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manipulation de produits cellulaires 

décongelés

• pratiques très hétérogènes

• peu ou pas de recommandations, mais

– QC sur produit injecté informatif

– toxicité post-injection réduite

• pour les produits cellulaires peu ou pas manipulés avant congélation

• objectifs de la manipulation

1. éliminer les contaminants (débris cellulaires, dmso)

2. limiter la perte cellulaire

3. réduire le volume



toxicité post-injection

• étiologie multi-factorielle

– dmso

• induit la libération d’histamine

– débris cellulaires

• essentiellement contamination en granulocytes

• médiateurs solubles issus de la lyse cellulaire

– volume et température de la suspension cellulaire

– susceptibilité individuelle

• peut être limitée

– par la pré-médication du patient

– par le « lavage » des produits cellulaires décongelés





▪ AEs were reported in 38% of infusions

▪ all patients receive preinfusion medications with 

diphenhydramine, hydrocortisone, and antiemetics

▪ “it might be warranted to consider implementing 

DMSO-reducing protocols before infusion”



réduction de la toxicité 

post-injection

• peu d’options disponibles

– limitation du nombre de poches congelées et/ou injectées

– réduction du % de dmso

– pré-médication

– optimisation qualitative de la collecte par aphérèse (Ht < 1-2%)

– « lavage » post-décongélation

• manipulations post-injection

– peu utilisées

• craintes de perte cellulaire

• charge de travail pour le laboratoire

– mais très efficaces pour limiter la toxicité



• similar hematopoietic reconstitution

• occurrence of AEs

- 19% in the cytomate group 

- 46% in the control group

• median viable CD34 cells recovery : 70%

(pre-freeze / post-wash)

residual fold reduction = 20

cytomate 

+ ACD-A / HSA / 0,9% NaCl

n=54 automated wash

n=250 no wash



occurrence of AEs

▪ 16% in the wash group

▪ 47% in the no wash group

centrifugation

+ ACD-A / 0,9% NaCl

n=19 manual wash

n=34 no wash

sepax 2

+ HSA / 0,9% NaCl

n=46 automated wash

n=53 no wash

occurrence of AEs

▪ 2% in the wash group

▪ 26% in the no wash group



absence d’effet délétère du lavage 

sur la récupération cellulaire

• la manipulation post-décongélation n’a pas d’impacts qualitatif ni 

quantitatif délétères sur le greffon

– lorsque la technique est automatisée

• la mise en œuvre de techniques automatiques ne compromet pas 

la reconstitution hématopoïétique



centrifugation 

+ ACD-A / HSA 0.9% / NaCl

no significant difference

▪ in the mean CD34 10e6/kg infused, 

▪ in the number of days to neutrophils >0,5.10e9/L, 

to platelets >20.10e9/L and >50.10e9/L

decision was made to eliminate the manual washing step for the following reasons

▪ minimize delays of infusions

▪ manual washing procedure is operator dependent

▪ manual method may result in an unpredictable HPC loss

▪ manual washing procedures do not completely remove dmso or abrogate side effects

n=84 manual wash

n=83 no wash



centrifugation 

+ plasmalyte / ACD-A

n=201 manual wash

n=89 no wash

▪ direct thaw and infusion of non-washed products 

resulted in faster neutrophil and platelet engraftment

▪ “if done properly the washing procedure can reduce 

DMSO concentration while maintaining cell viability”



case-match analysis using 4 matching factors with distincts relative weights

(diagnosis 200, CD34 cell dose 10, age 2 and sex 1)

cytomate 

+ ACD-A / HSA 0,9% / NaCl

n=260 automated wash

n=65 no wash



sepax 2 

+ dextran 40

▪ automated washed CBUs demonstrated higher CFU recovery

▪ automated washing was associated with earlier neutrophil engraftment

n=188 manual wash

n=50 automated wash



techniques de lavage disponibles

• manuelle

– dilution, centrifugation, élimination du surnageant

– économique mais 

• peu efficace (déplétion dmso <1 log)

• non standardisable (opérateur dépendante)

• peu rapide

• réduit peu la toxicité post-injection

• automatiques

– centrifugation (sepax 2, cobe 2991) ou filtration (lovo)

– coûteuses mais 

• efficaces (déplétion dmso 2 log)

• standardisables

• rapide

• volume final ajustable

• réduisent significativement la toxicité post-injection 



lavage post-décongélation sur 

membrane filtrante rotative

= RBC = WBC = PLT

pores 4 μm



lavage post-décongélation sur 

membrane filtrante rotative

• technologie éprouvée

– élimination du dmso : 95%, rendement CD34 : 75% (Calmels et al, 2003) 

– 845 procédures, rendement CD34 : 70%, incidence : EI 5% (IPC, 2010)



validation pré-clinique du Lovo 

pour le lavage post-décongélation

1. méthodologie

• 42 produits d’aphérèse congelés en deux poches 

(voluven 10% dmso)

• décongélation sur SmartMax (Biosafe/GE Healthcare)

• numération des CD34 sur FC500 (Stem-Kit, Beckman Coulter)

• quantification du dmso par électrophorèse capillaire P/ACE 

(Sciex, Beckman Coulter)

• tampon de lavage : +4-10°C voluven (hydroxyéthyl amidon 6%)

• PCV* (packed cell volume) : range 3-22%
– *PCV = [total volume of cellular material : RBCs + WBCs + PLTs]/[total source product volume]x100



validation pré-clinique du Lovo 

pour le lavage post-décongélation

2. procédure

Mfarrej et al, 2017



validation pré-clinique du Lovo 

pour le lavage post-décongélation

3. résultats

Mfarrej et al, 2017



validation pré-clinique du Lovo 

pour le lavage post-décongélation

4. stabilité

Mfarrej et al, 2017



en conclusion

• manipulation post-décongélation sur lovo

– rendement CD34 et déplétion en dmso comparables aux autres 

techniques automatisées

– volume final paramétrable (<100ml en pédiatrie)

– gain de temps pour les produits cellulaires conditionnés en 3 poches, 

4 poches ou plus (mauvais mobilisateurs)

– stabilité du produit à température ambiante

• avantages annexes

– automate versatile (concentration cultures cellulaires jusqu’à 21 litres)

– paramétrage intuitif par l’utilisateur



en conclusion

• les technologies de manipulation post-décongélation

– n’altèrent pas la fonctionnalité des greffons

– n’affectent pas la reconstitution hématopoïétique

• lorqu’elles sont mises en œuvre sur des automates validés

– manuelles (centrifugation) n’apportent que peu de bénéfices autres 
qu’économique 

• mise en œuvre fastidieuse et opérateur dépendante

• faible élimination du dmso et donc des débris cellulaires

– automatiques permettent 

• une déplétion en dmso >95% 

• une incidence d’effets indésirables <5% en l’absence de prémédication

• une stabilité >4h du produit cellulaire 

• une standardisation du produit injecté



merci !
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