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Examens d'hematologie cellulaire 5

A® Vous avez quitte la plateforme de France Universitée Numerigue.
?@';j Aucune donnée personnelle ne sera recupéree.
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Pour démarrer cette séquence, veuillez cliquer sur "Ecran suivant" m»

Certaines diapositives facultatives sont signalées par une croix orange :
leur contenu est un peu plus complexe et ne sera pas au programme des evaluations.
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Examens d'hematologie cellulaire
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Objectif

Examens d'’hematologie cellulaire
| ¥ HEEE

'e))  Objectif du module
> )

o A lissue de ce module, vous serez capable de connaitre les principaux examens
permettant d'explorer 'lhematopoiése
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La durée de votre formation est estimée a 20 minutes
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Hématopoiese

Hematopoiese O« > »

O
= Ensemble des mécanismes qui assurent la production des
differentes cellules sanguines

© Lieu de production : moelle osseuse

“ Production régulée
+ Microenvironnement medullaire
+ Facteurs de croissance

Production constante Nombre Durée de vie Production
Globules rouges 20102 120 | 200.10'9
PN neutrophiles 0,5.10"2 24 h 50.109
Plaquettes 1,0.10"2 7j 100.10*9

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Prolifération Maturation Différentiation

Proliferation - Maturation - Differenciation

—
—

PROLIFERATION
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Cellules matures

Les termes " cellules souches ", " differenciation ", " auto-renouvellement " sont définis dans le glossaire
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Comment explorer I'hnématopoiese?

Comment explorer I' hematopoiese ? O« > » =

Examens du sang périphérique

Numeération Formule Sanguine (NFS) ou
hémogramme +/- dosage des réticulocytes

Examens de la moelle osseuse

Myelogramme
Biopsie ostéeomédullaire

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Examen du sang périphérique

Examens du sang peripherique O« > »E

'l‘m))

¢ Numeration Formule Sanguine ( NFS ) ou hemogramme

+ Realise a partir de sang total
+ Sang preleve sur anticoagulant ( EDTA ) par voie veineuse
au pli du coude

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Numeération formule sanguine

Numeration Formule Sanguine O« > »

@ © Analyse quantitative des elements figures du sang

+ « la numeération globulaire » est le nombre de leucocytes ( = globules blancs ),
d'erythrocytes ( = globules rouges ), de plaquettes par litre de sang (+/-
réticulocytes )

+ « la formule leucocytaire » est le nombre d'eléments nucléés ( polynucleaires
neutrophiles, polynucléaires éosinophiles, polynucléaires basophiles,
lymphocytes et monocytes ) par litre de sang

© Analyse qualitative des eléements figurés du sang = « frottis sanguin »

+ Analyse morphologique des globules blancs, des globules rouges
et des plaquettes

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Numeération formule sanguine analyse quantitative

Numeration Formule Sanguine :
Analyse quantitative

» I‘]' o 2 | x -
D + Mesure automatisée sur un automate de numeération cellulaire

+ Nombre des élements pour un volume de sang donné
Numeération globulaire

Parametres mesures

= Globules rouges (T/L)

= Hemoaglobine (a/dL)

= VGV ou volume globulaire moyen (fL)
= Réticulocytes (GIL)

= Globules blancs (G/L)

= Plaguettes (G/L)

Parametres calculées

= Hematocrite (%)= GR x VGM x10-1

enHb (pg) = (Hb x10)/nb GK :
= CCMH = Concentration corpusculaire
moyenne en Hb (g/dL) = (Hb x 1000)/Ht !

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Numeération formule sanguine analyse quantitative_copy

Numeration Formule Sanguine : ® O « » » =

Analyse quantitative

,.‘,D Formule leucocytaire

¢ Mesure automatiseée
¢ Analyse des cing sous populations de globules blancs

+ Répartition en %
+ Valeurs absolues (G/L)

= Polynucleaires neutrophiles
= Polynucleaires eosinophiles
= Polynucleaires basophiles
= Lymphocytes

= Monocytes

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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Numération globulaire

Numeration globulaire : valeurs usuelles

Adulte A dulte Enfant Nouveau | Modifications
homme femme ne -soloziques
GR lﬂﬂ.-’l 45a 62 40a54 16a5.0 5.0a 6.0
Hb g/dl 13a18 12316 12a 16 14a 20 |grossesse 2Zeme
trimestre<l(.5
Ht % 402 54 35a47 362 47 44 a6
VGM 80a 100 80a 100 752 85 Alcool
fertolitres VGM 100-102 fL
CCMH > < ) F
g/dL 31436 | 31436 | 31336 | 31436
ngﬂ{ 27 a 32 27 a 32 27 a 32 27 a 32
GB 10°1 | 4.0210.0 | 402 10.0 | 4.0a 12.0 |10.0 a 25.0 Fumeurs
GB>12.0
Plaquil:t'tes 1502 450 | 150a 450 | 1502 450 | 150 a 450
10°1
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Formule leucocytaire automatisée

Formule leucocytaire automatisee < T O «

. . Monocytes Pnlynuclée_lires
- . neutrophiles
Di-3410000 5

Polynucléaires
eosinophiles

Polynucleaires
basophiles

. Lymphocytes
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Numeration formule sanguine : 20 = > »

Numération formule sanguine analyse qualitative

analyse qualitative

v1Q)

< Examen du frottis sanguin
+ analyse morphologique des globules blancs, des globules rouges et des plaquettes

+ décompte des élements nucléés = formule leucocytaire manuelle

Comment le realiser ? 3- frottis sanguin non coloré

: frange — .
2- etalement sur lame

1- depdt d'une fine

goutte de sang . : )
goutte de 4- froftis sanguin coloré au May

Grunwald Giemsa (MGG)
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o- lecture au microscope
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NFS pathologique

NFS pathologique

1 )

2 9« > »

Hb < 13 g/dL (homme)

Hb < 12 g/dL (femme)

Hb < 14 g/dL (nouveau né)
Hb < 12 g/dL (enfant)

Neutropénie

PNN < 1,70 G/L

Microcytose

VGM < 80 fL

Macrocytose

VGM > 100 fL

Hypochromie

CCMH < 31 g/dL

Neutrophile PNN > 7 G/L
Lymphopénie Ly < 1 G/L
Lymphocytose Ly > 4 G/L
Monocytopénie Mono < 0,2 G/L

Monocytose Mono > 1 G/L

Eosinophilie PNE > 0,5 G/L

Basophile

PNB > 0,2 G/L

Régénératif Réticulocytes > 150 G/L
Arégénératif Réticulocytes < 100 G/L
Polyglobulie Hématocrite > 54% (homme)
Hématocrite > 47% (femme)
Plaquettes < 150 G/L
Thrombocytose | Plaquettes > 450 G/L
Leucopénie GB < 4 G/L
Leucocytose GB > 10 G/L

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation

+ anomalies morphologiques des
globules blancs, des globules rouges et
des plaquettes
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NFS pathologique 1

NFS pathologique

1*))

¢ Toute anomalie de la NFS doit étre exploree.

T O «

anemie normo/macrocytaire aregenerative
et/ou neutropenie
et/ou thrombopeéenie

= pancytopénie

¢ Examens sanguins complémentaires nécessaires

+ Cause reactionnelle ? ( infectieuse, virale, immmune ...)
+ Cause centrale 7 ( exploration de la moelle osseuse )

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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Comment explorer I'hématopoiése ?

Comment explorer 'hematopoiese ?

Examens du sang peériphérique

Numeration Formule Sanguine (NFS) ou
hémogramme +/- dosage des réticulocytes

Examens de la moelle osseuse

Myélogramme
Biopsie ostéomédullaire

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Exploration de la moelle osseuse

Exploration de la moelle osseuse g

=1¢)

¢ Myélogramme : analyse cytologique

+ Examen quantitatif
= pourcentages relatifs des elements des differentes
lighees medullaires
+ Examen qualitatif
= évaluation de la morphologie cellulaire et mise en
evidence de dysplasies

< Biopsie osteo-medullaire : analyse histologique

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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Myelogramme

Ponction sternale

Myélogramme

®

D « > »

Ponction iliaque

+ Adulte

+ Siege : sternum (manubrium)

salp=—{

Trocart

+ Enfants ou Adulte si

sternale

contre-indication a la ponction

+ Siege : créte iliaque postérieure

Trocart

Anesthésie locale +++

¥ Patch lidocaine

(superficielle)

Injection locale de xylocaine
(profonde : peau + tissus sous
cutanes + perioste)

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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Myélogramme 1

Myelogramme PO« > » =
» 1‘1)) 1- Etalement fin = frottis medullaire
1ére aspiration 3 et =
(gouttes) _ L _
A
i
Aspirations de
moelle osseuse 2- Examens complementaires
2éme aspiration | EXemple : cytogéneétique "
(1-2mb) | => tybes adaptés

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Cytologie

Cytologie

]
1- Coloration au May 2- Lecture au microscope

Grunwald Giemsa (MGG)

34992

Frottis medullaire non

colora + Evaluation de la richesse medullaire

7 Etude des mégacaryocytes

7 Décompte en pourcentage des differentes
lignées myeloides et non myéloides

7 Analyse morpholgique des différentes
lignees

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Cytologie 1

Cytologie

O

Evaluation de la richesse médullaire
(= moelle de richesse normale)

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Cytologie 2

Cytologie 20 « > »
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Etude des megacaryocytes ou precurseurs
myeloides plaquettaires (nombre et aspect)
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Cellules indifférenciées immatures

Cellules indifferenciees immatures :
hemoblastes

1*))
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La lignée myéloide neutrophile

La lignée myéloide neutrophile ® O «
= granulopoiese normale

PML
Promyélocyte

Hiw | \b‘\ | MLN

C e Myélocyte neutraphile
n
) - :
- .. - MMLN

Metamyelocyte

- = PN
i t,‘ FPalynucléaire
4% . neutrophile
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La lignée érythroblastique

La lignee erythroblastique = Erythropoiese o N
hormale
el J)
‘ ) PROER
Froerythroblaste
ERB
Enythroblaste
~ basophile
ERP
Erythroblaste
polychromatophile
ERA
' Enythroblaste
_ acidophile
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Autres éléments médullaires du microenvironnement

Autres elements medullaires du
microenvironnement

1 )
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Compte rendu d'un myélogramme

Compte rendu d'un myelogramme

O

Site de prélevement
Dureté de |’ os
Richesse

Lienee megacaryocytaire

Cellules indifférenciées

Lignée myeloide

Myeloblastes

Promyelocytes

Myeélocytes neutrophiles
Meétamyeélocytes neutrophiles
Polynucléaires neutrophiles

Myelocytes eosinophiles
Metamyelocytes eosinophiles
Polynucléaires éosinophiles

Basophiles

Monocytes

présente
0-3%
45a 75%
1-3
2-8
2=15

10 -20
15 -30

(valeurs normales)
Lignee érythroblastique

Proérythroblastes
Erythroblastes basophiles

Erythroblastes polychromatophiles

Erythroblastes acidophiles

Lignee lymphoide

Lymphoblastes

Lymphocytes
Plasmocytes

Autres cellules

Commentaires ....

Conclusion ....

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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Cytométrie en flux

Cytometrie en flux : analyse O =
immunophénotypique

& Principe

”4])) + Technique biologique d'analyse de cellules en suspension
® + Detection d'antigenes a la surface ou dans le cytoplasme
des cellules grace a des anticorps monoclonaux couples

) a un fluorochrome

¢ Indications

+ Préciser I'appartenance des cellules tumorales a une lignee
( myeloide ou lymphoide )

+ Indispensable pour le diagnostic et la classification de
certaines pathologies = hemopathies

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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Cytometrie en flux

¢)

Cytométrie en flux 1

» Principaux antigenes de lighee

+ Systeme hématopoietique
= CD45

» Lignée lymphoide
= Marqueurs B : CD19, CD20, CD22, CD/79b
«Marqueurs T : CD3, CD2, CD5, CD7 (+/- CD4, CD8)
= Marqueurs NK : CD3- CD56+ CD16+

+ Lignée myéloide
+CD13, CD33
= Marqueurs érythroides : CD235a (glycophorine)
= Margueurs plagquettaires : CD41, CD42, CD61
= Marqueurs monocytaires : CD14, CD64

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation



Cytométrie en flux mode opératoire

Cytometrie en flux : mode operatoire

1 )

Laser bleu Laser rouge Laser violet
(A : 488 nm) (A : 633-638 nm) (A : 405 nm)
Fluoro- [F |
chromes APC-Cy7
IF
A max :
d'excitation Ao

h Emission de fluorescence a une A bien précise

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Cytomeétrie en flux principe

Cytometrie en flux : principe

Ol

O , 1- Systéme fluidique :
Cellules entrainges une a une par un
iquide de gaine devant la source laser

oy 7

= (A Unigue)

o

Suspension
cellulaire marquee
et lysee

Lasoy goanse
. TR
Lasa viokd

e |

Celhile de inecanic

Lupiide de gamine Bt st il Laguauile de gamie
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Cytométrie en flux principe 1

Cytometrie en flux : principe

‘])) 2- Cellule de mesure

diffraction de la lumiere du laser et excitation
du fluorochrome par le faisceau
laser

AL couplés & un
S50 Fadescatia ) fluorochrome

: FAC (Formandsaite|

X
@ Fluorescence emise

== Taille (FSC) et structure (SSC) de (A émise> A excitation)
la cellule

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Cytométrie en flux analyse

Cytometrie en flux : analyse

Exemple :
Immunophénotypage lymphocytaire
sanguin normal

Cellules viables

- Lymphocytes
T PO reem)
55 CD45

Fin R ry
Lymphocytes T
CD3+ CDa+

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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En résumé

En resume

Ol
~ Numération Formule Sanguine

l Si anomalies quantitatives et qualitatives

o

My€logramme Biopsie ostéo-medullaire

- Analyse cytologique

- Examens complémentaires
(cytométrie en flux,
cytogénétique, biologie
moléculaire)

- Analyse histologique

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Ecran fin

PO « » » =

Merci d'avoir suivi ce cours.

Et rendez-vous pour la suite de votre formation,
avec un diaporama commenté sur :
"la cytogeneéetique en hematologie biologique"




