CNT et 16,75.10° cellules CD34+.

Le fait qu’il n’y ait eu qu'une seule USP cédée par la BSP de Nancy au cours de
'année 2013, ne nous permet pas de comparer la richesse en CNT et en cellules CD34+ par
rapport a toutes les USP cédées par les BSP frangaises.

Parmi les 87 USP congelées, 30 possédent un nombre de CNT supérieur a 1,5.10% et
ont, si 'on s’en référe a la tendance nationale, plus de chance d’étre cédées que les autres
USP, moins riches en CNT.

Tableau X : Nombre d’USP disponibles pour greffe en fonction de la richesse en CNT

Nombre de CNT a la congélation (x10°)

21,00-<1,20 21,20 - <1,50 21,50

Nombre d’'USP 16 40 30

5.8.2 Typage HLA

La compatibilité HLA entre le donneur et le receveur est I'un des critéres principaux
lors de la cession d’'une USP. Certains typages HLA sont considérés comme fréquents dans
la population frangaise alors que d’autres sont rares voire trés rares. Dans le tableau ci-
dessous, se retrouve la liste des 25 haplotypes HLA-A, B, DR les plus fréquents présents sur

le registre national pour 'année 2013.
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Tableau Xl : Liste des 25 haplotypes HLA-A, B, DR
les plus fréquents du registre (source ABM)

A B DR
1 1 8 17
2 29 | 44 7
3 3 7 15
4 2 44 4
5 30 | 18 | 17
6 3 35 | 17
7 2 7 15
8 23 | 44 7
9 2 62 4
10 1 57 7
11 2 44 7
12 2 18 | 11
13 | 30 | 13 7
14 2 51 | 11
15 2 44 | 13
16 2 44 | 11
17 2 8 17
18 | 11 | 35 1
19 2 51 | 13
20 | 24 7 15
21 | 31 | 60 4
22 2 50 7
23 2 60 | 13
24 2 44 1
25 2 62 | 13

Les 85 USP inscrites sur le registre ainsi que le sang de la mére ont fait 'objet d’'un
typage HLA. Ainsi, nous avons pu reconstituer les haplotypes HLA pour chaque USP et les
comparer a la liste des 25 haplotypes HLA les plus fréquents dans le registre. Dans le
tableau XII, les haplotypes HLA des USP de la BSP de Nancy prélevées en 2013 ont été

classés en trois catégories en fonction de leur fréquence.
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Tableau XII : Analyse des Haplotypes HLA- A, B, DR retrouvés a la BSP de Nancy selon la liste
des 25 haplotypes les plus fréquents du registre

Nombre d'haplotypes HLA-A, B, DR fréquents retrouvés a la BSP de Nancy parmi la liste

des 25 haplotypes les plus fréquents dans le registre

0 1 2 Total % de 0

48 28 S 85 56,5 %

On peut ainsi observer que 56,5 % des USP inscrites sur le registre par la BSP de
Nancy n’apportent pas les 25 haplotypes les plus fréquents. Elles apportent donc des
haplotypes peu fréquents et constituent un intérét tout particulier pour les patients qui
présentent un typage HLA avec des haplotypes peu fréquents et pour lesquels il sera difficile
de trouver un donneur non apparenté. En analysant les alléles peu fréquents, onze
présentent un alléle qualifié de rare (Dr Anne Kennel, Laboratoire HLA CHU de Nancy).

Nous pouvons essayer de comparer ces chiffres avec les chiffres des 12 BSP
francaises. Le rapport du RFSP nous donne les chiffres pour les haplotypes des USP

inscrites sur le registre en 2013.

Tableau XIII : Analyse des Haplotypes HLA- A, B, DR selon la liste des 25 haplotypes les plus
fréquents dans le fichier des USP inscrites en 2013 sur le registre national

Nombre d’haplotypes HLA-ABDR fréquents parmi la liste des 25 haplotypes les plus
fréquents dans le fichier des USP inscrites en 2013

BSP 0 1 2 Total % de O
Besancon 518 376 60 954 54,3%
Bordeaux 517 350 44 911 56,8%
Créteil 647 345 59 1051 61,6%
Lille 467 292 50 809 57,7%
Marseille 191 67 9 267 71,5%
Montpellier 371 247 31 649 57,2%
Nancy 39 19 3 61 63,9%
Paris Saint-Louis 434 234 30 698 62,2%
Poitiers 247 192 28 467 52,9%
Rennes 244 190 36 470 51,9%
Rhéne-Alpes 953 625 74 1652 57, 7%

Total 4628 2937 424 7989 57,9%
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La distribution des alléles varie en fonction du groupe ethnique. Ainsi, ici, on définit

quatre groupes ethniques :

~ Caucasiens (CAU) ;
~ Hispaniques (HIS) ;
~ Asiatiques et Américains du Pacifique (API) ;

~ Africains et Américains (AFA).

L’allele DRB1 est trés important lors des allogreffes de CSH. Cet alléle est retrouvé
avec des fréquences trés différentes dans les différents groupes ethniques.
Parmi les 85 USP inscrites sur le registre pour 'année 2013, on en dénombre 11 pour

lesquelles 'allele DRB1 est assez rare par rapport au registre national. On retrouve ainsi :

~ DRB1*03:02 : Cet alléle a une fréquence de 6,53% chez les AFA ou il est au
5% rang, c'est-a-dire que cest le 5°™ alléle le plus fréquent dans cette
population, mais n’est qu'au 37°™ rang chez les CAU.

~ DRB1*04:03 ou DRB1*04:52 ou DRB1*04:142N : L’alléle DRB1*04:03 est au
23°™ rang pour les CAU. La présence de la lettre « N» pour lalléle
DRB1*04:142N signifie que le géne est présent mais que la protéine n’est pas
exprimée a la surface des cellules.

~ DRB1*04:05 : Cet alléle a une fréquence de 5,80% chez les API ou il est au
6°™ rang, mais n’est qu’au 25°™ rang chez les CAU.

~ DRB1*04:06 ou DRB1*04:144 : L’alléle DRB1*04:06 est au 33°™ rang pour
les CAU.

~ DRB1*04:07 ou DRB1*04:92 : L’allele DRB1*04:07 a une fréquence de 6,43%
chez les HIS ou il est au 6°™

~ DRB1*04:152.

~ DRB1*11:02 : Cet alléle est au 28°™ rang pour les CAU.

~ DRB1*11:03 : Cet alléle est au 24°™ rang pour les CAU.

~ DRB1*15:03 : Cet alléle a une fréquence de 11,75% chez les AFA ou il est au
1°" rang, mais n’est qu'au 35°™ rang chez les CAU.

~ DRB1*16:02 : Cet alléle est au 30°™ rang chez les CAU.

rang.

Le typage de 'USP cédée par la BSP de Nancy au cours de I'année 2013 est : A*24
A*29, B*35 B*40, DRB1*09 DRB1*12. L’alléle DRB1*09 est assez rare pour les types CAU
(0,82%) mais tres fréquent pour les types API (10,18%) pour lesquels il est au 1° rang.
L’allele DRB1*12 est trés rare pour les CAU mais fréquent pour les API (7,41%) ou il est au

5éme

rang.

85



6. Discussion

Le don de sang placentaire est possible en France grace a la collaboration de 12
BSP et de prés de 75 maternités. Il existe différents types de BSP en France selon les
régions dans lesquelles elles se trouvent. Ainsi, elles peuvent étre situées dans des sites de
I'Etablissement Francais du Sang (EFS), dans des établissements de santé du type CHU ou
bien dans des Centres de Lutte Contre le Cancer (CLCC). Les prélévements de sang
placentaire sont coordonnés au sein du RFSP et pilotés par TABM. Cette derniére geére les
USP inscrites sur le registre FGM. Celui-ci est, par ailleurs, relié a tous les registres
internationaux, ce qui lui donne l'accés a prés de 14 millions de donneurs et 450 000 USP.
La BSP du CHU de Nancy, a été la 12°™ BSP & ouvrir ses portes au mois de novembre
2012. Elle travaille en collaboration avec la Polyclinique Majorelle, qui s’occupe de
'information pré-don auprés des femmes enceintes ainsi que des prélévements.

Le rapport du sénateur Marie-Thérése Hermange, datant de novembre 2008, a fait
prendre conscience a 'ABM qu’il fallait augmenter le nombre de BSP et de maternités
présentes sur le territoire francais. Ce rapport évoquait le fait qu’un trop faible nombre d’'USP
était stocké en France et que cela avait une conséquence directe en matiére financiére :
« Le nombre relativement faible d’unités stockés [...] augmente la probabilité qu’il n’y ait pas
de greffon compatible en France pour un malade. Il est alors fait appel a I'importation de
greffons. [...] Le taux de dépendance de la France était en 2007 de 64 %, ce qui, avec un
colt moyen d’importation de 18 000 euros, a entrainé un déficit de 3,6 millions d’euros pris
en charge par I'assurance maladie. Etant donné le colt de stockage des unités, le codt
produit par les importations de greffons aurait pu permettre de stocker prés de 1700 unités
supplémentaires en France. Certes, rien ne garantit que parmi ces unités supplémentaires
se seraient trouveés les greffons dont avaient besoin les malades : 'autosuffisance ne signifie
pas I'absence totale de recours a I'importation mais le retard frangais en matiere de stockage
ne fait que croitre, et son colt avec lui. » (Hermange, 2008). Le colt d’'une USP menée a
son terme a la BSP de Nancy au cours de I'année 2013, c'est-a-dire prélevée, mise en
production, contrdlée, congelée, inscrite sur le registre et cédée est de 2669 euros.

Suite au constat que le stock francais d’'USP était insuffisant par rapport aux autres
pays européens et internationaux, 'ABM a fixé un objectif de 30000 USP inscrites sur le
registre francgais pour la fin de 'année 2013. Le réseau de BSP et de maternités tel que
présenté précédemment a été développé. De plus, les BSP francaises pouvaient compter
sur des subventions de I'Etat, pour la moitié de leur investissement initial, grace a la mise en
place du « plan cancer » en 2009-2013 (Rouard et al., 2013). Ces subventions ont été mises
en place pour une durée de cing ans : du 1* janvier 2009 au 31 décembre 2013. De plus,

chaque BSP est subventionnée pour chaque USP inscrite sur le registre.
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Nous avons analysé la premiere année d’activité (2013) de la BSP du CHU de
Nancy. Contrairement a la plupart des BSP frangaise, la BSP de Nancy ne travaille qu'avec
une seule maternité, ce qui explique l'activité peu importante de cette BSP pour le moment.
Ainsi, au cours de 'année 2013, la BSP de Nancy a dénombré 440 USP prélevées, 87 USP
congelées et 85 USP inscrites sur le registre. Les principales causes de non-inscription des
USP sur le registre sont pour cette BSP : un volume sanguin trop faible a la réception
(41,4%), un nombre de CNT trop faible au moment de la réception (25,2%) ou au moment de
la congélation (0,9%), un nombre de cellules CD34+ trop faible au moment de la congélation
(2,3%) ou une contamination bactérienne de 'USP (5,0%). On note donc un rendement de
19,3% (soit prés d’1 USP sur 5) quant au nombre d’'USP inscrites sur le registre par rapport
au nombre d’'USP prélevées, ce qui est conforme aux critéres d’acceptation mis en place par
'’ABM en novembre 2012.

6.1 Les causes de non inscription des USP sur le registre

6.1.1 Le volume de départ

On note une grande disparité quant au nombre d’'USP éliminées pour volume sanguin
trop faible au moment de la réception du prélévement a la BSP parmi les différentes BSP
frangaises. Ainsi, nous avons observé que le taux d’élimination de la BSP de Nancy est
significativement supérieur au taux national, au risque 5% (41,4% vs 37,5%). En ce qui
concerne la Polyclinique Majorelle, tous les prélévements, quels qu’ils soient, ont été
envoyés a la BSP. En effet, on sait que certaines maternités de France se sont mises
d’accord avec leur BSP afin d’éliminer directement les prélévements de volume trés faible,
sans les transmettre a la BSP. Ainsi certains prélevements ne sont pas comptabilisés dans
les préléevements réceptionnés a la BSP et donc éliminés pour volume trop faible a leur

réception.

6.1.2 Le taux de CNT

Les recommandations du RFSP concernant le nombre de CNT au moment de la
réception ont changé fin 2013. Ce changement de seuil de conformité pour les CNT peut
expliquer le fait que le taux de prélévements éliminés pour nombre de CNT trop faible a la
réception a la BSP de Nancy soit significativement inférieur au taux national, au risque 5%
(25,2% vs 35,1%). En effet, certaines banques ont appliqué le nouveau seuil de CNT dés le
mois de novembre 2013 alors que d’autres, comme la banque de Nancy par exemple, ont
attendu le 1" février 2014. Par conséquent, certaines BSP ont éliminé des USP a cause d’un
nombre de CNT non conforme alors que la BSP de Nancy les aurait considérées comme

conformes. De ce fait on ne peut pas véritablement comparer les chiffres ni conclure quant a
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la réelle infériorité du taux d’élimination de la BSP de Nancy par rapport aux autres BSP du
réseau. De plus, a Nancy, la numération cellulaire n’est faite que si le volume est supérieur a
70 ml. En effet, nous avons démontré un lien entre le volume de 'USP et le nombre de CNT
que celle-ci contient au moment de sa réception a la BSP, au risque 5%. Toutefois, les
autres BSP ne possédent pas forcément des critéres séquentiels (mesure du volume puis
numeération des CNT) et font d’emblée les CNT a la réception des USP. Ainsi, des USP ont
sans doute été éliminées pour volume faible a la BSP de Nancy alors qu’elles auraient été
éliminées pour nombre de CNT trop faible dans d’autres BSP. La comparaison avec les
chiffres nationaux doit donc se faire avec prudence, les processus d’élimination n’étant pas
strictement identiques d’'une BSP a l'autre.

Bien qu'il existe un lien entre volume et CNT, cela ne signifie pas que pour un volume
égal ou tout juste supérieur a 70 ml au moment du préleévement, le nombre de CNT a la
réception sera correct. De ce fait, les sages-femmes référentes sont informées qu’il ne faut
pas arréter le prélevement dés que le volume sanguin atteint les 70 ml, car le seuil conforme
de CNT n’est pas forcément atteint a ce volume, mais elles doivent essayer d’obtenir le plus

grand volume sanguin possible.

6.1.3 Le taux de CNT avant congélation

Au cours de 'année 2013, a la BSP de Nancy, 4 USP (0,9%) ont été éliminées a
cause d’un taux de CNT < 1,0.10° au moment de la congélation. Nous avons constaté, pour
ces quatre cas, que le rendement de miniaturisation n’était pas bon (< 75%). Il y a donc eu
un probléme au moment de la miniaturisation sur le Sepax a la BSP. Cette derniére étudie
les causes d’'un rendement plus faible pour ces 4 USP. Pour cela, un travail avec le
fabriquant du Sepax va étre mené (Biosafe) afin d’améliorer le rendement de miniaturisation.
A Nancy ce rendement est en moyenne de 82%. Si nous parvenons a I'améliorer, il serait
alors possible de faire passer en production des USP avec moins de 1,4.10° CNT au départ.
En effet, d’autres BSP avaient en 2013 un seuil au prélévement a 1,2.10° CNT, puisqu’elles

bénéficiaient d’'un rendement de miniaturisation systématiquement au moins égal a 83%.

6.1.4 Le taux de cellules CD34+

Nous avons observé que le taux d’'USP éliminées a la BSP de Nancy pour un taux de
CNT ou de cellules CD34+ au moment de la congélation (3,4%) est significativement
supérieur au taux national (2,0%), au risque 5%.

Nous avons démontré un lien entre le nombre de CNT a la réception et le nombre de
cellules CD34+ a la congélation de 'USP, au risque 5%. Par conséquent, on peut supposer
que les USP conformes au moment de la réception pour le nombre de CNT vont étre

également conformes pour le nombre de cellules CD34+ au moment de la congélation. A la
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BSP de Nancy, parmi les 147 USP conformes quant au nombre de CNT a la réception, 10
ont ensuite été éliminées pour non-conformité quant au nombre de cellules CD34+, malgré
un taux de CNT conforme aprés miniaturisation.

Selon le logigramme de la BSP de Nancy, il n'est pas prévu de réaliser une
numération des cellules CD34+ avant I'étape de miniaturisation. En effet, cette analyse des
cellules CD34+ systématique a un colt financier. La réalisation de la quantification des
cellules CD34+ pour les 147 USP, pour lesquelles le nombre de CNT était correct au
moment de la réception, aurait représenté un colt de 3969 euros. La miniaturisation des 10
USP, qui n’étaient pas conformes pour le nombre de cellules CD34+ au moment de la
congélation, a colté quant a elle : 2510 euros. De ce fait, une économie de 1459 euros a été
réalisée. Toutefois, méme si 'argument financier est important, ce n’est pas ce qui a guidé le
choix de ne pas réaliser la numération des cellules CD34+ avant la miniaturisation. En effet,
réaliser ce contréle aurait demandé du temps (2 heures en moyenne) retardant d’autant la
mise en production des USP et augmentant le délai entre le prélévement et la congélation,
limité a 24 heures. Ainsi des USP possiblement valides auraient alors été éliminées a cause
d’un délai prélévement-congélation supérieur a 24 heures. Les avantages logistiques, ayant
guidé le choix de ce logigramme séquentiel, s’avérent confortés par un avantage financier,

certes mineur.

6.1.5 Le contrble bactériologique

Les 7 bactéries isolées dans les 22 USP éliminées a cause d’une contamination
bactérienne, proviennent de la peau, de la muqueuse vaginale ou de la muqueuse
intestinale. Il est trés probable que les contaminations bactériennes aient eu lieu au moment
du prélévement et non au moment de la technique de I'USP, puisque celle-ci est réalisée en
systéme clos. De plus, comme nous I'avons mentionné précédemment, les germes étant a
tropisme vaginal ou intestinal proviennent trés certainement de la mére.

Le pourcentage d’USP éliminées pour contamination microbienne a la BSP de Nancy
est significativement supérieur au pourcentage national au risque 5%, puisqu’on observe un
taux de 5,0% pour Nancy alors que les neuf autres BSP pour lesquelles nous avons les
chiffres ont toutes un taux inférieur a 2,3% (en moyenne 1,7%). Ces résultats, bien que
devant étre analysés avec prudence nous interpellent. La Polyclinique Majorelle en était a sa
premiére année de fonctionnement en 2013. Par conséquent, un nombre important de
nouveaux préleveurs ont été formés tout au long de I'année par les deux sages-femmes
référentes, qui ont elles-mémes été formées a la fin de 'année 2012. Ceci peut expliquer
une plus forte proportion de contamination microbienne par rapport aux autres centres
préleveurs de France ou tout le processus de prélevement était déja en place depuis

plusieurs mois voire plusieurs années.
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Si on analyse lactivité plus en détails, on constate que 15 contaminations
microbiennes ont été recensées les six premiers mois de l'année 2013 versus 7
contaminations les six derniers mois de I'année 2013. De plus, sur les huit premiers mois
d’'activité en 2014, 3 contaminations microbiennes ont été retrouvées. Ces éléments
accréditent le fait que les conditions d’asepsie ont été largement prises en compte au fur et a
mesure que le personnel a été formé. Ces résultats seront discutés avec la maternité

Maijorelle, dans un souci d’amélioration continue des pratiques.

6.2 Intérét des USP de la BSP de Nancy congelées en 2013

Deux facteurs prioritaires sont pris en compte lors de la cession d’'une USP en vue
d'une greffe de CSH : la compatibilité HLA entre le donneur et le receveur et le nombre de

CNT en fonction du poids du receveur.

6.2.1 HLA

Au cours d’'une greffe de CSH avec un greffon de sang placentaire, le typage HLA est
trés important et en particulier 'allele DRB1. L’'USP cédée par la BSP de Nancy en 2013
possédait les alleles DRB1*09:01 et les alléles DRB1*12:01 qui sont des alléles relativement
rares sur le registre national. En revanche, ces deux alleles sont trés fréquents dans les
populations API, Asiatiques et Américains du Pacifique, ce qui peut expliquer que I'USP a
été cédée a un centre hospitalier des Etats-Unis. De plus, il faut préciser que la cession de
cette USP a eu lieu le 9 septembre 2013, date a laquelle, la BSP de Nancy n’avait inscrit que
treize USP sur le registre national.

La BSP de Nancy a inscrit des USP présentant 11 alléles DRB1 rares sur le registre
FGM. De plus, 56,5% des USP inscrites en 2013 ne possédent pas d’haplotypes fréquents.
Ces USP apportent donc des haplotypes peu fréquents par rapport au fichier de DVMO et
offrent donc une chance supplémentaire pour les patients présentant un typage HLA avec
des alléles peu fréquents de pouvoir bénéficier quand méme d’une allogreffe. Elles
représentent une alternative importante aux DVMO et de ce fait peuvent étre cédées au
cours de ces prochaines années.

En revanche, la BSP de Nancy n’a pas inscrit sur le registre d’'USP avec un alléle
DRB1 trés rare au cours de I'année 2013. Par définition, un alléle trés rare sera également
trés rare chez des patients. Si ces USP peuvent représenter une chance pour des patients
qui n'ont pas de DVMO compatible, la probabilité qu’elles soient cédées un jour demeure
tres faible et ces USP risquent de rester en stock longtemps a la BSP. De ce fait, avoir un

grand stock d’'USP avec un typage trés rare n’est pas forcément intéressant.
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6.2.2 La quantité de CNT

Lors d’une greffe de sang de cordon, la richesse cellulaire, c'est-a-dire le nombre de
CNT, est également trés important. En effet, le temps de prise de la greffe et le délai de la
reconstitution immunitaire chez le receveur dépend de la richesse cellulaire du greffon. La
BSP de Nancy a inscrit 30 USP pour lesquelles le nombre de CNT est supérieur & 1,5.10°.
Ces USP sont considérées comme trés riches et ont de grandes chances d’étre cédées a

I'avenir.

6.3 Evolutions et perspectives du RFSP et de BSP

nationales

Les recommandations du RFSP concernant le hombre de CNT au moment de la
réception ont changé fin 2013. Le seuil de CNT conforme est passé de 1,4.10° 2 1,8.10° au
moment de la réception a la BSP. Ce changement de seuil fait suite au fait que la France a
atteint fin 2013 l'objectif qu’elle s’était fixé : le stockage de 30 000 USP. De plus, les BSP
francaises ont constaté que les USP les plus riches sont celles cédées le plus souvent.
Enfin, la qualité des USP francaises est trés appréciée a l'international, ce qui fait qu'en
augmentant la richesse, elles seront encore plus prisées.

En appliquant ces nouvelles spécifications sur les données de la BSP de Nancy pour
'année 2013, on constate que 54 poches supplémentaires auraient été éliminées pour cause
de CNT trop faibles, soit au total 165 poches (37,5%). Au final, 33 USP seulement auraient
été inscrites sur le registre par la BSP de Nancy pour I'année 2013, soit 7,5%.

Ces seuils ont été mis en application a la BSP de Nancy en Février 2014. Au plan
national il avait été annoncé alors que 10% des USP prélevées seraient réellement inscrites
sur le registre national. A titre indicatif, la BSP de Nancy a congelé 15% des USP prélevées
depuis février 2014 (chiffres du 22 Aout 2014).

Depuis janvier 2014, les subventions nationales des BSP ont pris fin. Le financement
pérenne de l'activité de prélévement des maternités est actuellement en discussion a la
Direction Générale de I'Offre de Soins (DGOS). Cependant, I'activité des BSP ne bénéficie
plus de subventions. Les CHU comme I'EFS national peuvent difficlement assumer la
charge financiére de cette activité. Par conséquent, plusieurs BSP ont fermé ou ont réduit
leur activité depuis début 2014 : 'EFS ne conserverait que deux ou trois BSP ; deux autres
CHU poursuivent leur activité mais ont fermé des maternités afin de limiter les colts de
transport. De méme, la BSP du CHU de Nancy, qui ne posséde qu'une petite activité au

regard des autres BSP nationales, n'a pas étendu son réseau de maternités. Le
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fonctionnement aprés un an sans subvention permettra de voir si les cessions réalisées ont
couvert 'activité de prélévement.

Il faut également souligner que les USP congelées mais non inscrites sur le registre
car non conformes ne sont pas obligatoirement détruites mais utilisées par des groupes de
chercheurs. En effet, les CSH du sang placentaire sont étudiées pour leur potentiel & donner
d’autres cellules spécialisées comme par exemple des cellules nerveuses, des cellules
cardiaques ou des cellules pancréatiques. Ces USP sont donc une source de CSH trés
utilisée en recherche. Ainsi, des conventions sont signées avec des organismes de
recherche ou des sociétés privées afin de céder, au colt réel, ces USP non-conformes pour
le registre. La BSP de Nancy vient de signer une convention avec une société privée

commercialisant des milieux de culture cellulaire.
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Conclusion

L’utilisation d’'un greffon de sang placentaire pour réaliser une greffe allogénique de
CSH a fait la preuve de son efficacité et de son potentiel considérable. Le fait de pouvoir
réduire au moins partiellement I'exigence de compatibilité HLA laisse entrevoir la possibilité
d'un greffon disponible pour tout patient en attente de greffe. Toutefois, les limitations, telles
que le retard de reconstitution hématopoiétique et immunitaire, méritent d’étre prises en

compte au moment de la greffe (Tiberghien et al., 2009).

Les BSP se sont multipliées en France ces derniéres années afin de rendre
disponible, auprés des cliniciens et des patients, un nombre croissant d’'USP de qualités
optimales. Le travail des sages-femmes et obstétriciens au service de cette activité et de son

accroissement est considérable et doit étre souligné (Sullivan, 2008).

Le pharmacien d’officine peut également avoir un réle a jouer dans I'information des
patients sur le don de sang placentaire. En effet, le pharmacien est un professionnel de
santé facilement accessible a tous. Il participe activement a toutes les campagnes de
prévention et de dépistage et, cela, surtout depuis la mise en place de la loi Hopital Patient
Santé et Territoire (HPST) qui a défini pour lui une mission d’éducateur sanitaire relayant les
campagnes nationales de santé publique (Hazebroucq et al., 2009). Il peut ainsi aviser les
femmes enceintes de I'existence du don de sang de cordon en leur remettant, par exemple,
une brochure explicative réalisée par 'ABM et remplir entierement, auprés de ces femmes,

sa fonction de conseiller.

La BSP de Nancy, aprés une année de fonctionnement, a inscrit 85 USP sur le
registre national dont l'une qui a été cédée a un centre greffeur étranger au mois de
septembre 2013. Cette analyse des causes de non-inscription des USP sur le registre
national, va permettre a la BSP de Nancy et a la Polyclinique Majorelle d’identifier ces
derniéres, de les limiter et ainsi d’améliorer le rendement d’USP inscrites par rapport au

nombre de prélévements effectués.
En France, avec I'effort des 12 BSP et 75 maternités du RFSP, I'objectif des 30 000

USP stockées a été atteint en décembre 2013. On peut toutefois s’interroger sur I'avenir du

réseau mis en place en I'absence de subventions nationales.
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Annexes

Annexe 1: Information sur le don placentaire et

consentement
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Le sunt du don 3pres I'accolchamant
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blomedecine Consentement pour le prélevement,
Fanalyse et Futitsation d'un don RFSP
de sang de cordon
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Annexe 2 : Fiche de qualification clinique néo-

natale

. LABO4350-FORM-0016 Date d'application : 21/08/2012 Fin de Validité - 20/08/2014 Version 1
C H U Cenire Hospitalier Universitaire de Nancy a
o MANCY | UTCT — Banque de Sang Placentaire w
T Tel 03 &3 15 37 79 — Fax 03 &3 15 37 56 &
raschyamoet
Fiche de gualification clinique néo-natale
(dans les 48 hewres suivant la naissance)

| RENSEIGNEMENTS |
NOUVEAU-NE MERE
L0 SO L0
Premomm & .o e Prémom @ ..o
Sexe-F[1 M [ Mom de jeune fille : ...
Date et beure de natssance s ... Date de naissanee © .....ooooonoee e
Terme (SA) - ... BC
Poids: ................. aille

| EXAMENS DU NOUVEAUNE
Coloration 0O Normale 0O Palewr O Ictére O Cyanose
Examen pulmonaire 0O Mormal O Anormal 5§ anormal, detaillar -
Examen cardio-vaseulamre O Meormal O Ancrmal
Examen newrologique et réflexes 0O Mormal 0O Anormal
Abdomen 0O Mormal 0O Anormal
Heépato-splénomegahie 0O Meon 0O Cm
Infection (hémoculture +) 0O Men 0O Chu O Suspicion 51 oui, détailler -
Ictére 0O Mon 0O Chu O Suspicion
Malformation 0O Mem 0O Chm 0O Suspicion
Maladie hématologique 0O Mon 0O Chu O Suspicion
Aftemte newrolozigque 0O Nen O O O Suspicion
Déficit immmmitaire printif 0O Mon 0O Chu O Suspicion
Maladie metabolique O Mon O Chu O Suspicion
Dhve=morphie 0O Mem 0O Cm 0O Suspicion
Autre pathologie O Mon O Chu O Suspicion
Conclusion
O Bilan normal O Bilan anormal invalidant O Bilan anormal & discuter

Cause Cause

Date de examen ¢ ... Age dunouvesn mé: ... havres

Medecin ayant realize I'examen medical
MO - . Signature

CONTROLES EFFECTUES CHEZ LA MERE

Meére CMV 9 O Non réalizé O %i examen realize, résultat

Controle effectné & I"'sccouchement O Non O Oui

Controle effaciné en suites de couches O Hon O Oui O Megatif O Pasitif
Meére toxo (-) O Non réalizé

Contrale effactné & I"'sccouchement O Non O Oui

Contrale effaciné en suites de couches £ Hon 2 O 1 Hegatif 1 Pasitif
Antécédent d’herpés récurrent 0O Non réalisé

Controle effecté & I"sccouchement O Hon O Oui

Contrale effaciné en suites de couches £ Hon 2 O 1 Hegatif 1 Pasitif

a T par & @ Ay an STAmen 5 481 POSI-DABIABCE 61 3 TeNVOFer I

secretariat de FUTCT/Banque de sang placentaire
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Annexe 3 : Fiche de qualification clinique post-natale

LABO4350-FORM-0017 Date d’application - 21/08/2012 Fin de Validité - 200082014 Version 1

C HU Centre Hospitalier Universitaire de Nancy a

i NANCY | UTCT — Bangque de Sang Placentaire w

L, Tel 03 83 15 37 79 — Fax 03 83 15 37 56 2
by,

Fiche de gualification climique post-natale
(Visite i partir de la 6™ semaine de I'enfant)

EENSEIGNEMENTS

Identification de I’enfant Identification de la mere

B0 - e IO e
B TSSO L3 T
Seme :F[1 M ] MNeom de jeune fille - ...
Date de malssanee & ... Date de marssanos & ..o

EVENEMENT INTERESSANT LA SANTE DE L'ENFANT SURVENU DEPUIS LA NATSSANCE

Maladie fébrle ou éruption 0O Chw 0O Hon 5i oui, detailler:
Hospitalisahion 0O Chn 0O Meon

Transfosion O Cho O MHeon

Medicanwents 0O Chn O Meon

Herpés O Oui O Nen

EXAMEN DE L’ENFANT

Croissance staturo-pondérale normale O Cw O Nen
Coloration normale O Cw O Non
Examen pulmonaire normal O G 0O Nen
Examen cardio-vasculaire normal 0O Cw 0O Nen
Examens neurologiques et réflexes normanx O Cw O Nen
Examen abdominal normal O Cw O Nen
Aires ganglionnaires normales O Cw O Nen
Absence d’anomalies morphologiques O Cw O Nen
Développement psychomoteur normal O G O Hen
Vaccinations effectuées O Cw O Nen
PATHOLOGIE DETECTEE

Infection 0O Cho O Moo
Malformation O Chu O HNeon

Maladie hématologique O Chu O Nen

Tumeur 0O Cha 0O Meon

Attemte newrologique 0O G 0O Non

Déficit immunitaire primitif O Ch 0 Non

Maladie métabolique O Ch 0 Non

Date de examen ¢ ...

Pediatre ou medecin ayvant réeahise I'examen medical

MO - . Signature/tampon

PATHOLOGIE OU TOUT EVENEMENT INTERESSANT LA SANTE DE LA MERE SURVENUS
DEPULS ACCOUCHEMENT (a compléter par la mére)

aure par =n TEATOTEr S0 sang

106



Annexe 4 : Entretien médical

AQENCA dela
biomédecine

DOM DE SAMG PLACENTAIRE
ENTRETIEN MEDICAL

LEs ZONES qrisESs du qUEsIomnare SEMm CompISises Dar fz mers.
Les ZoNES NOR-grsses Ju QUasionnalrs senn! compiatéas par (a3 MEre SCCOMDAQNes g professionnel fe sanie.

IDEMTIFICATION DE LA MERE [(DOMMELSE)

L 1 FrENCm © o e -

Maom de munafilla: ..o N" oode bames FEF frdsansd B5F

Dade die HalGEanos & e

LT [T e

Taldphones dombolle : -
Télsphons Poriable: ...
E-small ...

ANTECEDENTS MEDICAUX MATERMELS
AVSZ-YOUG U aYeI-vOE oU au oourc de wobme vl :
Maladlz auto-mmune — dénct immunicire[] ron [0 ow

Allergls sayEre Oron O o
Canoer Oran O ou
Maladies du sang (MAmE mineunes) Oron O o
Troubles de 13 comguiafon Oron O o
Fathologles =ndocrinl=nnes raltss Oron O ow
{Clabdre — fypers Appoiymoici= .

Pathologls candlague Oron O o
Hyperi=nsion anbérisll= fralbe Oron O o
Pathologiss rénales ou urinaines Oron O o
Pathcloglss pulmonares Oron O o
Pathclogies n=urciocglgues Oron O ouw
{faladi=s rewro-dédpansraties — Lalegls d= Creuvimeld Jacob)
Eplizncle Oron 0O ow
Traliz=ment anfdépressaur / neuroleptigue ] ron [0 ol
Fathoiogies gastro-nbesinaies Oron 0O ow
Pathologies h&pabiquss Oron O o
Pathologies denmatoiogigues Oran O ou
Pathologies aphRimalogigquees Oron O o
Fathoiogies SRL. Oran 0O ow
Fathologl=s qymacologlques Oron O ow
KMaladiss professlorneles Oron O o

Fag=1J4 Waldaton R=F3P : 22.05.5040

107



j A0ENCS dela
biomédecine

Armdsidants ou comporismants 3 equse de ks palients vie 4 vic dsc vinse HIV, Hep B st C

[ Dans lec 8 demlars mole :

ANEZ-VOUS =L U Binuaos, un pisrcing de Foredls, de 13 pEau ou oo coms S & partis [ mon [ cal
d'insruments ou algulles & usages multple 7

Votre par=nale 7 0 mon [ o
AnEr-yous &1t =0 contact avec du sang Famain par piglne, plale, projacion 7 1 mon [ ow
Viofre par=naie 7 0 mon [ o
AnEryous s des relabons sexu=les aver queiguron makde du Sids ou ssmposhE T 0O mon [ o
Aper-vous &u des relabons sexusllas avec un homme gui a a0 des relatons sexusies

A¥EC un autre homme dans =5 5 demikres anmess 7 0O mon O oal
AveEr yous change de par=raine sayue] 7 1 ron [ ot
ANEE VOUS BU des akements par Infiirations, 2urcdotdmaple, acupuncture, mésotdmp=? O pon [0 oo
Volre pars=nare 7 0 mon [ ot
l Dans lec 12 derniam maols - ]

Aver-vous A8 frafife pour une ralade seps=Bement fansmisshie T [ mon [ cm
Vofre pari=nale= 7 E mon E ol
l Dans votre vie - ]

Ayer-wols das ptlise o cerinpue pour vous Inkecher de= |3 drogue ou des sebeisnces

dopan=s = E mon [ ol
Vofr= pari=nale 7 E! mon [ oul
Ayperyous dila accepbt de ['argent ou d= |a drogos =n dchange de relafons seppales 7 |:| (o] |:| ol
Votr= par=nale 7 [ ron [ cu
AvEr-yous =u un et posEf pour b syphils, = 3004, Fhépatte B ou hepates O 0! mon [ ol
Vofre pari=nale 7 O mon [ el
Rizgusc vic & vic dac agenic trancmiksiblac non convandlonnelc

S#jour dans les bas Breannigues de pius d'un -an cumuld sntne 1980 st 1555 O ron O cw
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Annexe 5 : Tests statistiques

Annexe 5.1

Nous souhaitons savoir s’il existe un lien entre le délai de réception de 'USP a la
BSP et le nombre de CNT au moment de la réception a la BSP.

Pour ce test de liaison, le nombre de prélevements réceptionnés, pour lesquels le
nombre de CNT a été calculé a la réception a la BSP, est n=178.

Les hypothéses du test de corrélation linéaire sont :

~ Hy:p=0;ilnyapas de lien entre les deux variables.

~ Hy:p#0; il existe un lien entre les deux variables.

Nous calculons le coefficient de corrélation, r = 0,032. Nous effectuons un test du t de
Student. Nous obtenons, t, = 0,420 et t, = 1,96. Nous avons donc : {; < t,. On accepte Hy au
risque 5%, on ne montre pas de lien entre le nombre de CNT et le délai de réception des

prélevements a la BSP.

Annexe 5.2

Nous réalisons un test de signification afin de comparer le pourcentage de
prélévements éliminés pour volume trop faible a Nancy (P, = 41,4%) au pourcentage national
de prélevements éliminés pour volume trop faible (Py = 37,5%).

Les hypothéses du test de signification sont :

~ HO . P0= 37,50/0.
~ H1 . P0> 37,50/0.

Nous obtenons : €5 = 1,690 et ¢, = 1,645. Nous avons donc : g > €,. On rejette Hy au
risque 5%, on montre que le taux observé est significativement supérieur au taux national
(p<0,045).
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Annexe 5.3

Nous réalisons un test de signification afin de comparer le pourcentage de
prélévements éliminés pour nombre de CNT trop faible a la réception a Nancy (Po = 25,2%)
au pourcentage national de prélévements éliminés pour nombre de CNT trop faible (Py, =
35,1%).

Les hypothéses du test de signification sont :

~ H() . P0= 35,1%
~ Hy:Py< 35,1%.

Nous obtenons : €= - 4,351 et ¢, = 1,645. Nous avons donc : |go| > 4. On rejette Hy
au risque 5%, on montre que le taux observé est significativement inférieur au taux national
(p<5.107).

Annexe 5.4

Nous réalisons un test de signification afin de comparer le pourcentage de
prélevements éliminés pour nombre de CNT ou nombre de cellules CD34+ non conforme au
moment de la congélation a la BSP de Nancy (P, = 3,4%) au pourcentage national de
prélevements éliminés pour nombre de CNT ou nombre de cellules CD34+ non conforme au
moment de la congélation (Py, = 2,0%).

Les hypothéses du test de signification sont :

~ HO . P0= 2,0%
~ H1 . P0> 2,0%

Nous obtenons : gy = 2,10 et ¢, = 1,645. Nous avons donc : €5 > &,. On rejette Hy au
risque 5%, on montre que le taux observé est significativement supérieur au taux national
(p<0,02).
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Annexe 5.5

Nous réalisons un test de signification afin de comparer le pourcentage de
prélévements éliminés pour contamination microbienne a la BSP de Nancy (P, = 5,0%) au
pourcentage national de prélévements éliminés pour contamination microbienne (Py, = 1,7%).

Les hypothéses du test de signification sont :

~ H() . P0= 1,7%
~ H1 . P0> 1,7%

Nous obtenons : gy = 5,35 et ¢, = 1,645. Nous avons donc : €5 > &,. On rejette Hy au
risque 5%, on montre que le taux observé est significativement supérieur au taux national
(p<5.10%).

Annexe 5.6

Nous réalisons un test de signification afin de comparer le pourcentage de
prélevements éliminés pour d’autres causes que celles précédemment citées (Po = 5,5%) a
la BSP de Nancy au pourcentage national de prélévements éliminés pour d’autres causes
(P = 2,6%).

Les hypothéses du test de signification sont :

~ HO . P0= 2,6%
~ H1 . P0> 2,6%

Nous obtenons : g, = 3,825 et ¢, = 1,645. Nous avons donc : €5 > €,. On rejette Hy au
risque 5%, on montre que le taux observé est significativement supérieur au taux national
(p<5.10™).
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Annexe 5.7

Nous souhaitons voir s’il existe un lien entre le volume de sang prélevé dans la poche
et le nombre de CNT a la réception contenu dans cette poche. Les poches éliminées pour
volume trop faible a la réception et quelques-unes éliminées pour d’autres causes ne sont
pas prises en compte ici, puisqu’elles ont été éliminées avant que le nombre de CNT ne soit
comptabilisé. Ce graphique comprend donc 250 USP.

Les hypothéses du test de corrélation linéaire sont :

~ Hy:p=0;ilnyapas de lien entre les deux variables.

~ Hy:p#0; il existe un lien entre les deux variables.

Nous obtenons : r = 0,546, t, = 10,25 et t, = 1,96. Nous avons donc : t; > t,. On rejette
Ho au risque 5%, on montre un lien entre le volume et de nombre de CNT a la réception des
prélevements a la BSP.

Annexe 5.8

Nous souhaitons savoir s’il existe un lien entre le nombre de CNT au moment de la
réception de 'USP et le nombre de cellules CD34+ au moment de la congélation. Pour cela,
nous prenons en compte 134 USP pour lesquelles le nombre de cellules CD34+ a la
congélation a été calculé.

Les hypothéses du test de corrélation linéaire sont :

~ Ho:p=0;ilnya pas de lien entre les deux variables.

~ Hy:p#0;il existe un lien entre les deux variables.

Nous obtenons : r = 0,695, t, = 11,11 et t, = 1,96. Nous avons donc : t; > t,. On rejette
Hoy au risque 5%, on montre un lien entre le nombre de cellules CD34+ a la congélation et de

nombre de CNT a la réception des prélévements a la BSP.
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Annexe 7 : Le colt d’'une USP a la BSP de Nancy

Le prélevement, les analyses et la conservation des USP sont assez onéreux. Certaines
étapes sont réalisées a la fin du processus de validation de 'USP afin d’éviter des dépenses
inutiles. De méme certains contréles dont le colt est faible sont réalisés assez to6t dans le
processus de validation afin d’éliminer des USP pour lesquelles des opérations colteuses ne

seront alors pas effectuées.

Le colt d’'une USP comprend :

~ Le prélevement a la maternité : colt de la poche de prélévement avec
I'anticoagulant (25 €) et frais de prélévement (83 €) ;

~ Les analyses au moment de la réception a la BSP : pesée de la poche et
numération du nombre de CNT (8,37 €) ;

~ Latechnique de 'USP : le kit Sepax (170 €), le DMSO (7 €), 'HES (74 €) ;

~ Les contrbles qualité : sérologie de la mére (157,68 €), diagnostic génomique viral
de la meére (172,8 €), électrophoréese de I'hémoglobine de I'USP (32,4 €),
groupage sanguin (20,25 €), bactériologie (67,5 €), numération CNT (8,37 €) et
cellules CD34+ (27 €) ;

~ Le typage HLA de la mére et du sang de cordon qui est effectué aprés la

validation des contrbles qualité (702 €).

La congélation de 'USP est réalisée aprés la technique de 'USP et avant les contréles
qualité. Ainsi, un certain nombre d’'USP sont congelées mais non validées pour une inscription
sur le registre. La validation s’effectue plus tard, lorsque tous les contréles qualité sont
conformes. Le fait de mettre 'TUSP en production avant d’avoir validé les controles qualité permet

d’éviter que le délai entre le prélevement et la congélation dépasse les 24 heures.

D’autres contréles qualité ne sont réalisés qu’au moment de la cession de I'USP. Le co(t

total d’'une cession est de 1074 euros :

~ La viabilité cellulaire (27 €) ;

~ La numération des CFU-GM (203 €) ;

~ Le contrble HLA en haute résolution (567 €) ;

~ La sérologie de 'USP (105 €) ;

~ Le diagnostic génomique viral de 'USP (173 €).

Le colt d'une USP menée a son terme c'est-a-dire prélevée, mise en production,

contrélée, congelée, inscrite sur le registre et cédée est de 2669 euros.
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