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LES PRODUITS DE THERAPIE CELLULAIRE

• Prépondérance des produits hématopoïétiques et de l eur utilisation 
thérapeutique (le plus fréquemment pour la reconsti tution 
hématopoïétique dans le cadre des traitements des h émopathies 
malignes):

� Cellules souches du sang périphérique (CSP) après m obilisation et 
après décongélation

� Moelle osseuse
� Sang placentaire
� Lymphocytes du donneur

Le contenu en cellules d’intérêt varie selon différ ents paramètres 
(origine, pathologie, recueil etc…); une dose minim ale à atteindre  a 
été définie selon les produits 
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CONTROLES REALISES SUR LES 
PRODUITS HEMATOPOÏETIQUES

• Température à réception, conditionnement, aspect de l’ échantillon

• Numération des cellules nucléées

• Viabilité

• Numération des progéniteurs CD34+ (test phénotypique)

• Test fonctionnel par culture des progéniteurs CFU-GM

• Contrôle bactériologique et fongique

A compléter par différentes analyses en fonction du co ntexte (autres 
CD, numération des GR, recherche des mycoplasmes….)
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METHODES UTILISÉES POUR LES 
PRODUITS HÉMATOPOÏÉTIQUES

Numération des CT : au compteur d’hématologie et/ou à la 
cellule de Malassez

Viabilité : Marquage par le 7-AAD (intercalant ADN)

Numération des CD34+ : marquage CD34-CD45 en présence 
de billes calibrées →→→→ VA directe, et en présence de 7-AAD →→→→
CD34+ viables

Test CFU-GM : sur milieu semi-solide, sur la référence indiquée 
par le producteur. Incubation à 37 °°°°C en atmosphère humide à
5% CO2 pendant 14 jours.

Contrôle bactériologique et fongique : par hémoculture 
automatisée de 10 j sur milieux AER et ANA.
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EXEMPLE D’ANALYSE CD34 D’UNE CYTAPHERESE 
FRAÎCHE

CSP autologue avec 708 CD34+ viables/µl (0,48%), viabilité totale 
96,9% en 7-AAD. La dose de CD34 est obtenu selon le calcul suivant:

CD34.106/kg= 708/µl x volume de la poche (µl)

Poids du patient
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Numération des cellules CD34 dans les 
produits hématopoïétiques de 2000 à 2010

0,73
0,83

27,2% ±±±± 20,7 (viables)
20,5% ±±±± 15,4 (totales)

CSP décongelées 
(n=150)

0,8519% ±±±± 16,4
Moelle osseuse  
(n=105)

0,8814,7% ±±±± 11,8
CSP (n=789)

R2
Ecart moyen Producteurs -
Afssaps pour la détermination 
du nombre de CD34+

Rendement CD34 à l’Afssaps (après transfert) : 55% ±±±± 24 (n=59)

Rendement CD34 Producteurs (à la décongélation) : 72,6 % ±±±± 29,3 (n=60)
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Suivi des écarts CD34 Producteurs-Afssaps 
de 2000 à 2009

Evolution des écarts CD34 sur 10 ans de contrôle ex terne des CSP

0

5

10

15

20

25

30

35

40

2000
n=65

2001
n=102

2002
n=75

2003
n=113

2004
n=116

2005
n=65

2006
n=61

2007
n=77

2008
n=65

2009
n=62

E
ca

rt
 C

D
34

 m
oy

en
 (

%
)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

P
ar

t d
es

 C
S

P
 a

ve
c 

un
 é

ca
rt

 >
20

 (
%

)

Ecart CD34 moyen (%) % des CSP avec un écart >20%

Différence significative entre l’écart moyen observ é en 2000 et 
celui observé en 2009 avec p=0,0002
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Comparaison des écarts selon la méthode 
utilisée par le producteur

0,015
14,7 ±±±± 10,9

(n=36)
21,2 ±±±± 15

(n=69)

0,1
22,3 ±±±± 16,5

(n=55)
27,5 ±±±± 21,7

(n=87)
CSP décongelées

(Viables/Prod)

(Totales/Prod)

0,2
15,9 ±±±± 12

(n=30)
20 ±±±± 18
(n=57)Moelle osseuse

<0,0001
12,9 ±±±± 9,7
(n=386)

17,0 ±±±± 14,9
(n=396)CSP fraîches

p
Ecart CD34 moyen Producteurs -

Afssaps (%) 
Double Plateforme     Simple Plateforme

Produits

< 0,0001
60,5 ±±±± 23,1 

(n=36)
90,8 ±±±± 28,6

(n=24)
Rendement 

producteur (%)
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Exemple d’analyse CD34+ d’une moelle osseuse

1) Gating totalité CD34

2) Gating resserré sur les 
CD34+ brillantes

Avec 1) 88 CD34+ viables/µl et 2) 60 CD34+ viables/µl

Population CD34 hétérogène



9

Rencontres avec l’Afssaps : 08 octobre 2010
10 ans du contrôle externe des cellules souches hématopoïétiques

Test fonctionnel CFU-GM
Observation d’une corrélation significative entre 
Producteurs et Afssaps (avec R 2 de 0,5 à 0,8) pour 
les cultures cellulaires malgré de nombreux 
paramètres pouvant influencer le résultat : 

�nombre de cellules ensemencées

�estimation des colonies (CFU-GM ou CFU-GM+M)

�conditions de validation du test

�lavage, séparation, ou non des cellules 
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Evaluation des CFU-GM dans les produits 
hématopoïétiques de 2000 à 2010

10,2% ±±±± 5,210,0% ±±±± 10,4
32,1% ±±±± 23,1

R2=0,54

Moelle 
osseuse 
(n=72)

13,8% ±±±± 6,318,9% ±±±± 14,9
31,3% ±±±± 21,5

R2=0,61

CSP
(n=660)

Clonogénicité CFU-GM
Producteurs   Afssaps

Ecart moyen Producteurs-
Afssaps pour la détermination 

du nombre de CFU-GM
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Suivi des écarts CFU-GM Producteurs-
Afssaps de 2000 à 2009

Suivi des écarts CFU-GM sur 10 ans de contrôle exte rne des CSP 
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Clonogénicité CFU-GM obtenues à l’Afssaps 
pour les différents milieux de culture

Résultats pour les cultures de CSP fraîches
Clonogénicité CFU-GM = Nombre de CFU-GM/ Nombre de CD34 x 100

457054343012914983n

6,97,26,66,15,755,74,85,4
Ecart-
type

12,712,410,716,515,515,611,88,9
Moyenne 

(%)

Stemαααα-1GStemαααα-1FStemαααα-1AH4535H4534H4435H4434H4431Milieux
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Ecart Afssaps-Producteurs en fonction du 
milieu de culture
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Différence significative entre les milieux avec Epo  et les milieux sans Epo (t=3,34, p=0,0009)

Ecart moyen Epo : 31,8% ± 21,4                                Ecart moyen sans Epo: 25,6% ± 18,5
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Ecart Producteurs- Afssaps en fonction de la 
préparation de l’échantillon 

15192n

537,4636,4Variance

23,225,2Ecart-type

34,733,8Moyenne (%)

Mise en culture 
sans lavage 
préalable de 
l’échantillon

Mise en culture 
avec lavage au 
préalable de 
l’échantillon (prod)

Ecart CFU-GM 
entre Producteurs 
et Afssaps

Pas de différence significative entre les 2 groupes (ε=0,28, <1,96)
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Corrélation CD34-CFU-GM en 2009

A l’Afssaps:
Corrélation significative avec r=0,87 p<0,05
clonogénicité moyenne = 16,9% ±±±± 6,9
(Suivi inter-essais )

Afssaps année 2009 (n=58 CSP) 

y = 14,61x + 9,98
R2 = 0,76
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Pour les Producteurs:
Corrélation significative avec r=0,94, p<0,05
clonogénicité moyenne = 19,9% ±±±± 10,4
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CONCLUSION

• Définition de modalités de contrôle adaptées à ces produits (rareté, 
spécifications, stabilité, …)

• Suivi des écarts Producteurs-Afssaps, repères de qualité pour les 
produits cellulaires et pour les procédés

• Contribution à la standardisation des méthodes

• Exploitation des données du contrôle contribuant à l’amélioration de la 
qualité des produits

• Forte adhésion des sites

• Publication de recommandations nationales et de référentiels 
européens pour les CSH
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