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Environ 5*1011
Cellules sanguines produites chaque jour

à > 5 millions par seconde !
>98%: globules rouges et plaquettes

Hématopoïèse

Du grec “hémato” et “poiesis”, 
littéralement faire du nouveau sang



Vue “Classique” de l’hématopoïèse

HSC: Hematopoietic stem cell

ST-HSC: Short-term HSC

CLP: Common lymphoid 
progenitor

CMP: Common myeloid 
progenitor

GMP: Granulocyte/Monocyte 
progenitor

MEP: Myeloerythroid 
progenitor

RBC: Red blood cell



Où trouve-t’on des Cellules Souches 
Hématopoïétiques (CSH) ?

1. Dans la moëlle osseuse
2. Dans le sang
3. Dans le cordon ombilical et le 

placenta
4. Dans le système hématopoïétique 

foetal

Placenta et cordon ombilical



Hematopoièse pendant le développement (souris)

Orkin & Zon, Cell, 2008

EC: endothelial cells
Yolk sac: sac vitellin



Gao et al., Development 2018

Niche des CSH embryonnaires



CSH

Os spongieux
(contient la 
moëlle rouge)

Globules rouges

Globules blancs

Plaquettes

Moëlle jaune

Os compact

Hématopoïèse adulte: dans la moëlle osseuse 
rouge



Gao et al., Development 2018

Niche des CSH adultes

CAR: Cxcl12 Abundant Reticular cells



https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/histology-of-bone-marrow

Moëlle rouge Moëlle jaune

Histologie de la moëlle osseuse



En vert: cordons 
hématopoiétiques

La moëlle rouge de plus près



Comment peut-on trouver des 
CSH dans la moëlle osseuse ?



Sottocornola and Lo Celso, Stem Cell Res. Ther. 2012

Les CSH comme “Label Retaining Cells”
Ø Les CSH se divisent très rarement
Ø Si on marque leur ADN, les CSH devraient garder ces marqueurs plus 

longtemps que des progéniteurs plus avancés (dilution des marqueurs par 
division) ou des cellules différenciées (sortent de la moëlle/durée de vie 
limitée)



Comment marquer l’ADN des cellules ? 

BrdU
à Détection: avec un anticorps

3H Thymidine: Radioactif
à Détection: (autoradiographie)



Slide courtesy of Dr. Andreas Trumpp 

Identification des CSH dans la moëlle osseuse

1/5 est une CSH

Oser and Trumpp, 2006

BrdU c-Kit DAPI

c-Kit: marqueur de CSH 
DAPI: marque les noyaux



Les CSH circulantes

• Très rares
• Preuve de leur existence: connexion de la circulation 

sanguine de 2 souris = parabiose: les CSH d’une 
souris passent chez l’autre souris et y produisent des 
cellules sanguines



Comment étudier l’hématopoïèse ?

• In vivo

• Utilisation du FACS / Essai de formation de colonies in vitro

• Analyse de cellules individuelles:
Ø RNA-seq
Ø Barcoding



(1) Gold standard pour prouver qu’une cellule (ou 
des populations de cellules) a une activité de 
cellule souche

(2) Technique cruciale qui:

-  A permis d’identifier les CSH
-  Permet d’étudier le potentiel de cellules qui 
portent une mutation spécifique pour former les 
lignées du sang

Reconstitution de la moëlle osseuse



La moëlle osseuse contient un mélange de cellules hétérogènes

Les CSH constituent environ 0.01% des cellules de la moëlle osseuse
à Comment les purifier ?



Les CSH et les cellules progénitrices ont des 
marqueurs de surface spécifiques



https://www.sinobiological.com/category/fcm-facs-dual-staining

Marquage de populations cellulaires spécifiques

à Utilisation de combinaisons d’anticorps pour marquer des 
protéines de surface spécifiques à chaque type de cellules



Ces marqueurs de surface peuvent être utilisés 
pour purifier différents types cellulaires



Purification de CSH



On peut ensuite tester le potentiel des cellules 
purifiées



Etape 1

Transfert des cellules sur une culture de 
méthylcellulose contenant des cytokines 
(IL3, IL6, Epo, SCF)

Etape 2 (12 jours plus tard)

Compter et examiner les colonies

Mélange de cellules
(moëlle osseuse, sang)

In vitro: Colony forming unit-culture (CFU-c)
à Quantification du nombre de progéniteurs et de leur potentiel in vitro



- Permet d’étudier des colonies dérivées de CSH et de cellules plus 
différenciées in vitro. 

CFU-G CFU-E

- Permet d’estimer la taille, le nombre de cellules et leur morphologie

* CFU-E (colony-forming unit-erythroid)
* CFU-G (colony-forming unit-granulocyte)
* CFU-M (colony-forming unit-macrophage)
* CFU-GM (colony-forming unit-granulocyte/

macrophage)
* CFU-GEMM (colony-forming unit-granulocyte/

erythroid/macrophage/megakaryocyte) 

In vitro: Colony forming unit-culture (CFU-c)



In vivo: analyse de CFU dans la rate 

Rate avec des nodules
(Clonaux)

Section de rate fixée, notez les CFU

Permet de quantifier les CSH à court terme/progéniteurs (après 8 jours) ou 
les CSH à long terme (après plusieurs semaines) in vivo.



Fin de la 1ère partie



Comment analyser la fonction des 
CSH humaines in vivo ?



Mouse kidneys

Immuno-incompetent SCID mouse

Immature human 
immune tissue

Immature human 
immune cells

Il est possible d’avoir une différenciation de cellules T et B humaines in 
vivo, en transplantant des CSH et des tissus immunitaires humains

La souris SCID-hu



La souris SCID-hu

à Souris immunodéficiente transplantée avec des éléments du 
système immunitaire humain:
Les souris ne peuvent pas réarranger leurs récepteurs aux antigènes dans 
les lymphocytes B et T en différenciation (pas d’anticorps ni de réponse 
immune cellulaire)

SCID: Severe Combined Immuno-Deficiency

J. McCune and I.Weissman, Science, 1988

à En greffant un foie humain foetal, des noeuds lymphatiques 
ou un thymus chez ces souris, la différenciation des CSH 

humaines peut être étudiée in vivo



Analyse de cellules individuelles



Single Cell RNA-seq

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Single-cell_RNA-Seq_workflow.pdf



Analyse des données

Gène 2

G
èn

e 
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Population de cellules

…Comment représenter ces cellules sur une diagramme de > 20’000 dimensions ?

à On utilise des méthodes statistiques de réduction de dimensionalité, qui 
permettent de positionner les cellules sur un diagramme en 2 dimensions en 
fonction de la similarité de leur transcriptome



Analyse de dizaines de milliers de cellules 
hématopoïétiques par single cell RNA-seq



Analyse du potentiel des CSH par barcoding

Lu et al., Nat. Biotech 2011

Principe: insérer dans le génome de chaque CSH une séquence 
d’ADN artificielle différente = code barre



Analyse du potentiel des CSH par barcoding

Lu et al., Nat. Biotech 2011



Analyse du potentiel des CSH par barcoding

Lu et al., Nat. Biotech 2011

àOn peut quantifier la représentation de chaque code barre 
dans différents types de cellules du sang



Analyse du potentiel des CSH par barcoding



Bachegowda et al., J. Hem&Onc 2013

Régulation de l’hématopoïèse



Différentes cytokines agissent à différents 
niveaux de l’hématopoïèse

https://www.rndsystems.com/pathways/hematopoietic-stem-cell-differentiation-pathways-lineage-specific-markers



L’éryhtropoiétine est synthétisée par le rein en 
réponse à une hypoxie



Dans les années 90: scandale de dopage à l’EPO

Richard Virenque, apprenant son exclusion du tour de France en 1998



Dérégulation pathologique de l’hématopoïèse: 
leucémie myéloide

cell model proposes the existence of distinct classes of cells
within a tumor, each with different capacities for self-
renewal and proliferation. Consequently, only a small
definable subset of cells will consistently have the capacity
to initiate tumor growth and reproduce the hierarchy of
cell types that comprise the tumor.

While bothmodels predict that only a limited number of
cells within a tumor will initiate tumor growth, their
underlying biological principles are very different. Accord-
ing to the stochastic theory, the cells within a tumor are
relatively homogeneous, and the genetic changes leading
to the development and progression of malignancy are
operative in all cells. Thus, research to understand
tumorigenic pathways, as well as therapies to eradicate
the tumor, can be directed at the bulk cell population. The
stem cell model, however, postulates that the rare popu-
lation of tumor-initiating cells is biologically and function-
ally distinct. Tumorigenic pathways might operate
differently in these cells compared with the bulk cells;
therefore, research must focus on such CSCs to enable
development of targeted cancer treatments that will
effectively prevent disease relapse. The stem cell model
predicts that tumor stem cells with the capacity to initiate

tumor growth in vivo can be prospectively identified and
purified from the bulk tumor, whereas the stochastic
model predicts that tumor-initiating activity will always
appear in every cell fraction and cannot be enriched.

Adaptation of the available quantitative assays for
normal human stem cells capable of repopulating hema-
topoiesis in vivo allowed these hypotheses to be directly
tested for AML. Transplantation of primary AML cells
into SCID [17] or NOD/SCID [18] mice (see Glossary) led
to the finding that only rare cells, termed SCID leukemia-
initiating cells (SL-ICs), are capable of initiating and
sustaining growth of the leukemic clone in vivo. In
addition to their ability to differentiate and proliferate,
serial transplantation experiments showed that SL-ICs
possess high self-renewal capacity, and thus can be
considered to be AML stem cells. Importantly, SL-ICs
can be prospectively identified and purified as
CD34CCD38K cells in AML patient samples, regardless
of the phenotype of the bulk blast population, and are the
only cells capable of regrowing the leukemia in recipient
mice [17,18]. These findings rule out stochastic processes
as the biological mechanism underlying tumor hetero-
geneity in AML and show that, like the normal
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TRENDS in Cell Biology 

Figure 1. Schematic illustration of the normal and leukemic human hematopoietic hierarchies. Human hematopoietic cells are organized in a hierarchy that is sustained by a
small population of self-renewing hematopoietic stem cells (HSCs). HSCs give rise to progressively more lineage-restricted, differentiated progenitors with reduced self-
renewal capacity (LTC-ICs, long-term culture-initiating cells; CFU, colony-forming units), which in turn produce functionally mature blood cells. Disruption of pathways
regulating self-renewal and differentiation through the acquisition of transforming mutations generates leukemic stem cells (LSCs) capable of sustaining growth of the
leukemic clone in vivo. LSCs possess an altered differentiation program, as demonstrated by aberrant expression of some cell-surface markers (indicated in blue) and give
rise to an aberrant developmental hierarchy that retains aspects of its normal counterpart. In vivo reconstitution assays using immune-deficient mouse recipients enable
detection of HSCs and LSCs as SCID-repopulating cells (SRCs) and SCID leukemia-initiating cells (SL-ICs), respectively.

Review TRENDS in Cell Biology Vol.15 No.9 September 2005496

www.sciencedirect.com

Wang and Dick, Trends in Cell Biology 2005



CSH en homéostasie vs en transplantation

Les tests fonctionnels classiques des CSH se font par transplantation

Des CSH prélevées (donc potentiellement « stressées ») injectées 
dans un animal dont le système hématopoïétique est détruit

à Est-ce que la fonction mesurée des CSH dans ces conditions 
reflète vraiment leur rôle normal ?



Comment mesurer la fonction homéostasique 
des CSH ?

Rodriguez-Fraticelli et al., Nature 2018

M2-rtTA: facteur de transcription activé par la doxycycline
tetO: promoteur auquel le M2-rtTA activé se lie pour activer la transcription
HSB: Hyperactive Sleeping Beauty = Transposase
Tn: Transposon qui saute d’un endroit à l’autre dans le génome quand HSB est présente



Cette analyse montre que les megacaryocytes 
sont directement issus des CSH

Rodriguez-Fraticelli et al., Nature 2018



Scala et al., Blood advances 2019

HSC: Hematopoietic stem cell
MPP: Multipotent hematopoietic 
progenitors
CMP: Common myeloid progenitor
MLP: Multi-lymphoid progenitor
ETP: Early thymic progenitor
GMP: Granulocyte-macrophage 
progenitor 
MEP: Megakaryocyte/Erythroid 
progenitor 
M: Macrophage
PMN: Polymorphonuclear neutrophils
DC: Dendritic cells

Vision classique vs révisée de l’hématopoïèse



Fin de la 2ème partie



Applications thérapeutiques 
des CSH



Transplantation de CSH pour traiter la leucémie

E. Donnall Thomas, Prix Nobel 1990



Nombre de transplantations de CSH en Europe:
Aujourd’hui: > 40’000 par année en Europe)

European BM transplantation registry, statistics 2009 

Transplantation de CSH



Transplantation autologue de CSH

https://adandidstemcells.weebly.com/pros.html



Transplantation allogénique de CSH

https://adandidstemcells.weebly.com/pros.html



Avantage de la purification de CSH pour 
applications cliniques

• Transplantation allogénique: évite la maladie aiguë ou chronique du 
greffon contre l'hôte en éliminant les cellules T immunoréactives de la greffe

• Transplantation autologue: Purification des CSH de patients cancéreux et 
réintroduction ultérieure après radiothérapie ou chimiothérapie à peu de 
risque de restitution des cellules cancéreuses au patient !



Autres applications cliniques de la transplantation 
de CSH

1. Traiter les effets toxiques d'une chimiothérapie à forte dose + / - radiothérapie lors d’un 
traitement de cancer (autologue ou allogénique) 

2. Corriger un trouble sanguin grave congénital ou acquis en remplaçant le système 
hématopoïétique du patient par celui du donneur (allogénique)

3. Augmenter le contrôle d'une maladie maligne par des mécanismes effecteurs allo-immuns 
de la réaction du greffon contre l'hôte (allogénique)

4. Réinitialiser le système immunitaire pour abolir l'auto-immunité (autologue ou allogénique)



Transplantation de CSH: Donneurs et Compatibilité

• Human Leukocyte Antigen (HLA, = MHC humain) (A, B, C, DR, DQ) 
• 1er choix: famille à 25% de chances de compatibilité
• 2ème choix: donneurs enregistrés (5 millions de personnes) à 40% 

de chances de compatibilité
• Sources de CSH: 

- Sang après traitement avec la cytokine G-CSF pour recruter 
des CSH
- Aspiration de moëlle osseuse
- Sang du cordon ombilical

http://medweb2.unige.ch/immunologie/home/HSC/index.php



Que se passe t’il après la greffe ? 

• 2-3 semaines pour que la greffe prenne
• Reconstitution des globules rouges, plaquettes et cellules de 

l’immunité innée (1 mois)
• Immunité des lymphocytes B (1-2 ans)
• Immunité des lymphocytes T (jusqu’à 5 ans)

à Risque prolongé d’infection aux virus et champignons

http://medweb2.unige.ch/immunologie/home/HSC/index.php / 
Ogonek et al., Frontiers in Immunology 2016



Complications de la greffe de CSH

• Echec de la greffe/rejet

• Attaque de l’hôte par la greffe: 20-50% des cas 
à Maladie inflammatoire initiée par les lymphocytes T du donneur qui 

reconnaissent le patient comme étranger. Corrèle avec le mismatch 
HLA.

Peut être bénéfique aussi: Greffe contre la leucémie: les lymphocytes T 
du donneur attaquent les cellules cancéreuses résiduelles

• Infections causées par l’immunosuppression

http://medweb2.unige.ch/immunologie/home/HSC/index.php /



Circulation sanguine et hémostase



Circulation sanguine



Types de vaisseaux sanguins



Le foie

https://slideplayer.com/slide/8468520/

à Reçoit le sang des intestins puis le 
remet en circulation

à Rôle majeur dans le métabolisme 
des lipides et des glucides



Détails de la circulation du foie

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmed.2019.00312/full



Système lymphatique

Rate

ThymusGanglions 
lymphatiques

https://ib.bioninja.com.au/



Collection de fluide extracellulaire par la 
circulation lymphatique



Pas de pompe, mais des valves dans les grands 
vaisseaux lymphatiques

https://cardiovascularsystemud.weebly.com/the-histology.htmlJiang et al., Ann. Rev. In Phys. 2018



Formation d’un caillot sanguin - hémostase

Park et al, Hanyang Med Rev 2018



Formation d’un bouchon plaquettaire



Formation d’un caillot sanguin - hémostase

Park et al, Hanyang Med Rev 2018



à Implique 12 (I-XII) protéines circulantes appelées facteurs de 
coagulation, qui vont générer une cascade protéolytique pour 
aboutir à la polymérisation de fibrine

à Le plus souvent initiée par le Facteur VII qui quitte la circulation 
sanguine lors d’une lésion, et entre en contact avec le « Tissue 
Factor » qui est exprimé sur les fibroblastes et les leucocytes. 

à Formation d’un complexe activé et début de la cascade de 
coagulation

Autre initiation possible: conversion de facteur XII en facteur XIIa.

Cascade de coagulation



Cascade de coagulation


