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Que les hommes et mes confrères m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes promesses ; que je 

sois déshonoré et méprisé si j’y manque. 

  



13 

Déclaration de Genève 
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Je veillerai au respect absolu de la vie humaine ; 

Je ne permettrai pas que des considérations d’âge, de maladie ou d’infirmité, de croyance, d’origine 

ethnique, de genre, de nationalité, d’affiliation politique, de race, d’orientation sexuelle, de statut 

social ou tout autre facteur s’interposent entre mon devoir et mon patient ; 

Je respecterai les secrets qui me seront confiés, même après la mort de mon patient ; 

J’exercerai ma profession avec conscience et dignité, dans le respect des bonnes pratiques 

médicales ;  

Je perpétuerai l’honneur et les nobles traditions de la profession médicale ; 

Je témoignerai à mes professeurs, à mes collègues et à mes étudiants le respect et la reconnaissance 

qui leur sont dus ; 

Je partagerai mes connaissances médicales au bénéfice du patient et pour les progrès des soins de 

santé ; 

Je veillerai à ma propre santé, à mon bien-être et au maintien de ma formation afin de prodiguer des 

soins irréprochables ; 

Je n’utiliserai pas mes connaissances médicales pour enfreindre les droits humains et les libertés 

civiques, même sous la contrainte ; 
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Introduction 

 

1) Greffe de cellule souche : historique et place thérapeutique 

a. Histoire de la greffe de cellules souches hématopoïétiques  

Le prélèvement de moelle osseuse au bloc opératoire est l’étape initiale d’obtention d’une 

greffe de moelle. Depuis son début dans les années 1960, la greffe de moelle osseuse a connu de 

nombreuses évolutions. On retrouve à son origine la démonstration du concept de récupération 

immunitaire des rongeurs post irradiation léthale (Lorenz et al. 1951). Au cours des années, 

l’identification du concept de compatibilité HLA a permis la réalisation des premières allogreffes de 

moelle osseuse dans les années 1960. L’amélioration parallèle des techniques de cryoconservation a 

ensuite ouvert la voie à la réalisation des autogreffes dans les années 1970 (Armitage et al. 1994) puis 

aux greffons allogéniques issus d’aphérèse. La qualité de ces processus n’a eu de cesse de s’améliorer, 

permettant aujourd’hui d’excellents rendements au prélèvement et à la conservation / décongélation 

(Brignier et al. 2019).  

Ces rendements étaient calculés initialement sur le taux de cellules nucléées totales, qui reste 

un marqueur prépondérant dans le cadre du prélèvement au bloc opératoire. Néanmoins, un second 

marqueur a été identifié, l’antigène CD34. La quantité de CSH (Cellules Souches Hématopoïétiques) 

dans les greffons est désormais révélée par le marquage CD34, qui est le meilleur marqueur 

actuellement à notre disposition. La fonction spécifique de l’antigène CD34 est peu connue. On sait 

que c’est une protéine de surface fortement glycosylée, ligand de CD62L qui est une protéine 

d’adhérence, et qu’elle est exprimée par les progéniteurs médullaires et les CSH, même si elle n’est 

probablement pas exprimée par les cellules souches les plus indifférenciées. En dehors de toute 

intervention médicale, 1 à 4% des cellules médullaires expriment le CD34, et environ 0,01% des 

cellules sanguines (Richman, 1976). Ce marqueur est actuellement utilisé après aphérèse cellulaire 
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ou après prélèvement au bloc opératoire, et c’est le meilleur marqueur associé à la sortie d’aplasie 

plaquettaire et leucocytaire du patient.   

Le processus de collecte de CSH était au départ exclusivement réalisé par prélèvement direct 

au bloc opératoire. Il a été révolutionné par l’apparition du don de cellules souches périphérique par 

aphérèse dans les années 1980. En parallèle du développement des dons par sang de cordon, 

l’accessibilité aux greffons s’est améliorée, quel que soit le mode de don, et notamment via 

l’instauration du fichier de don international au cours des années 1980 (première greffe non 

apparentée réalisée en 1980, rapport du RFGM). Est finalement apparu la greffe haploidentique qui 

s’est particulièrement développée au cours des années 2000 et 2010. Le paysage de l’allogreffe de 

CSH a donc profondément changé depuis son apparition dans les années 1960.  

b. Indication de la greffe de cellules souches hématopoïétiques 

Les dernières études épidémiologiques relevant les greffes ont été réalisées sur l’année 2020 

et sont à interpréter à la lumière de la période de pandémie à SARS-CoV-2. Le nombre de greffe global 

réalisé par an en Europe est en progression constante depuis les années 1990, à l’exception de 

l’année 2020. Néanmoins, les proportions générales restent les mêmes et nous préciserons 

l’évolution des types de dons à la lumière de la période de pandémie.  

L’EBMT (European Society for Blood and Marrow Transplantation) enregistre 45 364 greffes 

de cellules souches sur l’année 2020, dont 18 796 greffes allogéniques et 26 568 greffes autologues, 

réparties sur 690 centres greffeurs. Cela représente une diminution globale des greffes allogéniques 

de 5,1% et des greffes autologues de 7,5% par rapport à l’année 2019 (Passweg et al., 2022).  

Les indications rapportées de greffe allogénique sont majoritairement des hémopathies 

malignes, avec les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) et lymphoïdes (LAL) en premières positions. La 

LAM représente la première indication de greffe avec cellules souches issues d’aphérèse et la 

première indication de greffe haploidentique. La première indication de greffe par don de moelle 

osseuse est l’aplasie médullaire idiopathique. Les différentes indications de greffe allogénique et 

autologue sont reportées dans la Figure 1.  
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Figure 1 : Proportions relatives des indications de greffe de CSH en Europe au cours de l'année 2020. a) Proportions relatives 

des indications de greffes allogéniques. b) Proportions relatives des indications d’autogreffes. Passweg et al. 2022.   

AID: Auto-Immune disease, IDM: inherited diseases of metabolism, PID: primary immune deficiencies, HG: thalassemia and 

sickle cell disease, BMF: Bone marrow failure including SAA: severe aplastic anemia, NHL: Non Hodgkin Lymphoma, HL: 

Hodgkin Lymphoma, PCD: plasma cell disorders, CLL: Chronic Lymphocytic leukaemia, ALL: Acute Lymphoid leukaemia, MPN: 

Myeloid Proliferative Neoplasm, MDS : myelodysplastic neoplasia, CML : chronic myeloid leukemia 

  

Les indications théoriques de greffe sont nombreuses, et on dispose désormais d’un recul 

bibliographique pour établir des recommandations en faveur ou non de l’autogreffe et de l’allogreffe 

en fonction de la pathologie sous-jacente, comme synthétisé par exemple dans les recommandations 

de la CIBMTR (Center for International Blood and Marrow Transplant Research) (Majhail et al., 2015).  

c. Importance de la richesse du don  

Comme nous l’avons mentionné auparavant, la notion de richesse du don est cruciale dans 

le raisonnement lors du prélèvement de moelle. Dans le cadre de cette introduction, nous poserons 

la question de la richesse cellulaire en CD34 et en lymphocytes dans la greffe de moelle (BMSC : Bone 

Marrow Stem Cells) avec une comparaison avec la greffe de cellules souches issues d’aphérèse 

(PBSC), afin d’affiner les notions sur la quantité finale de greffon à transfuser.  

i. Dons issus de moelle osseuse  

Historiquement, la dose cible à greffer en BMSC était de 2x108 CNT/kg de receveur. La cible 

est désormais autour de 3x108 CNT/kg de receveur (chapitre 14.4 de l’EMBT, Hequet et al. 2015), 
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même si nous savons que la cible préalable permettait une prise de greffe, et que les 

recommandations officielles de l’EBMT sont encore sur cette cible de 2x108 CNT/kg de receveur (table 

12.1, Recommandations EBMT 2019). Cette discussion est à mettre en relation avec les habitudes 

actuelles, et notamment notre expérience clinique. En effet, avec les données internes sur le site de 

l’hôpital Saint-Louis nous ne retrouvons pas d’impact de la quantité de CNT ou de CD34 dans le délai 

à la prise de greffe.  

Plusieurs études ont néanmoins montré un impact de la richesse du don sur le délai de prise 

de greffe mais aussi sur la toxicité globale reliée au traitement (TRM) (Gorin et al. 1999, 2003; Sierra 

et al. 1997, Collins et al., 2010, Törlen et al., 2014). 

Un des arguments est apporté par l’article de Gorin et al., en 1999, mais il s’intéresse à une 

étude en autogreffe de moelle osseuse dans des indications diverses de leucémie aiguë avec un 

traitement du greffon médullaire par du mafosfamide. Ceci est peu pertinent dans notre pratique 

actuelle, et notamment dans le cadre de la greffe de moelle allogénique ayant aujourd’hui une 

indication principale dans les pathologies non tumorales. 

L’étude de Gorin et al. de 2003 apporte la comparaison entre deux sous-population BMSC 

avec un cut-off de 2,7x108 CNT/kg de receveur et une population tierce de cellules souches issues 

d’aphérèse sans notion de dose, dans une population rétrospective de 881 patients allogreffés pour 

une LAM en première rémission (greffons apparentés). La première notion est l’absence d’impact de 

dose cellulaire dans la population PBSC (Peripheral Blood Cells, ou cellules souches issues 

d’aphérèse). La deuxième est l’absence de différence globale en termes de TRM (Treatment-Related 

Mortality) ou d’OS (Overall Survival) entre la population BMSC et la population PBSC (22% ± 2% et 

22% ± 2% (p=0,98) ; 66% ± 2% et 66 ± 3% (p=0,82), respectivement). Ceci est crucial à la lumière des 

différences entre les deux types de greffons. En effet, le type de greffon est extrêmement différent, 

et les quantités greffées sont statistiquement différentes, indiquant une différence qualitative entre 

les deux greffons à ce jour non complètement élucidée. L’étude montre un bénéfice clair en termes 

d’OS, d’EFS (Survie sans progression) et de TRM pour la population greffée en BMSC supérieures à la 
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médiane (>2,7x108CNT/kg de receveur), versus les deux autres populations (BMSC moins riche et 

PBSC). Les sorties d’aplasie comparent les trois populations, avec une sortie d’aplasie en PNN 

(Polynucléaires neutrophiles) à respectivement 18 jours (extrêmes 10-39j), 19j (10-53j), et 14j (10-

42j) pour les BMSC supérieures au seuil, inférieures au seuil et PBSC. Les comparaisons sont 

significatives entre les BMSC riches et pauvres, et entre les PBSC et les deux populations BMSC 

(comparaison bilatérale). La richesse en cellules souches dans les greffes de moelle BMSC est donc 

protectrice, sans corrélation avec la sortie d’aplasie. Les résultats sont strictement superposables en 

sortie d’aplasie plaquettaire, avec une différence statistique d’un jour entre les deux populations de 

BMSC et une différence de plusieurs jours en faveur des PBSC.  

L’étude de Sierra et al. de 1997 reprend 171 greffes de moelle allogéniques non apparentées 

dans des indications de leucémie aiguë (myéloïde et lymphoïde) non secondaires et non traitement 

reliées. Le seuil de comparaison des deux sous-populations est cette fois de 3,65x108 CNT/kg de 

receveur. L’étude met en évidence un bénéfice statistiquement significatif en termes de sortie 

d’aplasie plaquettaire (mais pas en PNN), une réduction relative du risque de GVHD (Graft Versus 

Host Disease) aiguë grave (stades 3-4) et une diminution de la mortalité relative au traitement. 

 Ces points soulignent déjà une hétérogénéité inter-études parfois difficile à concilier. En 

effet, ces trois études s’attachent à des populations différentes, et avec des résultats non totalement 

concordants. Sur le plan physiopathologique, il semble étonnant que la prise de greffe d’une lignée 

myéloïde ne soit pas concordante avec une autre, et il est intéressant de souligner que les résultats 

retrouvés dans les greffes non-apparentées ne sont pas superposables aux greffes apparentées. 

Mieux, on retrouve ici (en BMSC) un effet protecteur d’un fort taux de CNT dans la greffe.  

En synthèse, il semble y avoir un effet protecteur au long terme des cellules souches en greffe 

BMSC, non corrélé à un effet bénéfique des cellules souches à long terme, même si la sortie d’aplasie 

en PBSC semble plus rapide.  

Le taux de CNT est directement relié au taux de CD34 dans la poche de greffe (cf. figure 1E 

de l’article). Cette corrélation est connue depuis le développement de la numération des CD34, et a 
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été testée par plusieurs équipes. Nous en reparlerons dans le paragraphe sur la numération au bloc 

opératoire, et nous apporterons une preuve dans notre étude pour montrer cette corrélation parmi 

nos échantillons.  

ii. Dons issus d’aphérèse 

L’étude de Mohty et al. de 2003 comprenant 100 patients ayant bénéficié d’une allogreffe en 

PBSC entre 1995 et 2001 montre un bénéfice mineur mais statistique en terme de prise de greffe (en 

plaquettes et en PNN) avec une quantité de CD34 augmentée. On peut donc penser à un effet dose 

des CD34, comme dans la dose de CNT en BMSC. On retrouve surtout une corrélation entre 

l’augmentation du risque de GVHD chronique à 3 ans et le nombre de CD34 (seuil théorique à 8x106 

CD34/kg de receveur), sans lien avec la GVHD aiguë. Il est à noter que le taux de CD34 et le taux de 

CD3 dans cette étude n’était pas significativement reliés et que ce dernier n’avait pas d’impact en 

GvH aiguë ou chronique.  

Ces résultats en GVH chronique dans des greffes en PBSC (à conditionnement atténué) ont été 

confirmés dans l’étude de N. Dhedin et al. en 2012 dans BMT et montrent un impact d’un taux de 

CD34 greffés supérieurs à 10x106 CD34/kg dans la survenue de GvH chronique. L’étude conclut 

finalement sur un impact corrélé à la capacité de mobilisation du donneur plus que sur la quantité de 

cellules greffée, mais sans rationnel physiopathologique fort. Ces études donnent actuellement lieu 

à des pratiques différentes en fonction des services de greffe, avec une limite supérieure posée à la 

quantité de cellules greffées ou non.  

D’autres études plus récentes ont abordé ces questions, orientées sur des greffes en PBSC. 

L’étude de Törlen et al. en 2014 montre une association entre une dose plus faible de PBSC et une 

réduction de la survie globale dans une cohorte de patient traités pour une LAM avec une allogreffe 

à conditionnement atténué. L’étude de Collins et al. en 2010 montre qu’une dose de CD34 supérieure 

en PBSC est associée à une meilleure survie globale. 
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iii. Différence qualitative entre les greffons de PBSC et de BMSC 

La différence qualitative supposée entre les deux types de greffons peut être approchée à 

travers la caractérisation qualitative des greffons. La Figure 2 représente la quantité de cellules CD34+ 

et CD3+ dans les greffons issus d’aphérèse et les greffons issus de prélèvement au bloc issus des 134 

greffes réalisées à l’hôpital Saint-Louis sur l’année 2021.  

 

 

Figure 2 : Richesse cellulaire dans les greffons issus de Moelle osseuse (MO) ou issus de cellules souches périphériques (PBSC, 

ici CSP). Quantité de cellules de cellules par kg de receveur. Gauche : comparaison des cellules CD34+. Droite : comparaison 

des cellules CD3+.  Bas : Médianes et interquartiles des deux populations cellulaires, avec comparaison non paramétrique 

par test de Wilcoxon.  

 

Le paysage physiopathologique de l’importance de la richesse du greffon semble donc 

complexe. Il semble néanmoins exister un effet dose limite en CD34 dans les greffons PBSC avec une 

dose théorique supérieure responsable d’une augmentation de GvH chronique associée à une 

augmentation de mortalité.  
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2) Propriétés biologiques des cellules hématopoïétiques  

a. Caractéristiques “souches” 

L’hématologie expérimentale a été à l’origine des découvertes majeures au cours du siècle 

dernier sur les caractéristiques souches des cellules saines et pathologiques. Ces découvertes sont au 

fondement du raisonnement de la greffe de cellules souches hématologiques. Les cellules souches 

embryonnaires (Embryonnic Stem Cells), comme les cellules souches adultes, sont caractérisées par 

leur capacité d’auto-renouvellement, leur aptitude à demeurer souche et à donner une cellule 

engagée dans un processus de différenciation (division asymétrique). Ces dernières sont alors 

décrites comme les cellules ayant le plus large potentiel de développement et de différentiation dans 

un tissu donné à un temps donné.  

Dans le modèle hématologique, la description des cellules souches semble actuellement une 

évidence, avec la génération des différentes lignées à travers des points intermédiaires théoriques 

permettant la génération de colonies. Néanmoins la découverte de notion de cellule souche, la 

transplantabilité de la moelle osseuse et la description théorique biologique sous-jacente s’est faite 

entre les années 1950 et le début du nouveau millénaire.  

La première démonstration de la reconstitution de la population de cellules 

hématopoïétiques après une irradiation corporelle totale (TBI, total body irradiation) a lieu par 

l’équipe de Lorenz en 1951, dans le modèle murin. Ils sont les premiers à mettre en évidence l’impact 

de la moelle dans cette sortie d’aplasie. Les travaux d’équipes concurrentes vont dans les années 

suivantes confirmer cette découverte et écarter l’hypothèse d’un facteur humoral autre. Néanmoins, 

la notion biologique de cellule souche telle que nous la connaissons actuellement n’existe pas encore. 

La démonstration de la possibilité de greffer de la moelle osseuse avec une prise secondaire est 

réalisée par Thomas et al en 1957. S’en suit une première mise en place de greffes hématologiques 

sans encore de notion de compatibilité fermement établie. Une première revue de la littérature a lieu 

sur les 200 premiers patients à travers le monde (Bortin, 1970) et montre que tous les patients sont 

décédés, soit à cause d’une non prise de greffe, soit à cause de complications secondaires infectieuses 
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ou de GvH. Cet échec secondaire après l’enthousiasme initial mène entre autres à la découverte des 

différentes composantes de la compatibilité du système HLA qui permet actuellement d’allouer les 

greffons.  

Sur le plan biologique, la première caractérisation d’une sous-population probablement 

clonale de cellules souches hématologiques est réalisée dans modèle murin par Kamel-Reid en 1988 

dans Science. Celle-ci ouvre la voie à la notion de cellule souche avec pour la première fois un support 

expérimental fort, mais aussi à la notion de cellule souche cancéreuse. Les démonstrations 

secondaires seront réalisées dans les modèles leucémiques lymphoïde et myéloïde (Lapidot, Nature 

1994), puis dans les modèles de tumeurs solides telles que le sein, puis de nombreux autres organes 

(Scheel & Weinber 2012).  

Leur identité moléculaire est définie à travers l’expression de facteurs de transcription clefs. 

Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc ou Nanog (groupe OSKM/OSKN) font partie des facteurs de transcription 

majeurs connus dans l’initiation et le maintien du statut indifférencié et la capacité d’auto-

renouvellement. L’expression seuil des OSKM nécessaire à l’identité de cellule souche dépend de 

l’interaction de différents co-régulateurs. Parmi ces co-régulateurs fondamentaux, la β-caténine, 

Stat3, Myc, les Klf (krüppel like factors), Sall4 et Esrrb ont été identifiés. Les travaux de l’équipe de S. 

Yamanaka (Takahashi, Yamanaka, 2006) ont participé à ces découvertes, et ont permis de mettre en 

évidence que l’expression transitoire de ces facteurs dans des cellules différenciées permet une 

reprogrammation cellulaire majeure, et l’acquisition d’un caractère souche (nommées alors iPSC : 

induced Pluripotent Stem Cells). De nombreuses similarités de régulation ont été observées entre les 

modèles de cellules souches tels les ESC (Embryonnic Stem Cells) et les iPSC, suggérant une identité 

’’Souche’’ des réseaux transcriptionnels et du métabolisme cellulaire en général. Cette preuve de 

concept est renforcée à posteriori par la possibilité d’orienter la différentiation cellulaire de ces iPSC 

vers différentes lignées, y compris issues d’un feuillet embryonnaire différent (Pereira et al., 2019, 

Figure 3). 
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Figure 3 : Reprogrammation de cellules somatiques par les facteurs OSKN en iPSC, secondairement utilisée pour une thérapie 

cellulaire après différentiation dirigée. Pereira et al., 2019. 

 

b. Présentation de la niche hématopoïétique  

La niche hématopoïétique est nécessaire à l’accueil des cellules souches hématopoïétiques 

(CSH) au cours du développement, puis à leur maintien tout au long de la vie de l’individu. La première 

proposition d’une niche spécialisée dans leur soutien a lieu en 1978 par Schofield. De nombreuses 

difficultés techniques notamment liées au marquage des HSC en immunohistochimie complique 

l’analyse des différents composants de la niche, et c’est la découverte de la famille SLAM (signaling 

lymphocyte activation molecule family markers) qui permet la mise en évidence formelle d’une 

localisation périvasculaire de la niche (Kiel et al. 2005). La découverte de nouveaux marqueurs, 

l’évolution des techniques d’imagerie et des techniques en biologie d’une manière générale a permis 

d’améliorer considérablement la caractérisation de la population souche au cours des 10 dernières 

années (Crane et al., 2017).  
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La niche hématopoïétique est scindée en une niche périvasculaire, majoritaire 

quantitativement, et une niche endostéale (Figure 5). On distingue différents éléments vasculaires 

importants dans la niche périvasculaire : les artérioles, puis la zone de transition entre artérioles et 

capillaires, et enfin les capillaires (ou vaisseaux sinusoïdaux). La jonction entre le système artériel et 

veineux se fait selon une anastomose artériolo-capillaire permettant une augmentation de la surface 

d’échange, et l’analyse des capillaires a permis de mettre en évidence l’adaptation de leur paroi à ces 

fonctions d’échange (endothélium fenêtré, membrane basale adaptée à des flux d’échanges 

importants, …) (Hassanshahi et al., 2017, Figure 4). 

Environ 80% des CSH sont adjacentes aux capillaires sinusoïdaux, où elles sont en contact 

rapproché avec les cellules endothéliales et des cellules stromales exprimant notamment LEPR 

(Leptin Receptor) Ces deux populations de soutien expriment SCF (Stem Cell Factor, ligand de Kit) et 

CXCL12 (CXC-chemokine ligand 12), cruciaux dans le maintien de la population souche. Environ 10% 

de la population de CSH est localisée à proximité des artérioles de petit calibre, et 10% dans les zones 

de transition. Seule une infime minorité est retrouvée dans les zones transitionnelles (Crane et al., 

2017, Figure 5). La niche endostéale contient une quantité de CSH faible, mais parmi les plus 

immatures, capables de générer l’ensemble des populations hématopoïétiques (Lambertsen & Weiss, 

1984). 

Différents facteurs sont nécessaires au maintien de la population souche, parmi lesquels on 

retrouve le SCF, CXCL12 et TPO (thrombopoïétine). Ces facteurs sont apportés par la niche et 

permettent le maintien de la population de CSH selon les principes généraux des cellules souches 

présentés auparavant. Le SCF se lie au récepteur c-Kit, à la fois par une expression paracrine et 

juxtacrine. CXCL12 permet l’activation de CXCR4 présent à la surface des CSH, et est notamment 

nécessaire lors de la prise de greffe post allogreffe de moelle osseuse, quelle que soit la modalité de 

don. La TPO active la prolifération cellulaire et participe à la maintenance de la population souche via 

MPL (myeloproliferative leukaemia protein) (Crane et al., 2017). 
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De nombreuses populations cellulaires sont en soutien des CSH dans la niche, parmi 

lesquelles : les cellules endothéliales, le réseau neuronal intra-osseux et notamment les cellules de 

Schwann non myélinisantes les accompagnant, les mégacaryocytes, les macrophages et les 

ostéoclastes. Les ostéoblastes ne semblent pas participer directement à la maintenance des HSC.  

 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la vascularisation des os longs.   

a) Artère nourricière se divisant en plusieurs branches.   

b) Anastomose entre les artérioles issues de l'artère nourricière et les vaisseaux sinusoïdaux.   

c) Section transversale d'un capillaire sinusoïde mettant en évidence l’endothélium fenêtré et la perméabilité partielle de la 

membrane basane. Hassanshahi et al., 2017.   

d) Image microscopique de la vascularisation montrant la disposition des CSH via le marquage de l’alpha-catuline, 

relativement aux sinusoïdes (violet), aux artérioles (vert) et aux zones de transition (bleu).   

e) Représentation schématique tridimensionnelle des vaisseaux avec le sinus central (violet), l’artériole (vert) et les zones de 

transition (bleu), en rapport avec la surface endostéale.   

Hassanshahi et al., 2017 ; Crane et al., 2017.  
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Figure 5 : Localisation des CSH dans la niche périvasculaire.   

La plupart des CSH sont adjacentes aux sinusoïdes, en contact rapproché avec les cellules mésenchymateuses exprimant 

LEPR (Leptin Receptor) aussi connues comme cellules CAR (CXCL12 abundant reticular cells), et à proximité des cellules 

endothéliales. Ces deux populations sont des sources nécessaires de SCF (Stem Cell Factor) et de CXCL12, impliqués dans la 

maintenance de la population de CSH. Crane et al., 2017.  
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3) Les différentes sources de CSH et leurs utilisations respectives  

a. Les différentes sources de cellules souches  

i. Cellules souches issue du don de moelle osseuse  

La récolte de CSH par don de moelle osseuse est la modalité initiale de don de cellules 

souches, avec un prélèvement direct dans la niche. Les études initiales ayant montré la faisabilité et 

l’impact du taux de CNT ont été présentées dans l’étude de la niche et la mise en place historique de 

la greffe.  

Cette modalité est donc la modalité de référence, et on peut étudier la richesse du greffon à 

posteriori via immunophénotypage en unité de thérapie cellulaire / au laboratoire d’hématologie. La 

quantité de cellules quantitativement nécessaire est inférieure d’un rapport dix aux PBSC.  

ii. Cellules souches issues d’aphérèse  

L’aphérèse cellulaire permet la récolte des CSH après un processus d’enrichissement sanguin. 

Le mot aphérèse vient du grec ἀφαίρεσις, « ablation », et son principe repose sur la séparation des 

éléments figurés du sang en fonction de leur masse volumique. Il existe différents principes de 

séparation et différentes technologies de centrifugation et/ou d’élutriation des éléments figurés du 

sang pour un protocole d’aphérèse donnée. On connaît classiquement l’aphérèse plasmatique, qui 

permet de retirer la fraction plasmatique et de la remplacer par un soluté de remplissage ou un 

produit sanguin de notre choix (Padmanabhan et al., EBMT Handbook, 2019).  

Le principe est le même pour l’aphérèse cellulaire, ou leucaphérèse, qui permet d’isoler la 

couche leuco-plaquettaire (ou ‘buffy-coat’), et de la prélever à des fins de conservation. Elle est 

réalisée sur une fraction de la masse sanguine, avec séparation du plasma et des différents éléments 

figurés du sang selon leur masse volumique spécifique. La composition de cette couche pourra être 

altérée par l’environnement médicamenteux et/ou de chimiothérapie afin d’enrichir les leucocytes 

circulants en cellules immatures, portant l’antigène CD34 à leur surface (Figure 6, Tay et al., 2016). Il 

existe à l’état physiologique une proportion faible de cellules immatures circulantes (Richman, 1976). 

Post chimiothérapie, ou sous l’effet de G-CSF, différents éléments concourent à la modification de la 



35 

niche hématopoïétique et à l’augmentation du pool de cellules immatures circulant dans le sang. Le 

processus de mobilisation par G-CSF permet : une expansion des neutrophiles dans la moelle libérant 

des enzymes protéolytiques clivant divers facteurs de rétention des CSH ; une déplétion des 

macrophages qui réduit CXCL12 et le SCF ; une diminution d’expression de CXCL12 et SCF sur les 

cellules mésenchymateuses ; de favoriser la transmigration via la régulation des Ephrin B2 et B4 à la 

surface des cellules endothéliales. Ces différents processus favorisent la translocation des CSH dans 

le compartiment sanguin et permet in fine leur récolte par processus d’aphérèse. (Tay et al., 2016).  

On réalise une stimulation différente en autogreffe et en allogreffe. En autogreffe, on 

distingue la stimulation par G-CSF en dehors du traitement de l’hémopathie (ou état stable) et la 

stimulation concomitante du calendrier de chimiothérapie, avec une montée des CSH sanguines post-

chimiothérapie lors du processus de régénération médullaire. Dans le cadre de l’allogreffe, le donneur 

sain reçoit une stimulation par G-CSF avant recueil. Dans ces situations, la translocation de la 

population de CSH dans le compartiment est généralement plus aisée et permet un recueil en 

aphérèse classiquement simple. Le compartiment sanguin étant fortement enrichi en CSH, la 

leucaphérèse permet la constitution d’un greffon qui est secondairement caractérisé par son taux de 

cellules CD34+ et son taux de clonogénicité (Padmanabhan et al., EBMT Handbook, 2019).   
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Figure 6 : Représentation comparative de la niche hématopoïétique, à l'état basal et per-mobilisation médullaire par facteur 

de croissance, Tay et al., 2016. 

 

iii. Cellules souches issues de dons de sang de cordon ombilical  

La greffe de moelle osseuse a débuté avec le don de moelle, puis est arrivé le don issu de 

cellules souches périphériques par aphérèse dans les années 1980. Les différentes découvertes liées 

à la compatibilité HLA permettent la mise en place du fichier international des donneurs. Le fichier 

international donneur offre alors 80% de chances de trouver un greffon pour un patient caucasien.  

C’est dans ce contexte qu’une nouvelle source de CSH est proposée, via les cellules souches 

issues du sang de cordon ombilical. La première greffe a été réalisée à l’hôpital Saint-Louis en octobre 

1988 grâce à une collaboration internationale entre Arleen Auerbach (Rockefeller University, New 

York), Hal Broxmeyer (Indiana University School of Medicine (IUCM)) et Eliane Gluckman (Hôpital 

Saint-Louis, Paris) (Broxmeyer et al., 1989 ; Gluckman et al., 1989). Les cellules de sang de cordon 

avaient été obtenues et cryo-conservées aux USA avant d’être envoyées et greffées à l’hôpital Saint-

Louis chez un patient atteint de la maladie de Fanconi. Les sorties d’aplasie présentées sont 

concordantes avec nos habitudes actuelles, et classiquement plus longues qu’avec les autres dons 

(sortie d’aplasie à J43 post greffe).  
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Aujourd’hui, il existe plus de 130 banques de cordon dans le monde, avec une disponibilité 

de plus de 750000 unités de sang placentaires, dont 4 centres de prélèvement en France. Cette 

modalité reste globalement un second choix, avec une centaine de greffes allogéniques rapportées 

en Europe en 2020 (Passweg et al., 2022). La compatibilité du greffon est classiquement réalisée sur 

les typages HLA A, B, C et DRB1, soit une compatibilité sur 8 points. 

La quantité de cellules requise est très différente, avec une recommandation en cellules 

nucléées totales à 2,0–2,5×107/kg de receveur et 1,0–1,2×105 cellules CD34+ /kg de receveur après 

décongélation. Ces doses sont très inférieures aux doses recommandées dans les autres sources de 

CSH (Figure 7).  

b. Comparaison des différents types de greffons  

Comme nous avons pu le voir dans l’étude de la richesse du greffon (Figure 2), la quantité de 

cellules greffées varie entre les différentes modalités de greffe. Dans notre étude rétrospective, on 

retrouve 4 à 10 fois plus de cellules CD34+ et environ 10 fois plus de lymphocytes greffés en PBSC 

versus BMSC. On retrouve comme Batinic et al., 1990, des ratios en CD4/CD8 compatibles avec ce qui 

est connu sur l’environnement sanguin et médullaire. 

La question de l’immunogénicité de la charge de lymphocytes a donc été posée à travers les 

études ayant permis la mise en place de l’aphérèse dans la greffe. Sans lien temporel, on sait 

désormais que le taux de lymphocytes injectés notamment lors des DLI (Donor Lymphocyte infusion) 

a un effet dose, et les recommandations de la SFGM-TC (Société Française de Greffe de Moelle et de 

Thérapie cellulaire) proposent une dose spécifique à chaque situation clinique (De Vos et al., 2018). 

Comme nous avons pu le voir (Mohty et al., 2003 et Dhedin et al., 2012), le taux de lymphocytes ne 

semble pas relié à la GvHD aiguë. Ces résultats se confirment dans notre pratique quotidienne avec 

une vigilance en unité de thérapie cellulaire basée sur la surveillance réalisée en service. De même, 

dans notre expérience nous ne retrouvons pas d’impact fort de la quantité de cellules CD34+ sur la 

sortie d’aplasie (résultats en cours de publication). Comme mentionné préalablement, le 

questionnement sur une différence qualitative entre les deux types de greffons prévaut, avec une 
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supposition sur l’effet du G-CSF (Pan et al., Blood 1995) qui conditionnerait une transition 

lymphocytaire vers une différentiation TH2 plus immunotolérante, limitant l’impact immunogène 

théorique d’une injection de lymphocytes du donneur plus importante. Néanmoins, les 

recommandations de la SFGM-TC font une synthèse de la littérature sur la comparaison des DLI issu 

du greffon initial (donc stimulés par G-CSF) versus les DLI collectés à posteriori, et montrent un effet 

similaire à 12 mois entre les deux types de DLI (Abbi et al., 2012).  

En synthèse, on retrouve des compositions de greffons très variables en fonction de leur 

origine, avec une absence théorique d’impact de la population lymphocytaire dans la GvH aiguë et 

chronique, mais un impact potentiel des cellules CD34+ sur la GvH chronique dans les greffons de 

PBSC.  

Pour conclure sur les différentes compositions, on reprend les recommandations de quantité 

cellulaire à greffer selon les recommandations françaises et les recommandations de l’EBMT.  

 

Figure 7 : Nombre et qualification des cellules à greffer selon la source. 

 

c. Choix du greffon et indication de greffe 

Il existe trois sources de cellules souches hématologiques pouvant donner lieu au don : le don 

issu de cellules souches périphériques après stimulation par G-CSF appelé PBSC (Peripheral Blood 

Stem Cells), le don de cellules souches par prélèvement direct dans la moelle osseuse (BMSC ou Bone 

Marrow Stem Cells) et le don issu de sang de cordon (CBSC ou Cord Blood Stem Cells). Les taux de 

survie sont globalement similaires en conditions apparentées ou non pour les PBSC et les BMSC, 

même si on retrouve des spécificités. Sommairement, les dons de BMSC sont moins sujets à la GvHD 



39 

mais présentent plus de rejets. La sortie d’aplasie est parfois décrite comme plus longue dans les 

greffes issues de BMSC ((Anasetti et al., 2012, dans une cohorte de patient traités pour une LAM).  

Les greffes issues de cordon sont en diminution depuis l’apparition des greffes haplo-

identiques, et représentent désormais moins de 15% des greffes non apparentées (Année 2017 dans 

le registre EMBT 2019, chapitre 3.2). Cette tendance a été partiellement modifiée, avec une 

diminution globale du nombre de greffes sans diminution du nombre absolu du nombre de greffes 

issues de cordon, responsable d’une augmentation relative de leur importance dans le choix des 

greffons. Ceci est dû à leur disponibilité sans risque infectieux dans la période de pandémie (Figure 8, 

Passweg et al., 2022), permettant l’accès à des greffons sans risque d’annulation tardive du don.   

On retrouve plusieurs indications spécifiques à l’utilisation préférentielle de greffon avec 

BMSC (EBMT Handbook 2019, chapitre 14.2).  

En premier lieu, dans le cas d’un donneur ou d’un receveur pédiatrique, la réalisation d’une 

greffe issue de BMSC est privilégiée eu égard aux difficultés d’administration du G-CSF et à la 

diminution du risque de GVH chronique et de toxicité relative au traitement.  L’administration 

pédiatrique du G-CSF est encore sujet à discussion, et si les différentes formes de G-CSF à action 

rapide ont désormais l’AMM en France avec des études au profil de sécurité rassurant pour des 

donneurs pédiatriques (Behfar et al., 2017), certains pays n’ont pas d’AMM pour les donneurs 

pédiatriques. L’indication préférentielle reste donc dans ces situations au don de moelle osseuse 

(BMSC).  

En second lieu, les greffes réalisées dans l’indication d’aplasie médullaire idiopathiques sont 

désormais toujours réalisées selon cette modalité. De nombreux articles ont montré un bénéfice en 

termes de mortalité, associé à une moindre survenue de GVHD. Les recommandations EMBT et 

CIBMTR vont désormais dans ce sens (EMBT Handbook 2019, Bacigalupo et al., 2012, …).  

En troisième lieu, les allogreffes à conditionnement myéloablatif avec donneur non 

apparenté et sans ATG (Antithymocyte Globulin), dans lesquelles plusieurs essais randomisés ont pu 
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montrer un bénéfice en termes de GVHD aiguë et chronique dans cette modalité (Eapen et al., 2007 ; 

Walker et al., 2016).  

Enfin, certaines équipes ont une préférence pour des greffes en BMSC dans les greffes 

haploidentiques et donc avec cyclophosphamide post transplantation.  

Ces décisions sont en pratique aussi influencée par la disponibilité d’un greffon, l’impériosité 

de la maladie, les contingences matérielles des centres, … La pandémie à Covid-19 a montré une 

évolution importante de nos pratiques de greffe face à la difficulté de recueil dans cette période. On 

a notamment pu observer une diminution globale du nombre de greffe, une confirmation de la place 

de la greffe haploidentique, une diminution importante des greffes non apparentée et une utilisation 

relativement majorée des greffes de cordon qui n’étaient alors pas contingentes des problématiques 

infectieuses et temporelles des donneurs.  

 

 

Figure 8 : Evolution du choix de greffon au cours des années 1990-2020. Passweg et al., 2022. 

  



41 

4) Le don de cellules souches par prélèvement de moelle osseuse 

a. Sélection du donneur  

La sélection du donneur de moelle osseuse suit les recommandations générales de sélection 

des donneurs sur le fichier, avec une attention particulière donnée au risque anesthésique.  

La sélection des donneurs sur fichier est coordonnée par la WMDA (World Marrow donor 

Association). Celle-ci définit les donneurs non-apparentés comme « une personne source de tissus 

ou de cellules à destinée de thérapie cellulaire ». Les critères d’éligibilité sont évolutifs, et sont 

synthétisés sur le site de la WMDA (WMDA Donor Medical Suitability Recommandations). Ils 

découlent d’une politique de gestion des risques pour le donneur (limitation du risque donneur et 

particulièrement du risque anesthésique dans le cas de la greffe par don de moelle osseuse) et pour 

le receveur (compatibilité, gestion du risque infectieux, du risque d’auto-immunité ou de maladie 

inflammatoire).  

Le degré de compatibilité est le critère principal dans l’attribution du don, avec un pronostic 

en survie global diminué dans les greffes non apparentées réalisées en dehors du critère HLA 8/8 

(HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1) (Shaw et al., 2018). De nombreux autres facteurs ont montré un 

impact inconstant entre les différentes études, telles que l’âge, le sexe, la gestité/parité, l’origine 

géographique, le statut CMV, … L’âge ressort comme un critère majeur dans la survie globale des 

patients greffés en situation de greffe non-apparentée, et justifie une modification des politiques de 

recrutement des donneurs sur fichier vers une cible plus jeune, et globalement plus masculine (Shaw 

et al., 2018, Registre France Greffe de Moelle 2020).  

La sélection d’un donneur apparenté ou non pour un don de moelle osseuse répond à 

plusieurs impératifs : la compatibilité HLA, le consentement du donneur, et la gestion des risques 

donneurs et receveurs. Un don de moelle osseuse apparentée présente plusieurs avantages (géno- 

ou haplo-compatibilité, disponibilité temporelle, investissement différent dans le projet pour un 

proche, …). 
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b. Mise en place et évolution de la méthode de prélèvement au bloc  

Le prélèvement de moelle osseuse a été défini lors de la mise en place de l’allogreffe dans les 

années 1960, avec des descriptions de méthode de prélèvement sans consensus initial sur le volume 

de prélèvement, ou même l’objectif de cellules à recueillir. (Armitage, 1994).  

Une des premières descriptions de méthode de prélèvement est faite par Thomas & Storb en 

1970 qui ne rapporte pas de volume de prélèvement conseillé. Différentes zones de prélèvement 

sont discutées, avec comme voies consensuelles les crêtes iliaques et le sternum. D’autres voies sont 

discutées telles que le grand trochanter, les vertèbres et les côtes, qui ne seront pas retenues au 

cours de l’évolution des pratiques. La question du volume de prélèvement est cruciale, tant sur le 

plan des conséquences pour le donneur que pour optimiser la quantité de cellules greffées.  

Historiquement, le prélèvement et la caractérisation de la poche de greffe a été faite sur la 

quantité de cellules nucléées totale (CNT), sans discrimination plus avant de la composition de cette 

poche. C’est cette quantité de CNT étudiée au bloc opératoire contenu dans le greffon qui oriente le 

don. L’objectif à atteindre est critique, et l’article initial de Thomas & Storb faisait état d’un objectif 

entre 1-3x108 CNT/kg, tout en concluant qu’un objectif supérieur serait probablement nécessaire. A 

noter que la quantité de cellules prélevées est à ce moment calculée à partir de la quantité de CNT 

dans le sang périphérique, qui est retranchée à la quantité de CNT médullaire pour approcher une 

quantité de « cellules médullaires » à même de générer une prise de greffe. La quantité de CNT a été 

et reste le critère d’évaluation intermédiaire de la concentration du prélèvement au bloc opératoire, 

étant donné sa relative facilité d’obtention. Il n’est pas actuellement possible de réaliser un dosage 

per-procédure des cellules CD34+ dans le prélèvement au bloc opératoire. Le critère des CNT reste 

donc le meilleur actuellement.   

Au cours des années la technique se modifie finalement peu, mais ses spécificités sont 

précisées, avec l’acquisition d’un savoir-faire technique relié à l’expérience critique dans le 

prélèvement comme nous pourrons le voir par la suite. On note en effet l’impact de la technique de 
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prélèvement et du choix du donneur dans la réalisation de la greffe. Nous verrons l’état de la 

littérature sur ces deux points successivement.   

c. Evolution de la technique de prélèvement  

La technique locale de prélèvement utilisée dans l’étude est décrite dans le mode opératoire 

et sera présentée en matériel et méthodes. Elle consiste en un prélèvement réparti sur plusieurs sites 

avec plusieurs abords cutanés (3 à 6 en fonction des dons), généralement sur les épines iliaques 

postérieures, par deux médecins. Chaque site d’entrée cutanée permet plusieurs passages de la 

corticale osseuse, avec des prélèvements multiples dans la niche médullaire, avec mobilisation intra-

osseuse du trocart de prélèvement pour ‘explorer’ tous les espaces possibles.  

La limite initiale au prélèvement est le volume total rapporté au volume sanguin total du 

donneur. On retient une limite supérieure de 20 mL/kg de donneur, parfois moins en pédiatrie, ce 

qui nécessite la sélection d’un donneur au poids proche du receveur, et si possible supérieur. Le ratio 

de poids donneur / receveur fait partie des critères d’étude à retenir dans les études sur le 

prélèvement, et se situe idéalement autour de 1-1,2 selon les cohortes (Batinic et al., 1990 par 

exemple). Le volume total de prélèvement est habituellement proche de 1000-1500 ml, issu de 

prélèvement médullaire.  

Il a pu être montré que le volume à chaque aspiration est crucial, avec un optimum de 

prélèvement par localisation de 2-3 ml. Cette technique serait à même de prévenir une hémodilution 

progressive du prélèvement (Batinic 1990, Bacipulago et al., 1992, Tanikawa 1997). Batinic et al. 

montrent en effet en 1990 une hémodilution de la moelle entre le premier millilitre de moelle 

prélevée et la moelle totale étudiée en unité de thérapie cellulaire. Cette hémodilution est mise en 

évidence sur les caractéristiques cellulaires spécifiques (modification des marqueurs cellulaires 

témoin d’une hémodilution, telle que la majoration des marqueurs lymphocytaires périphériques, 

l’apparition des marqueurs des NK, …). On retrouve de même une diminution de la richesse globale 

du prélèvement, en cellules CD34+ et en CNT. Cette première étude conclut sur la richesse en fonction 

du volume de prélèvement, mais n’étudie que la comparaison entre le premier millilitre de 
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prélèvement et la composition finale. L’étude de Bacipulago et al. en 1992 met en évidence un impact 

du volume de prélèvement tout au long de la procédure, avec une comparaison entre un prélèvement 

par 2 ml ou par 20 ml, avec un switch en milieu de procédure pour chaque moelle afin d’apporter une 

comparabilité totale.  

L’apport des trocarts avec trous le long de l’aiguille permet une amélioration de la qualité du 

prélèvement, avec jusqu’à 20% d’augmentation de la concentration du greffon. Cette méthode de 

prélèvement a été étudiée en parallèle de la réalisation d’une numération sur poche au bloc 

opératoire (Wang et al., 2011 ; Tanikawa et al., 1997).  

Un point de précision important est la notion de contamination sanguine. En effet, on parle 

d’hémodilution progressive au cours du prélèvement, ou en fonction de la façon dont le prélèvement 

est réalisé. Il faut faire la distinction entre la notion de contamination par des cellules sanguine et la 

notion de contamination par du liquide sanguin (plasma). En effet, comme le précise Batinic et al., on 

ne peut réellement parler de fluide médullaire, car les nids de moelle osseuse font partie du 

compartiment stromal, et le volume de fluide interstitiel médullaire est très restreint, sous pression 

négative. La contamination volumique en liquide est donc proche de 100%. La « contamination » 

cellulaire périphérique est donc une constante, et la question est finalement d’enrichir le 

prélèvement en cellules médullaires.  

Ceci mène donc actuellement à un conseil de prélèvement de petits volumes, avec 

mobilisation fréquente du trocart de prélèvement. Pour référence, Batinic et al. en 1990 faisaient 

état d’une moyenne de 6 points d’entrée cutanée pour 200 passages de la corticale osseuse, sur leur 

étude de 17 prélèvements au bloc opératoire.  

Ces données simples de prime abord sont à l’origine d’une compétence technique nécessitant 

de l’expérience et un apprentissage. On voit ainsi une modification progressive des prélèvements au 

cours des années tel que rapporté par Remberger et al. 2015. Cet article rapporte une détérioration 

progressive de la qualité des prélèvements basée entre autres sur l’évolution d’un critère quantitatif 

spécifique, le taux de cellules CD34+ en pourcentage dans le prélèvement. Cet élément est (entre 
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autres) aujourd’hui garant de la qualité du prélèvement au bloc opératoire. Cet article montre donc 

une décroissance progressive du pourcentage de cellules CD34+ dans les moelles osseuses du centre 

d’étude entre 1995 et 2011, ce qui correspond à la période d’instauration des dons issus d’aphérèse. 

Cette évolution est globale, et a été tout particulièrement marquée selon l’article par le départ des 

praticiens qui avaient connus les années principales de prélèvement au bloc. Cette évolution est 

dépendante du temps, mais aussi de la modification progressive des donneurs, et de l’évolution 

progressive des indications. En effet, les caractéristiques de greffe par moelle osseuse se sont 

progressivement modifiées, et on peut penser qu’un prélèvement d’une même qualité pourrait être 

impacté par la modification du paysage des donneurs.  

d. Le rendement cellulaire au cours de la récolte de CSH au bloc opératoire  

Afin d’orienter le volume total de prélèvement et d’obtenir un chiffre de CNT compatible avec 

une prise de greffe, le clinicien en charge du prélèvement de CSH cherche donc à avoir un volume de 

prélèvement projeté qu’il essaye d’adapter en fonction de son expérience clinique sur le profil du 

donneur, les poids donneur et receveur…, mais sans orientation pré-prélèvement objective. Il est 

classique de réaliser une estimation de la richesse du prélèvement en cours grâce à une numération 

des CNT sur poche de prélèvement médullaire (ioTNC, intra operative total nucleated cell count). Les 

habitudes varient notamment en fonction du matériel utilisé, avec certains centres qui réalisent le 

prélèvement en fin de première poche de prélèvement, ou à un certain pourcentage du volume 

projeté. Cette numération est envoyée en laboratoire d’hématologie, et la richesse en cellules 

nucléées apporte une idée de la richesse du prélèvement rapportée au volume de prélèvement 

réalisé, pour corriger l’objectif final de prélèvement qui est entre 3 et 5x108 CNT par kg de patient 

receveur. Cette limite a été fixée progressivement au cours des années de greffe, et ce seuil n’est pas 

absolu (EBMT Handbook, Hequet O, 2015). L’interprétation de cette numération reste complexe, et 

l’expérience clinique montre que se fier directement à la numération au bloc opératoire n’est pas 

suffisant, même si elle permet d’améliorer le prélèvement (Wang et al., 2011). En effet, il est classique 
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de prélever un volume plus important que celui prédit par la numération car la dose en CNT est 

souvent inférieure aux seuils attendus dans le greffon.  

L’étude de Kalin et al. en 2020 s’attachait à étudier l’importance de cette numération au bloc 

opératoire et son applicabilité dans le champ pédiatrique. Cette étude reprenait 53 prélèvements de 

moelle entre 2009 et 2019, avec un âge médian de 13 ans. Le ratio de poids donneur/receveur était 

de 1,225. Le volume de prélèvement moyen était de de 15,3ml par kg de donneur, et de 19,4 ml/kg 

de receveur. La numération au bloc opératoire médiane était de 20,93 G/L. La numération était faite 

à 50% du volume final prévu pré-procédure.  

L’étude montrait une corrélation entre la numération au bloc opératoire et la richesse en 

cellules CD34+ (R2=0,42) avec des données en projection logarithmique pour la normalisation. Cette 

corrélation est interprétée comme faible dans l’étude, et ne donne pas lieu à une conclusion directe 

sur l’intérêt de la numération au bloc opératoire. 

L’étude montrait aussi l’absence de corrélation forte entre la numération sur sang réalisée 

avant l’opération et la numération sur poche de prélèvement médullaire, ou la numération des CD34 

sur poche. Dans le contexte habituel où les donneurs ne sont pas stimulés par facteur de croissance 

granulocytaire, cela n’est pas étonnant. Cette absence de corrélation était retrouvée si on utilise le 

compte des CNT sur sang à la place du compte de neutrophiles, ou le compte des leucocytes.  

Dans un modèle multiparamétrique non linéaire, ils retrouvent comme facteur influençant le 

rendement cellulaire au prélèvement les éléments suivants : la numération sanguine pré-bloc 

opératoire, la numération au bloc opératoire, l’âge des donneurs, et la surface corporelle du donneur.  

La première limite de cette étude dans son application à notre champ d’étude est l’âge des 

donneurs. En effet, il existe une limite temporelle située vers 20 ans ou la richesse cellulaire des 

greffons change (Remberger et al. 2015). De plus, le modèle prédisant les facteurs influençant le 

rendement est peu satisfaisant, avec une absence de lien initial entre la numération sanguine pré-

bloc opératoire et un lien final dans un modèle complexe. L’âge au prélèvement ressort de même 
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comme un élément prédictif dans une population très restreinte (répartition des âges donneurs entre 

0,7 et 28 ans, mais sans notion de la répartition de ces âges dans la cohorte).  

 Le seuil de prélèvement de l’ioTNC à 50% du volume final semble tardif pour un prélèvement 

adulte, ou on prélève classiquement 1200 à 1500 ml de moelle.  

Le point focal souligné par l’étude, et corroboré par nos habitudes cliniques, est la 

contingence matérielle associée à ce prélèvement. En effet, si le prélèvement est réalisé per-

procédure, le rendu du résultat est souvent obtenu en fin de procédure, et quelle que soit 

l’application possible de cette numération, il est difficile de l’utiliser dans ces conditions. Dans ce 

contexte, la question se pose de ne pas réaliser un examen qui revient trop tard et donc sans 

application clinique directe. C’est dans cette situation que nous nous sommes posé la question 

d’étudier l’importance de la numération au bloc opératoire, et de comment optimiser son utilisation. 

La question en filigrane est d’améliorer la qualité du prélèvement, et de limiter le volume de 

prélèvement. En effet, s’il n’est pas possible d’utiliser un modèle solide et reproductible de la 

numération au bloc opératoire, ou basé sur un autre élément objectif, il semble alors nécessaire, face 

à l’enjeu de la prise de greffe, de prélever le maximum toléré, et donc 20ml/kg de donneur.  

Nous avons donc étudié les prélèvements de moelle osseuse réalisés dans notre centre au 

cours des cinq dernières années pour lesquels nous disposions de données cellulaires (numération 

sur poche de greffe, données du contenu de la poche, données de sortie d’aplasie pour les patients 

receveur, …). Nous nous poserons successivement les questions suivantes :  

· Quel est le contenu de notre cohorte, et correspond-t-il à ce qui a été décrit dans les 

études préalablement citées ? 

· Quel est le champ d’application actuel de la numération au bloc opératoire ? Quel 

modèle de raisonnement est utilisé actuellement pour la numération sur poche ? Pouvons-

nous trouver un autre modèle, et quel serait son apport par rapport au modèle actuel ? 

· En dehors d’une interprétation discrète de cette numération, quelle est l’évolution 

au cours du temps du prélèvement, et comment peut-on intégrer cet élément dans la 
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temporalité du bloc opératoire initialement, puis dans la temporalité du patient/receveur et 

de sa sortie d’aplasie ? 

 

Ces questions sont au cœur du raisonnement global de ce travail, dont la problématique 

principale est la question de l’optimisation du rendement de prélèvement au bloc à travers 

l’utilisation optimale de la numération au bloc, en prenant en compte ses facteurs confondants 

potentiels.  
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I. Abstract 

Prediction of the harvest yield remains a critical process during bone marrow collection, and the dose 

of bone marrow cells has been shown to be of importance. Donor characteristics are a clue to 

anticipate final graft richness, but there is currently no clear model to predict bone marrow yield and 

necessary volume to collect.  

We analysed graft characteristics and intra-operative total nucleated cell count (ioTNC) concentration 

in a retrospective analysis of 83 bone marrow collections realized in a standardized procedure on the 

site of Saint Louis Hospital, France, from January 2017 to March 2022. Mean donor ages were 

36,0±11,72 years. Mean ratio of donor/recipient weight was 0,99±0,51. We then completed the study 

with a prospective analysis of eleven collections, for which we analysed the ioTNC on each sample of 

500ml.  

We found ioTNC to be the principal factor to predict bone marrow yield. We determined a linear 

model of the necessary harvest collection depending on the recipient weight (mL/kg):  

Volume = 35-0,55*ioTNC. 

 This difference was mainly due to progressive haemodilution throughout the procedure, with a 

decreasing TNC concentration.  
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We identified ioTNC as a crucial factor in a linear predictive model of the bone marrow harvest and 

highlighted the relatively minor importance of the last quarter of collection.  

 

II. Introduction  

Hematopoietic stem cell transplantation remains the only curative treatment in a number of 

haematological disorders (Majhail et al., 2015), and bone marrow is a first graft choice in several 

haematological pathologies (if mainly pediatrics) such as aplastic anemia or sickle cell disease 

(Simonin et al., 2017; Bacigalupo et al., 2012; Walker et al., 2016). As bone marrow engraftment has 

been previously shown to be dependent on graft cell contents, bone marrow quantity and quality is 

of critical importance (Gorin et al., 2003; Sierra et al., 1997) and still need further improvement in an 

era of increasing scarcity of clinical experience (Remberger et al., 2015). Bone marrow yield is crucial 

but hard to predict, and seems mainly dictated by donor characteristics (age, weight …) which are 

hereby not tools of great use compared with the clinical importance of compatibility (for haploidentic 

graft or HLA compatibility).  

Graft collection is greatly dependant on clinical experience, and if there is a body of literature on how 

to harvest, there are few recommendations on the prediction of the cell quantity collected (donor 

characteristic, intra-operative Total Nucleated Cells (ioTNC) in children) throughout the procedure. 

To improve the collection of the required number of cells, ioTNC is classically realized (Hequet et al., 

2015), even if practical contingencies and utility are often questioned. We investigate here the utility 

and the practical use of ioTNC. We describe the current use of ioTNC through a model to better 

decipher the clinical experience of bone marrow harvesting, which integrate the different clinical and 

paraclinical elements. We finally question the impact of the harvest duration and volume in the 

progressive concentration of the collection through the whole procedure.  
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III. Material and Methods  

1. Bone marrow collection 

Aspirations were performed following a standardized protocol, with small volume aspirations 

through a needle with side holes, limiting the number of skin breaches. Marrow was collected in a 

Macopharma bag (ref.: MSE 0100Q) or Fresenius bag (ref.: PS111EA) with approximately 450mL of 

marrow, and previously completed by 50 mL of ACD for Macopharma bag or 63 ml of CPDA for 

Fresenius bag and 50 mL of heparinated serum. Standard of care was to perform ioTNC at the end of 

the first 500 mL of collection, to assess the relative richness of the graft. Final volume was, if possible, 

adapted on the ioTNC concentration to obtain a total of 3x108 TNC/kg of recipient weight. We do not 

administer pre-emptive haematological growth factors. 

 

2. Retrospective review 

We reviewed retrospectively 83 bone marrow collections performed from January 2017 to March 

2022 in Saint Louis Hospital, France. We excluded collections without ioTNC availability. We collected 

the donor age, weight and height, the receiver age, weight and days of haematological recovery, and 

the different graft characteristics among which: ioTNC, volume, transformation (deserythrocytation 

or concentration), the number of bags of collection, TNC initial and final concentration, CD34 initial 

and final concentration, neutrophils pourcentage in initial collection and the viability of CD45 and 

CD34 positive cells.  

Blood volume was estimated based on the Nadler equation given gender, height (H) and weight (W) 

of the donor. 

- Men: Blood Volume = (0.3669 × height ^3) + (0.03219 × W) + 0.6041 

- Women: Blood Volume = (0.3561 × H^3) + (0.03308 × W) +0.1833 

The ioTNC model is based on the extrapolation of the ioTNC concentration onto the total graft 

objective.   
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CioTNC is the total nucleated cell concentration in the first bag of bone marrow, expressed in giga/liter 

(international unit), divided by 1000 to be in giga/millilitre.  

N is the total number of cells to collect, in giga.  

V is the total Volume of collection 

p is the recipient weight 
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The linear model is realized on the successful collections (cells collected above 3x108 cells per 

kg of recipient weight), in a linear regression model as presented before.  

Predicted final product TNC was calculated by multiplying the ioTNC concentration by the end 

volume, after converting the ioTNC. The primary outcome variable of interest was the final harvest 

Total Nucleated Cell count. Secondary outcomes included CD34 concentration, engraftment kinetics 

of neutrophils and platelets.  

Engraftment day of neutrophils and platelets are based on the EBMT criteria.  

 

3. Dilution study 

A prospective study of 11 collections from April to August 2022 was performed, with an ioTNC 

at each 500 mL of collection, id. est. each bag of collection.  
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4. Statistical analysis 

All statistical analysis were performed on the software StatAid, based on R. Statistical 

comparisons are non-parametric except otherwise specified, and then based on a Shapiro test. 

Univariate and multivariate analysis are performed using a linear regression model. P-values are 

adjusted with the FDR (Benjamini-Hochberg) method. 

 

IV. Results 

1. Donor and graft characteristics  

During the study period, 83 grafts with ioTNC were collected. Patients, donor and graft characteristics 

are summarized in table 1. Mean donor age was 35,6 years. Mean donor and recipient weight were 

respectively 73 kg and 64 kg with a mean ratio of 1,03. Mean ioTNC was 18,08±6,85x109 cells/L. 

Marrow collections are stable through the years, including 2019 and 2020, in the Covid-19 era.  

 

2. ioTNC is the sole factor predictive of the graft richness  

Total TNC of the initial product is highly predictive of the final product CD34 concentration (R=0,77, 

p<10-4, figure 2F), and ioTNC is itself highly predictive of the TNC concentration in the graft (R=0,74, 

p<10-4, figure 2C). Graft initial concentration is lower compared to the ioTNC (Beta coeff. 0,48, p-value 

<0,001, figure 1A, figure 3A).  

To better understand the impact of ioTNC in the TNC prediction, we performed a univariate analysis 

based on the usually available data before graft collection. There was no significant correlation 

between graft initial concentration and donor age, sex, height, Body surface area or blood volume. 

There was also no correlation with graft transformations (Concentration or Deserythrocytation). We 

found a statistical correlation between graft initial concentration and ioTNC (Beta coefficient 0,48, 

adjusted p-value <0,001) and Volume collection indexed to the donor weight (Beta coeff. -0,49, 

adjusted p-value 0,031). This impact of ioTNC and Volume Collection was confirmed in a multivariate 

analysis (Beta coeff 0,4, adjusted p-value <0,001 and Beta coeff. -0,31, adjusted p-value 0,025 
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respectively). Correlation between collection volume (mL/kg donor) and graft initial TNC (109 cells) is 

shown (R=-0,37, p=0,006, figure 1G).  

 

3. Modelling of successful collections  

As final graft concentration is correlated with ioTNC and collection volume, we tested the use of the 

ioTNC. The expected collection (with anticoagulants) based on the ioTNC (following the model 

detailed in material and methods), is statistically inferior to the real collection (p<0,001, Kruskal-

Wallis, figure 2C). 

Successful collections follow a linear equation (Beta coeff. -0,57 p-value = 0,00346, R=-0,45, p value 

<0,001, figure 2A). We extrapolated a linear model based on this linear equation, with a Beta 

coefficient of -0.55 to be more stringent, and an initial point based on several points. Graphical 

representation of this linear model, with the model directly based on the ioTNC and difference 

between the two is shown in figure 2B. This shows a necessary higher collection for the ioTNC above 

10 G/L and up to 50 G/L, with a difference superior to 8mL/kg between 16 G/L and 32 G/L (h(x), figure 

2B). This model could be of clinical pertinence, as there is no statistical difference between the 

volume of the real collection and the collection we should expect with the linear model based on the 

ioTNC (Wilcoxon p=0,617, data not shown). To consider the limitation of collection depending on the 

donor weight, we decided to limit the theoretical collection at 25ml/kg donor weight (20mL/kg, 

classical limit, and a 20% ratio of anticoagulants). There is also no statistical difference between these 

collections (figure 2D). The total TNC collection based on the model with the 25mL/kg limit is inferior 

to the real collection, but the standard deviation is lower, and the lowest points in the model are 

above the lowest points in reality (figure 2E). 

 The calculated final TNC collection takes into account a maximum limit of 25mL/kg donor weight 

(maximum of 20mL/kg with 20% of the collection bag for anticoagulants).  

  



55 

4. ioTNC needs to be adapted in a model because of haemodilution 

Graft initial concentration is highly correlated to ioTNC but not equal (figure 1C), asking for further 

exploration. In fact, ioTNC concentration is strictly superior to the initial graft concentration, both 

integrating the anticoagulants (figure 3A). The TNC concentration ratio over the first concentration 

at 500 mL is significantly decreasing through the procedure, with a ratio at 60% in the second bag and 

50% in the 3rd, id est above 500 mL and 1000 mL of marrow collection respectively (figure 3C). The 

relative importance of the different collection bags in terms of total TNC is decreasing through time, 

and the fourth bag represents no more than 14% of the total collection (figure 3B).  

Taken together, these results ask for the relative impact of the last 10 to 20% of the collection. We 

are targeting a final collection of 3x108 cells/ kg recipient. The impact of the TNC count on delay to 

haematological recovery is not statistically significant, either for the platelets or the neutrophils, even 

with the smallest graft of less than 2x108 TNC/kg recipient (p=0,358 and p=0,971 respectively, figure 

3D and 3E). These results are the same with total CD34 grafted (p=0,653 and p=0,536 respectively, 

data not shown).  

 

V. Discussion  

This cohort is among the largest studied, with 83 harvests in the first part, and donor ages ranging 

from 18 to 65 years old. Its single center design is allowed by the important activity of Saint-Louis 

center, and brings a diversity of recipients, in a standardized procedure in a single hospital, thus 

limiting the variations between different operators. It has been shown before that a modification of 

practice can have an impact on the stem cell yield, and even a single physician retirement can impact 

the CD34 yield. A decrease in stem cell yield can happen through the years due to the loss of 

experience (Remberger et al., 2015). In our centre, each new physician collecting is tutored for the 

first 24 harvests, to preserve the quality and reproducibility of harvesting. We could show no 

statistical difference in TNC and CD34 yield through the years of the study (data not shown).  
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The same study shows a difference between grafts for the physician’s patients and grafts acquired 

for another centre where no connection exists between physician and patient. As we collect only for 

our centre, we shall not expect such a variation.  

Only ioTNC and graft volume (ml/kg donor) are significant in our univariate analysis of the graft TNC 

concentration and confirmed in our multivariate analysis. ioTNC is highly correlated and with a better 

beta coefficient. Donor characteristics has been shown to impact the stem cell yield, but they are of 

no significance in our multivariate analysis. This is especially the case for the donor age, classically 

described as a negative factor for the graft richness, albeit equivocal (Dubois et al., 2019; Buckner et 

al., 1984). Smoking and blood CNT concentration are also positive factors previously described we 

could not address (Bouwmeester et al., 2010). Nevertheless, whatever the impact of the donor 

characteristics on the TNC concentration of the graft, they are of help only in the selection of the 

donor, and not on the harvest procedure. Among the quantitative data we have, ioTNC is the sole 

predictor of the graft richness and presents a good correlation with the CD34 concentration. Despite 

the usual practical difficulties around its realisation (time to the answer, transportation between the 

OR and the laboratory, the difficulties surrounding the study of bone marrow …), it is currently the 

only tool we dispose of to stop the harvest before the theoretical limit of 20 mL by kg of donor body 

weight.   

The primary objective of our linear model is to underline the difference between expectations based 

on the ioTNC and the reality of marrow harvest. It is, to our knowing, the first linear model proposed 

in the literature with such simplicity. Its main clinicals applications should be to alleviate the stress of 

not collecting enough and draw a line for the less clinically experienced collectors, as we are currently 

facing a decrease in clinical experience (Remberger et al., 2015). Its reproducibility and applicability 

are to be confirmed in a second cohort.  

Haemodilution is to be expected in the marrow harvest. In fact, Batinic et al. in 1990 compared the 

first 1,0 mL of bone marrow aspirate and the total harvest and reveal a higher blood cell 

contamination in the graft, and a 100% fluid contamination in both. These results lead them to advise 
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for smaller aspirates. The linear temperament of the difference observed between graft initial 

concentration and ioTNC concentration in our study does not seem compatible with the hypothesis 

of an equal haemodilution throughout the procedure, but rather an increasing one. It cannot be 

explained by a delay before the study of the ioTNC, as the usual time of study is inferior to the time 

of study of the graft, and the mortality index are classically extremely low. As TNC evolution 

throughout the OR has not been shown before, we then designed a prospective study with the study 

of the TNC concentration of the graft at each 500 mL of graft collection, showing a decrease of the 

TNC concentration through time. We demonstrate here that the presupposition of a progressive 

haemodilution is confirmed on a small prospective cohort. These results confirm the utmost 

importance of a precise volume prediction and is coherent with the impact of the volume collection 

(mL/kg donor) in our multivariate analysis: the further we collect, the more diluted the collection is. 

This feature cannot be generalized, as it could depend on the collection methods, and further 

research are needed, especially a comparison between different centres.  

In the initial part of the project, we were able to confirm an excellent correlation between initial graft 

TNC concentration and CD34, but not between initial and final graft TNC concentration. This is due to 

the loss of the non-stem cells in the graft after manipulation (concentration and deserythrocytation), 

especially neutrophils. Nevertheless, it shows that the correlation between TNC and CD34 is not a 

direct correlation and argues for a more complete study of not only the TNC but the CD34 

concentration throughout the graft.  

The main objective of this TNC count being the haematological recovery, we compared the platelet 

and neutrophils recovery between three groups of TNC concentration (less than 2x108 CNT/kg 

recipient, between 2-3x108 TNC/kg recipient, and more than 3x108 TNC/kg recipient). To our surprise, 

the TNC count does not affect the haematological recovery, ever for the smallest grafts of less than 

2x108 CNT/kg (figure 3D and 3E). We analysed these data in the context of deserythrocytation, as it 

is expected to have a lower global cell yield after marrow transformation, and did not find any 
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difference in TNC total yield, mortality, or haematological recovery compared with usual graft 

concentration (data not shown). 

As there was no impact of the TNC count on haematological recovery, we can question the threshold 

of 3x108 TNC/kg recipient. Nonetheless, the impact of the graft richness does not seem to be a well 

explained phenomena, and other physiopathological concepts are in place. In fact, graft richness in 

BMSC has been shown to impact OS without a statistical difference in haematological recovery (Gorin 

et al., 2003) even if these results have not been reproduced since.  

Taken together, these results suggest 1) a non-linear relation between haematological recovery and 

CNT count, with a non-linearity point strictly inferior to 2x108 TNC/kg recipient and 2) a relatively low 

importance of the last part of the graft collection, with no clinical importance on haematological 

recovery.  

We could safely decrease the target from 3 to 2x108 CNT/kg, as is recommended in the EBMT 

guidelines. Such a target is maintained to assure the clinician collecting to be above the limit, but a 

smaller yet safe collection based on our model could decrease the donor burden and the associated 

complications. 
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VI. Table and figures 
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Figure 9 : Tableau et figures de l'article 
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Discussion 

 

Pour compléter et élargir la discussion préalablement réalisée, nous pouvons nous poser 

plusieurs questions sur notre travail :  

- Quelle place doit trouver la numération au bloc opératoire à la lumière de ce travail ?  

- Quelle place peut trouver le modèle mis en évidence dans notre pratique ?  

- Quelles sont les questions en suspens face à ces éléments ?  

 

Place de la numération au bloc opératoire  

La question initiale de la place de la numération au bloc opératoire et de son exploitation 

trouve plusieurs réponses.  

La première est l’impact réel qu’elle peut avoir. En effet, nous avons pu montrer qu’elle est 

le facteur principal de prédiction de la richesse du greffon. Sa réalisation permet une orientation du 

prélèvement. Nous avons pu montrer dans l’analyse des données qu’elle a un impact mineur dans la 

variation réelle lors du prélèvement en pratique. Néanmoins, malgré les difficultés techniques 

rencontrées au quotidien et le questionnement conséquentiel sur son utilité, elle conserve un impact 

significatif en analyse multivariée, présupposant d’un impact pratique plus important si elle était 

réalisée dans de meilleurs conditions. Ceci, mis en corrélation avec des meilleures performances de 

prélèvement dans l’étude de Wang et al. (2011) milite pour son utilisation.  

La numération au bloc opératoire doit aussi être mise en contexte avec les caractéristiques 

du donneur. En effet, le choix du donneur se fait selon plusieurs critères qui ne sont pas directement 

classable pour la présupposée richesse du greffon : la compatibilité, le sexe, la gestité / parité, l’âge, 

le statut CMV, etc. Le choix du donneur est donc partiellement indépendant de la réalisation du 

prélèvement car le choix du greffon prévaut sur la prédiction de sa richesse. Plusieurs études ont 

montré un impact de certains facteurs tels que le tabagisme, l’âge, le statut CMV, le taux 

d’hémoglobine, etc. (Bouwmeester et al., 2010). Néanmoins les taux d’impact spécifiques dans cette 
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étude montrent une variation secondaire inférieure à 10% pour chaque critère, avec des variabilités 

importantes. Il ne semble donc pas possible de structurer la richesse potentielle du greffon selon les 

caractéristiques cliniques préalables du donneur.  

Si la question de réaliser une numération au bloc opératoire se pose pour des donneurs 

adultes, elle ne se pose pas pour des donneurs pédiatriques, dont nous ne disposons pas dans notre 

cohorte. Néanmoins pour les donneurs de faible poids, la limite des 20 mL/kg (discutée parfois à 

15mL/kg dans la littérature, Remberger et al., 2015) est rapidement atteinte et une orientation sur la 

richesse du greffon est nécessaire. Peu d’études sont menées sur les complications immédiats du 

don, mais une des études pionnières a pu mettre en lumière le risque anesthésique et les 

conséquences médullaires potentielles (Buckner et al., 1984). Cette étude spécifique rapporte jusqu’à 

95% de transfusions parmi les donneurs, dont 80% de transfusions autologues néanmoins. Il est 

désormais admis d’essayer d’éviter le risque transfusionnel post-don, et l’ioTNC peut permettre de 

diminuer certains dons (figure 2C) avec un profil de sécurité en termes de TNC finales correct (figure 

2E).  

 

Positionnement de notre modèle  

Le modèle linéaire proposé est implémenté avec une limite de don à 25 mL/kg de donneur 

en prenant en compte le ratio minimal de 20% d’anticoagulants, et donc respectant la limite 

théorique de 20 ml/kg de donneur. Il répond à plusieurs éléments dans notre raisonnement :  

1) Modéliser le prélèvement en pratique, afin de pouvoir l’analyser 

2) Réaliser une comparaison entre le prélèvement pratique et le prélèvement théorique. En 

effet, plusieurs auteurs ont pu montrer que l’expérience clinique était cruciale dans le 

prélèvement de moelle au bloc opératoire. Le prélèvement en pratique est en effet 

différent du prélèvement théorique, et les préleveurs n’appliquent pas directement la 

concentration au bloc opératoire sur la première poche de moelle 
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3) Proposer une modélisation de notre pratique pour orienter d’autres préleveurs moins 

expérimentés dans leur pratique 

4) Assurer une dynamique de qualité dans notre pratique et dans nos prélèvements. En 

effet, nous pouvons voir que parmi l’ensemble des prélèvements réalisés dans l’étude 

45% (38 sur 83) ont un taux supérieur à 4x108 CNT/kg de receveurs, alors que seulement 

20% (11 sur 54) auraient été supérieurs à cette limite dans notre modèle (réduction des 

effectifs secondaire à l’application de la limite du poids donneur au jour du prélèvement 

dont nous ne disposons que pour 54 donneurs). 

Notre modèle comporte néanmoins de nombreuses limites. Il est réalisé sur une période 

relativement longue, en monocentrique, et sur un coefficient de corrélation initial correct, mais qui 

pourrait être amélioré par une augmentation de la cohorte. De plus, il est réalisé uniquement sur les 

prélèvements réussis. Ces éléments sont un choix, nécessaire à la réalisation d’une modélisation 

correcte, mais doivent être prise en compte dans l’analyse.  

Le caractère monocentrique est régulièrement défendu comme garant d’une meilleure 

homogénéité dans les études sur le prélèvement de moelle. Néanmoins il limite l’applicabilité des 

conséquences tirées de ce travail.  

 

Importance de l’hétérogénéité cellulaire du greffon 

Enfin, plusieurs autres questions se posent à la lumière de ces éléments. Si les habitudes et 

le temps alloué à la qualification des greffons nécessitent d’utiliser les CNT comme critère de richesse 

cellulaire du greffon, ce critère est uniquement un critère de corrélation et ne reflète pas 

l’hétérogénéité cellulaire du greffon.  

Un meilleur critère actuellement utilisé est le taux de cellules porteuses de l’antigène CD34 à 

leur surface. Il met en évidence les cellules progénitrices, et est un bon reflet de la population de 

cellules souches. C’est le meilleur prédicteur de sortie d’aplasie. Il serait intéressant d’étudier le taux 

d’antigène CD34 dans les poches de greffe plutôt que le taux de CNT, cela n’est néanmoins pas 
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possible en pratique courante étant donné le temps d’analyse nécessaire pour avoir un résultat. 

Comme nous avons pu le voir dans l’étude, les CNT initiales étant très bien reliées à la quantité finale 

de cellules CD34+ (figure 1F), nos résultats sont superposables sur ce critère. Néanmoins, nous 

pourrions nous poser la question pour l’évolution du critère des cellules CD34+ au cours du bloc 

opératoire. En effet, nous voyons une diminution de concentration des CNT au cours du prélèvement, 

que nous interprétons comme une hémodilution, alors que nous changeons de point de prélèvement.  

Pour répondre à cette question, nous avons complété notre analyse prospective avec le taux 

de cellules CD34+ sur chaque poche selon le modèle de l’étude du taux de CNT étudié dans la figure 

3 (réalisé à posteriori donc). Nous présentons des résultats très préliminaires sur seulement 3 poches 

(Figure 10).  

 

 

Figure 10 : Etude préliminaire de l'évolution de la quantité de cellules CD34+ dans les poches de prélèvement. A) Evolution 

de la quantité de cellules CD34+ rapporté à la quantité dans la première poche (en nombre /mL). B) Evolution de la richesse 

en pourcentage par rapport aux cellules nucléées totales. C) Evolution du pourcentage de cellules CD34+ rapporté au 

pourcentage de la première poche. Les points représentent la moyenne, les barres d'erreurs la déviation standard.  
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La Figure 10 montre une évolution attendue du taux de cellules CD34+, en décroissance au 

cours des poches de prélèvement, et corrobore nos résultats sur les CNT. Il est néanmoins intéressant 

de voir que l’évolution n’est pas superposable aux CNT, et que la richesse relative en cellules CD34+ 

semble augmenter, arguant pour une décroissance moins rapide des cellules CD34+ par rapport aux 

CNT. Cette évolution n’est pas significative à l’échelle de trois greffons, mais pose la question d’une 

évolution non directement reliée.  

Plusieurs hypothèses se posent alors : nos résultats sont basés sur un nombre très restreint 

de prélèvements, leur représentativité est donc en premier lieu discutable ; l’évolution des 

progéniteurs est peut-être différente des CNT dû à des éléments physiologiques per protocole 

(modification inconsciente de la technique de prélèvement au cours du bloc opératoire, modification 

des paramètres sanguins ou médullaire au cours du temps en réaction à l’agression, …) ; enfin, un 

effet stochastique global ne peut être exclus, avec un impact de chaque ponction et de chaque 

aspiration sur la richesse en cellules CD34+ dont l’ensemble des effets ne serait pas lissés sur une 

poche.   

Pour finir, et en ouverture, les cellules CD34+ elles-mêmes peuvent être mises en question. 

En effet, si elles sont le meilleur reflet actuel des cellules souches, nous avons pu voir que d’autres 

éléments étaient de meilleurs marqueurs de cellules souches, même s’ils ne sont pas utilisables dans 

la pratique clinique actuellement (Crane et al., 2017).  

De plus, la composition des poches de greffe ne se résume pas au plan quantitatif, et 

l’hétérogénéité cellulaire au sein des poches pourrait avoir un impact. Nous ne disposons 

actuellement pas d’argument pour identifier un compartiment cellulaire spécifique différent des 

cellules CD34+ comme ayant un impact dans la prise de greffe (Collins et al., 2010, réalisé en PBSC), 

mais l’environnement des cellules greffé pourrait avoir un intérêt non encore élucidé (Reshef et al., 

2021).  
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Conclusion 

 

En conclusion, nous avons pu retracer l’histoire de la greffe de moelle allogénique, ses 

indications actuelles, et l’importance de la richesse du don tant sur le plan qualitatif que quantitatif. 

Nous avons pu étudier sur le plan qualitatif la définition des cellules souches hématopoïétiques et 

leur capacité à régénérer l’hématopoïèse dans son ensemble, dans le contexte de la niche 

hématopoïétique. La collecte de ces cellules se fait à travers trois media principaux que sont le don 

de moelle osseuse via prélèvement au bloc opératoire, le recueil par aphérèse avec ou sans 

stimulation médicamenteuse préalable, et le recueil des cellules souches issues de cordon ombilical. 

Ces différentes modalités de don ont différentes indications et le médecin greffeur pondère leurs 

caractéristiques pour les adapter au patient greffé. Ces spécificités relatives expliquent le paysage 

actuel de la greffe, avec des répartitions différentes en nombre et en indication. Nous avons pu 

finalement introduire le sujet actuel avec un focus spécifique sur le don de moelle au bloc opératoire. 

Le processus de sélection du donneur est ardu, et nécessite d’ajuster le bénéfice du receveur au 

risque donneur. Nous avons pu observer au cours du temps une évolution des pratiques de sélection, 

de prélèvement, de conservation, et de surveillance de la qualité du don.  

Ces différentes considérations nous ont amené à poser la question de la place spécifique de 

la numération réalisée sur la première poche de prélèvement médullaire, et de son exploitation. En 

effet, sa réalisation est censée permettre une orientation du prélèvement et donc un meilleur 

ajustement du volume collecté, afin de limiter l’impact donneur tout en assurant une prise de greffe 

secondaire. Néanmoins, elle est entourée d’un ensemble de contingences techniques limitant son 

utilisation optimale, telles la gestion du transport en temps en réel, le délai de réponse ou 

l’adaptation des automates de numération actuels à la mesure des cellules nucléées dans un fluide 

médullaire plus visqueux. Il est donc pertinent d’étudier plus avant cet élément afin d’affiner son 

utilisation et son exploitation.  
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Nous avons pu reprendre 83 prélèvements de moelle osseuse avec réalisation d’une 

numération au bloc opératoire sur le seul centre de l’hôpital Saint-Louis au cours des cinq dernières 

années selon une procédure commune.  

Nous avons tout d’abord formalisé sur le plan mathématique la formule de modélisation de 

l’évolution du volume de prélèvement nécessaire rapporté au poids du receveur en fonction de la 

concentration de la numération au bloc opératoire. En comparant cela aux données réelles nous 

avons pu montrer que cette relation, dont la décroissance est selon une formule inverse, demande 

une quantité de moelle inférieure aux seuils nécessaires.  

Nous avons donc secondairement modélisé les collectes fait en pratique et étudié avec une 

analyse en composante principale les facteurs principaux influençant la collecte. Nous avons pu 

montrer que la numération au bloc est un facteur crucial (sinon le seul) dans la concentration finale 

du greffon. Nous avons donc établi un modèle de corrélation selon une formule linéaire permettant 

de modéliser la collecte en fonction de celle-ci. En comparant les deux modèles, nous avons pu 

montrer que notre modèle permettrait une dispersion moindre des volumes de prélèvement, et donc 

une meilleure adéquation du prélèvement à la quantité de cellules nécessaires.  

La différence entre la quantité de moelle nécessaire et celle calculée uniquement sur la 

numération initiale est équivalente à la différence entre les deux modèles de collection cités. Ceci 

nous a fait questionner la notion d’hémodilution du prélèvement. Nous avons pu montrer pour la 

première fois à travers une étude échelonnée des prélèvements une hémodilution progressive des 

prélèvements au cours de la collecte.  

Ce travail de modélisation a donc deux avantages : le premier est de représenter une collecte 

réalisée avec une expérience clinique ancienne et de donner un repère de collecte à des préleveurs 

plus jeunes, le second est d’améliorer l’adaptation du volume de prélèvement au receveur et donc 

de limiter au maximum les risques aux donneurs.  
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Conclusions générales de la thèse  

 

Intraoperative total nucleated cell count is predictive of the harvest yield in a linear model, 

irrespectively of the progressive bone marrow dilution. 

Ce travail est une synthèse des données liées aux prélèvements au bloc opératoire de l’hôpital Saint-

Louis sur la période de janvier 2017 à mars 2022. Cette cohorte a été étudiée et comparée aux 

cohortes de la littérature. Ses caractéristiques en font une des plus grandes décrites, et permet une 

analyse représentative des pratiques. Son exploitation nous permet d’étudier l’intérêt de la 

numération au bloc opératoire et de son impact sur la qualification du greffon.  

Nous avons pu montrer que la numération sur poche au bloc opératoire est le seul prédicteur de la 

richesse du greffon de moelle osseuse en cours de collecte, à travers une analyse multivariée prenant 

en compte les éléments disponibles lors d’une collecte de greffon de moelle osseuse.  

Nos données confirment la difficulté d’utilisation actuelle de cet outil, du fait de la composante 

organisationnelle et temporelle d’un côté, mais aussi par l’intégration des facteurs liés au patient et 

à la collecte. Ces facteurs dépendants du donneur sont bien décrits, mais leur impact n’est 

actuellement pas quantifiable et exploitable directement. Nous avons ainsi pu confirmer l’habitude 

clinique de prélever plus que ce qui serait normalement prédit par la numération si elle était 

interprétée directement, et d’utiliser comme référence la limite supérieure de prélèvement de 20 

mL/kg de donneur. Cette habitude basée sur l’expérience nous a permis de créer un modèle 

mathématique intégrant la numération au bloc opératoire pour proposer un volume de collecte 

rapporté au poids du receveur permettant de sécuriser le prélèvement et dans une partie des cas de 

limiter le volume de collecte, afin de diminuer les risques et complications pour le donneur.  

Une des limites principales est secondaire à la création d’un modèle de prélèvement et nécessitera 

une validation sur une cohorte secondaire. Si le caractère monocentrique est une force dans le cadre 
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de l’homogénéité du prélèvement, l’applicabilité du modèle nécessitera d’être testée en 

multicentrique.  

Nous avons finalement investigué les causes potentielles de l’absence de lien direct entre la 

numération sur poche per bloc opératoire, et la concentration finale du greffon collecté. Nous avons 

pu mettre en évidence une hémodilution progressive au cours de la collecte sur un jeu de données 

prospectives, expliquant que la concentration finale projetée doit être revue à la baisse.  

Notre modèle mathématique, simple d’utilisation au quotidien, permet donc de projeter le volume 

de collecte adapté au patient receveur tout en prenant compte l’hémodilution moyenne du 

prélèvement de moelle osseuse au cours du temps afin d’optimiser le temps de collecte et ainsi 

diminuer les risques liés au prélèvement.   
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