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L'hématopoiese, définie comme l'ensemble des mécanismes qui assure le
remplacement continu et régulé des différentes cellules sanguines, peut
connaitre de graves dysfonctionnements. Ceux-ci sont a I’origine de nombreuses
pathologies dont les hémopathies malignes. En Cote d’Ivoire, le traitement des
causes de ces affections repose sur la polychimiothérapie. Cependant les graves
cytopénies chimio induites contraignent les cliniciens a s’orienter vers la greffe
de cellules souches hématopoiétiques pour reconstituer 1’hématopoiese. Ces
cellules proviennent de la moelle osseuse, du sang périphérique ou du sang de
cordon ombilical. Cependant, I’absence d’un donneur familial de moelle osseuse
strictement identique dans le systéme majeur d’histocompatibilité ou systéme
HLA est un obstacle majeur a la greffe de moelle osseuse allogénique.
L’existence de différences dans ce systeme entraine une augmentation des
complications de la greffe, principalement des réactions du greffon contre I’hote
lices a DPactivation des lymphocytes T du donneur contre les antigenes du
receveur [35].

Pour remédier a tous ces inconvénients, les praticiens ont de plus en plus
recours aux autogreffes de sang peériphérique [28]. Le sang périphérique est plus
facile a prélever car recueilli par cytaphérese [65]. Cependant, il semble que le
contenu en lymphocytes T des greffons de cellules souches périphériques soit
considérablement plus important que celui des greffons médullaires habituels et
il ya donc un risque potentiel d’augmentation de la fréquence et de la gravité de
la maladie du greffon contre 1’héte [24].

Une nouvelle approche est 1’utilisation des cellules du sang de cordon
ombilical prélevé a la naissance et issu de la veine du cordon ombilical. Le sang
de cordon ombilical peut se substituer totalement a la moelle osseuse et les
indications sont les mémes [37]. La technique de transplantation ne change pas,
seule 1’origine des cellules est différente. Les avantages par rapport aux greffes

de moelle osseuse sont entre autre la richesse du sang de cordon ombilical en
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cellules vierges de tout contact antigénique et qui ont une capacité immunitaire
réduite, ce qui, d’une part, donne une bonne sécurité transfusionnelle et, d’autre
part, diminue les complications immunologiques de la greffe [36].

Depuis les premiers cas publiés en 1989, une quinzaine de
transplantations ont été faites dans le monde avec des résultats aussi bons qu’a
partir de la moelle osseuse [36]. En Coéte d’Ivoire, des travaux ont déja été
réalisés par Oulai [62], Amoikon [4], Bedji [10] portant sur le dénombrement
des cellules souches hématopoiétiques CD34+, CD38+, CD71+, CD44+ dans le
sang de cordon ombilical, le sang périphérique et le suc médullaire. Ce
dénombrement est nécessaire dans la mesure ou la qualité¢ du tissu a greffer
dépend de sa richesse en cellules souches hématopoictiques et en cellules
mononuclées. En 2004 dé¢ja, Djidji [26] avait démontré par son étude que le taux
de lymphocyte T présent dans le sang de cordon ombilical était éleve,
comparable a celui du sang périphérique. Ainsi dans I’optique de la mise en
place d’une banque de recueil de sang de cordon ombilical venant de donneurs
non apparentés, le département d’hématologie a initi¢ une nouvelle étude sur les
lymphocytes T persistants dans le greffon de cellules souches hématopoiétiques
issues du sang de cordon ombilical. Ce travail était réalis€ avec un plateau
technique plus moderne et une recherche incluant simultanément sur le méme
échantillon de sang d’autres paramétres biologiques que sont les cellules
souches, les cellules Natural Killer, 1’¢lectrophorése et 1’hémogramme du sang
de cordon ombilical en vu de déterminer les caractéristiques d’un sang de
cordon idéal pour une greffe de cellules souches hématopoiétiques. Nous nous
sommes fix¢s les objectifs suivants :

o Objectif géneral :

Déterminer la population de lymphocytes T persistante dans le greffon de

cellules souches hématopoiétiques CD34+ issues du sang de cordon ombilical.
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e QObjectifs specifiques

- Apprécier la richesse en cellules mononuclées et en cellules souches
hématopoiétiques CD34+ du sang de cordon ombilical ;

- Quantifier les lymphocytes T persistants dans le greffon de cellules
souches hématopoiétiques par la présence des marqueurs CD3, CD4, CD45.

- Identifier les facteurs socio-démographiques et biologiques susceptibles

d’influencer le taux de lymphocytes T.
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I- GENERALITES ET ORGANISATION DU SYSTEME
LYMPHOIDE

I-1 DEFINITION ET ORIGINE

La lymphopoiése est I’ensemble des phénomenes physiologiques qui
concoure a la formation de lymphocytes matures. Elle fait partie de
I’hématopoiese, phénomeéne aboutissant a la formation des cellules sanguines
matures. Le sieége de la lymphopoiése varie au cours de la vie [17]. Chez le
feetus, elle a lieu au niveau du tissu conjonctif embryonnaire jusqu’au 2°™ mois,
devient hépatique et splénique du 2°™ au 6°™ mois. Le passage de ce siége a la
moelle osseuse (MO) se fait au cours du 2°™ trimestre, a partir du 4™ mois.
Les lymphocytes sont issus des cellules souches hématopoiétiques (CSH)
totipotentes, capables de s’auto-renouveler et de donner naissance a toutes les
lignées cellulaires du sang. Ces cellules sont présentes successivement dans le
sac vitellin, le foie et la rate chez I'embryon puis la MO chez 1'enfant et 'adulte.
Les CSH se différencient en progéniteur lymphoide commun nommé CLP qui
donne naissance aux lymphocytes T, B et NK [17].

Notre étude portant sur les lymphocytes T, nous nous limiterons a la

description de la lymphopoiese T.

I-2 ORGANES LYMPHOIDES

Les cellules lymphoides naissent, se différencient et se localisent dans les
organes lymphoides spécialisés. Ces organes peuvent étre classés en deux
groupes [54]:

- les organes centraux ou primaires qui sont la MO et le thymus.
- les organes périphériques ou secondaires tels que les ganglions lymphatiques,

la rate et le tissu lymphoide associé¢ aux muqueuses (MALT).
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I-2-1 ORGANES LYMPHOIDES CENTRAUX

I-2-1-1 Moelle osseuse

La MO est localisée dans les os plats et dans les épiphyses [6]. Elle est
constituée d'un réseau de fibrilles vascularisé par des sinus sanguins. Elle
contient des cellules adipeuses ou moelle jaune et du tissu hématopoiétique ou
moelle rouge dans lequel se trouvent les CSH totipotentes. Les CSH totipotentes
se différencient en progéniteurs "déterminés"[55], a l'origine de toutes les
cellules sanguines : hématies, plaquettes, monocytes, macrophages, lymphocytes
pro-T, lymphocytes pro-B. Outre sa fonction d'organe producteur, la MO se
comporte ¢également comme un organe lymphoide primaire pour la

différenciation et la maturation des lymphocytes B.
I-2-1-2 Thymus

Le thymus est situé¢ derriére le sternum, dans le médiastin antérieur, au-
dessus du cceur : on parle de manteau du cceur [29]. Le thymus est un organe
lympho-épithélial constitué de deux lobes séparés par une cloison et entourés
d'une capsule (figure 1). Chaque lobe thymique est divisé en lobules par des
travées conjonctives. L'irrigation est assurée par des vaisseaux provenant des
artéres thoraciques. Chaque lobule comprend deux zones :

« une zone périphérique, le cortex, peuplé de "thymocytes corticaux" qui
sont produits par la multiplication des prothymocytes provenant de la MO;
« une zone médullaire qui contient, en densité plus faible, des lymphocytes

T matures et différenciés.
Dans la corticale aussi bien que dans la médullaire, il existe des cellules

épithéliales, des cellules dendritiques et des macrophages.
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Septum inter- lobulaire

Lobule thymique

Figure 1 : structure du thymus selon Parham [63]
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I-2-2 ORGANES LYMPHOIDES PERIPHERIQUES

A la sortie des organes lymphoides centraux, les lymphocytes sont
devenus des cellules immunocompétentes capables de reconnaitre un antigéne.
Ces cellules colonisent les organes lymphoides secondaires ; cette colonisation
commence chez I'homme un peu avant la naissance. Les lymphocytes T ne se
répartissent pas au hasard. Par le "homing", chaque population va ¢élire domicile
dans des zones particulieres [29]. C'est au sein de ces formations lymphoides
périphériques qu'a lieu la rencontre entre les cellules immuno-compétentes et

I’antigene pour initier la réponse immunitaire.

I-2-2-1 Ganglions lymphatiques

On dénombre environ 1000 ganglions répartis dans tous les points de
I'organisme [29]. Ce sont de petits organes arrondis ou réniformes de 1 a 15 mm
de diamétre entourés d'une capsule. Ils sont disposés sur le trajet des voies
lymphatiques. Le parenchyme ganglionnaire comprend trois zones successives :
les zones corticale, paracorticale et médullaire (figure 2).

« dans la zone corticale, la plus externe, on trouve des amas ovalaires de
lymphocytes B ;

 la zone paracorticale (la région moyenne) est une aire thymo-dépendante,
riche en lymphocytes T et en cellules présentatrices d'antigenes ;

« la zone médullaire est une zone mixte dans laquelle on trouve
lymphocytes B et T, plasmocytes et macrophages ;

Gréce au drainage par la lymphe, les ganglions permettent la surveillance de

nombreux territoires : la peau, les organes profonds, via le tissu interstitiel.

THESE EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME TIADE MARIE-LAURE
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germinatif
Ehvtian Follicule secondaire
Zone B

Follicule primaire

Figure 2 : structure du ganglion lymphatique selon Parham [63]
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I-2-2-2 Rate

La rate, de forme ovale, est l'organe lymphoide le plus volumineux : elle
mesure environ 12 cm de longueur [6]. Elle est située dans I'hypocondre gauche,
entre la grosse tubérosité de I'estomac et le diaphragme. La rate est branchée sur
la circulation sanguine et son role est important dans 1'épuration du sang. Ce
filtre laisse passer 100 a 200 ml de sang par minute [6]. Elle n'est pas drainée par
une circulation lymphatique. La rate est enveloppée d'une capsule de tissu
conjonctif dense et de fibres musculaires lisses et éparses [29]. Le parenchyme
de la rate est formé¢ de deux types de tissus, la pulpe rouge et la pulpe blanche
(figure 3) :

» la pulpe blanche se compose essentiellement de tissus lymphoides prenant
la forme de manchons entourant les rameaux artériels contenant essentiellement
des lymphocytes T. Autour de la pulpe blanche on trouve une zone marginale au
sein de laquelle des lymphocytes B s'assemblent avec des cellules dendritiques
pour former des follicules.

> la pulpe rouge qui occupe le plus grand espace est constituée d'un réseau
de sinus veineux et de cordons cellulaires, les cordons de Billroth, formant un
tissu réticulé lache qui contient des hématies, des leucocytes, des macrophages

et des plasmocytes.

I-2-2-3 Tissu lymphoide annexé aux muqueuses

Le tissu lymphoide annexé aux muqueuses constitue a lui seul un
systéme: le systéme immunitaire commun aux muqueuses encore dénommé
mucosal associated lymphoid tissue (MALT) [6].

Ce systéme assure la protection de plus de 400 m® de muqueuses exposées aux
risques de l'environnement [29]: muqueuse oculaire, respiratoire, digestive,

urogénitale, etc.
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Figure 3 :

Coupe longitudinale du tissu lymphoide de la rate au niveau d’une

artériole et montrant un follicule lymphoide a la périphérie de la zone

périartériolaire selon Genetet [33]
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On y remarque une prépondérance de la réponse humorale sur la réponse
cellulaire avec une production considérable d'anticorps appartenant a l'isotype
IgA. Ces anticorps sont capables de traverser les muqueuses donc d'en assurer la
protection [29].

A l'orée des voies aériennes supérieures se trouvent les amygdales et les
végétations adénoidiennes dans lesquelles de nombreux follicules lymphoides
participent a la surveillance immunitaire contre les infections bactériennes et
virales ; on les désigne par le sigle BALT (bronchus associated lymphoid
tissue).

Dans le tube digestif, des ilots lymphoides disséminés dans la muqueuse
intestinale, appelés plaques de Peyer lorsqu'ils sont volumineux, constituent le
GALT (gut associated lymphoid tissue). Le GALT contient a lui seul plus de

cellules immunitaires que tout le reste de 1'organisme.

I1- STADES DE DIFFERENCIATION MEDULLAIRE ET
THYMIQUE

La lymphopoiese se déroule a la fois dans la MO et le thymus. Les
cellules lymphoides peuvent étre regroupées en quatre compartiments répondant
a des niveaux de différenciation croissante [16] (figure 4) : les CSH primitives,

les progéniteurs, les précurseurs et les cellules matures.

II-1 CSH PRIMITIVES

Elles sont communes a toutes les lignées hématopoiétiques (figure 4), sont
localisées dans la MO et sont de deux types: les CSH totipotentes ou

pluripotentes et les CSH multipotentes.
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Figure 4 : schéma de I’hématopoicse selon Till et Mc culloch [7]

CFU-S: Colony forming unit in spleen

CFU-L: Colony forming unit-lymphocyte
CFU-GEMM: Colony forming unit-Granulo-erythro-Macro-megacaryocyte
BFU-E: Burst forming unit-Erythroid

CFU-E: Colony forming unit-Erythroid

CFU-GM: Colony forming unit-granulo-macrophage
CFU-M: Colony forming unit-Macrophage

CFU-G: Colony forming unit-Granulocyte
CFU-MK: Colony forming unit-Megacaryocyte
CFU-Eo: Colony forming unit-Eosinophile

CFU-B: Colony forming unit-Basophile
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II-1-1 PREUVE D’EXISTENCE DES CSH PRIMITIVES

L’existence d’une CSH capable de donner naissance a toutes les lignées
sanguines a pu étre prouvée chez la souris par [’expérience de Till et Mc
Culloch [57]. L’irradiation d’une souris a dose Iétale détruit son tissu
hématopoiétique et induit une aplasiec médullaire mortelle en 1’absence de greffe
de MO. Au contraire, si une greffe de MO d’une souris syngénique est réalisée
apres irradiation, une restauration hématologique a lieu et ’animal ne décede
pas d’insuffisance médullaire. Cette restauration comporte une étape constante
de développement d’amas cellulaires macroscopiques appelés colonies dans la
rate. Chaque colonie dérive d’une seule CSH et les cellules d’une colonie sont
capables de reconstituer une hématopoicse normale. Ces colonies sont appelées
CFU-S (Colony Forming Unit in Spleen) [57].

Chez les étres humains 1’existence d’une cellule souche peut étre suggérée
par la clonalité des tumeurs. La présence du chromosome Philadelphie au cours
de la leucémie myéloide chronique, non seulement dans la lignée granuleuse
mais aussi dans les lignées érythrocytaire, mégacaryocytaire, et dans les
lymphocytes B est en faveur de la survenue de cette translocation au niveau

d’une cellule commune a ces lignées [31].

I1-1-2 CARACTERISTIQUES DES CSH

Parmi les CSH on distingue les CSH totipotentes ou pluripotentes et
les CSH multipotentes.

Les cellules totipotentes, cellules plus primitives, répondent a trois critéres.
Elles sont capables de s’auto renouveler, de se différencier pour donner
naissance a I’ensemble des cellules des lignées my¢loide et lymphoide et de
produire une restauration hématologique chez une souris irradiée a dose létale

[57].
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L’auto renouvellement est la multiplication sans différenciation permettant de
maintenir intact un pool de cellules souches primitives. La différenciation est la
possibilit¢ sous I’influence de facteurs de croissance, de se diviser en
s’engageant de fagon irréversible vers plusieurs ou une lignée. La cellule perd
alors sa totipotence pour devenir une cellule souche engagée.
Lors d’une hématopoi¢se normale il existe un équilibre entre la production des
cellules souches par division cellulaire (autorenouvellement) et la perte de
cellules souches par engagement vers les lignées cellulaires (différenciation).
Les CSH multipotentes conservent a un degré moindre une certaine capacité
d’auto renouvellement avec une capacite¢ de différenciation plus étroite. Ces
cellules peuvent étre reparties en cellules souches multipotentes lymphoides et
cellules souches multipotentes my¢loides. Les CSH ne sont pas identifiables
morphologiquement. Elles vont étre identifiées par les techniques de culture

cellulaire et par I’utilisation d’anticorps monoclonaux.

II-2 PROGENITEURS

Les progéniteurs sont constitués par les CSH multipotentes
lymphoides et myéloides et sont localisés dans la MO. Ils sont peu nombreux et
non identifiables morphologiquement [42]. Les CSH my¢loides sont communes
aux lignées myélo-érythroides et mégacaryocytaires et sont appélés progéniteurs
my¢loides communs (CMPs) [49] et les CSH lymphoides sont appelées
progéniteurs lymphoides communs (CLPs) [49, 59].

Les CLPs expriment des marqueurs de surface caractéristiques que sont
les CD34 et CD10 et possédent le phénotype Lin- Sca-1 c-kit™® IL-7 Ra+ [49]
(figure 5).
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Figure 5 : mode¢le classique de I’hématopoicse selon Bhandoola [15]

Cellules souches hématopoiétiques (HSCs) Progéniteurs multipotents (MPPs)
Progéniteurs lymphoides (CLPs), Progéniteurs my¢loides communs (CMPs),
FeyR, Récepteur pour IgG; FLT3, fms- tyrosine kinase 3 liée; IL-7Ra,
Récepteur de la chaine a de I’interleukin-7 Lin, Lignée; SCA1, Antigene 1 des
cellules souches.
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Figure 6 : stade de différenciation médullaire et thymique dans le

développement T humain selon Nicolas [61]

CFU-L: Colony forming unit-Lymphoid
Pro-T : Pro-Thymocyte

Pré-T : Pré-Thymocyte

DN : Double Négatif

DP : Double Positif
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I1-3 PRECURSEURS

Les précurseurs dérivent des progéniteurs. Ce sont les premieres cellules
morphologiquement reconnaissables de chaque lignée. Les précurseurs les plus
immatures sont les lymphoblastes. Par ordre d’apparition tout au long de la

différenciation lymphoide (figure 6), on a :

= Les prothymocytes ou pro-T

Ces cellules sont localisées au niveau de la MO et expriment a leur surface
des marqueurs et leur phénotype est le suivant [67]: CD34+, CD5+/-, CD7+,
CD10+. Elles migrent ensuite au niveau du thymus et deviennent les thymocytes

immatures ou pré-T.

= Lespré-T

Ces cellules sont localisées au niveau du thymus dans la zone sous-
capsulaire de la corticale. Elles subissent une prolifération et une différenciation
au contact des cellules réticulo-épithéliales. Il s’ensuit la disparition du CD34 et
I’apparition du CD2 et du terminal désoxy-nucléotidyl transférase (Tdt), enzyme
capable d’inclure des nucléotides entre les genes du T cell receptor (TCR). Elles
expriment également le CD10, CD1, CD25. Elles sont a la fois CD4- et CD8- et
sont donc qualifiées de doubles négatifs.

En plus, il se produit un réarrangement de la chaine B du TCR a la surface
cellulaire associée a un substitut a formant le pré-TCR ou TCR immature [21].
La majorité des thymocytes (95%) est détruit par apoptose sélectionnant les

cellules avec un bon réarrangement de la chaine 3.

= Les thymocytes communs
Ces cellules résultent de la différenciation des thymocytes doubles négatifs
au contact des macrophages et cellules dendritiques au niveau de la jonction

cortico-médullaire du thymus. Sur ces thymocytes, le TCR devient mature, ils
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Figure 7 : la double sélection thymique selon Wilson [75]

DN : Double Négatif
DP : Double positif

SP : Sélection positive
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deviennent doubles positifs (CD4+ et CD8+) et il y a ’apparition du CD3. 1l
se produit trois sélections [75] (figure 7):

- une sélection des thymocytes avec un bon réarrangement des chaines a de
TCR,

- une sélection positive permettant la survie des thymocytes qui
reconnaissent le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH),

- une sé€lection négative permettant la destruction des thymocytes
reconnaissant trop fortement le soi.
Au cours de cette éducation thymique, seul 2% des cellules survivent, les

autres meurent par apoptose.

= Thymocytes matures
Ces cellules résultent de la différenciation des thymocytes communs au
contact des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) au niveau de la médullaire

du thymus. Elles sont soit CD4+, soit CD8+ [76].

II-4 CELLULES MATURES

Les cellules matures représentent les ¢éléments fonctionnels de
I’hématopoiese. Dans le cas précis de la lymphopoicse T, ces cellules sont
constituées des lymphocytes T. A leur sortie du thymus, ces lymphocytes sont
matures et naifs. Ils sont constitués de 2/3 de LTCD4+ et 1/3 de LTCD8+ [21].
[Is ont acquis lors des différentes phases de maturation cellulaire les
caractéristiques et les compétences correspondant a leurs attributions. Ils vont
coloniser les organes lymphoides périphériques au niveau des zones T
dépendantes et les MALT placés sur les voies de pénétration de I’antigéne. Ainsi
les lymphocytes T sont les acteurs de la réponse immunitaire a médiation

cellulaire.
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Au plan morphologique, on ne peut pas différencier les lymphocytes B
des lymphocytes T. En microscopie optique, apres coloration au May Griinwald
Giemsa (MGG) d’un frottis, selon la taille et le contenu cytoplasmique on décrit

deux types de lymphocytes (figures 8 et 9) [13]:

= Le petit lymphocyte: c’est une cellule arrondie de 8 & 12 p de diametre.
Le rapport nucléo-cytoplasmique (N/C) est €élevé, le noyau est trés dense, rouge-
violet foncé, arrondi avec parfois une petite encoche ou dépression.
C'est au niveau de cette dépression que I'on observe un petit cytoplasme bleuté.
La taille est a peine supérieure a celle d'une hématie. Le cytoplasme est parfois

modérément basophile.

» Je grand lymphocyte: son diamétre varie de 12 a 15 p avec un rapport
N/C moins ¢élevé. Son Noyau est ovalaire ou quadrangulaire, sa chromatine est
dense, d'aspect plus ou moins laqué avec des craquelures ou marbrures. Le
Cytoplasme est translucide, parfois discréetement bleuté et peut contenir quelques

granulations rouges (de 5 a 30), définissant les grands lymphocytes.

III- PRINCIPALES FONCTIONS DES LYMPHOCYTES T

Les lymphocytes T sont chargés de I’'immunité spécifique adaptée
strictement a la structure de I’antigeéne et s’accompagnant du phénomene de
mémoire immunologique spécifique de I’antigéne initiateur [54]. Dans cette
immunité spécifique, les lymphocytes T sont responsables de I'immunité dite a
meédiation cellulaire. Cette immunité a médiation cellulaire s’exerce tout au long
de la réponse immune spécifique [40] :

- au cours de la phase d’induction ou le lymphocyte T reconnait
I’antigéne ou le peptide antigénique présenté par le macrophage et les autres

CPA en association avec le CMH de classe I ou I,
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Figure 8 : le petit lymphocyte selon Berthou [13]

Figure 9 : le grand lymphocyte selon Berthou [13]
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- au cours de la phase de régulation ou le lymphocyte T intervient
dans les mécanismes d’interaction, de coopération cellulaire pour la production
d’anticorps, la génération de lymphocytes T cytotoxiques, I’induction de cellules
effectrices de I’hypersensibilité retardée, la production de cytokines,

- enfin au cours de la phase effectrice ou le lymphocyte T intervient
pour la destruction de I’antigéne par les cellules cytotoxiques, les macrophages

actives.

IV- PRINCIPALES MOLECULES DE SURFACE DES

LYMPHOCYTES T

IV-1 COMPLEXE TCR - CD3

Il est présent sur tous les lymphocytes T de I’organisme.

= T cell receptor (TCR)

I1 est constitué de 2 chaines (figure 10):
- 95 % des lymphocytes T ont un TCR formé de 2 chaines a. et f3 ;
- 5% des lymphocytes T ont un TCR formé de 2 chaines v et 0.
Chaque chaine a une structure proche de celle d’une immunoglobuline (Ig), avec

des régions V, C, D, J [76].

= CD3
C’est un ensemble de 6 molécules: v, 0, €, &, (, { (différentes des
molécules du TCR). Le TCR reconnait I’Ag, et ce sont les molécules du CD3

qui réalisent la transduction du signal [76].
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IV-2 AUTRES MOLECULES

Ces molécules sont [76] :

¢ Les molécules précoces de la lymphopoiése T :
- CD2: elle représente une molécule d’adhésion

- CDS: elle correspond a la molécule d’activation des cellules T induisant
la sécrétion d’IL-2.

- CD7 : ¢’est une molécule non spécifique d’immaturité.
¢ Les molécules présentes sur certains des lymphocytes T :

- CD4 : elle permet la liaison avec les molécules CMH classe II présent sur
2/3 des lymphocytes, c’est aussi la cible du VIH.

- CD8 : elle permet la liaison avec les molécules CMH classe 1 présentes
sur 1/3 des lymphocytes.

- CD28 : clle intervient dans la coopération cellulaire T — B, se couple au
CD80 des lymphocytes B mais aussi des autres CPA, et induit la synthése d’IL-2
et d’IFN-y par les lymphocytes CD4+.

¢ Les molécules apparaissant aprés activation des cellules T :

- CD45 RO : cette molécule est présente sur les lymphocytes T activés et
mémoires, mais pas sur les lymphocytes T naifs portant la molécule CD45 RA.

- CD25 ou IL-2Ra : c’est le récepteur pour I’IL-2, il apparait apres
stimulation par les mitogénes ou les virus.

- CD38 : c’est le marqueur d’immaturité

- HLA-DR: c¢’est un récepteur de la surface cellulaire du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II codant pour des protéines situées a la surface
des CPA (voir figure XVII). C’est aussi un marqueur d’activation des

lymphocytes.
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Figure 10 : le complexe TCR selon Zandecki [96]
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V - APPLICATION : GREFFE DE CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

V-1 DEFINITION DE LLA GREFFE DE CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

La greffe de CSH s’intégre dans la stratégie thérapeutique d’un nombre
croissant d’affections. En effet pour surmonter les effets néfastes de la
chimiothérapie, les cliniciens font appel a la greffe cellulaire. Elle consiste a
administrer par voie veineuse a un sujet préalablement conditionné par un
traitement cytotoxique lourd, un pool de progéniteurs hématopoiétiques
provenant d’un donneur sain. L’objectif est d’assurer progressivement la
restauration hématologique et immunologique du sujet greffé. La greffe de CSH
est une application de [D’étude des marqueurs de surface des CSH
particulierement des CD34.

Pendant longtemps la MO a constitué la seule source de CSH disponibles.
La transplantation autologue ou allogénique de MO a été et reste utilisée avec
succes dans des situations cliniques vari€es, mais les problemes li€s a ce type de
matériel en limite les applications. De nos jours la greffe de CSH connait un

important développement avec de nouvelles sources de CSH.

V-2 DIFFERENTS TYPES DE GREFFES DE CSH

On distingue en fonction du donneur I’allogreffe et 1’autogreffe.

V-2-1 ALLOGREFFE DE CSH

L’allogreffe consiste a transplanter a un sujet malade ayant subit une
chimiothérapie intensive les CSH d’un sujet sain HLA compatible de la méme

espéce. Le donneur susceptible d’étre le plus compatible avec le receveur
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potentiel est le frére ou la sceur du patient, étant donné qu’ils ont tous deux
hérité¢ de leur composition génétique des mémes parents. Les fréres et sceurs ne
possedent pas toujours des groupes tissulaires étroitement compatibles, mais la
probabilité d’une compatibilité¢ €levée entre fréres et sceurs est beaucoup plus
grande que celle entre individus non apparentés.
L’allogreftfe peut étre [24]:

- une greffe syngénique ou greffe entre deux jumeaux monozygotes,

- une greffe génoidentique ou greffe entre frére et sceur de la méme fratrie,

- une greffe phénoidentique ou greffe entre deux personnes non
apparentees,

Cette allogreffe de CSH présente comme avantage une absence totale de
cellules leucémiques parmi les cellules réinfusées. Cependant il peut y avoir
persistance chez le receveur de cellules leucémiques systémiques. 11 faut
craindre les complications infectieuses a la phase post-chimio thérapeutique

mais surtout les complications immunologiques.

V-2-2 AUTOGREFFE DE CSH

La plupart des indications des greffes autologues concernent des adultes
souffrant d’une aplasie liée a une chimiothérapie ou a une radiothérapie. Le but
de la greffe est de repeupler la MO du patient avec ses propres CSH. Les
greffes de ce type n’exigent pas que les CSH du SCO du patient aient été
stockées lors de sa naissance. Elles peuvent en effet étre pratiquées en prélevant
les CSH du SP du patient préalablement a la thérapie, aprés stimulation par un
facteur de croissance.

L’autogreffe comporte 1’avantage d’éviter les incompatibilités et les
rejets. Malheureusement elle présente des inconvénients tels que les rechutes

dues a la persistance de cellules leucémiques dans la moelle autologue.
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V -3- COMPLICATIONS

V -3-1 REACTION DU GREFFON CONTRE L’HOTE

C’est une complication majeure fréquemment observée au cours des
greffes de MO. Elle est souvent désignée par I’abréviation GVHD pour graft
versus host disease [47]. Cette maladie résulte de 1’attaque du receveur par les
lymphocytes du donneur. Elle ne survient que lorsque le donneur et le receveur
sont incompatibles, et que le receveur est profondément immunodéprimé (ou
tolérant vis-a-vis du donneur). Si le greffon contient encore des lymphocytes T,
le receveur (patient) est alors incapable de rejeter une greffe allogénique en
raison du déficit immunitaire consécutif soit a la maladie soit a
I’immunosuppression induite par les traitements ou des deux a la fois, d’ou
I’intérét d’¢tudier les lymphocytes T présents dans le SCO.

Les conditions nécessaires au développement de la maladie du greffon
contre I’hote sont les suivantes :

e une différence d’histocomptabilité entre donneur et receveur

e la présence de cellules immunocompétentes dans le greffon capables de
réagir contre les antigénes d’histocompatibilité de I’hote.

e [’impossibilit¢ du receveur de rejeter la greffe.
Cependant les greffes allogéniques présentent un avantage majeur car elles
peuvent provoquer la réaction du greffon contre la tumeur ou graft versus
leukemia (GVL). En effet les globules blancs contenus au sein du greffon,
principalement les lymphocytes T, ont la capacité de reconnaitre les cellules
tumorales restantes chez le receveur et de les détruire. Le patient peut alors lutter
lui-méme contre sa maladie. Il conservera également ce nouveau systéme

immunitaire toute sa vie, ce qui réduira considérablement les risques de rechutes

[8].

THESE EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME TIADE MARIE-LAURE
D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE Page 30



RECHERCHE DU MARQUEUR CD4 DES LYMPHOCYTES T DANS LA POPULATION DE CSH CD34+ DU SANG DE CORDON OMBILICAL

V -3-2 INFECTIONS BACTERIENNES, FONGIQUES,
VIRALES

Elles sont liées a l'immunodépression nécessaire a la greffe [47] et
peuvent constituer un cercle vicieux lors du traitement de la GVHD.

Elles sont a I'origine de nombreux déces.
V -3-3 RECHUTES

Elles peuvent intervenir méme lorsque les indications de greffe ont été
bien posées en raison de facteurs de gravité de la pathologie en cause [47]. C’est
I’exemple de certaines anomalies chromosomiques associées aux leucémies.
Elles surviennent plus fréquemment chez des patients n'ayant pas eu de GVHD
et lors de greffes T déplétées , c'est-a-dire lorsque les lymphocytes T avaient été
enlevés du greffon.

Le traitement du patient par des lymphocytes du donneur peut dans
certains cas en particulier dans la leucémie myéloide chronique, entrainer une

disparition des cellules tumorales et une seconde rémission.

V-4- DIFFERENTES SOURCES DE CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

Les CSH utilisées pour les greffes peuvent provenir de trois sources : la

MO, le SP ou le SCO prélevé aprés la naissance d’un bébgé.

V-4-1 MOELLE OSSEUSE

Initialement la MO était la principale source de CSH utilisée pour les
greffes. En effet les CSH issues de la MO sont utilisées en thérapeutique depuis
plus de vingt ans. De nombreux malades, atteints d’hémopathies malignes,
d’aplasies médullaires ou de maladies héréditaires ont pu ainsi étre guéris.

Cependant cette greffe nécessite chez le donneur une intervention chirurgicale
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apres une anesthésie générale de deux heures et un délai de quarante huit heures
d’hospitalisation. De plus il est difficile de collecter en une seule fois la quantité

de MO suffisante pour la greffe [73].

V-4-2 SANG PERIPHERIQUE

Le SP est devenu, avec I’arrivée des régimes de mobilisation, la source
préférentielle de CSH. Il fournit le nombre adéquat de CSH tant pour
I’autogreffe que pour les allogreffes [73] et représente actuellement en Europe
plus de la moiti¢ des greffes. Le recueil par aphérése des CSH issues du SP
succede a une phase de mobilisation de ces cellules. Cette mobilisation est
assurée par I’administration au donneur d’un facteur de croissance

hématopoiétique, le granulocyte colony stimulating factor (G-CSF).

V-4-3 SANG DE CORDON OMBILICAL

V-4-3-1 Définition et généralités

Le SCO est le sang irriguant le placenta feetal, le cordon et le feetus durant
la grossesse (voir annexe VII). Longtemps il a ¢ét¢ considéré comme un déchet
biomédical et jeté au méme titre que le placenta apres la naissance du bébé. Il est
reconnu aujourd’hui pour sa richesse en CSH. Le SCO constitue une source
facile a obtenir. Les CSH du SCO sont de plus en plus utilisées a titre de
solution de rechange a la MO ou aux cellules souches périphériques pour la
greffe visant la prise en charge de pathologies malignes ou bénignes des enfants
et des adultes [7]. La présence de CSH dans le SCO est connue depuis
longtemps, en revanche leur utilisation pour la transplantation est une idée
relativement récente [34].

Les CSH présentes dans le SCO sont spécifiquement enrichies en
progéniteurs immatures. Elles expriment a leur surface le CD34 qui est détecté

par cytométrie de flux. Ces CSH sont caractérisées par la capacité de
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renouvellement qui maintient un réservoir de cellules primitives malgré la
production des précurseurs de toutes les lignées du sang, cellules érythroides,
my¢loides, lymphoides et plaquettes. Cependant, la proportion des CSH
capables de reconstituer I'hématopoiése a court et a long terme aprés aplasie
médullaire est estimée a seulement environ 0,1% - 1% de toutes les cellules
CD34+ [34]. En d'autres termes, la majorité de ces cellules CD34+ coexprime
déja d'autres antigénes de surface (comme le CD33, CD42b, Glycophorin,
CD19, CD2) démontrant qu'il s’ agit bien de progéniteurs déja engagés vers une
lignée spécifique (myéloide, plaquettaire, érythroide, lymphocytes B ou T
respectivement). Elles forment in vitro plus de colonies et ont une meilleure
survie que les CSH du SP [39].

Les lymphocytes du SCO sont pour une large part immatures [19]. Méme
lors de transplantations non identiques dans le systeme HLA, il n'a été observe
que trés peu de réactions du transplant contre I'hote. L’abondance des cellules T
régulatrices (Treg) suggerent que le systéme immunitaire néonatal est
caractéris¢€ par une tolérance aspécifique. Par définition, le systeme immunitaire
du nouveau-né est naif, c’est-a-dire qu’il n’a jamais été en contact avec un
antigene étranger. Les lymphocytes T naifs sont caractérisés par I’expression de
I’isoforme CD45RA et une faible expression de CD28. La proportion de
cellules présentant ces caractéristiques est, comme prévu, plus importante dans
le SCO, comparativement a celui de P’adulte. Il a été confirmé qu’un fort
pourcentage de cellules NK existe dans le SCO [19].

Ces cellules ont d’importantes fonctions au niveau de la capacité a
répondre a un stimulus immunologique. Elles protégent de certains types
d’infections et probablement de la récidive tumorale. Le pourcentage des
lymphocytes B est comparable a celui du SP [19]. Le SCO est une ressource
universelle, facile d’acces. La collecte se réalise sans risque pour la mére ou le

nouveau-né.
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Les principales limitations a [’utilisation du SCO tiennent a une dose
cellulaire moindre et a l’incapacit¢ d’avoir acceés au donneur a une date
ultérieure pour des fins d’infusion cellulaire [18]. La quantit¢ de cellules
requises pour offrir au patient greffé la meilleure chance de réussite et de survie
dépend du poids et de 1’age du patient ainsi que de 1’état de sa maladie. La dose
cellulaire minimale devrait étre de 2x10’ cellules nucléées /kg de poids du
receveur [18] et de 1,7x10° cellules CD34+ /kg de poids du receveur selon
plusieurs études [72]. Les travaux de Bensinger, quant a eux, révelent que la
quantité optimale de cellules pour une greffe de CSH serait de 5 a 8.10°cellules

CD 34+ /kg de poids corporel du receveur.

V-4-3-2 Greffe de CSH du SCO

La premiere transplantation hématopoiétique réussie utilisant un SCO a
¢été effectuée en 1987 chez un patient avec anémie de Fanconi. Depuis ce
premier cas, le nombre de transplantation n’a cessé d’augmenter [43, 71]. Le
succes de cette technique repose sur de nombreux avantages dont une grande
disponibilité sous forme de greffon congelé, une baisse du risque de
transmission d’infections et de la GVHD et ce tant dans les greffes HLA
identiques que HLA non identiques, un preélevement facile sans exposer le
donneur a de I’inconfort ou a des risques [5].

Dans les utilisations actuelles du SCO, les greffes sont de nature
allogénique [64]. En ce qui concerne 1’autogreffe, il n’existe a ce jour
pratiquement aucune indication de conservation de SCO a la naissance en vue
d’une greffe autologue ultérieure. On peut toutefois citer des exceptions : dans le
cas de types HLA rares, ou dans une famille exposée a un risque de leucémie
spécifique, il peut étre indiqué de conserver le SCO des nouveau-nés afin que

les cellules soient disponibles pour I'un des membres de la famille en cas de
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besoin. L’objectif est de permettre une greffe allogénique intrafamiliale plutot

qu’un usage strictement autologue [64].

V-4-3-3 Aspects techniques

Le prélevement du SCO constitue une procédure simple sur le plan
technique qui ne présente a condition d’étre effectué avec soin, aucun risque
prévisible pour la santé de la mére ou de ’enfant. La technique la plus utilisée
consiste a prélever le SCO alors que le placenta se trouve toujours dans 1’utérus ;
on peut ¢galement attendre I’expulsion du placenta pour placer celui-ci dans une
structure stérile et prélever le SCO par ponction veineuse [18]. Les collectes
sont généralement effectuées dans des sacs contenant un anticoagulant, soit les
solutions de citrate-phosphate-dextrose (CPD) ou d’acide citrique-citrate-
dextrose (ACD) ou de I’héparine. La congelation est effectué¢e dans les 24
heures suivantes. Apres manipulation visant la réduction du volume par
extraction d’érythrocytes et de plasma, les leucocytes sont mis en présence de
diméthyl sulfoxide a wune concentration finale de 10 % et congelés
progressivement. L’entreposage s’effectue généralement directement dans
I’azote liquide (-196°C) ou dans sa phase vapeur. Certaines ¢tudes semblent
démontrer que I’entreposage permet le maintien du potentiel de reconstitution

hématopoiétique des cellules durant plusieurs années [5].

V-4-3-4 Aspects éthiques

» Recrutement de donneurs
Les banques publiques ont besoin d’une grande diversité d’échantillons
représentant le plus grand nombre possible de types HLA afin de pouvoir
trouver un donneur compatible pour tout bénéficiaire. Toutefois, si les banques
privées voient leur nombre et leur succés augmenter, les banques publiques

pourraient ne plus trouver de donneurs potentiels. Ces derniers préféreront
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surement que le SCO de leurs nouveau-nés soit conservé a des fins autologues
plutdét que d’en faire don. On peut donc craindre que les banques publiques
puissent ¢éprouver  davantage de difficultés a collecter suffisamment

d’échantillons pour atteindre la masse critique nécessaire [64].

> Protection de la mére et du nouveau-né
Les pressions exercées pour que la collecte du SCO soit réalisée de fagon
a répondre a une demande pressante des parents peuvent étre plus forte que
lorsque la collecte de SCO constitue une procédure systématique s’inscrivant
dans un contexte de dons. Elles risquent de détourner I’attention des médecins

des soins a dispenser a la mere et a I’enfant [64].

» Fiabilité des banques
Les banques commerciales de SCO proposent une conservation a long
terme, mais elles peuvent faire faillite ou cesser leur activité a tout moment.
Ceci risque de causer un préjudice aux personnes ayant eu recours a leur service

pour la conservation et/ou 1’acquisition de SCO [64].
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I-CYTOMETRIE DE FLUX

I-1 DEFINITION

Le développement des anticorps monoclonaux (AcMo) et 1'évolution
rapide des lasers et des programmes d'analyse informatique ont permis a la
cytométrie de flux de devenir un outil performant d'analyse multiparamétrique
cellulaire. Depuis son introduction, son champ d'application a été¢ élargi et
touche non seulement les domaines de 1'hémato-oncologie mais également de
I'immunologie et de la recherche en biologie cellulaire.

Depuis quelques années I'immunophénotypage est devenue indispensable
au diagnostic des lymphomes et des leucémies. Elle permet de préciser le type
exact de cellules qui proliférent et de mettre en évidence certains antigenes de
surface dont I’expression peut influencer le pronostic [11]. Elle peut jouer un
role dans les choix thérapeutiques en guidant l'utilisation de certains AcMo
comme le Rituximab (anticorps anti-CD20), 1'Alemtuzumab (anticorps anti-
CD52), le Gemtuzumab (anticorps anti-CD33 couplé¢ a la calicheamicine) et en
détectant les phénoménes de résistance médicamenteuse. La cytométrie de flux
est devenue aussi un outil indispensable a la quantification des cellules CD34+
lors de récolte de cellules souches hématopoiétiques périphériques ou
médullaires [45].

La cytométrie est une technique qui permet d’analyser rapidement des
particules en mouvement qui défilent une a une a I’intérieur d’un flux liquide

devant une source lumineuse (rayon laser).
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Figure 11 : Représentation schématique d’un cytometre de flux selon Kuby [40]
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I-2 DIFFERENTES PARTIES DU CYTOMETRE

Le cytometre de flux est composé de trois systémes (figure 11):

- Un systeme fluidique composé d’une veine liquide ou gaine s’écoulant a
vitesse constante qui entraine et focalise la suspension de cellules. Il permet
d’aligner les cellules et de les faire passer une a une devant la source lumineuse.

- Un systéme optique qui comprend une ou plusieurs sources lumineuses,
des miroirs et des filtres. La source lumineuse est un laser qui produit une
lumiére monochromatique excitant les fluorochromes a une longueur d’onde
donnée. Le plus utilisé est a ion argon qui émet une lumicere a une longueur
d’onde de 488 nm.

- Un systeme informatique qui convertit les signaux lumineux en signaux
numériques, cordonne les données, prépare les représentations graphiques et les

analyses statistiques. Les analyses se font a I’aide d’un logiciel.

II- MAROQUEURS CELLULAIRES

Les marqueurs cellulaires utilisés pour I'immunophénotypage en

cytométrie de flux sont des AcMo couplés a des fluorochromes.

II-1- ANTICORPS MONOCLONAUX

Les AcMo, le plus souvent d'origine murine, sont regroupé€s en fonction
d'une classification qui assigne une appartenance de la molécule qu'ils
reconnaissent a un antigene de surface (CD). Ils vont permettre de mettre en
évidence des déterminants antigéniques présents a la surface ou a I’intérieur des
cellules normales ou pathologiques.

Ces anticorps doivent ¢&tre couplés a des fluorochromes pour étre
détectés par cytométrie de flux. Deux modes de marquage peuvent étre réalisés :

- Marquage direct ou immunofluorescence directe.
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L’AcMo reconnaissant le déterminant antigénique a la surface de la cellule est

directement couplé a un fluorochrome. Cette réaction se fera en une seule étape.

- Marquage indirect ou immunofluorescence indirecte.

L’AcMo fix¢é a I’antigeéne de surface est reconnu par un anticorps dirigé contre
lui et couplé a un fluorochrome. Cette réaction se fera en deux étapes: la
premicre traduit I’interaction Ag-AcMo, la deuxiéme permet de coupler 1’Ac

Mo a un conjugué fluorescent et de le révéler.

I1I-2- FLUOROCHROMES

Les fluorochromes sont des molécules capables d’absorber de 1’¢nergie
lumineuse et d’en émettre avec une longueur d’onde plus grande. Le nombre de
fluorochromes disponibles pour effectuer le phénotypage a augmenté avec
I’utilisation des cytomeétres permettant des analyses multiparamétriques. Les
substances les plus usuelles sont :

- L’isothiocyanate de fluoresceine (FITC), petite molécule stimulable par
un laser usuel a argon a 488 nm, de poids moléculaire 389 Da. Elle émet dans le
vert a 525 nm [77]. Son intensité d’émission est trés dépendante du pH.

- La phycoérythrine (PE), grosse molécule de 240000 Da. Elle est
stimulable par un laser a argon et émet dans 1’orange entre 565 et 590 nm [77].

- Le tandem Protéine de Chlorophylle de Piridinine et Cyanine 5 (PerCP-
Cy5.5), systéme associant la PerCP et la cyanine 5. Lorsque la PerCP est
excitée par un laser a ion argon a 488 nm, elle est capable de transférer son
énergie de fluorescence a la molécule de cyanine qui devient alors fluorescente.

- La PE-cyanine (PE-Cy5), tandem de deux molécules ayant le méme
spectre d’émission. La premiere étant la PE et la seconde la cyanine 5. Cette

derniére est excitée et émet a 667nm.
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III- RESULTATS

Les signaux transmis au systéme ¢€lectronique sont affichés a I’écran sous

forme d’histogramme ou cytogramme.

I1I-1- HISTOGRAMME

L’histogramme est une représentation graphique du nombre de cellules en
fonction de I’intensit¢ du parametre étudié. Elle permet de distinguer les

différents niveaux d’expression du parametre étudié au niveau des cellules.

HI-2- CYTOGRAMME

Le cytogramme est la représentation des cellules analysées sur un
diagramme a deux dimensions. Il montre un nuage de point ou chaque point
représente une cellule en fonction de deux parametres. Il est possible de
distinguer différentes populations cellulaires et de tracer le contour de Ia

population a étudier en excluant les autres.
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I- MATERIEL

I-1- TYPE, CADRE ET DUREE DE L’ETUDE

Il s’agit d’une étude de type transversale qui fait partie d’une série de
travaux initiée par le département d’hématologie et d’immunologie de I’'UFR
des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Cote d’Ivoire. Notre étude s’est
déroulée a la maternité de I’hopital général de Yopougon Atti¢ pour le
recrutement des parturientes et le recueil des prélévements. L’analyse des
¢chantillons s’est faite dans les unités d’hématologie et de biologie SIDA (UBS)
du laboratoire central du CHU de Yopougon. L’¢étude s’est déroulée sur une
période de 9 mois allant de janvier 2010 a septembre 2010. Il s’agit d’un travail
de groupe en vue de 1’étude du sang de cordon ombilical réalisé par plusieurs
¢tudiantes. Les parametres €tudiés €taient les suivants : CD56, CD34+, CD38,
CD3, CD4, I’hémogramme et I’¢lectrophorese de I’hémoglobine. En ce qui nous

concerne, nous nous sommes intéress€s a la caractérisation des lymphocytes T.

I-2- POPULATION CIBLE

» Sélection des parturientes

Nous avons constitu¢ notre population d’étude a partir de 63 femmes
venues pour un accouchement a la maternité de 1’hopital général de Yopougon
atti¢. En effet les parturientes, leurs parents ou accompagnateurs ont ¢&té
informés de 1’objet de 1’é¢tude. Apres obtention de leur consentement verbal, ils
ont répondu a un questionnaire en entretien avec I’enquéteur. Des informations
complémentaires sur les données cliniques et biologiques ont été obtenues en

consultant le carnet de santé des parturientes.

» Critéres d’inclusion
Nous avons retenu pour cette étude les meres admises a la maternité de

Yopougon Attié, de sérologie VIH négative, ne présentant pas d’autres
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antécédents pathologiques majeurs. Ces accouchements doivent étre réalisés a

terme, par voie basse avec des nouveau-nés vivants.

» Critéres de non inclusion
Nous n’avons pas retenu les meres ayant soit mis au monde un mort né,
soit un enfant mort dans les premicres heures apreés sa naissance, ainsi que les
meres décédées en couche. Les échantillons dont ’analyse n’était pas réalisée

avant 24 heures ou contenant un caillot ont été retirés de notre étude.

I-3- APPAREILLAGE

¢ Immunophénotypage

- FACSCalibur de Becton Dickinson et son systéme informatique composé d’un
ordinateur Macintosh et d’une imprimante hp bussiness inkjet 2300 (figure 12)

- Centrifugeuse
% Hémogramme

- Analyseur automatique Sysmex XT-20001 (figure 13)

- Microscope optique

I-4- REACTIFS ET PETIT MATERIEL

¢ Prélevement
- Tubes Vacutainer avec I’anticoagulant Ethyléne Diamine Tétra-acétate (EDTA)
Aiguilles Vacutainer
- Gants

- Alcool éthylique a 60°c
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Figure 12 : FACSCalibur Flow Cytometer de Becton Dickinson

Figure 13: Analyseur automatique de marque « Sysmex XT-20001 »

(laboratoire d’hématologie CHU de Yopougon)
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** Hémogramme
- Cell clean de SYSMEX Ref: D9113
- Stromatolyser-FB FBA-200A : D9847
- Stromatolyser-4DL FFD-200A : D0008
- Cell pack de SYSMEX Réf : D91100
- Sulfolyser SLS-200A Réf : D9005

+¢ Immunophénotypage

- Solution de BD Facs lyse érythrocytaire Ref : 349202 de BD,

- Solution de BD cellWash pour le lavage Ref : 349524 de BD,

- Liquide de gaine BD Facs Flow de BD Ref : 342003 de BD,

- Tubes BD Falcon Ref : 352052 de BD,

- Embouts (jaune et bleu),

- Pipettes,

- Vortex,

- Chambre Obscure

- Eau distillée

- Réactif de BD AcMo anti CD34(PE) Reéf:345802

- Des AcMo de marquage TriTEST CD45 Per-CP/CD3 FITC/CD4 PE de
BD. Réf: 345803.

II - METHODES

Apres obtention de leur accord, les parturientes ont été soumises a un
dépistage volontaire du VIH. Celles qui présentaient un statut sérologique VIH
négatif étaient retenues pour le prélevement du SCO sur lequel nous avons

réalisé¢ un hémogramme et un immunophénotypage.
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I1I-1- FICHE D’ENQUETE

La fiche d’enquéte (voir annexe I) a guidé I’interrogatoire et a permis d’obtenir
des informations sur :

* JP’identité du patient,

= Jes parameétres socio-démographiques permettant de connaitre I’age, le
sexe, la nationalité, le groupe ethnique et le lieu d’habitation des parturientes.

= Jes parameétres socio-économiques : le niveau socio économique a été
défini en fonction du type d’habitation, de 1’existence d’¢lectrification et d’eau
courante, de la profession des membres du ménage, du nombre d’enfants a la
charge des parents [48].

De ces criteres, nous avons pu ressortir trois niveaux socio-économiques :

v" Niveau bas
Parturientes habitant un quartier précaire, une cour commune ou une
baraque, ne bénéficiant pas d’eau courante ou d’¢lectricité a domicile.
Parturientes sans revenu fixe, mariées ou non avec a leur charge au moins un
enfant.
v Niveau moyen
Parturientes habitant une villa ou un appartement dans un quartier
modeste (convenable), bénéficiant d’eau et d’électricité a domicile. Parturientes

mariées ou non, avec un revenu fixe et des charges aisées.

v" Niveau élevé
Parturientes habitant une villa ou un appartement dans un quartier
résidentiel, bénéficiant d’eau et d’¢électricité a domicile. Parturientes mariées ou

non, avec un revenu fixe et des charges aisées.

= Jes parameétres gynéco-obstétriques et néonataux parmi lesquels nous

avons la gestitité, la parité et I’indice d’Apgar.
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v Gestité et parité
La gestité correspond au nombre de grossesses qu’a eu la femme avant cet
accouchement et la parité est le nombre d’accouchements viables antérieurs
[25]. Ainsi nous aurons soit une primigeste, une paucigeste (2 a 4 grossesses),

une multigeste (5 a 6), une grande multigeste (7 et plus), idem pour la parité.
v" Indice d’Apgar

Le score d’Apgar est ’indice de viabilit¢ du nouveau-né. Il est apprécié
dans les minutes qui suivent la naissance et est basé sur cinq parameétres quottés
de 0 a 2 que sont le rythme cardiaque, la respiration, la couleur des téguments, le
tonus musculaire et la réactivité. L’état du nouveau né est dit normal lorsque
I’indice d’Apgar est supérieur a 7 a une minute. Lorsqu’il est inferieur a 7, on
parle de détresse périnatale du nouveau-né. Le terme d’hypoxie n€onatal est

utilisé lorsque le score d’Apgar est inférieur a 4 a une minute [27].

- les renseignements cliniques de la mére
- le profil biologique qui a porté¢ sur les résultats de ’immunophénotypage

et de ’hémogramme.

I1-2- PRELEVEMENT

A la naissance du bébé¢, le cordon ombilical est doublement clampé a 5 et
7 cm de I’ombilic du bébé puis sectionné entre ces deux points. Apres le retrait
de ’enfant et avant que le placenta ne soit expulse, le cordon ombilical (encore
relié au placenta) est désinfecté et le sang est recueilli a ’aide d’une aiguille par
ponction veineuse dans un tube de prélévement contenant un anticoagulant (voir
annexe II). Le placenta restant in situ pour bénéficier des contractions utérines
qui permettent d’obtenir un bon flux sanguin.
Les prélevements ¢taient ensuite acheminés vers le laboratoire dans des

glacieres pour la réalisation des analyses biologiques.
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II-3- HEMOGRAMME

I1-3-1 NUMERATION GLOBULAIRE

I1-3-1-1 Principe

Les cellules en suspension dans un liquide conducteur passent 1’une apres
I’autre a travers un micro orifice séparant deux chambres munies d’¢lectrodes.
Ce passage entraine une bréve variation d’impédance, proportionnelle au
volume cellulaire. Le dénombrement et la mesure des volumes cellulaires sont
effectués par le systéme électronique.

L’automate d’hématologie (Sysmex) permet d’effectuer la mesure
automatique du taux d’hémoglobine, la numération des ¢léments figurés du
sang : GR, GB, PQ, la détermination des constantes hématimétriques (VGM,
TCMH, CCMH) et I’établissement de la formule leucocytaire approchee (Voir

annexe [V).

11-3-1-2 Lecture automatisée

Les échantillons de sang recueillis, sont identifiés au préalable par un
numeéro d’ordre. Apreés agitation, ils sont passés a la lecture automatique au

Sysmex.

I1-3-2 ETABLISSEMENT DE LA FORMULE LEUCOCYTAIRE

11-3-2-1 Mode opératoire

11-3-2-1-1 Réalisation du frottis

- Déposer une goutte de sang sur une lame propre et dégraissée;
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- Etaler la goutte a I’aide d’une autre lame a bord rod¢ jusqu’a I’autre
extrémité de sorte a avoir un frottis mince régulier et complet;
- Faire sécher le frottis a 1’air libre;

- Identifier la lame au crayon a papier sur la face du frottis.

I1-3-2-1-2 Coloration au May Grunwald Giemsa (MGG)

= Principe

Le principe repose sur I’action complémentaire de deux colorants neutres et
sur I’affinité des éléments cellulaires pour les colorants acides ou basiques. Ces
colorants sont :

— le colorant May-Grunwald, neutre contenant un colorant acide (€osine) et
un colorant basique (bleu de méthyléne) ;

— le colorant Giemsa neutre contient de 1’€¢osine et un colorant basique (azur

de méthylene).
Ces deux colorants sont solubilisés dans le méthanol et sont inactifs dans cette

solution. L’adjonction d’eau leur donne le pouvoir colorant.

=  (Coloration proprement dite

v" Plonger les frottis disposés sur le portoir de lames dans une solution de
May Grunwald pendant 3-5 min;

v" Rincer a I’eau pour éliminer ’excés de colorant;

v" Plonger les frottis dans une solution de Giemsa pendant 10-15 min;

v Rincer les frottis a ’eau ;

v' Sécher les frottis, puis lire au microscope optique a immersion dans une

goutte d’huile.
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11-3-2-2 Lecture du frottis

Elle a pour objectif d’établir la formule leucocytaire et le pourcentage
d’éventuels érythroblastes.

Les lames sont lues au microscope optique a 1’objectif 100. Un total de
100 leucocytes sont comptés et le pourcentage des différents types leucocytaires
¢tabli, en particulier la proportion de cellules mononuclées (monocytes,
lymphocytes et polynucléaires). Les érythroblastes sont également comptés,

leur pourcentage ¢€tabli et leur nombre est soustrait du nombre de leucocytes.

11-4- IMMUNOPHENOTYPAGE

I1-4-1 PRINCIPE

Des cellules marquées par des fluorochromes et en suspension passent
une a une grace a une gaine liquide, devant un faisceau laser monochromatique
de longueur d’onde connue. D’une part, le faisceau est diffracté en fonction de
la taille et de la granulation de la cellule. L’intensité de la lumiére diffractée
dans I’axe du faisceau est proportionnelle a la taille de la cellule ou Forward
Scatter (FSC), celle diffractée perpendiculairement a I’axe est proportionnelle a
la granularité cellulaire ou Side Scatter (SSC). D’autre part, le faisceau excite les
fluorochromes qui émettent alors une fluorescence de longueur d’onde précise
d’intensité¢ proportionnelle a leur quantité. Les lumicres diffractées et les
fluorescences ¢émises sont captées griace a un systeme optique, par des
photomultiplicateurs et converties en signaux ¢lectroniques. Ces signaux sont
analysés par une unité informatique grace a un logiciel adapté. Les résultats sont
donnés sous forme de diagrammes, d’histogrammes et de données statistiques

(Figure 14).
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11-4-2 MODE OPERATOIRE

» Disposer de deux tubes Falcon (tube 1 et 2) ;

= Distribuer dans le tube 1, 10 ul d’AcMo CD34 et dans le tube 2, 10ul
d’AcMo CD45/CD3/CD4 ;

= Distribuer dans chaque tube 50 ul de SCO ;

= Agiter délicatement au vortex et incuber pendant 15 min a 1’obscurité a
température ambiante (20 et 25°C);

= Ajouter 500 pl de solution de lyse érythrocytaire BD FACS pour faire la
lyse des globules rouges ;

= Agiter délicatement au vortex et incuber pendant 10 minutes a
I’obscurité ;

= (Centrifuger a faible vitesse (1600 tours par minute pendant cinq minutes)
puis recueillir le culot cellulaire en rejetant le surnageant ;

= Ajouter 2 ml de solution BD CellWASH pour laver les cellules et
¢liminer I’exces de réactif non fixé;

= Centrifuger a 1600 tours par minute pendant cinq minutes puis
recueillir le culot cellulaire en rejetant le surnageant ;

=  Ajouter 500 ul de solution BD FACS FLOW (liquide de gaine) et agiter
au vortex.

= Agiter légerement et lire au cytometre de flux;

I1-4-3 ANALYSE AU CYTOMETRE DE FLUX

La lecture au cytometre nous a permis d’obtenir les cytogrammes qui pour
notre étude étaient réalisés par le logiciel CELLQUEST. Le cytométre fait une
analyse en tenant compte des caracteres de diffusion intrinseque des cellules
sanguines tels que la taille ou forward scatter (FSC) et la granulométrie ou side

scatter (SSC).
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Figure 14 : Principe de I’immunophénotypage selon Kuby [40]
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Le cytogramme montre un nuage de points correspondant aux cellules.
Trois régions de forte densité sont observées. Chacune d’elles correspond a des
populations cellulaires ayant les mémes caractéristiques de taille et de
granularité (annexe III).

Le contour de la population d’étude constituée par les cellules
mononuclées (CMN) est tracé créant ainsi la zone d’intérét ou fenétre ou région
(R1) et excluant les débris et les autres cellules. Cette zone contient une

population homogéne.

Tableau I : Caractéeres de diffusion et de fluorescence des CMN

FSC SSC
Taille Granulométrie
Lymphocytes + +
Granulocytes +++ +++
Monocytes ++ ++
+ : Faible
++ : Moyen

+4++ : Blevé

Pour notre analyse, nous avons suivi les étapes suivantes :

e Un premier fenétrage a été réalisé selon la taille et la granularité des
cellules. Ce fenétrage nous a permis de mettre en évidence les cellules
mononuclées (CMN) qui se caractérisent par leur faible poids et leur taille plus

ou moins grande ;
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e A partir de la fenétre des CMN, les cellules ont été analysées par le
marqueur CD34 ;

o Les cellules CD34+ ont été retenues (la positivité d’un marqueur était
affirmée lorsque 20% des cellules portaient ce marqueur) ;

e A partir du fenétrage des cellules CD34+, les cellules ont été analysées
par les marqueurs CD3 et CD4 ;

e [’analyse nous permet d’obtenir les proportions de lymphocytes TCD3+

et TCD4+ présents dans cette population cellulaire.

11-4-4 Expression des résultats

Dans notre ¢tude le phénotypage lymphocytaire a été réalisé¢ suivant la
technique « lymphogating », c’est le concept de Double Plate-forme. L’idée de
double plate-forme vient du fait que 1’on a recourt a deux instruments
automatisés séparés qui operent en parallele au cours de I’analyse. Il s’agit d’un
cytometre de flux et d’un analyseur d’hématologie (compteur de globules) [19].

Le phénotypage lymphocytaire ¢était réalis€ concomitamment avec
I’hémogramme a partir du méme échantillon de sang total pour chaque patient.
La formule ci-aprés permet de calculer le taux absolu (Cellules/mm’) de

lymphocytes T [69].

LTCD4 (Cellulessmm®) = (%LT4) x (%LY)x CMN/10000
LTCD3 (Cellulessmm®) = (%LT) x (%LY) x CMN/10000

%LTCD4 = pourcentage des LTCD4 obtenu par cytométrie de flux.

%LT = pourcentage des lymphocytes T obtenu par cytométrie de flux.
%LY = pourcentage de lymphocytes obtenu par I’automate d’hématologie.
CMN = taux absolu de CMN par pl obtenu par I’hémogramme.
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I1-5 ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

Les études statistiques ont été réalisées a I’aide des logiciels EXCEL et
WORD 2007, Epi Info 2003. Pour les comparaisons de moyennes, nous avons
utilisé le test de t student au risque o = 5%.

Les différences sont considérées comme statistiquement significatives

pour des valeurs de p <0,05.

I - DIFFICULTES RENCONTREES

Tout au long de notre étude, nous avons été confrontés a de nombreuses
difficultés dont :
e Les heures retenues pour les prélevements. En effet, les accouchements
ayant lieu pour une grande part dans la nuit, nous avons di privilégier les gardes
de nuit pour le recueil de nos échantillons de SCO.
e La méthode de prélevement qui était tres délicate car il fallait nécessairement

retrouver la veine ombilicale pour le recueil du SCO.
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I - CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES.

I-1- MERES
35,00%
30,00% A
25,00%
20,00% >
M proportion des meres
15,00%
00

10,00% 9,60%

- I:

0,00% T T T T

15-20 20-25 25-30 30-35 235

Figure 15 : répartition des méres selon I’age

L’age des meres variait de 16 a 42 ans avec une moyenne de 26 + 6 ans.
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M lvoirienne

® Non ivoirienne

Figure 16: distribution des meres selon leur nationalité

Les méres ivoiriennes prédominaient dans cette population avec un taux de

90,5%.
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Figure 17 : répartition des meéres selon leur profession

La majorité des parturientes exercait dans le domaine informel (45,9%).
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M Bas

H moyen

Figure 18 : distribution des méres selon leur niveau socio-économique

Les parturientes avaient un niveau socio-économique moyen (79,40%).
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I-2 - NOUVEAU-NES

B Masculin

B Féminin

Figure 19 : distribution des nouveau-nés selon le sexe

Le sex-ratio était de 1,25 avec une prédominance masculine.

THESE EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME TIADE MARIE-LAURE
D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE Page 64



RECHERCHE DU MARQUEUR CD4 DES LYMPHOCYTES T DANS LA POPULATION DE CSH CD34+ DU SANG DE CORDON OMBILICAL

II - CARACTERISTIOQUES CLINIQUES

II-1-MERES
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11,10%

Grande multigeste

Figure 20 : distribution des méres selon la gestité

Les méres paucigestes étaient les plus nombreuses (55,6%).
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Figure 21 : répartition des méres selon la parité

Nous avons remarqué une proportion plus élevée de meres paucipares (38,10%),

suivies de pres par les nullipares (31,70%).
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H Oui

H Non

Figure 22 : distribution des méres selon la couverture vaccinale
antitétanique

65,10% des meéres étaient vaccinées contre le tétanos.
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ml
m2a3
m4a6

Figure 23 : distribution des meéres selon le nombre de consultations
prénatales

Dans 53,90% des cas, les parturientes ont eu a réaliser au moins quatre
consultations prénatales au cours de leur grossesse. La moyenne des

consultations était de 4 + 2 avec des extrémes allant de 1 a 6.
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II-2-NOUVEAU-NES

3%
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M Poids normal([2500-4000(g)

= Macrosome(=4000g)

Figure 24 : distribution des nouveau-nés selon le poids

Nous avons observé une prédominance de nouveau-nés a poids normal (89%). le

poids moyen était de 3085 + 443¢g avec un minimum a 2250g et un maximum a

4200g.
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® Normal(>7)

B Anormal(<7)

Figure 25 : répartition des nouveau-nés selon I’indice d’Apgar

Selon I’'indice d’APGAR, les nouveau-nés étaient normaux dans 88,89% des
cas.
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I - CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES DU SANG DE
CORDON OMBILICAL

Tableau 11 : Paramétres érythrocytaires et plaquettaires du SCO

Moyenne  écarttype  minimum  maximum

GR (T/1) 4,32 0,652 1,93 5,85
Hb (g/dl) 14,37 1,86 7.8 18,3
Hte (%) 44.61 5.66 25.3 56.2
VGM (fl) 104 8,46 86,5 131,1
TCMH (pg) 33,46 2,80 26.3 40,4
CCMH (g/dl) 32,21 1,33 27,4 34,9
PQ (G/) 254 70 45 429

L’hémogramme du sang de cordon ombilical nous révélait une macrocytose

modérée isolée.
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Tableau III : Valeurs absolues et relatives des éléments nucléés et des

cellules CD34+ du SCO.

Parametres Moyenne ¢cart type  minimum maximum
GB

= (cel/ul) 13 840 4 485 1571 31630
Ly totaux

= (cel/ul) 5276 2158 267 13 601

" (%) 41.56 10.07 3 60
LTCD3+

= (cel/ul) 3499 1399 166 8297

" (%) 67.13 10,72 44 88
LTCD4+

= (cel/ul) 2 455 1 092 139 5577

" (%) 47,27 10,78 20 70
CMN

= (cel/ul) 5611 2330 354 15 183

= (%) 44,05 10,13 4,11 62
CD34+

= (cel/ul) 139,5 158 1,91 1040

= (%) 2,32 1,91 0,17 7,49

L’¢étude de ces populations a montré la présence dans le sang de cordon

d’¢éléments nucléés et de cellules souches hématopoiétiques CD34+.
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IV — FACTEURS SUSCEPTIBLES

D’INFLUENCER LES

POPULATIONS LYMPHOCYTAIRES TOTALES

IV -1-FACTEURS SOCIO DEMOGRAPHIQUES

Tableau IV: Influence des parameétres socio démographiques étudiés sur la

population lymphocytaire totale

Parameétres socio-

Lymphocytes Totaux

Valeur

p

e Age de la mére
15-35 ans 59 5252,87 2213,10 0.746
>35 ans 04 5621,62 1728.,95

e Sexe de ’enfant
Masculin 35 4710,78 1784,06 0,089
Féminin 28 5983,16 2435.46

¢ Niveau socio -

économique meére

Bas 13 5279,98 3019,56 0.677
Moyen 50 5275,32 1938,53

Le sexe de ’enfant d’une part, 1’age et le niveau socio-économique de la mere

d’autre part n’ont eu aucune incidence statistique sur les populations

lymphocytaires totales.
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IV -2 - FACTEURS CLINIQUES

Tableau V: Influence des paramétres cliniques étudiés sur la population

lymphocytaire totale

L hocytes Tot
Parametres cliniques ymphocytes Totaux

Effectif Moyenne E.T Valeur
p

e Poids de naissance
Moins de 2500 g (FPN) 05 4724,13 1352.,61 0.577
2500-4000 g (normal) 56 5303,95 2266,77 ’

e Poids de naissance
2500-4000 g (normal) 56 5303,95 2266,77 0.7
>4000 g (macrosome) 02 5881,97 1152,57 )

o Gestité
1-4 (Primigeste et 49 5222,48 2181,13 0.717
Paucigeste) ’
>4 (Multigeste) 14 5464,58 2228.49

e Parité
Nullipare (0) 20 6128,04 2112,35

0,033

Autre (>1) 43 4880,11 2112,96

e Apgar
Anormal 07 6596.,43 395595 0.137
Normal 56 5111,26 1838.,62

e Statut vaccinal
Vacciné 41 5410,69 2345,03 0.508
Non vacciné 22 5025,80 1844,73

Seule la parité de la mere avait une influence sur le taux des lymphocytes

totaux.
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IV -3 - FACTEURS BIOLOGIQUES

Tableau VI: Influence des parametres biologiques étudiés sur la

population lymphocytaire Totale

L hocytes Tot
Parametres biologiques ymphocytes Totaux

Effectif Moyenne E.T Valeur
p
e Taux d’Hb (g/dl)
<
14 26 5164,28 2130,33 0.735
>14 37 5354,99 233,19
e GR(TN)
<5 56 5241,46 2278,54 0.723
5-6 07 5554,82 1110,04
e PQ (cel/nl)
< 3
150.103 05 4685,44 649,86 0.401
>150.10 58 5327,22 2255,46
e GB (cel/nd)
<10.10° 175,72 1340,01
0.10 3 14 3175,7 340,0 0.001
10-25.10 49 5876,44 1993,66
e CMN (cel/pnl)
<5,61.10° 37 3967,81 1282,07
5 0,001
>5,61.10 26 7138,34 1798,67
o CD34+ (%)
<2.32 481 1923 .4
,3 39 819,77 923,40 0.033
>2,32 24 6018,11 2392,35

Les globules blancs, les cellules mononuclées et cellules CD34+ avaient
une incidence statistiquement significative sur la population lymphocytaire
totale. En effet plus leur taux était €levé, plus celui des lymphocytes totaux

augmentait.

THESE EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME TIADE MARIE-LAURE
D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE Page 75



RECHERCHE DU MARQUEUR CD4 DES LYMPHOCYTES T DANS LA POPULATION DE CSH CD34+ DU SANG DE CORDON OMBILICAL
——

V- FACTEURS SUSCEPTIBLES D’INFLUENCER LES

POPULATIONS LYMPHOCYTAIRES TCD3+

V -1-FACTEURS SOCIO DEMOGRAPHIQUES

Tableau VII: Influence des parameétres socio démographiques étudiés sur la

population lymphocytaire TCD3+

Parameétres socio-

Lymphocytes T

Valeur

démographiques Effectlf Moyenne ET
P

e Age de la mére
15-35 ans 59 3452,59 1395,74 0.308
>35 ans 04 419,33 1467,33

e Sexe de I’enfant
Masculin 35 3220,75 1164,51 0.077
Féminin 28 3848.48 1601,84

e Niveau socio-

économique meére

Bas 13 3614,14 1859.,49 0.081
Moyen 50 3470,00 1276,22

L’age, le niveau socio-économique de la mére d’une part et le sexe de

I’enfant d’autre part n’avaient aucune incidence sur le taux de lymphocytes

TCD3+.
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V-2 -FACTEURS CLINIQUES

Tableau VIII: Influence des parametres cliniques étudiés sur la population

lymphocytaire TCD3+
Paramétres cliniques Lymphocytes T
Effectif Moyenne E.T Valeur
p

e Poids de naissance
Moins de 2500 g (FPN) 05 3118,97 975,23 0.555
2500-4000 g (normal) 56 3510,26 1438,69 ’

e Poids de naissance
2500-4000 g (normal) 56 3510,26 1438,69 0.535
>4000 g (macrosome) 02 4157,24 1508,10 ’

e Gestité
1-4 (Primigeste et 49 3511,19 1480,14
Pauci 0,904

aucigeste)

>4 (Multigeste) 14 3459,67 1120,68

e Parité
Nullipare (0) 20 4003,14 1455,28 0.051
Autres (>1) 43 3265,61 1326,03

e Apgar
Anormal 07 4330,73 2617,64 0.237
Normal 56 3395,87 1167,48

e Statut vaccinal
Vacciné 41 3619,94 1414,75 0.356
Non vacciné 22 3275,73 1375,95

Le poids a la naissance, I’indice d’Apgar, la gestité, la parité et le statut
vaccinal de la mere n’ont eu aucune incidence statistiquement significative sur

les populations lymphocytaires TCD3+.
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V -3 -FACTEURS BIOLOGIQUES

Tableau IX: Influence des parametres biologiques étudiés sur la population

lymphocytaire TCD3+

Parameétres biologiques

Lymphocytes TCD3+

Effectif Moyenne E.T Valeur
p
e Taux d’Hb (g/dl)
<
14 26 3436,09 1507,07 0,764
>14 37 354448 1339,10
e GR(T/)
<
5 56 3491,18 1438,05 0.478
5-6 07 3568,24 1135,78
o PQ (cel/nl)
< 3
150.10 05 3078,63 605,91 0,488
>150.10° 58 3536,05 144540
e GB (cel/nd)
<10.10° 14 2404,66 1117000 1056,77
; 0,001
10-25.10 49 3812,62 1779000 1333,95
e CMN (cel/pnl)
<5.61.10° 2687,08 921,85
’ . 37 ’ ’ 0,001
>5.61.10 26 4656,23 1126,27
e CD34+ (%)
<2.,32% 3188.82 126213
ke 39 ’ ’ 0,023
>2.32% 24 4005,00 1490,33

Plus les taux de globules blancs, cellules mononucléées et cellules CD34+

¢taient élevés, plus celui des lymphocytes TCD3+ augmentait.
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VI - FACTEURS SUSCEPTIBLES D’INFLUENCER LES

POPULATIONS LYMPHOCYTAIRES TCD4+

VI-1-FACTEURS SOCIO-DEMOGRAPHIQUES

Tableau X: Influence des paramétres socio démographiques étudiés sur la

population lymphocytaire T CD4+

\ . Lymphocytes T CD4+
Parametres socio-
démographiques Effectlf Moyenne ET Valeur
P

e Age de la mére
15-35 ans 59 2397,72 1061,85 0.107
>35 ans 04 3307,54 1353,62

e Sexe de I’enfant
Masculin 35 219391 868,52 0.067
Féminin 28 2782,46 1261,36

e Niveau socio-

économique meére

Bas 13 2657,43 1407,12 0.458
Moyen 50 2402,99 1005,76

L’age, le niveau socio-¢conomique de la mere d’une part et le sexe de
I’enfant d’autre part n’ont eu aucune incidence statistiquement significative sur

le taux des lymphocytes TCD4+.
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VI -2 -FACTEURS CLINIQUES

Tableau XI: Influence des parametres cliniques étudiés sur la population

lymphocytaire TCD4+
+
Parametres cliniques Lymphocytes T CD4
Effectif Moyenne E.T Valeur
P
e Poids de naissance
Moins de 2500 g (FPN) 05 2121,19 771,94 0.504
2500-4000 g (normal) 56 2467,74 1125,45 ’
e Poids de naissance
2500-4000 g (normal) 56 2467,74 1125,45 0.554
>4000 g (macrosome) 02 294825 944 85 )
o Gestité
1-4 (Primigeste et 49 2476,26 1139,56
: 0,780
Paucigeste)
>4 (Multigeste) 14 2382,80 943,24
e Parité
Nullipare (0) 20 2772,39 1065,37 0117
Autre (>1) 43 2308,09 1085,46 )
e Apgar
Anormal 07 2773,34 1916,11 0.895
Normal 56 2415,76 964,55
e Statut vaccinal
Vacciné 41 2500,80 1107,54 0.656
Non vacciné 22 2371,05 1084,24

Le poids a la naissance, I’indice d’Apgar, la gestité, la parité et le statut
vaccinal de la mere n’ont eu aucune incidence statistiquement significative sur

les populations lymphocytaires TCD4+.
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VI -3 - FACTEURS BIOLOGIQUES

Tableau XII: Influence des paramétres biologiques étudiés sur la

population lymphocytaire TCD4+

Paramétres biologiques Lymphocytes TCD4
Effectif Moyenne ET Valeur
P
e Taux d’Hb (g/dl)
<
14 26 2386,53 1181,80 0.678
>14 37 2503,95 1039,06
e GR(TH)
<
5 56 2432,27 1085,95 0.637
5-6 07 2641,27 1215,25
e PQ (cel/nl)
< 3
150.10 05 2111,98 600,98 0.468
>150.10° 58 2485,10 1123,19
e GB (cel/nd)
<10.10° 14 1600,99 708,21
5 ’ ’ 0,001
10-25.10 49 2699,63 1063,90
e CMN (cel/pnl)
<5,61.10° 1896,31 750,51
’ 5 37 ’ ’ 0,001
>5,61.10 26 3251,25 1013,56
o CD34+ (%)
<
2,32 39 2318,87 1081,34 0.208
>2,32 24 2677,63 1096,22

Les globules blancs et les cellules mononuclées avaient une incidence
statistiquement significative sur les lymphocytes TCD4+. En effet plus leurs

taux étaient élevés, plus celui des lymphocytes TCD4+ augmentait.
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I - CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES

I-1-MERES

= Age

L’age des meres de notre série variait de 16 a 42 ans avec une moyenne
d’age de 26,5 + 6 ans; la tranche d’age de 25-30 ans étant la plus importante
(30,10%). Nos résultats étaient superposables a ceux d’études antérieures
réalisées dans les CHU et formations sanitaires urbaines du district d’Abidjan
[20, 26, 39]. Djidji [26] avait trouvé une moyenne d’age de 26 + 2 ans chez des
parturientes de 15 a 40 ans avec une prédominance de la tranche d’age de 20 a
25 ans (32%). A coté, Coulibaly [20] avait trouvé une moyenne d’age de 26,5
ans chez les parturientes de 16 a 48 ans et Gnahoua [39] indiquait un 4ge moyen

de 25,7 ans avec une prédominance entre 21 et 30 ans (60,66%).

*  Nationalité

Les méres ivoiriennes représentaient 90,50% de notre série contre 9,50%
pour les non ivoiriennes. On observait donc une majoration de la population
autochtone. A ce niveau, nos résultats n’étaient pas en accord avec ceux de
Djidji [26] qui avait observé dans son €tude une tendance €levée des meres non
ivoiriennes (38%). Il en était de méme pour Gnahoua [39] qui avait obtenu un
taux de 33,67% pour les meres non ivoiriennes. Le recensement général de la
population ivoirienne et de I’habitat (RGPH) réalis¢é en 1998 par I’institut
national de la statistique (INS) avait révélé un taux d’étranger de 26% [44].
Cependant le quatrieme recensement depuis I’indépendance de la Cote d’Ivoire
prévu normalement pour 2008 n’a pu se faire en raison de la crise sociopolitique

et militaire qui a prévalu dans ce pays ces derniéres années.
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=  Niveau socio-économique

Les méres de notre série avaient un niveau socio-économique moyen dans
79,40% des cas et bas dans 20,60% des cas. Comme spécifi¢ antérieurement,
cette variable était opérationnalisée a partir d’un certain nombre de biens
durables que sont I’eau de boisson, 1’¢lectricité, le type de toilettes, la
profession, le lieu d’habitation, la situation matrimoniale et le nombre d’enfants
a leur charge. Nous avons donc utilis¢ la méme procédure de construction que
Kishor [48]. Dans notre série, environ 31,8% des meres étaient ménageres ou
sans emploi fixe, suivies de pres par les commercgantes (22,1%). Nos résultats
pourraient s’expliquer par la localisation de notre enquéte qui s’est deéroulée
dans un quartier modeste de la ville d’Abidjan. En effet Kra [S0] décrit
Yopougon comme un quartier caractéris€ par un tissu urbain trés contrasté
comportant a la fois des quartiers de bas, moyen et haut standing ainsi que des
habitats précaires généralement faits de matériaux de récupération. Ainsi le
quartier Sicogi ou se situe la formation sanitaire urbaine de yopougon-Atti¢, est

considéré selon cette ¢tude comme un quartier de moyen standing ou populaire.

I-2-NOUVEAU-NES

= Sexe
Nous avons constaté une prédominance masculine 56% contre 44% de
filles. Nos résultats ne s’accordaient pas avec ceux de Djidji [26] qui avait
observé le contraire dans son étude : 56% de filles contre 44% de gargons.
Cependant ils ob¢issent a la tendance générale de la population ivoirienne dans
laquelle on notait une prédominance de la gente masculine (51%) contre 49%

pour la population féminine selon le RGPH de 1998 réalisé par I’'INS [44].
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II - CARACTERISTIOUES CLINIQUES

II-1-MERES

= Gestité
Dans notre étude, les méres paucigestes (2 a 4 grossesses) €taient les plus
nombreuses (55,60%) suivies par les primigestes (22,20%), les multigestes et les
grandes multigestes. Nos résultats étaient en accord parfait avec ceux d’Oulai
[62] qui avait observé 54,7% de paucigestes et 25,8% de primigestes dans sa
population d’étude. De méme Djidji [26] avait obtenu 34% de paucigestes

contre 30% de primigestes.

= Parité

Dans notre ¢étude, les paucipares représentaient 38,10% de notre
population, suivies de pres par les nullipares (31,70%). On notait respectivement
25,40% pour les primipares, 3,2% pour les multipares et 1,6% pour les grandes
multipares. Nos résultats ne s’accordaient pas avec ceux de Djidji [26] qui avait
observé que les nullipares représentaient la majorité des parturientes de sa
population (42%). Cette différence pourrait s’expliquer par les tranches d’age
prédominantes qui variaient d’une étude a I’autre. En effet, la tranche d’age de
25 a 30 ans prédominait dans la notre tandis que chez Djidji [26], la tranche
prédominante se situait entre 20 et 25 ans. Djidji [26] avait une population
majoritairement plus jeune que la notre et constituée de femmes qui avaient plus

de probabilité d’€tre a leur premicre grossesse, donc nullipare.

=  Couverture vaccinale
Les femmes de notre étude bénéficiaient de la couverture vaccinale
antitétanique dans 63,50% des cas. Cette importante couverture vaccinale
pouvait s’expliquer par la campagne de vaccination des femmes en age de

reproduction contre le tétanos dans 54 districts sanitaires en Cote d’Ivoire initi¢e
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par I’'UNICEF [41]. Cette campagne s’adressait aux femmes entre 15 et 49 ans

et constitue depuis 2006 ’une des principales stratégies pour ¢liminer le tétanos.

II -2 - NOUVEAU-NES

* Poids

Le poids moyen des nouveau-nés ¢tait de 3 084 + 442.92g avec un
minimum de 2 250g et un maximum de 4 200g. Les nouveau-nés eutrophiques
c'est-a-dire avec un état normal de développement représentaient 89% de notre
série. On notait par contre 8% pour les hypotrophiques (poids de naissance
inférieur a 2 500g a terme selon Agenor [3]) et 3% pour les hypertrophiques
(poids de naissance supérieur a 4 000g a terme selon le méme auteur). Cette
majoration des nouveau-nés a poids normal pourrait s’expliquer par le fait que
nous n’avons inclus dans notre étude que des femmes en bonne santé apparente,
a sérologie rétrovirale négative. Nous avons exclu tous les cas de grossesses
difficiles comme par exemple une hypertension artérielle sur grossesse ou un

pré-terme.

» L’indice d’Apgar
Un bébé en bonne santé a un indice d’Apgar supérieur a 7 ; lorsqu’il est
inférieur a 7, on parle de détresse périnatale du nouveau-né¢ [27]. Selon notre
¢tude 88,89% des nouveau-nés avait un indice d’Apgar normal tandis que
11,11% avait un indice d’Apgar anormal. Nos résultats concordaient avec ceux
de Djidji [26] qui avait également observé dans sa population d’étude une

prédominance de nouveau-nés avec un indice d’Apgar normal (96%).
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III - PARAMETRES BIOLOGIQUES

IITI - 1 - LIGNEE ERYTHROCYTAIRE
Le nombre moyen de GR retrouvés dans le SCO ¢était de 4,32 T/l. Ce

nombre était 1égérement bas car chez les nouveau-nés, il devait étre compris
entre 5 et 6 T/l [2, 1]. Nos résultats ¢taient voisins de ceux de Djidji [26] qui
avait trouvé une moyenne de 4 140 000 et d’Amoikon [4] (4,01 T/1).

Le taux d’Hb dans le SCO ¢était de 14,37 + 1,86 g/dl selon notre étude. Ce
taux respectait les normes car chez les nouveau-nés il était compris entre 14 et
20 g/dl [2]. Nos résultats étaient en accord avec ceux de Djidji [26] qui avait

obtenu un taux de 14,5g/dl.

I -2 - LIGNEE LEUCOCYTAIRE

Selon notre étude, le taux moyen de GB du SCO ¢était de 12 840,04 cel/pl.
Cette moyenne ¢tait comprise dans les normes qui sont de 10 000 a 25 000
cel/ul [2]. Nos résultats étaient proches de ceux d’Amoikon [4] qui avait obtenu
apres son ¢tude une moyenne de 13 647 cel/ul. De son coté, Djidji [26] avait
obtenu une moyenne de 14 200 cel/pl.

Le taux moyen de ly totaux retrouvés dans le SCO ¢tait de 5 276 cel/ul.
Ce taux était en conformité avec les valeurs trouvées par Amoikon [4] qui avait
observe 5 321 cel/ul et par D’arena [23] qui avait noté 5 233 cel/ul.

Le taux moyen de LT retrouvés dans le SCO de notre population d’étude
¢tait de 3 499 cel/ul, ce qui représentait 67,13%. Ce résultat était comparable a
celui de Djidji [26] qui avait obtenu un taux de LT de 61,58%. Il se rapprochait
¢galement de celui de Juretic [46] avec 64,8% de LT retrouvé dans le SCO.

Par contre, notre résultat était supérieur a celui de Falkenburg [30] qui

avait obtenu un taux de LT de 54% et supérieur a celui de Beck [9] qui avait
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obtenu 58%. Il était largement supérieur aux valeurs trouvées par Rabian-herzog
[66] qui avait obtenu une moyenne de 44,8%.

En ce qui concerne les LTCD4', le taux moyen observé dans notre
population d’¢tude était de 2 455 cel/pl soit 47,27%. Ce résultat était
comparable a celui trouvé par Djidji [26] qui était de 43,75%. Il était cependant
supérieur a celui de Falkenburg [30] qui était de 36% et a celui de Rabian-
herzog [66] qui avait noté 31%. Ces différences pourraient s’expliquer par la
situation géographique de notre étude. En effet une étude menée par Danho [22]
comparant les lymphocytes du sang de nouveau-nés ivoiriens a ceux d’autres
séries américaine, francaise et anglo-saxonne révélait que le taux de
lymphocytes le plus ¢élevé s’observe chez le nouveau-né d’Abidjan. L’ auteur
suppose que ce taux ¢€leve serait sans doute une réponse a une agression par le
milieu environnant.

Selon notre ¢étude, le SCO contient un nombre important de lymphocytes
qu’elle que soit la sous population lymphocytaire. De ce fait, dans le cadre de la
greffe de CSH, il serait intéressant de démontrer la présence des marqueurs de
naiveté CD45RA sur la majorité des LT présents dans le SCO. En effet certains
auteurs [35, 23] sont d’avis que le systéme immunitaire du nouveau-né est naif,
c'est-a-dire qu’il n’a jamais ét€ en contact avec un antigene étranger (excepté
lors d’infections transmises par la mere, qui s’averent tres rares). Les LT naifs
sont caractérisés par I’expression de I’isoforme CD45RA et une faible
expression de CD28 [17]. La proportion de cellules présentant ces
caractéristiques est plus importante dans le SCO, comparativement a celui de
I’adulte. La susceptibilité néonatale aux infections est souvent expliquée par la
naivet¢ du systéme immunitaire du nouveau-né. De méme, le systéme
immunitaire du nouveau-né est caractéris€¢ par de puissants mécanismes de
tolérance reposant sur 1’existence conjointe d’un grand nombre de cellules T

régulatrices et d’une forte production d’IL-10, partiellement d’origine
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placentaire [35]. Le SCO représente ainsi une excellente source de Treg
caractérisées par I’expression concomitante des marqueurs CD4 et CD25. Ces
dernieéres régulent négativement les réponses immunitaires, notamment en
inhibant la prolifération des cellules TCD4'. De plus I'IL-10 est capable
d’induire 1’apoptose des cellules dendritiques plasmacytoides, d’inhiber
I’activation des monocytes, des macrophages, des cellules T et NK et la
production de cytokines de type Thl. Ces propriétés particuliéres pourraient
expliquer le faible taux de GVHD [52] qui est une réaction allogénique
engendrée par le systéme immunitaire du donneur qui reconnait comme

¢trangeres les cellules du receveur.

III - 3 - RICHESSE EN CMN

Les CMN sont une population hétérogéne constituée de lymphocytes, de
monocytes et de cellules immatures ayant des caractéristiques morphologiques
proches. Notre taux de CMN de 'ordre de 5 611 cel/ul était superposable a
celui indiqué par Laugier [S3] qui observait des valeurs variant de 2 400 a 14
100 cel/ul. 11 était également en accord avec celui d’Amoikon [4] qui avait
trouvé 5 541 cel/pl.

La valeur prédictive de la numération des CMN a ét¢ démontrée par de
nombreuses ¢tudes [10, 18, 58, 68]. Sclon les données d’EUROCORD,
Theilgard [68] avait estimé qu’une dose de 2x10° CMN/kg de poids corporel
¢tait suffisante pour une bonne prise de greffe. Champagne [18] avait indique
qu’il fallait une dose minimale de 2x10” CMN/kg pour réaliser une greffe. En
considérant que la dose optimale peut étre estimée a 2x10° CMN/kg, il faudra
réinfuser pour un adulte de 60 kg environ 2 138 ml de SCO. Ce volume est en

harmonie avec celui de Bed;ji [10] et Mian [58] qui avaient obtenu 2 166ml.
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IIT — 4 - RICHESSE EN CSH CD34+

L’antigéne CD34 représente le marqueur fondamental dans la

caractérisation des CSH. Il est fortement exprimé dans les cellules pluripotentes
et son expression diminue au fur et a mesure que le niveau de maturation des
lignées de cellules hématopoiétiques augmente, au point de devenir absente dans
les cellules matures.
Notre étude indiquait de 2,32+1,91% de cellules CD34" de 1’ensemble des
CMN. Cette proportion ¢€tait comparable a celle obtenue par Fritsch [32]. Les
travaux menés par ce dernier avaient révelé une proportion de 1,1+1,69% de
cellules CD34" dans le SCO. Amoikon [4] et Bédji [10] avaient observé un taux
plus ¢élevé qui était égale a 14,71%. La différence entre ces valeurs
s’expliquerait par le fait que les méthodes de quantification des CSH ne
connaissent pas de standardisation entre les laboratoires. Les axes de
standardisations, selon Fritsch [32] pourraient étre I’uniformisation des clones
d’Ac utilisés et leur combinaison dans le marquage des cellules, les procédures
de préparation des spécimens, les logiciels utilisés pour évaluer les données en
cytomeétrie. La différence peut Etre aussi attribuée aux enrichissements
cellulaires, aux techniques particulieres de purification et de mobilisation
cellulaires. Dans notre cas nous pouvions incriminer le lavage des cellules qui
induirait des pertes de cellules.

Selon Ward [73] la proportion de cellules CD34 présentes dans la population
de CMN oscillait entre 1 et 4% dans la MO et était inférieure a 1% dans le SP.
De méme Watanabe [74] avaient trouvé que la MO et le SP contenaient
respectivement 3,86% et 0,95%. Ces valeurs montraient une prédominance des
cellules CD34 "dans la MO.

La quantité optimale de cellules pour une greffe de CSH serait de 5 a

8.10%ellules CD 34+ /kg de poids corporel du receveur selon les travaux de

Bensinger [14]. Ainsi chez un sujet de 60kg, il faudrait lui administrer 3.10°
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cellules CD34". En considérant notre proportion de cellules CD34" qui était de
2,32%, lul contiendrait 130 cellules CD34". Une greffe d’un sujet de 60 kg
nécessiterait 2307 ml de SCO.

IV — FACTEURS SUSCEPTIBLES D’INFLUENCER LES
POPULATIONS LYMPHOCYTAIRES

Contrairement a Djidji [26] qui au cours de son étude a constaté que
certains parametres tels que ’indice d’Apgar, I’hypertrophie a la naissance et le
taux d’Hb avait une influence sur les populations lymphocytaires, nous avons
remarqué dans la ndtre que la majorité des parametres €tudiés n’avait aucune
incidence sur ces populations. En effet, aucun parametre sociodémographique
n’a eu d’influence sur les différentes populations lymphocytaires.

Sur le plan clinique, seule la parit¢ des meres avait une influence sur les
lymphocytes totaux, mais pas sur les LTCD3" etles LTCD4". On  note  une
différence significative entre le nombre de lymphocytes totaux chez les
nullipares et celui chez les meres ayant au moins un enfant. En effet, ce nombre
est beaucoup plus ¢€levé chez les nullipares. Ainsi donc, plus la mere a des
enfants, moins il y a de lymphocytes dans le SCO. Nos résultats étaient en
accord avec ceux de Vleugels [70] qui a souligné que la grossesse ¢était
susceptible d’induire une dépression immunitaire encore plus importante chez
les primipares. Ainsi donc les nullipares seraient les populations a développer
une réponse lymphoproliférative plus importante. Cette hypotheése pourrait donc
expliquer le taux ¢élevé de lymphocytes totaux retrouvés dans le SCO des
nouveau-nés issus de meres nullipares. Nos résultats rejoignaient également
ceux de Kressou qui dans son étude avait montré que plus la parité augmentait,

plus le taux de lymphocytes était abaissé dans le SCO [74].
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Sur le plan biologique, les CMN et les GB ¢étaient les seuls paramétres a avoir
une incidence statistique sur toutes les populations lymphocytaires, a savoir les
lymphocytes totaux, les LTCD3+ et les LTCD4+. Ainsi plus I’échantillon de
sang était riche en leucocytes et en CMN, plus le nombre de lymphocytes dans
celui-ci était important et ce quelque soit la nature de la population
lymphocytaire. Leucocytes et CMN renferment en leur sein des lymphocytes
d’ou leur évolution dans le méme sens que ceux-ci. Les cellules souches CD34+
quant a elles avaient leurs taux qui augmentaient proportionnellement a ceux des
lymphocytes totaux et LTCD3+. Cependant leurs taux n’avaient aucune
influence sur ceux des LTCD4+. Ces observations pourraient s’expliquer par le
fait que les lymphocytes dérivent des CSH. Mais leur différenciation en
LTCD4+ et LTCD8+ se produit spécifiquement au contact des CPA, d’ou
I’absence de relation entre le taux de cellules CD34+ et celui des LTCD4+.

Dans le cadre de la greffe de CSH, 1’échantillon de MO ou de sang utilis¢
pour la greffe peut €tre traité au moyen d’agents permettant de réduire le nombre
de lymphocytes T qui seront perfusés avec les CSH : on parle de déplétion des
lymphocytes T [52]. Cette proceédure permet de réduire la fréquence et la gravité
de la GVHD. En effet La GVHD est due a la reconnaissance d’alloantigénes
(majeurs ou mineurs d’histocompatibilité) du receveur par les LT du donneur.
En tenant compte de ce procédé¢, notre étude nous révele donc que la greffe de
CSH issues du SCO de meres ayant au moins un enfant serait appropriée car

plus pauvre en lymphocytes.
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La greffe de CSH apparait de nos jours comme le traitement de choix dans
les hémopathies malignes et les atteintes de la moelle osseuse. Au cours de ces
cinquante dernieéres années, la recherche a permis de comprendre et de rendre
réalisable les allogreffes et autogreffes de CSH issues de nombreuses sources
dont le SCO. Nous nous sommes donc attelés a rechercher les avantages du SCO
par rapport aux autres sources en déterminant les caractéristiques de certaines
populations cellulaires. 11 s’agissait donc de déterminer la richesse en
lymphocytes T du greffon de CSH CD34+ issu du SCO et de rechercher les
facteurs susceptibles de Dinfluencer. En effet les lymphocytes T sont
responsables de la plupart des rejets post-greffes liés a la GVHD. Ce travail est
une étape dans 1’étude des propriétés immunologiques du sang placentaire.

Au terme de cette ¢tude, nous avons pu établir que le SCO contenait un
nombre important de CMN, de CSH et de lymphocytes T comme le montrent
d’autres études occidentales.

En outre, au plan clinique, la parité des meres avait un impact sur le taux
de lymphocytes totaux car les meéres nullipares avaient un SCO plus riche en
lymphocytes. De plus, au plan biologique, le taux des lymphocytes T augmentait
proportionnellement avec celui des leucocytes, CMN et cellules CD34+. Le
SCO idéal pour une greffe en milieu tropical serait donc celui riche en CMN et
issu de nouveau-nés ayant des meres multipares car peu riche en lymphocytes.

Cependant, Gluckman [35] ¢étant en faveur d’une population
lymphocytaire T naive dans le SCO, la proportion importante de lymphocytes
dans le SCO de nouveau-nés issus de meres nullipares n’impliquerait pas un
rejet éventuel de greffe. D’ou l’intérét de mener une nouvelle étude sur
I’expression de 1’isoforme naif CD45RA par ’ensemble des lymphocytes T

présents dans le sang de cordon ombilical en milieu tropical.
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% Aux parturientes
Exhorter les meres sur I’importance d’un bon suivi de leur grossesse :
- Honorer de leur présence les différentes consultations prénatales
- Faire les échographies recommandées
- Faire les vaccins recommandés

- Faire les examens biologiques demandés.

¢ Au niveau hospitalier
Sensibiliser les sages femmes sur I’importance de réaliser un examen général complet

chez les parturientes (poids, tension artérielle...).

+ Aux autorités sanitaires

- Mettre en place le plateau technique nécessaire pour collecter et réaliser une
greffe de CSH ;

- Mettre en place une banque de sang de cordon ombilical.

% Au département d’hématologie

Poursuivre leurs investigations en s’orientant sur I’expression massive de 1’isoforme

naif CD45RA par les lymphocytes T du sang de cordon ombilical.
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Annexe ll :

Prélévement du SCO
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RESUME

Introduction

Le sang de cordon ombilical (SCO) est de plus en plus considéré comme une alternative de choix a la
moelle osseuse pour les greffes de cellules souches hématopoiétiques (CSH) dans le traitement des
hémopathies malignes. Les lymphocytes T responsables de I'immunité a médiation cellulaire ont été
identifiés comme les principaux acteurs des rejets de greffes de cellules souches hématopoiétiques. Nous
nous sommes donc fixés comme objectif de quantifier les lymphocytes T persistants dans le greffon de
CSH issues du SCO pour apprécier la qualité de ce greffon, et de ce fait, contribuer a I’amélioration de la
prise en charge des hémopathies malignes en Cote d’Ivoire.

Matériel et méthodes

Il s’agit d’une étude transversale qui s’est déroulée de Mai a Septembre 2010 a la maternité de 1’hopital
général de Yopougon Attié¢ et au laboratoire central du CHU de Yopougon. Notre travail a porté sur 63
¢chantillons de SCO issus de méres a sérologie VIH négative sans antécédents pathologiques majeurs.
Nous avons réalisé¢ un hémogramme a I’aide du sysmex XT 20001 pour la numération des globules blancs
(GB) et des cellules mononuclées (CMN). Pour la recherche des cellules CD 34+ et des sous populations
lymphocytaires TCD3+ et TCD4+, nous avons eu recours a I’immunophénotypage par cytométrie de flux.
Nous avons utilis¢ le cytometre FACS Calibur de Becton Dikinson. L’ immunophénotypage a consisté en
un marquage direct de nos cellules par des anticorps monoclonaux couplés a des fluorochromes tels que
I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et la phycoérythrine (PE).

Résultats
Les résultats obtenus étaient :

e Au plan épidémiologique : la moyenne d’age des méres était de 26,5 ans.

e Au plan clinique : les meres paucigestes étaient les plus nombreuses (55,6%).
Le poids moyen des nouveau-nés était de 3084¢g et on notait un sex-ratio (H/F) de 1,25.

e Auplan biologique : le taux moyen de GB était de 12840+4485 cel/pl,
celui des ly totaux était de 52762158 cel/ul et celui des CMN ¢était de 5611+£2330 cel/ul. 2,32% de ces
cellules exprimaient le CD34. La numération en valeurs relatives des sous populations lymphocytaires
TCD3+ et TCD4+ était respectivement de 67,13+10,72% et de 47,27£10,78%. Cela représentait en
valeurs absolues 3499+1399 TCD3+ cel/ul et 2455+1092 TCD4+ cel/pl.

e Les facteurs susceptibles d’influencer les populations lymphocytaires étaient
la parité, les taux de GB, de CMN et de cellules CD34+. En effet chez les nullipares, le nombre de
lymphocytes totaux était le plus élevé. De méme plus 1’échantillon de sang était riche en GB et en CMN,
plus le nombre de LT et LTCD4+ dans celui-ci était important.
Conclusion
Les lymphocytes T ont été retrouvés en nombre important dans le sang de cordon ombilical. Cependant
de nombreux auteurs évoquent que ces lymphocytes bien que nombreux sont naifs et donc incapables
d’une éventuelle implication dans le rejet de greffe. D’ou l’intérét d’une étude plus poussée sur
I’expression de I’isoforme naif CD45RA par ces lymphocytes T.

Mots clés : Sang de cordon ombilical, cellules souches hématopoiétiques, TCD3+/ TCD4+, Abidjan.




