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1. Introduction

1.1. Lacellule souche hématopoiétique

Depuis ces derniéres années, les scientifiques s'intéressent de plus en plus aux cellules les plus immatures de notre organisme.
Ces cellules al’ origine embryonnaire, sont le point de départ de la différenciation cellulaire, qui modulerale futur individu.
Elles ont toutes comme caractéristique de constituer un pool homogeéne capable de garder un pouvoir d’ autorenouvellement et
de pouvoir évoluer ou se différencier par divisions successives vers une lignée cellulaire donnée, sous la conduite de facteurs
de croissance. Le role joué par ces derniers est essentiel pour assurer lasurvie et le potentiel de division des progéniteurs
successifs, marquant chaque étape du processus d’ évolution, vers une cellule de plus en plus mature, de plus en plus
spécialisée. Les facteurs de croissance assurent aussi un rdle moteur en obligeant e progéniteur a s’ engager dans une voie de
différenciation sans retour.

Il en est ainsi dans I’ hématopoiése, une cellule souche dite « totipotente » possede |es capacités d’ autorenouvellement, joue le
role de réservoir cellulaire tout au long de lavie de'individu. Sous I’ effet de facteurs de croissance comme le GM-CSF, e
stem cell factor, I'IL3, cette cellule souche va progressivement s engager dans un processus de différenciation. Les
progéniteurs ou blastes vont a chaque étape acquérir ou perdre des propriétés par rapport aleurs ainés, jusqu’ a atteindre le
stade ultime, la production d’une lignée stable de cellules matures. C’ est ce qui est figuré sur I'image ci-dessous qui montre la
progression des différents progéniteurs médullaires de globules blancs, globules rouges et plaquettes vers leur descendance
sanguine.

educational chart

1.2. Mesure du potentiel de prise de greffe

Dans un premier temps, les centres qui travaillaient en transplantation médullaire, utilisaient des tests de culture cellulaire en
milieu semi-solide (méthyl cellulose ou agar) pour estimer les capacités de régénération d’ un échantillon de moelle ou de sang.
Ces tests appel és « hematopoietic forming units colony assays» estiment quantitativement, les capacités des progéniteurs
présents dans une aliquotte standardisée, a générer des colonies de cellules granulocytaires, erythrocytaires ou
macrophagiques. Les conditions expérimental es (type de milieu de culture, choix et doses des facteurs de croissance qui
maintiennent la croissance cellulaire, amplitude des valeurs normales et variabilité analytique) en font des tests difficilement
standardisables. De plus, ladurée, une a deux semaines, les rend inadéquats pour un suivi rapide de lamobilisation des
progéniteurs, en clinique.

Lacytométrie de flux, utilise un paramétre beaucoup plus précis et d’ acquisition rapide, qui est la possibilité de détecter et
quantifier les progéniteurs en utilisant comme traceur, un anticorps monoclonal qui reconnait la molécule CD34 alasurface
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des cellules souches. Cette molécule est présente alafois sur les cellulesimmatures et sur tous les progéniteurs en voie de
différenciation.

D’un point de vue technique, lanumération des CD34 constitua une étape, vers une détection d’ événements rares par
cytométrie. Il y a10 ans, il semblait impensable de détecter des populations cellulaires minoritaires (<1% du total des cellules).
Lanumération des CD34 a permis de baisser considérablement ce seuil. Il est possible de détecter moins de 0.1% de CD34+
dans un échantillon de sang.

FSC [/ CD45

|
CD34+

7-AAD

1.3. Lamolécule CD34

C'est une glycoprotéine transmembranaire de type | hautement glycosylée” (sont les plus courantes ; leur extrémité —COOH est
cytoplasmique et la partie NH, est extérieure ; elle possede une structure transmembranaire de 25 AA hydrophobique). Elle est
présente sur une petite population de cellules médullaires (1-4%), les blastes. Elle est aussi présente sur les cellules du stroma
meédullaire et sur les cellules endothéliales.

Safonction, viason ligand CD62L (L-selectin), serait de jouer un réle dans les contacts cellulaires leucocytes —cellules
endothéliales.

From Beckman Coulter Immunotech Cd34+ hematopoietic stem and progenitor cells educational chart

1.4. Différentes sources de cellules souches : moelle, sang de cordon et sang aprés
mobilisation

Leréservair principal de cellules souches hématopoiétiques est bien entendu la moelle osseuse, ou moelle rouge. Dans de
minuscules Tlots, des grappes de cellules souches se divisent et se différencient au contact des cellules du stroma médullaire.
C'est aussi cet organe qui, dans un premier temps, fut utilisé pour les greffes de moelle autol ogues (donneur et receveur sont le
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méme individu) ou allogéniques (donneur et receveur sont des individus différents mais le plus proche possible au point de vue
de leurs antigénes d' histocompatibilités ou antigénes HLA).

Normalement les cellules souches ne circulent qu’ en trés faible proportion dans le sang (<0.01%) et sont virtuellement

indétectables. La découverte par Sutherland, que I’ on pouvait « mobiliser » les cellules souches médullaires et les faire circuler
dans e sang, a permis d’ envisager une autre source de cellules souches pour les greffes, le sang aprés un conditionnement par
des facteurs de croissance comme le G-CSF, seul ou en combinaison avec une cure de chimiothérapie®. C’ est actuellement la

procédure la plus utilisée.

Le sang de cordon est la troisiéme source importante de cellules souches. C'est aussi lamoins utilisée. Celui-ci est prélevé
aprées un accouchement, congel é et stocké en azote liquide. |1 peut servir aussi aux greffes notamment chez les enfants car la

quantité de cellules souches présentes dans un échantillon n’ est pas suffisante pour greffer un adulte.
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2. Lamobilisation des cellules souches comme support de la reconstitution
de I’hématopoiése post chimiothérapie

2.1. Différents protocoles de mobilisation

De maniére standardisée, les protocoles de mobilisation se font avec du G-CSF ala dose de 10ug/kg pour les mobilisations
avec des facteurs de croissance seuls et ala dose de 5 pg/kg pour les mobilisations chimiothérapie + g-CSF. Larécolte des
cellules souches alieu aprés 5jours de traitement pour les mobilisations avec du G-CSF seul et alasortie d’ aplasie pour les
conditionnements avec chimiothérapie.

2.2. Les greffes autologues ou allogéniques de cellules souches

En greffe de moelle, une dose de 2.5 10° cellules nucléées/kg de poids du receveur est suffisante pour assurer une prise de
greffe correcte.

Dans les protocol es de greffe de cellules souches sanguines, une dose de 2.5 (en autologue) et de 4 45 10°cellules CD34+/kg
de poids du patient (en allogénique) permet une prise de greffe au alentours du 9™ (9-12) jour aprés infusion. Quelques études
ont montré qu’ une dose de 10 10° /kg permet une prise plus rapide (jour 8-10). Il n'y a pas de bénéfice supplémentaire au dela
de cette limite. En fait, des mégadoses de type 10 millions de CD34+/kg permettent la prise de greffe « accross HLA barriers ».
Elles sont utilisées en greffe haploidenticques chez I’ adulte'®. Au-déla de |a reconstitution hématol ogique classique (remontée
des granulocytes a des taux normaux et indépendance vis a vis des transfusions de plaquettes), I’ administration de doses plus
élevées permet d’ accél érer la reconstitution immunologique.

Des études ont montré que la dose minimale assurant une prise de greffe se situe vers 2 10°kg.

2.3. Valeur prédictive de la numération dans le sang

De nombreuses études ont démontré la valeur prédictive de la numération des CD34 dans |e sang pour estimer laqualité dela
récolte par cytaphérese. C’ est pourquoi de nombreux centres utilisent ce parametre pour contréler le processus de mobilisation
des progéniteurs et choisir le meilleur timing pour déclencher le cycle des cytaphéréses. Comme dans notre centre nous
utilisons des cytaphéréses de grand volume, 10 CD34/ul permet de récolter environ 2 106 CD34+/kg. Au-dela de ce seuil une
seule séance de cytaphérése assure le plus souvent une récolte suffisante pour envisager une greffe. La qualité de cette mesure
est essentielle pour assurer |e succes de I’ ensemble de la procédure et un confort minimal pour des patients déja lourdement
sollicités par les traitements des hémopathies malignes.

De plus, pour certains patients dont |es capacités médullaires sont faibles, cette mesure permet de choisir la meilleure fenétre
de temps assurant une récolte optimale ou répartie sur plusieurs séances.

2.4. Le prélevement par cytaphéréese

Les cellules souches sont prélevées par |'intermédiaire d’ un séparateur de cellules. Brievement le sang du patient est prélevé
par voie veineuse. Celui-ci, anticoagul é sur acide dextrose citrate (ACD), circule dans lamachine, est centrifugé et est réinjecté
au patient. La centrifugation réalise, « un ficoll en tempsdirect », ¢’ est-&-dire une séparation des cellules selon leur densité. 11
est ainsi possible d'isoler la fraction mononucléée des globules blancs, des autres éléments sanguins indésirabl es (plaguettes,
granulocytes et globules rouges). Un systéme d' aspiration permet de sucer la fraction mononucléée contenant les cellules
souches et de la conserver dans une poche pour transfusion. Une fois remplie cette poche est conditionnée stérilement pour étre
conservée, via un processus de congélation (uncontrolled rate cryopreservation) a—80°C ou dans I’ azote liquide (controlled
rate cryopreservation). La plupart des centres traitent 10 de sang. Notre centre a dével oppé une procédure de cytaphérese de
grand volume (>201, 4 &5 volumes sanguins) & haut débit (>100 mi/min)*. Une séance de cytaphérése durent environ deux
heures, pendant lesquelles sont récoltées de 10 2100 10° cellules.
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3. Les anticorps CD34

3.1. Nature des clones

Lamolécule CD34 étant fortement glycosylée, les anticorps CD34 ont besoin de structures négativement chargées d’ acide
sialique pour s'y fixer efficacement. La digestion de la molécule par des enzymes comme la neuraminidase ou une protéase de
Pasteurella haemolytica permet de distinguer 3 classes d' épitopes : laclasse | est totalement ou partiellement sensibleala
neuraminidase et aussi sensible aux glycoprotéases, laclasse |1 est sensible uniquement aux glycoprotéases et laclasse |11 est
insensible aux deux enzymes'.

3.2. Différences de spécificité

L es anticorps reconnaissant des structures de type | ne sont pas utilisables dans le contexte présent. Leur usage est réservé a

I’ étude des leucémies. Les anticorps contre le type || ou |11 détectent un nombre similaire mais des popul ations cellulaires non
identiques de progéniteurs. Des problémes de conservation de réactivité apres le couplage au fluorochrome font des anticorps
declassel et || de mauvais ou de pauvres traceurs respectivement (ex classe Il couplé au FITC).

Il est recommandé d' utiliser des anticorps de classe |11 couplés a un fluorochrome brillant comme la phycoérytrine. Les autres
flurochromes disponibles (PerCP, PE-Cy5, APC) doivent étre soigneusement validés et utilisés avec précaution’.

Liste des principaux monoclonaux disponibles™

Classe Nom du clone Four nisseur
| Immul33, Immu409 Immunotech
BI-3C5 Dako
My10 BD Biosciences
1 QBend10 Immunotech, Dako, Biosource
11 HPCA-2 ou 8G12 BD Biosciences
581 Immunotech, I1QP, Pharmingen
Birma-K3 Dako
Pool QBend10+Immul33+Immu409 Immunotech

4. Les protocoles de numération des cellules souches
4.1. Choix de la procédure

4.1.1. Numération en une ou deux étapes

Historiquement, les techniques utilisaient |es compteurs hématol ogiques pour effectuer la numération des globules blancs
(WBC) et I'examen microscopique pour la formule leucocytaire, et 1a cytométrie pour mesurer le % de cellules exprimant
CD34. Le nombre absolu de CD34+ était le résultat d’ un calcul WBC * %CD34.

C'est lanumération en double plate-forme.

Dans les techniques actuelles, on utilise un tube contenant un nombre connu de billes dans lequel le marquage des CD34 est
effectué. Le cytometre fait un rapport entre le nombre de billes qu’il a compté par rapport au nombre de CD34+ comptés et
donne ainsi directement un résultat en valeur absolue par laformule suivante.

%CD34 comptés x nombre de billes dans tube
Nombre de billes comptées  volume del’ échantillon

L e comptage hématol ogique n’est plus nécessaire
C'est lanumération simple plate-forme

4.1.2. Marqueurs de viabilité cellulaire

Certaines techniques utilisent des marqueurs de viabilité cellulaire pour pouvoir faire une exclusion des cellules mortes ou des
colorants de !’ ADN pour marquer les cellules et pouvoir exclure les débris. On trouve comme colorant le 7 amino-actinomycin
D (Molecular Probes), le LDS 751,

4.1.3. Lyse et lavage des cellules

Des études ont montré que le lavage induit des pertes cellulaires sélectives. Dans lamesure du possible il vaut mieux éviter de
laver les cellules. Laqualité delalyse est importante. I est recommandé d' utiliser une lyse douce comme le chlorure
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d amonium (NH,CI), surtout en combinaison avec un marqueur de viabilité intégré dans la procédure. La lyse peut
artificiellement perméabiliser les cellules et donc les faire exclure du comptage final.
Il est aussi a noter que certains expérimentateurs n’ effectuent ni lyse, ni lavage.

4.2. Les protocoles internationaux

4.2.1. Protocole dit de « Milan »

Salvatore Siena fut |e premier auteur & publier un protocole de numération des CD34".

Matériel cellulaire Fraction mononucléée apresficoll

Monoclonaux utilisés My10 classe | enimmunofluorescence indirecte ensuite monoclonaux directement couplés suivant
disponibilité du moment, contre un contréle isotypique.

Fenétre de comptage FSC/SSC, Cellules CD34+ avec low SSC, pas de discrimination sur I’ intensité de CD34, pas d' exclusion
de cellules mortes.

Méthode double plate-forme.

4.2.2. Protocole dit « Nordic standard »

C' est une variante du protocol Milan faisant intervenir I"intensité de CD34. Le % final de CD34 est obtenu en soustrayant le %
deI'isotype contréle.
C’est aussi une méthode double plate-forme

4.2.3. Protocole de I'international Society of Hematotherapy and Graft Engineering
(ISHAGE)

C’ est une méthode multi-paramétrique utilisant les paramétres morphologiques, le CD45 FITC pour marquer tous les globules
blancs, du CD34 PE et un marqueur de viabilité cellulaire, e 7amino-actinomycin D (7-AAD), pour exclure les cellules
mortes.

Le % de CD34 final est obtenu en tirant profit de I’ algébre Booléenne qui permet |a combinaison de régions dans des fenétres
« gates » et permet ainsi en combinant I’ ensemble des paramétres de ne conserver que les cellules CD34+ définies comme
«vraies cellules souches ». Le % obtenu a partir d' un contrdle isotypique ne sert plus que de contrdle visuel mais n’intervient
plusdansles caculs.

C'est aussi une méthode double plate-forme dans sa forme primitive™ mais a été adaptée depuis pour se faire en une seule
étape.

4.2.4. Protocole dit du « SIHON »

Lemonoclonal utilisé est un CD34 PE

Le protocole décrit par Gratama’ utilise un colorant vital, LDS751, pour identifier les cellules nucléées. Les monocytes et les
granulocytes sont exclus en utilisant un cocktail CD14+CD66e FITC. Le % de CD34 final est obtenu en soustrayant le %
obtenu a partir d'un contrdle isotypique PE/ CD14+CD66e FITC.

C'est aussi une méthode double plate-forme.

4.3. Causes de variabilité dans les comptages

4.3.1. Simple ou double plate-forme

Lefait d utiliser une technologie double plate-forme induit nécessairement une augmentation du CV sur I’ erreur totale’
(combinaison de I’ erreur générée par les deux instruments). De plus, les compteurs hématol ogiques sont calibrés pour travailler
sur du sang et pas sur des cellules des poches de cytaphérése. Suivant latechnologie propre au compteur celui-ci peut-étre plus
ou moins sensible au changement de matériel cellulaire et aussi alaviabilité de celui-ci.

L es techniques simple plate-forme sont donc plus précises. Encore faut-il veiller ane pas déplacer I'imprécision par une
manipulation maladroite. Ainsi, il est chaudement recommandé d’ utiliser laméthode dite de « reverse pipetting » pour
manipuler les fractions cellulaires et les solutions de billes de calibration’. En effet, une erreur lors du pipettage peut induire
une différence plus importante que celle générée par une méthode doubl e plate-forme. Les techniques en une seule étape
devraient toujours étre controlées par un facteur indépendant ; par exemple, en comparant directement laleucocytose au
compteur hématologique et celle cal culée au cytometre, en remplagant dans la formule le nombre de CD34 comptés par le
nombre de cellules marquées par le colorant de I’ ADN ou par le CD45. Une autre méthode consiste a utiliser un controle
interne constitué d’ une suspension des cellules CD34+ en concentration connue (voir point 5.1.1).
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De méme, il est essentiel de veiller au rapport nombre de billes/nombre de cellules comptées en vortexant les tubes avant
I"acquisition pour éviter que les billes ne sedimentent plus vite que les cellules, en maintenant les billes en solution protéique
pour éviter qu’ elles ne collent ala surface des tubes (¢’ est ce que Bruno Brando appelle « vanishing beads syndrome »).

Un frein important al’ utilisation des méthodes en une seule étape reste le colit important de la procédure.

4.3.2. Marqueurs de viabilité cellulaire

Ladistinction cellules vivantes/cellules mortes n’ est pas cruciale pour la numération des CD34. Une fois récoltées, les cellules
sont congel ées et réinfusées telles quelles au patient. Larécolte par aphérése n’induit que trés peu de mortalité cellulaire. De
méme, aprés une procédure d’ enrichissement en CD34 sur colonneexvivo, il est trés important de vérifier laviabilité de

I’ échantillon cellulaire qui sera réinfusé au patient. Durant le processus de congélation / décongélation, un certain nombre de
cellules mourront, notamment les globules rouges, et les granulocytes qui peuvent étre présents en grande quantité suite a des
mobilisations utilisant des facteurs de croissance seuls .Ce paramétre n’est pas pris en compte dans les calculs de doses de
CD34+ administrée au patient. C'est pourquoi certains expérimentateurs jugent inutile la discrimination cellules
vivantes/cellules mortes. A notre corps défendant, notre expérience montre que cette distinction permet d' obtenir de meilleures
images sur le cytomeétre et donc d' étre plus certain du résultat rendu. D’ autres populations cellulaires comme les granulocytes,
les éosinophiles et les erythroblastes peuvent prendre non spécifiquement le CD34. Il faut veiller ales exclure du comptage.

4.3.3. Lyse and wash, lyse no wash, no lyse no wash

L"analyse d'une série de 52 prélévements (20 sang mobilisé par du G-CSF, leur 20 cytaphéréses, et 11 moelles de donneurs
sains) préparés selon une technique Lyse avec ou sans lavage montre une perte sélective en CD34 totaux et en une sous
population CD34+CD19-, lors de I utilisation d’ une procédure avec lavage™.
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5. Le contrGle de qualité de la numération
5.1. Contrdle interne

5.1.1. Réactifs commerciaux disponibles

Beckman Coulter Stemtrol : cellules stabilisées de concentration connue permet un contréle en valeur absolue pour les
techniques en une étape.
R& D Status flow pro : sang complet + cd34 stabilisé, permet un contréle en valeur absolue pour les techniques en une étape.

5.1.2. Contrdle isotypique et isoclonique

Comme on I’avu ci dessus, le contréle isotypique n’est plus indispensable, bien que toujours présent dans les protocoles
récents. Vu saréactivité propre, il ne peut servir afixer correctement le seuil de détection.

Lafirme Immunotech propose I’ utilisation d' un contrdle isoclonique. Dans la procédure Stemkit de Beckman Coulter (voir
6.2), un tube contrdle contient un anticorps CD34 PE et |le méme clone d’ anticorps non conjugué en large exces par rapport a
I"anticorps couplé. La compétition entre CD34 couplé et non couplé en exces, vise a éteindre le signal spécifique di ala
reconnai ssance antigene/anticorps. Seuls les sites non spécifiquement occupé par le CD34 couplé générent un bruit de fond
correspondant au vrai controle négatif.

5.2. Contrble externe

5.2.1. SIHON et UKNEQAS

Ces deux groupes proposent régulierement des schémas de contrdles externes basés sur I’ envoi d’ échantillons de sang et de
cytaphéréses aux participants ainsi que des ateliers sur une application particuliére. Par exemple, lamise au point de techniques
en une seule étape.

5.2.2. Enseignement des contréles de qualité externes

Yy CD34 workshop SIHON SKMI SKZL BV C/ABC (2000) JW Gratama & J Kraan

En 2000, le SIHON organisait un atelier de mise au point multi-centrique visant a comparer les techniques simple plate-forme
et locale. Le tableau ci-dessous présente les résultats des variation interlaboratoires au cours des trois essais réalisés par les
participants. On peut voir que pour deux essais /troisle CV interlaboratoire est inférieur pour les techniques en une seule étape.
Les hauts CV étant diis a certains laboratoires ayant raté leur atelier. Les résultats des calculs de CD34 en valeur absolue, en
excluant les outliers, montrent un CV <11% pour les techniques en simple plateforme et <18% pour les techniques double-
plateforme. Il y adonc manifestement un intérét a évoluer vers des techniques excluant les compteurs hématol ogiques. Par
contre les résultats en % de CD34, pour |’ essai n°3 montrent des résultats équivalents pour les deux approches.

Paramétre Essai Simple plateforme  Méthode locale
CD34 en valeur absolue 1 17 21

2 42 28

3 12 19
CD34en% 1 11 19

2 16 29

3 13 14
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Yy Comparaison entre |’ atelier du SIHON et UK NEQAS CD34+ enumeration scheme
Trois échantillons furent envoyé a > 110 laboratoires participants au controle externe de I’ UK NEQAS.

L e tableau ci-dessous montre que les variations interlaboratoires (CV %) sont identiques dans les deux ateliers

Paramétre Essai SIHON UK NEQAS
CD34 en valeur absolue 1 21 20

2 28 21

3 19 19

VY L’expérience de UKNEQAS

En 1999, D Barnett publie |’ expérience de ' UKNEQAS’, en comparant les performances des centres utilisant une technologie
simple ou double plate-forme. || apparait aussi que les techniques simple plate-forme aboutissent & une diminution des CV
interlaboratoires, 18.6% (3.1-36.9%) contre 28.6% (19-44.2%) respectivement pour les technologies simple et double plate-
formes.

Yy Contréle de qualité externe SIHON

Lafigure ci-dessous montre un exemple de résultats au controle de qualité externe organisé par le SIHON. Pour ce contréle
chague centre recoit deux échantillons de sang « mobilisé » et deux échantillons de cytaphérése atester (monster 1 a4).

Pour chague graphique sont présentés, |es résultats (Moyenne géo barre verte, géo SD barres rouges) de |’ ensemble des
participants et les performances du labo (barre bleue). Dans le cas présent, |es organisateurs comparent aussi les|abo qui
utilisent une méthode double plate-forme (méthode 1 colonne de gauche) et une méthode simple plate-forme (méthode 2
colonne centrale). Les résultats de la colonne de droite (méthode tot) montrent les résultats de I’ ensemble des participants
toutes méthodes confondues. 11 se confirme effectivement que les méthodes simple plate-forme ont des résultats beaucoup plus
homogénes avec une réduction sensible de coefficient de variation interlabo et ce pour les 4 prélévements testés. Néanmoins,
de maniere individuelle, il est possible d’ obtenir d’ aussi bons résultats avec une méthode en double plate-forme telle

qu’ effectuée par ce labo en particulier. La position des barres bleues se situant pour les quatre tests dans I’ intervalle des valeurs
obtenues par |es méthodes simple plate-formes.
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6. Les procédures simple plate-forme clés sur porte des firmes

6.1. Procountd (BD Biosciences)

Kit commercial constitué d’un colorant nucléaire avec un anticorps CD34 PE et CD45 PerCP.

Le marquage s effectue directement dans un tube contenant des billes fluorescentes en nombre connu (Trucountd tube). C'est
une technique lyse no wash, simple plate-forme. BD compléte I’ application par une page de programme qui effectue
automatiquement I’ analyse des résultats. C’ est une méthode trés sensible aux erreurs systématiques au pipettage. 11 est
indispensable d' utiliser la méthode « reverse pipetting »

6.2. StemkitO (Beckman-Coulter)

Kit commercial constitué d’ une solution de billes fluorescentes en concentration connue, d’ un nécessaire pour effectuer le
marquage : anticorps CD45 FITC, CD34 PE, contrdle isoclonique, 7-AAD et chlorure d’ amonium et d'un réactif de contréle
interne StemTrol. C’ est une technique lyse no wash, simple plate-forme. BK compléte I’ application par une page de
programme qui effectue automatiquement |’ analyse des résultats. La différence avec latechnique BD provient du fait que les
billes sont ajoutées volume a volume par rapport aux cellules. Cette méthode est moins sensible a une erreur systématique au
pipettage.
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7. Les méthodes d’ enrichissement des progéniteurs exvivo

Lafirme Cellpro f(t la premiére firme a proposer une procédure de purification des CD34, utilisable exvivo. Le principe était
de marquer les cellules souches avec un anticorps CD34 couplé a des billes magnétiques puis de faire passer la suspension de
cellules récoltée lors d’ une procédure de cytaphérése sur une colonne munie d' un aimant et capables de retenir lesCD34. Le
but poursuivi était d'augmenter la pureté en CD34 (>70%), de congeler donc une fraction petite en nombre de cellules mais
hautement purifiée et diminuer aussi la contamination résiduelle en cellules tumorales (par exemple suite & une mobilisation de
CD34 chez un patient atteint de myélome multiple avec des plasmocytes circulants résiduels). Par la suite lafirme Cellpro
ayant cessé ses activités dans ce domaine, ¢’ est la firme Baxter qui proposa une technologie similaire. Depuis sont apparues sur
le marché des colonnes visant a dépl éter les fractions purifiées en CD34 des cellules résiduelles, comme les lymphocytes T ou
B ceci dans |e but de pousser |a purification au maximum. Récemment enfin ¢’ est lafirme Miltenyi qui a développé une
technologie ou I’ anticorps CD34 utilisé est couplé a des microbillesréinjectables au patient. Dans lalittérature, les indications
(I"intérét) d'une sélection de CD34 se sont considérablement réduites. Aujourd’ hui ne sont démontrées que les purges en
lymphocytes dans les greffes allogéniques non compatibles ou hapl o-identiques pour diminuer les risques de maladie du
greffon contre I’ hdte (GVH). Par contre dans e myélome multiple il n’a pas été démontré d’ effet along terme sur lasurvie des
patients, pour le bras « purifié en CD34 » par rapport au groupe de patients ayant regu une greffe de cellules souches non
purifiée. De méme I’ effet déplétion en cellule tumorale n’ a été montré comme facteur influencant la survie par contreil
alourdit considérablement le colt astronomique de ces procédures.
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