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ey Qu’est-ce que ’hématologie?

e Hématologie cellulaire :

> Etude de la physiologie des cellules du sang (fonctions, production...)

e Hémostase:

» Ensemble des phénomenes observés apres une lésion vasculaire
pour arréter le saighement

¢ Immuno-hématologie :

> Etude des propriétés antigéniques du sang
et des réactions immunologiques correspondantes



Lyon1

== Plan des cours d’hématologie

e Semestre 3 : Physiologie

J Cours 1: Hématologie cellulaire > CM + ED

Physiologie des cellules sanguines & interprétation des examens biologiques

1 Cours 2 : HEmostase — C. Vinciguerra

e Semestre 4 : Pathologie
1 Pathologies de ’hémostase
d Pathologies en hématologie cellulaire

1 Principes de transfusion sanguine et pathologie en immuno-hématologie

e Semestre 5 (L3) : Onco-hématologie
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ey Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions
1.1. Globules rouges = hématies = érythrocytes
1.2. Plaquettes = thrombocytes

1.3. Leucocytes = granulocytes, monocytes, lymphocytes

2. Hématopoiese
2.1. Généralités
2.2. Granulopoiese
2.3. Erythropoiése
2.4. Mégacaryopoiese - Thrombopoiese
2.5. Lymphopoiese
3. Examens d’hématologie cellulaire

el EHIGA DES

3.1.Hémogramme gn ey | W QN | E
; IMMUNITAIRts f" ¢ AKI‘\SNESHI/N/IIIZ1U,

3.2.Myélogramme
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& 1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions

Quels sont les constituants du sang ? -> cellules + plasma

obul vaisseau sanguin
globule rouge

{1 = érythrocyte
= hématie

transport

des gaz .
> électrolytes

> métabolites
(glucose, lipides ...)

> hormones

, 5 i .
hémostase vitamines

< plaquette &
primaire \ a > prqtelnes
(anticorps, facteurs

de coagulation ...)

leucocyte défenses
= globule blanc immunitaires

© 2014 Encyclopaedia Britannica, Inc. 5
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& 1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions

Séparation du sérum et du plasma a partir du sang c
o Collecter le sang dans un tube avec ou sang anticoagulant

. Sans anticoagulant Pla sma

Sang total . e =
. Héparine Sél‘um
B eoma +

© Centrfugation protéines de la coagulation
Avec anticoagulant Sans anticoagulant (ﬂbn nOgéne )
gl * Leucocytes + P —
plaguettes

| « Hématies ; “ <« Caillot sanguin

6
Created in BioRender.com bio



Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions

1.1. Globules rouges
1.2. Plaquettes

1.3. Leucocytes
2. Hématopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire

3.1. Hémogramme

3.2. Myélogramme
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ey’ 1.1 Les globules rouges (GR) = Hématies = Erythrocytes

* Cellules anucléées, biconcaves, déformables

* Taille =2 x 7 um

* Role =transport des gaz (O,, CO,) grace a ’hémoglobine

Frottis sanguin (microcope optique)

Coloration May-Griinwald Giemsa Microscope électronique a balayage

13 s -1
=
y
B 4

www.hematocell.fr
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1.1 GR : ’hémoglobine - structure générale

Pigment coloré, constituant principal du GR = chromoprotéine
» hétérotétramere (4 sous-unités =4 monomeres)

» chaqgue sous-unité comporte : = 1 chaine protéique = la globine
= 1 groupement prosthétique = ’heme = porphyrine + fer

.Globine

< (Nde
= " histidine
&

-y /.
i g

Globine 3 Globine a

Heme

e—N
C"zl L . P CH=CH,
CH,
Fer (Fe?*) . oot N 24, . s
Porphyrine [ Heme il Fe4"lié a 3
c, - la porphyrine
Globine a Globine /Histidine - la globine

Globine 3
-1’02
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=y 1.1 GR:lhemoglobine - les chaines de globine

1 molécule d’Hb contient 4 chaines polypeptidiques identiques2a2 :q, 3,V, 9, (¢, § chezUHomme

—> 'assemblage des chaines détermine le type d’Hb - le type d’Hb varie avec l’age

Adulte % Hb

/, Hb A1 (a,8,) 97%  °
@@ 88 Hb A2 (a,06,) <3 % 30'_
eo Hb F (a,y,) 1% 10 ] P

b | o | 1 i I I
0 Foetale 6 12 18 24 30 36 i 6 12 18 24 30 36
age post-conception i age post-natal (semaines)

—> en pathologie : anémies par anomalie * de structure (ex: drépanocytose = [fanormale)

. G, of. S4 * ou de synthése (ex : thalassémie > réduction/absence a ou [j)



&Y 1.1GR: ’hemoglobine - transport des gaz

Affinité Hb/O, optimale pour la fixation Poumons : pO, ™ = libération CO, et prise en charge de O,

et la libération du O, (fixation allostérique)
POUMONS
0,

N

HCO,
NHCOO" (

Vo o %
I 'ﬂ/’ ITE Veines lﬂﬁ FefFe\ Arteres
0yl i/ B9 - PO, artere \U'Fe/ ()I.c 4 )

_Aeine i 1 2,3-DPG 0,

? P : ,  NHCOO , |
0 e b 4 Carbohémoglobine \Oxyhemogloblne
0 20 40 60 30 100 120
Pression partielle en O, (pO,, mmHg)
O,

* 1 mol. Hb fixe 4 mol. O, sur le fer = oxyhémoglobine TISSUS

100 ¢

. e
/—:-:—r-
- -

”

80 = < .
v /7 Q

: mwoglobine
M |

60 =

-

% saturation O,

Muscles (myoglobine)

* fixation et libération de 'O, dépendent Tissus : pO, v = libération O, et prise en charge de CO,
de Uaffinité de UHb pour 'O, qui est fonction

de la pression partielle en O, (pO,) du milieu
11



Lyon1

= 1.1 GR:enjeux meétaboliques

" GR n’ont plus de noyau, plus de ribosomes
= pas de transcription, pas de traduction = pas de renouvellement protéique

GR n’ont plus plus de mitochondries
L = pas de phosphorylation oxydative (cycle de Krebs), pas de catabolisme des lipides

Or le transport de I’O, n’est possible que si GR est intact, ce qui nécessite de |'énergie

* maintenir le volume (lutter contre hyper-hydratation)
* contrer 'oxydation de I’"heme et des constituants cellulaires

* maintenir I'organisation de la membrane

12



£Y 1.1 GR: métabolisme du glucose

GLUCOSE 10
90% * , ’
_ Voie des pentoses
Voie Embden-Meyerhof GLUCOSE-6-P — Phosphates
anémies ! Glycolyse anaérobie Glucose-6 phosphate
- cf. S4 Q£ déshydrogénase
GBED
, NRDP+ DG Glutathion oxydé
Trioses
Voie Phosphates ™ NADPH H+ Glutathlon réduit
Rapoport-Luebering / NAD !
/
U U
2,3-DPG G ’ v
- NADH, F¥ - mmeee » Protection contre Uoxydation

Modulation <=~

affinité Hb/O
(adaptation a l'altitzude) I?)A\gée ADP =+ P Malntlen du volume (pompes cationiques),

----------- Ma|nt|en de laforme

~~._ énergie
lactate C,féShy drogenase Pyruvate e Renouvellement de la membrane
relarguée en cas R L DH NADH, H+
d’hémolyse aigué * @ NAD

S of S4 Lactate b
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Claude Bernard

1.1 GR : production = éerythropoiese

> Dans la moelle osseuse

»Phénomeéne permanent :

v'Assure le renouvellement des GR : durée de vie =120 jours

v'chaque jour, production de 1/120™M¢ des GR

» Phénomene adaptatif: 71 1 x7 a 8 en cas de besoin accru

» Régulation : EPO = érythropoiétine

14



&Y 1.1 GR: destruction = hémolyse physiologique

« Vieillissement » physiologique du GR :

» Ralentissement métabolique : | activité enzymatique

= Altérations membranaires : 1 sphéricité et | déformabilité Hémolyse physiologique :

= Oxydation de ses composants (globine, lipides...) — " phenomene irreversible

» Hyperhydratation = survient apres 120 jours de vie

(défaut de fonctionnement des pompes cationiques) = |libération du contenu du GR

puis dégradation et recyclage
@ & P

de ses composants
GR jeune 120 j

Hémolyse

15



&Y 1.1 GR: destruction = hémolyse physiologique

’ ° _ o o o 0}
1 Hémolyse intra-tissulaire : 90% CELLULE MACROPHAGE

Captation des GR par les macrophages dans le foie, la rate,
la moelle osseuse

Hémoglobine
Y
Héme \ Globine -

Biliverdine Fer—-%
\ 4

Bilirubine

=>» libération de ’hémoglobine

cO

=» recyclage de : - la globine = acides aminés
- du Fer

- de 'heéme = bilirubine

Circulation sanguine

(J Hémolyse intra-vasculaire : 10%

Hémolyse spontanée dans les vaisseaux sanguins

> libération de ’'hémoglobine > élimination (foie/rein)

& of. S4 Ny
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Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions

1.1. Globules rouges
1.2. Plaquettes

1.3. Leucocytes
2. Hématopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire

3.1. Hémogramme

3.2. Myélogramme

17
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=y 1.2 Les plaquettes

.‘\'

* Fragments cellulaires anucléés, 3 um de diametre \ \1
= Forte capacité d’adhérence aux parois endothéliales 0 . |
= ROle essentiel au cours de ’hémostase \ ﬁf/"

Frottis sanguin (microcope optique)
Coloration May-Grinwald Giemsa

"'ce qui est + petit qu'une hématie"

[ Endothelium
vasculaire

- - cf. cours Pr Vinciguerra
Akane Shimizu

Sous-endothelium
vasculaire Collagen fibers Platelet plug

18
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Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions

1.1. Globules rouges
1.2. Plaquettes

1.3. Leucocytes
2. Hématopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire

3.1. Hémogramme

3.2. Myélogramme

19



£Y 1.3Les leucocytes =globules blancs

PN neutrophiles PN éosinophiles PN basophiles
4 \

Cellules « polynucléées » :
Polynucléaires
(noyaux plurilobés)
= granulocytes

Monocytes

Cellules « mononucléées » :

Coloration MGG * Eosine (orange/rose) = acide = se fixe sur structures basiques = acidophiles (ex : Hb)

May-Grunwald Giemsa * Bleu/azur de méthyléne () = basique = se fixe sur structures acides = basophiles
(ex : ADN, ARN)



= 1.3 Polynucléaires neutrophiles (PNN)
- 50-70% des leucocytes sanguins

Morphologie:
y, == * Diametre 10-15 pm

* Noyau - segmenté : 2-5 lobes reliés par des fils de chromatine
- chromatine dense et mottée

* Granulations fines, violet foncé
- chimiotaxie et migration cellulaire (récepteurs, adhérence)
- action anti-bactérienne et anti-fongique : lysozyme, défensines,
myéloperoxydase = explosion oxydative
- modulation de Uinflammation

Akane Shimizu Fonction principale : immunité innée anti-bactérienne et anti-fongique

= ¥ nbr PNN = neutropénie = risque infectieux létal

=» Infections @ N nbr PNN = polynucléose

21



Lyon1
Université

= 1.3 Polynucléaires neutrophiles (PNN) - cycle de vie

@ Circulation sanguine

Cycle de vie et fonctions des PNN :

 Durée de vie = 12h dans le sang

@ Production par la moelle osseuse * Equilibre entre pool circulant et pool marginé

@ Circulation sanguine

® Mobilisation vers les tissus

@ Défense anti-bactérienne & “w ‘?.:ﬁwﬁ o
. ‘3’ ‘3’ i . = Secteur ~10 jours
® Elimination des PNN i b g deréserve

Corticoides
Toxines bactériennes

marginal ~ 12 heures
(1)
35% Adrénaline

> .
88 330 . B Corticoides
‘} -- ‘3. Secteur Stress

g Digestion
circulant Exercice physique

45%

sang

22
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23

1.3 Polynucléaires neutrophiles (PNN) - cycle de vie

® Mobilisation des PNN/extravasation vers les tissus

PNN Roulement Arrét
circulant stable

[vo-
vt b % :
A 1 / LN\ el .
\ \ / Diapedese ; o Survie
\\ LI Extrav;salted ~1-3jours
\ \ 7 ' neutrophil

R Migration

Chimiotaxines
(chimiokines, peptides microbiens ...)
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2y 1.3 Polynucléaires neutrophiles (PNN) - cycle de vie

@ Mécanismes d’action anti-bactérienne/anti-fongique

A

Phagocytose (= intracellulaire)

- internalisation > phagosome
- production d’espeéces réactives
de Uoxygene (ROS)

- libération dans le phagosome
de composés anti-bactériens
cathepsines, défensines,
lactoferrine, lysozyme.

25

Dégranulation (= extracellulaire)
libération extracellulaire de
protéines/peptides anti-bactériens

A 4

NETs = Neutrophils Extracellular Traps)
« Filet » de chromatine auquel sont liés

des protéines antibactériennes et des
enzymes (myéloperoxydase, élastase)

- immobilisation du pathogéne

- lyse directe et/ou aide a la phagocytose

Kolaczkowska et al.,
Nat. Rev. Immunol. 2013



Lyon1

2y 1.3 Polynucléaires neutrophiles (PNN) - cycle de vie

® Mort et élimination des PNN

Durée de vie dans les tissus : 1-3 jours

Elimination dans les tissus aprés avoir exercé leur fonction

Apoptose = débris phagocytés par les macrophages »
= pas de libération du contenu toxique/inflammatoire dans les tissus

26
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&y 1.3 Polynucléaires éosinophiles

Akane Shimizu

< 5% des leucocytes sanguins (localisation tissulaire ++)

Morphologie :

* Diametre 12 -15 um
~ e Noyau -segmenté 2-3 lobes reliés par des fils de chromatine

. trés grosses,

Fonctions : © défense anti-parasitaire, ® allergies

— poolcirculant << pool tissulaire (PNE : tractus gastro-intestinal ++)

— mécanismes d’action:

» dégranulation par exocytose = action anti-parasitaire

=» Infections parasitaires @ N N nbr PNE = hyperéosinophilie

27
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&5y 1.3 Polynucléaires basophiles

< 1% des leucocytes sanguins

Morphologie :
. * Diametre 10 pm

* Noyau : segmenté 2-3 lobes (difficile a observer)
* Granulations tres grosses, violet foncé

Fonctions : défense anti-parasitaire, allergies a IgE

— mécanismes d’action :

Akane Shimizu

» dégranulation par exocytose = action anti-parasitaire

28
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= 1.3 Monocytes (précurseur des macrophages tissulaires)

<2-10 % des leucocytes sanguins

Morphologie :

Fonctions (macrophages ++) :

* Diametre 20 pm

* Noyau irrégulier
contourné, encoché

* Cytoplasme gris

+ vacuoles

°* Immunité innée
- phagocytose
- présentation de antigene
aux lymphocytes T

- sécrétion de cytokines

~ 1-3 jours dans le sang e Homéostasie

(élimination des cellules mortes)
diapedese dans / métabolisme

les tissus inflammés (recyclage du fer)

Différenciation en macrophages

~ 3 mois— 3 ans
29
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Claude Bernard

T=70%

Natural Killer
(NK) = 10%

1.3 Lymphocytes T, B et NK

<20-40 % des leucocytes sanguins

Morphologie :

\

R | —

.
'

) T

* petits8-10 um
* Noyau régulier,
chromatine dense
* Ratio nucléo-cytoplasmique

éleve :

Pas de distinction B/T/NK
sur la seule morphologie !

* grands 10-15 um

* chromatine moins dense

* Ratio nucléo-cytoplasmique
moins élevé

30
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= 1.3 Lymphocytes T, B et NK

Fonctions:

* Immunité innée : rapide, non spécifique
— cellules NK : cytotoxiques contre cellules infectées ou tumorales

* Immunité acquise : lente, spécifique, adaptative (reconnaissance et mémoire
d’un Ag specifique) :

lymphocytesB <€---=-—--—-- lymphocytes T
Immunité humorale Immunité cellulaire

(anticorps) (CD8* cytotoxiques, activation des macrophages,

.r)
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&=y 1.3Lymphocytes T, B et NK

¥
Y }f- = activation
¥ 4

]

apoptose

plasmocyte

cellule infectée
ou canceéreuse

TCR CMH | - peptide
Immunoglobulines ~ L]

- BCR ——— ).

« Anticorps =

CD8

CMH Il - peptide TCR
— 2
—C——— -
]y

CD4

32
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Ui Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions
1.1. Globules rouges = hématies = érythrocytes

1.2. Plaquettes = thrombocytes

1.3. Leucocytes = granulocytes, monocytes, lymphocytes

2. Hématopoiese
2.1. Généralités
2.2. Granulopoiese
2.3. Erythropoiése
2.4. Mégacaryopoiese — Thrombopoiese
2.5. Lymphopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire
3.1.Hémogramme

3.2. Myélogramme

33



2.1 Hématopoiese :

GR ®
Plaquettes - u_,.&
Leucocytes

.. S e
PNN PNE PNB

3

production des cellules sanguines

200 milliards /jour .
. Ou ?

100 milliards /jour

Comment

- 50 milliards /jour

Monocytes Lymphocytes

BetT

34
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=y 2.1 Hematopoiése : définitions

* Hematopoiese = ensemble des mécanismes impligués dans la
production des cellules sanguines a partir de
cellules souches hématopoiétiques

- production organisée, adaptée aux besoins et régulée

L . C/ellules S'Q‘U.ChE’S QQ Globules rouges
* Cellule souche hematopoietique (CSH) s s o
. yerg s .. - /
= indifféerencieée }x\ .-
Moelle osseuse ~ \
= capable de s’auto-renouveler rouge & ciobuies lancs
‘}
= de produire la totalité des différentes \
lighées de cellules sanguines ot
(globules rouges, plaquettes, globules blancs)

& propriétés cruciales pour les greffes de CSH : cf. S5

35
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&y 2.1 Hématopoiese : ontogenie chez ’Homme

Chez le foetus :
* débute a J21 : formation d’ilots sanguins au sein du mésoderme du sac vitellin
e 3 partir du 3°™¢ mois, les cellules souches hématopoiétiques colonisent

le foie et la rate, puis la moelle osseuse a partir du 5°™¢ mois

«——— prénatale > post-natale >
sac vitellin moehle 0sseuse Apres la naissance:
_ . uniguement dans la
foie vertebres moelle osseuse

Sternum

Tibia cotes ) (; o/
Femur 8 ) '\

10 20 30 40 50 o660 70
Mmois années
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=y 2.1 Hématopoiese : ontogenie chez ’Homme

De la naissance a 4 ans:
* tous les os participent a ’hématopoiese

téte de I'humeérus
sternum

Apres 4 ans:

* 0s courts ou plats : sternum, bassin, cotes, crane, vertebres
* épiphyse (0s spongieux) des os longs : fémur, humérus, tibia

vertebres
créte iliaque

téte du fémur

/

L /

@ Moslle épinidre
K

)@‘& < moelle épiniére : tissu
& nerveux protégé par la
colonne vertébrale

—— Nerf

moelle osseuse moelle osseuse : tissu

hématopoiétique a
I’intérieur des os

%+
moelle épiniere

37
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=y 2.1 Hématopoiese : anatomie de la moelle osseuse

£ cartilage * Moelle rouge = zone active d’hématopoiese

0s spongieux / * Riche en cellules hematopoietiques et en vaisseaux sanguins

moelle rouge  Située dans l'os spongieux = os trabéculaire

-

Srioste . . .
- * Moelle jaune = zone inactive

0s compact _ _
* Riche en adipocytes

moelle jaune

Téte fémorale :

Moelle jaune
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Claude Bernard

line

Artery

Central sinus

Marrow cavity

Morrison & Scadden.,
Nature 2014

Epiphysis

Metaphysis

Diaphysis

Metaphysis

Epiphysis

2.1 Hematopoiese : anatomie de la moelle osseuse

Cortical Periosteum

bone
Trabecular

Endosteum

La moelle rouge contient des cellules hématopoiétiques et
non-hématopoiétiques, entourées d’os trabéculaire et de
vaisseaux sanguins particuliers = sinusoides

Interface os/moelle = Endosteum

39
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=y 2.1 Hematopoiese : anatomie de la moelle osseuse

HSC : Hematopoietic Stem Cell
e Ostéoblastes et ostéoclastes

» Cellules stromales : cellules mésenchymateuses, 7 Blood vessels

fibroblastes, adipocytes (...) ,,

- matrice extracellulaire (collagéne, fibronectine ...)

@
* Vaisseaux sanguins = sinusoides Stromal
s o
Niche hématopoiétique P’”““S
y

Matrix

Moore et al., Science 2006

endosteum 20
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&y 2.1 Hematopoiese : de la CSH aux cellules matures

autorenouvellement >

@

c
o \ e, .
;g l Différenciation
'O '/
Ll c
v 9
(.LID/.I) S progéniteurs
n o
O l Différenciation
5 /
—
Ll
.
l Maturation

Passage dans le sang
2% % @
S ol 41

lymphocyte monocyte neutrophile éosinophile basophile plaguettes

’ & Multiplication

<
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Claude Bernard

CD34" HSPCs

2.1 Hématopoiese : de la CSH aux cellules matures

morphologie

progéniteurs CTPTE
indistincte

—

MPP : MultiPotent

LMPP : MultiPotent Lymphoide
CMP : Myéloide Commun

CLP : Lymphoide Commun
GMP : Mono-Granulocytaire
MEP : Erythro-Mégacaryocytaire

42
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2y’ 2.1 Hematopoiese : de la CSH aux cellules matures

multipotence . HSC

CO (ose,

CD34" HSPCs
—
<
T
*ﬂ\
@
O
<
T
J

@ @ roséniteurs morphologie
prog .I . indistincte

morphologie
identifiable

matures

Corces et al., Nat. Genetics 2016
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2y 2.1 Hematopoiese : controle de la difféerenciation

HSC .
Zii; cytokines, hormones
facteurs ( o { y
« amont » l
MPP_Z
\ prolifération facteurs de
CMP @

transcription

LMPP

® ©

v

SN |
2O 30" O
facteurs oLP j différenciation

« dlffergnC|at|on / \\ @\ ‘J \"
terminale »

CD4 CD8 B NK

EPO : érythropoiétine
TPO : thrombopoiétine
G-CSF : Granulocyte
- Colony Stimulating Factor

44

lignée lymphoide
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ey Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions
1.1. Globules rouges = hématies = érythrocytes
1.2. Plaquettes = thrombocytes

1.3. Leucocytes = granulocytes, monocytes, lymphocytes

2. Hématopoiese
2.1. Généralités
2.2. Granulopoiese
2.3. Erythropoiese
2.4. Mégacaryopoiese — Thrombopoiese

2.5. Lymphopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire
3.1. Hémogramme

3.2. Myélogramme

45
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Claude Bernard

2.2 Granulopoiese : cytokines et progéniteurs

HSC

Mppl multipotence
LMPP \ CMP : Common Myeloid Progenitor
O / GMP : Granulocyte-Monocyte Progenitor
GMP

G- CSF>\ CFU-G : Colony Forming Unit-Granulocytes

Granulocytes

PNN, PNE, PNB

46
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25y 2.2 Granulopoiese : precurseurs

dans la moelle osseuse uniquement (chez sujet sain)

Myéiocyte Métamyélocyte PN

Taille des cellules

Rapport nucléo-cytoplasmique

Basophilie (ARN) Segmentation du noyau

Condensation de la chromatine




2.2 Granulopoiese : précurseurs

1 Myéloblaste

!

divisions : 2-4 Promyélocytes

cellulaires

4-8 Myélocytes
v
4

&) 16-32 Métamyélocytes

sinol / = uoneiouaigip ap 8ain

quiescence :

16-32 PNN

v
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2y 2.2 Granulopoiese : régulation

 Cytokines: G-CSF = M prolifération, maturation, sortie moelle osseuse
* Endotoxines bactériennes (LPS) ® M libération des PNN dans le sang

* Inflammation = retarde 'apoptose des PNN dans les tissus

A Conséquences en pathologie :

=>» Polynucléose neutrophile en cas d’infection bactérienne ou d’inflammation
= Neutropénie/agranulocytose =risque infectieux +++

%r Applications thérapeutiques : G-CSF recombinant (ex : filgrastim)
e > post-chimiothérapie, post-greffe de moelle osseuse
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ey Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions
1.1. Globules rouges = hématies = érythrocytes
1.2. Plaquettes = thrombocytes

1.3. Leucocytes = granulocytes, monocytes, lymphocytes

2. Hématopoiese
2.1. Généralités
2.2. Granulopoiese
2.3. Erythropoiése
2.4. Mégacaryopoiese — Thrombopoiese

2.5. Lymphopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire
3.1.Hémogramme

3.2.Myélogramme
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.Y 2.3 Erythropoiése : progéniteurs et cytokines

MPP

\ CMP @ CMP : Common Myeloid Progenitor

©

\y

@ MEP : Megakaryocyte-Erythroid Progenitor

j CFU-E : Colony Forming Unit-Erythrocytes

GR=
Erythrocytes



XY 2.3 Erythropoiése : précurseurs

Proérythroblaste Eryth roblastes — Réticulocyte Erythrocyte

o
. Ly
d b
57 LAY 3
. - )
2
< 4 N
» ',v :"_" ‘ 1
G

P

Expulsion du noyau Passage
de Uérythroblaste dans le sang

Taille des cellules

Cytoplasme :

Acidophilie (Hb)
Basophilie (ARN) T ...

Y
Saturation en
hémoglobine

Durée de différenciation = 6 jours
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&9 2.3 Erythropoiése : précurseurs

1 Proérythroblaste

l

2 Erythroblastes Basophiles |

l

4 Erythroblastes Basophiles I

l

8 Erythroblastes Polychromatophiles

l

16 Erythroblastes Acidophiles

|
16 Erythrocytes.

4 divisions
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XY 2.3 Erythropoiése : maturation nucléo-cytoplasmique

Hb ADN

"% o taux Hb 32% = signal d’expulsion
du noyau
. Synthese parallele :
e d’ADN - division cellulaires
* hemoglobine

- O - Temps

Volume Globulaire Moyen
(VGM)
’ & défaut synthése d’ADN = VGM + élevé

- I | < oslobing U défaut synthése Hb = VGM + bas

-=» cf. semestre S4
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€55 2.3 Erythropoiése : régulation
* Cytokines:

- EPO = érythropoiétine

% principal facteur de croissance de U’érythropoiése
- production rénale (90 %)
- récepteur = EPO-R
- synthese modulée par 'oxygéenation cellulaire

* Fer = Synthése de ’'hémoglobine
* Acide folique (=vit B9), vitamine B12
=» Synthése de ADN

ado

» Applications thérapeutiques :
EPO recombinante

Déficit en Fer, en B9 ouen B12
J

Troubles de ’érythropoiese
= cf. semestre S4

-
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£y 2.3 Erythropoiése : régulation

- EPO = érythropoiétine

% principal facteur de croissance de U’érythropoiése
- production rénale (90 %)
- récepteur = EPO-R
- synthese modulée par 'oxygénation cellulaire

= —-‘“. ‘

Hypoxm induced kidney l Erythrocyte Retlculocyte
EPO expression

\
\ oOo
o oEPO

) / ‘Pencytes produce EPO Orthochromatophlhc
b rythroblast

~EPOR
— Lmeage Erythroid
\ decision / lineage (
>0 >9 0 0 » )>
GATA1 . KLF1
Hematopoietic % Megakaryocytic- BFU-E CFU-E Proerythroblast Basophmc Polychromatophilic
stem cell erythroid erythroblast erythroblast

progenitors
I—L EPO dependent ’—I
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Claude Bernard

2.3 Erythropoiése : régulation

- EPO = érythropoiétine

% principal facteur de croissance de Uérythropoiése

= Produit dopant

57



Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions
1.1. Globules rouges = hématies = érythrocytes
1.2. Plaguettes = thrombocytes

1.3. Leucocytes = granulocytes, monocytes, lymphocytes

2. Hématopoiese
2.1. Généralités
2.2. Granulopoiese
2.3. Erythropoiése
2.4. Mégacaryopoiese — Thrombopoiese

2.5. Lymphopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire
3.1.Hémogramme

3.2. Myélogramme
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&= 2.4 Mégacaryopoiese etthrombopoiese : étapes

Mégacaryoblaste Mégacaryocyte basophile

N

| /j \

/‘\ ")

\

Plaquettes

¢

Mégacaryocyte plaguettogene
ADN > 64N

Photos : www.hematocell.fr
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2y 2.4 Mégacaryopoiese etthrombopoiese : étapes

 Mégacaryopoiese : difféerenciation d’une cellule souche en mégacaryocyte mature
* les MKreprésentent <1% des cellules médullaires
* maturation = 8 jours
e se fait parendomitoses

* Thrombopoiese : production des plaquettes par les mégacaryocytes
 chaque MK mature produit 2000-5000 plaquettes par fragmentation du cytoplasme
 durée devie des plaquettes: 7-10 jours

Megakaryocyte

sinusoide
Les MK libérent les
plaguettes dans les
sinusoides médullaires prolongements

cytoplasmiques du MK

Pre/| atelets >
» e T };\\Plamlete \\

\\\\ \ -
— \\Q\\

French, Blood 2013 Stritt et al., Blood 2014
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&=y 2.4 Megacaryopoiese etthrombopoiese : regulation

 Cytokines: TPO

e TPO : Thrombopoiétine
— produite par le foie = protéine de 'inflammation
— homologie de structure avec CEPO

— récepteur (= MPL) présent sur les progéniteurs, les précurseurs et les
plaquettes

— effet thrombopoiétique régulé par le nombre de plaquettes circulantes

%’ Applications thérapeutiques : agonistes du TPO-R en cas de thrombopénie

_L
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&y 2.4 Megacaryopoiese etthrombopoiese : régulation

“
4 Production de TPO (3 oy

(foie)

4

()

[

-

Le taux de TPO
Récepteur de TPO dans le sang

— 2. A3
8 b
. a3
. [
» Koy
v 5
~a Yl
L - h
- J,
f o)
)
gk {

‘;o
AY S

i Mégakéryocyt S —
‘ dans la moelle osseuse Fixation de la TPO |
\ %)

Mégakaryopoiése
et production plaquettaire ‘

(dans la moelle osseuse)

sur son récepteur

&

9 Fixation de laTPO | et clairance
Q @@ ; et clairance
o o° e y . 2
| f Production de mégakaryocytes
Le taux de TPO } et de p|aquettes
darsie sang \ (dans la moelle osseuse)
\ 4

o

¥ Production de TPO
(foie)
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Ll Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions
1.1. Globules rouges = hématies = érythrocytes
1.2. Plaquettes = thrombocytes

1.3. Leucocytes = granulocytes, monocytes, lymphocytes

2. Hématopoiese
2.1. Généralites
2.2. Granulopoiese
2.3. Erythropoiése
2.4. Mégacaryopoiese — Thrombopoiese

2.5. Lymphopoiése

3. Examens d’hématologie cellulaire
3.1.Hémogramme

3.2. Myélogramme
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2y’ 2.5 Lymphopoiese

HSC Progéniteur Lymphoide Commun
( ° (moelle osseuse)
MPP. l

@ Organes lymphoides primaires
: DIFFERENCIATION MOELLE
LMPP / [ UahhuSks ] [ OSSEUSE }
- @ o
IL7 )
CLP Cellule T Cellule B
ACTIVATION Organes lymphoides secondaires

SPECIALISATION Ganglions / Rate /
Mucosal-Associated Lymphoid Tissue...

| |

Lymphocyte T ‘} Lymphocyte B

64




Lyon1
Université

Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions

1.1. Globules rouges
1.2. Plaquettes

1.3. Leucocytes
2. Hématopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire

3.1. HEmogramme

3.2. Myélogramme
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Claude Bernard

Université 3. 1 L’hémogramme : généralités

= Analyse quantitative et qualitative des cellules sanguines

=" Examen médical le plus prescrit en France :
* surveillance (grossesse), bilan pré-opératoire, altération de U’état général
* suspiciond’anomalie sanguine en lien avec des signes cliniques
(anémie, hemorragie, fievre résistante aux antibiotiques ...)

= Prelevement de sang veineux au pli du coude
= Examen sur sang total (non centrifugé ; avec EDTA— Ca?*)

= Sur automate
+ microscope

Laboratoire d’hématologie,
Centre Hospitalier Lyon Sud
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Claude Bernard

Hospices Civils de Lyon

S
NOM Prénom

nNeE) . LN My

3.1 L’hémogramme : exemple de résultat

LABORATOIRE de BIOLOGIE MEDICALE MULTI SITES du CHU de LYON

3, Quai des Célestins
69002 LYON

Compte Rendu Ecran

)

DDN : L SEXE : Masculin (" 36313 AU SAU URGENCES N
N° venue : 6954206504
DEMANDE N° 0191259990 GROUPEMENT HOP SUD
Chemin du Grand-Revoyet
Prélevé le : 16/07/2019 08:40 69495 PIERRE BENITE CEDEX
\Regu le: 16/07/2019 08:57 \ FRANCE )
CYTOLOGIE
Numération
Résultats Unités Valeurs de Antériorités
référence
—p Leucocytes 6.60 giga/L 4.00-10.00
——> Hématies 494 térall 4.50-6.00
Hémoglobine 150.0 g/l 130-170
VGM 86.0 fL 80-100
Hématocrite 420 % 40.0-54.0
TCMH 304 pg 27-32
CCMH 353 g/L 320-365
IDR-CV 11.90 % 11-16
Plaguettes 169 giga/L 150-400
VPM 12.1 fL 7.0-13.0
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Claude Bernard

3.1 L’hemogramme : géneéralités

1) Analyse quantitative
=» Comptage des différents types cellulaires
=» Mesure de ’hémoglobine
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=y 3.1L°’hémogramme : globules rouges

« Parametres mesurés par ’automate :

 Nombre de GR

- Hématocrite (Hte)

=volume occupé par ’ensemble des GR
dans un volume connu de sang total (%)

- Hémoglobine (Hb)

1) lyse GR
2) spectrophotométrie

Sang total

Valeurs usuelles

Homme : 130-170 g/L
Femme : 120 -160 g/L

taux physiologiquement
- plus élevé chez le nouveau-né
- plus bas chez la femme enceinte

100 i}— Plasma

S .

centrifugation

Globules

45 blancs

Globules
rouges

Taux d’Hb abaissé

ANEMIE

=» cf. semestre S4

69



Lyon1

=y 3.1L°’hémogramme : globules rouges

 Parametres calculés par 'automate a partir des parametres précédents :

- VGM =Volume Globulaire Moyen (femtolitres =fL=10"1°L)
* TCMH = Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (pg)

 CCMH = Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (g/L)

Indices érythrocytaires =2 indications sur le mécanisme physiopathologique
(responsable d’une anémie par ex.)

-=» cf. semestre S4
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2y Rappel: érythropoiese / maturation nucléo-cytoplasmique

Hb | | ADN
e ,, < tauxHb 32% = signal expulsion noyau
L Synthese parallele :
e d’ADN - division cellulaires
* hémoglobine
——ee Temps

Volume globulaire (VGM)

& défaut synthése d’ADN = VGM + élevé

-‘ I | < oslobing i & défaut synthése Hb = VGM + bas

-=» cf. semestre S4
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2y 3.1 L’hémogramme : numération des réticulocytes

Réticulocytes = jeunes GR passés dans la circulation sanguine depuis <48h
Erythroblaste Réticulocyte Erythrocyte

°® »/37 =

Passage
dans le sang

ribosomes
(ARN)

% reflétent la production médullaire des GR | Valeurs usuelles : 20-80 G/L

En cas d’anémie:

* Taux de réticulocytes augmente < origine périphérique de ’anémie

<~ probleme de destruction ou de perte « en périphérie »

* Taux de réticulocytes normal ou abaissé < origine centrale de ’anémie

> of semestre S4 & défaut de production
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2y 3.1 L’hémogramme : interprétation

Parametre Valeurs usuelles Variations Terme
. H: 4,5-5,7T/L ? Erythrocytose
GR = érythrocytes ’ ’ . L.
y y F: 4,2-5,2T/L N Erythropénie
Hé ¢ it H: 42 -54% / Pas de terme spécifique
ématocrite E 37479
, : H: 130-170g/L . Polyglobulie
Hemoglobine F: 120-160 g/L . Anémie
. Macrocyt
VGM 80 - 100 fL acrocytose
AY Microcytose
TCMH 27 -32 pg At Hypochromie
CCMH 320-350g/L A Hypochromie
Réticulocytes 20-80G/L . (Réticulocytose)

r *

données a titre informatif A connaitre



Lyon1

=y 3.1 L’hemogramme : interprétation

Cellules Valeurs usuelles | Variation Terme
. Hyperleucocytose
Leucocytes 4-10 G/L —
A" Leucopénie
. Polynucléose
PNN 2-7,5G/L —
A" Neutropénie
PNE 0,04-0,5 G/L . Hyperéosinophilie
. Hyperlymphocytose
Lymphocytes 1-4 G/L yperymp - y
N Lymphopénie
. Monocytose
Monocytes 0,2-1 G/L —
A" Monocytopénie
. Thrombocytose
Plaquettes 150-450 G/L
N Thrombopénie

ir *

données a titre informatif A connaitre
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2oy 3.1 L’hémogramme : principe

2) Analyse qualitative
=» analyse de la morphologie des cellules

=>» nécessite la réalisation d’un frottis sanguin et ’'observation au microscope optique

@ Réalisation du frottis

@ Coloration MGG = May-Griinwald Giemsa

® Lecture

= cf. ED sur lames humérisées

. . . o » 75
Microscope optique Microscope automatisé
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3.1 Exemple d’analyse morphologique des GR

Analyse qualitative =» détection des anomalies : ® de taille
* de forme
* de coloration

Anomalie de forme : drépanocytose

<

- drédanocyte

=
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Plan du cours

1. Les cellules sanguines : morphologie et fonctions

1.1. Globules rouges
1.2. Plaquettes

1.3. Leucocytes
2. Hématopoiese

3. Examens d’hématologie cellulaire

3.1. Hémogramme

3.2. Myélogramme
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3.2 Myélogramme

But : analyser la composition cellulaire de la MO

Lieu : épines iliaques ou manubrium sternal

Site de ponction

crane

téte de I'humérus
sternum

vertebres
créte iliaque

téte du fémur
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3.2 Myélogramme

* Ponction de grains médullaires

T
9 &P v a® o
sEop 4" o

¥~

e tube EDTA

e (Coloration au MGG

T

10077861001

Objectif x10 Objectif x100

- * Richesse de la moelle ? (aplasie ? envahissement tumoral ?)
* Anomalies cytologiques ?
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3.2 Myélogramme

Appréciation de la richesse globale : richesse diminuée / normale / augmentée

Lignée mégacaryocytaire présente

Lighée érythroblastique 8 a25%

Cellules indifférenciées 0-3%

Proérythroblastes 0-2
Lignée granuleuse 45 3 75% Igrythroblastes basophiles . 2-8

Erythroblastes polychromatophiles 5-10
Myéloblastes 1-3 Erythroblastes acidophiles 7-15
Promyélocytes 2-8 Lignée L hoid 5 2 15%
Myélocytes neutrophiles 5-15 lgnee lymphoice a 0
Métamyélocytes neutrophiles 10 -20
Polynucléaires neutrophiles 15-30

Eosinophiles 0-3
Basophiles 0-2

Monocytes 0-3

répartition pyramidale
des précurseurs
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w5y) Conclusion

@® Analyse attentive de ’hémogramme (numération + formule leucocytaire)

=>» détection de la majorité des anomalies

@ Si suspicion de trouble de ’hématopoiése (probleme central)

= myélogramme



Questions ?

sebastien.storck@univ-lyonl.fr
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