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Chapitre 4

Hématologie — Hémobiologie

Céline Loiseau

1. Généralités

L’hématologie étudie la physiologie et la pathologie du sang. Le sang est un
tissu conjonctif complexe en perpétuel renouvellement circulant dans les vais-
seaux. Il est formé de cellules variées et de divers éléments en suspension dans
un liquide jaune, le plasma. Il remplit de nombreuses fonctions nécessaires a la
vie comme les échanges respiratoires entre les tissus et les poumons, les échanges
d’éléments nutritifs et de produits terminaux du métabolisme, la communication
entre les cellules, la régulation de la constance du milieu intérieur, la thermorégu-
lation et la défense de 1’organisme.

1.1. Composition du sang

Le sang est un milieu fluide, visqueux, plus dense que I’eau (d = 1,05) et de
pH compris entre 7,35 et 7,45. 1l représente environ 8 % du poids corporel et son
volume varie de 5 a 6 L chez I’homme et de 4 a 5 L chez la femme.

Il est composé de cellules, les ¢léments figurés, en suspension dans une matrice
extracellulaire liquide, le plasma. Ces cellules sanguines représentent 45 % du
volume sanguin total chez I’adulte. On peut distinguer trois catégories de cellules
variant par leur morphologie et leur fonction :

— les globules rouges, encore appelés hématies ou érythrocytes ;

— les globules blancs ou leucocytes, parmi lesquels on distingue plusieurs
variétés : les granulocytes ou polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et baso-
philes, les lymphocytes et les monocytes ;

— les plaquettes ou thrombocytes.

Ces cellules, renouvelées en permanence, présentent des durées de vie diffé-
rentes mais restent en nombre constant dans le sang. Elles sont produites en



626 Chapitre 4 — Hématologie — Hémobiologie

continu a partir de cellules souches de la moelle osseuse par un processus appelé
hématopoicse.

Le plasma (55 % du volume sanguin total) est un liquide limpide, jaune clair,
contenant en solution ou en suspension dans un important volume d’eau (91 % en
masse du plasma) divers sels minéraux ainsi que des composés organiques (subs-
tances nutritives, urée, protéines). La composition du plasma est détaillée dans le
tableau 4.1. Parmi ces solutés, les protéines constituent la fraction la plus abon-
dante (7 % en masse du plasma). Ces protéines sont de natures diverses : albu-
mines, enzymes, globulines et facteurs de la coagulation. Les albumines consti-
tuent le groupe le plus important (55 % des protéines totales) et participent, entre
autres, au maintien du pH sanguin (cf. infra). Elles sont synthétisées par le foie et
interviennent dans le maintien de la pression osmotique afin de préserver 1’équi-
libre entre le sang et les tissus, et de régler le volume sanguin. Viennent ensuite
les globulines avec 35 % des protéines totales. Ces protéines englobent les anti-
corps (immunoglobulines). Elles sont également produites par le foie mais aussi
par les plasmocytes (cellules dérivées des lymphocytes B). Les facteurs de la
coagulation ne représentent que 7 % des protéines sanguines. Outre les protéines,
le plasma contient également des ions, des gaz et des substances azotées. Cette
fraction correspond a 2 % de la masse totale du plasma.

11 faut noter que le sérum est différent du plasma. En effet, il est obtenu aprés
coagulation du sang et ne contient ni fibrinogene, ni diverses autres protéines
plasmatiques consommeées au cours de la coagulation.

1.2. Fonctions du sang

Le sang participe a de nombreuses fonctions (tableau 4.1) qui peuvent &tre
regroupées en trois catégories principales.

Le sang est un transporteur. Il intervient notamment dans :

- les échanges gazeux (02. et CO,) grace au pigment respiratoire (hemoglo-
bine) contenue dans les hématies ;

le transport des éléments nutritifs du systeme digestif aux cellules ;

— I’¢limination des déchets métaboliques ;

— le transport des hormones des glandes endocrines vers les organes cibles ;
— le cheminement des vitamines et des métaux ;

— le transport de chaleur.

Le sang participe a la protection de I’organisme. Les fonctions immunitaires
reviennent aux hématies ainsi qu’aux leucocytes. Les globules rouges posse-
dent sur leur membrane des glycoprotéines spécifiques définissant les groupes
sanguins des individus. Les granulocytes, lymphocytes et monocytes jouent un
role dans la réponse de I’organisme a différentes infections. De plus, le sang
protége ’organisme contre les pertes sanguines grace au mécanisme de la
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coagulation. Les fonctions hémostatiques préviennent de tout saignement par
I’intervention des plaquettes et des protéines de la coagulation en colmatant les
bréches vasculaires.

Le sang a une fonction régulatrice qui se traduit notamment par le maintien
du pH. Celui-ci est assuré par de nombreuses protéines sanguines et différents
solutés intervenant dans divers systemes tampons. Par ailleurs, les fonctions
oncotiques sont principalement assurées par I’albumine et le chlorure de sodium.
Ces ¢léments empéchent le transfert de plasma dans le liquide interstitiel, ce qui
permet donc de maintenir un volume sanguin dans les vaisseaux relativement
constant.

Tableau 4.1. Composition du sang et principales fonctions des composants sanguins.

Quantité ou

Composant concentration Principale(s) fonction(s)
91 % Milieu de diffusion et
Solvant Eau (en masse du de transport des autres
plasma) constituants ; réle thermique
Gaz respiratoires
co, 2mL- 100 mL™"  Déchet issu du métabolisme
0, 0,2 mL - 100 mL™" Substrat respiratoire
Electrolytes
Na+ 142 mEq - L™ Maintien de la pression
K+ 5mEq - L’ osmotique, de I'équilibre acido-
CaZt 5 mEq - L' basique, du pH, de lI'eau dans le
Mg2* 3 mEq - L! compartiment extracellulaire
cl- 103 mEq - L' Réle de tampon
HCO,- 27 mEq - L Coagulation
HPO,% 2 mEq - L'
SO,%" 1 mEq - L
Protéines Viscosité du sang, réle de
Albumines 40-45g - L! tampon, maintien de la pression
Globulines 259 - L oncotique, du volume sanguin...
s . Fibrinogéne 2-4g- L7 Transport de divers éléments,
olutés .
anticorps, facteurs de la
coagulation
Substances azotées
Urée 300 mg - L' Déchets du métabolisme
Acide urique 50 mg - L'
Créatinine 10 mg - L

Substances régulatrices
Hormones protéiques  <0,20 mg - 100 mL™" Régulation et intégration des

Hormones stéroides grandes fonctions
Peptides

Nutriments

Glucose 1000 mg - L’ Substrats métaboliques
Lipides 4000-5 000 mg - L

Cholestérol 2000 mg - L'

Vitamines <2mg- L
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2. Hématopoiese

L’hématopoicse est I’ensemble des mécanismes physiologiques qui assure le
renouvellement continu et régulé des éléments figurés du sang. Chez I’adulte, elle
se déroule dans la moelle osseuse et dans les organes lymphoides. L’hématopoicse
regroupe la myé¢lopoiese, responsable de la production des cellules my¢loides
(hématies, polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles, monocytes/
macrophages, plaquettes) et la lymphopoiese, responsable de la production des
cellules lymphoides (lymphocytes et plasmocytes). Les cellules gagnent ensuite
la circulation sanguine et vont, selon leur fonction, y rester ou migrer vers les
tissus.

Par ailleurs, les cellules sanguines ont une durée de vie limitée : 120 jours
pour les érythrocytes, 7 a 10 jours pour les plaquettes, 4 a 6 jours pour les poly-
nucléaires neutrophiles et jusqu’a plusieurs mois pour les monocytes. Quant aux
cellules lymphoides, leur durée de vie peut varier selon leur type. A I’état physio-
logique normal, la concentration cellulaire est maintenue constante grace a une
production permanente importante faisant intervenir de nombreux mécanismes
de régulation (par exemple 200.10° globules rouges/jour ; 10.10° polynucléaires
neutrophiles/jour). Les cellules souches hématopoiétiques sont a la base de cette
considérable activité de production.

2.1. Généralités

L’hématopoicse, processus pyramidal, se déroule dans quatre compartiments
successifs : le compartiment des cellules souches, le compartiment des progéni-
teurs, le compartiment des précurseurs et le compartiment des cellules matures
(figure 4.1).

2.1.1.  Cellules souches multipotentes

Les différentes populations cellulaires proviennent toutes de cellules indiffé-
renciées, les cellules souches hématopoiétiques, présentes dans la moelle osseuse.
Ces cellules souches sont caractérisées par leur capacité d’autorenouvellement et
leur capacité de différenciation. Elles sont douées d’autorenouvellement afin de
maintenir leur taux constant et leur capacité de division semble illimitée. Elles
sont capables de différenciation, c’est-a-dire qu’elles ont la possibilité, sous
I’influence de facteurs de croisssance, de se diviser en s’engageant de fagon irré-
versible vers une ou plusieurs lignées. Ces cellules souches sont surtout présentes
dans la moelle osseuse mais peuvent, dans certains cas, se retrouver dans le sang.
Elles ne représentent qu'un faible pourcentage des cellules médullaires (0,01 a
0,05 %).
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Cellule souche
pluripotente (CFU-S)

\ Cellule souche
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Figure 4.1. Hématopoiése.

L’existence de ces cellules souches a été démontrée par Till et Mc Culloch
(1961). L’irradiation a dose 1étale d’une souris provoque un arrét de 1’hémato-
poiese. La mort de 1’animal aprés une dizaine de jours est la conséquence de
I’aplasic médullaire. A des souris irradiées, une greffe syngénique (souris
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génétiquement identiques) est effectuée par voie veineuse a partir de quelques
cellules médullaires. Huit jours aprés I’injection, des colonies hématopoiétiques
sont visibles dans la rate des souris irradiées. Ces colonies ont été appelées CFU-S
(colony forming unit spleen ou colonie formant une unité splénique). Ces cellules
sont mixtes, composées de cellules érythroides, granuleuses, mégacaryocytaires
et monocytaires. Chaque colonie provient donc d’un seul type de cellule et est
capable de reconstituer une hématopoic¢se normale.

Chez I’homme, I’existence des cellules souches est prouvée par les techniques
de cultures de moelle in vitro et la connaissance de certaines pathologies (clona-
lité des tumeurs).

Ces cellules souches ne sont morphologiquement pas reconnaissables (aspect
de petits lymphocytes) et sont cultivables in vitro sur agar ou méthylcellulose.
Elles possédent certains marqueurs immunologiques (CD34+, CD33-, Thyl+,
HLA DR low,...).

2.1.2. Progéniteurs hématopoiétiques

Les cellules souches vont donner naissance aux progéniteurs hématopoié-
tiques. Ces cellules perdent peu a peu leur totipotence et vont s’engager vers une
lignée cellulaire (érythrocytaire, granulocytaire, monocytaire, lymphocytaire ou
thrombocytaire). Elles perdent progressivement leur capaciter d’autorenouvelle-
ment au fur et 8 mesure de leur avancement dans la différenciation. Ces cellules
sont dites engagées ou commises et sont notées CFU (colony forming unit). Les
CFU-GEMMK, précurseurs multipotents des cellules my¢éloides, vont se diffé-
rencier en progéniteurs bipotents (CFU-GM, précurseurs communs aux polynu-
cléaires neutrophiles et aux monocytes) et monopotents. On distingue finalement
les progéniteurs suivants : CFU-E pour la lignée érythrocytaire, CFU-G pour la
lignée granulocytaire neutrophile, CFU-M pour la lignée monocytaire, CFU-Eo
pour la lignée granulocytaire €osinophile, CFU-B pour la lignée granulocytaire
basophile et CFU-Mk pour la lignée mégacaryocytaire. Dans la lignée érythro-
cytaire, un autre type de progéniteur est observé entre les progéniteurs CFU-
GEMMEk et les CFU-E : les BFU-E (burst forming unit erythroid).

Pour les lymphocytes, les progéniteurs sont appelés pré-B pour les lympho-
cytes B et pré-T pour les lymphocytes T.

Ces progéniteurs ne sont pas identifiables au microscope et sont cultivables
en milieu semi-solide en présence de facteurs stimulants. Ils acquiérent des
marqueurs immunologiques supplémentaires (CD38, HLA-DR).

2.1.3. Précurseurs hématopoiétiques

Le compartiment des précurseurs correspond a une zone de maturation des
cellules définitivement engagées dans une lignée cellulaire. Ces cellules peuvent
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encore subir des divisions cellulaires. Chaque lignée cellulaire comprend un
certain nombre de cellules identifiables morphologiquement.

2.1.4. Cellules matures

Les cellules matures et fonctionnelles quittent la moelle osseuse et gagnent la
circulation sanguine. Pour la plupart de ces cellules, le sang n’est qu’un lieu de
passage entre le lieu de production (moelle osseuse) et le lieu de leurs fonctions
(tissus).

2.2. Cinétique - Régulation — Cytochimie
et immunophénotypage

L’hématopoiése est un processus physiologique présentant des étapes de diffe-
renciation et de maturation. La différenciation cellulaire utilise différentes voies :

— D’érythropoiese, assurant la production des globules rouges ;

— la granulopoiese, aboutissant a la formation des polynucléaires (ou granu-
locytes) neutrophiles, éosinophiles et basophiles ;

— la monocytopoicse, formant les monocytes ;

— la thrombopoiése, assurant la génération des plaquettes ;

— la lymphopoiese, produisant les lymphocytes.

L’hématopoicse doit étre parfaitement régulée afin que chaque type cellu-
laire sanguin soit produit en quantité suffisante et en temps voulu. Une meilleure
maitrise des cultures in vitro au cours de ces derniéres décennies a permis d’éta-
blir que des interactions complexes entre cellules hématopoiétiques et compo-
sants du micro-environnement s’établissaient. En effet, les cellules stromales
(fibroblastes, cellules endothéliales...) produisent des substances nécessaires au
développement des lignées cellulaires. Deux principales catégories d’éléments
régulateurs participent a 1’hématopoicse ; ce sont les facteurs de croissance et le
micro-environnement. Les facteurs de croissance comprennent les CSF (colony
stimulating factor : GM-CSF, G-CSF, M-CSF et I’érythropoiétine), les interleu-
kines et le facteur Steel. Le micro-environnement constitue le support dans lequel
les cellules hématopoiétiques se développent. Il est constitué de cellules (fibro-
blastes, cellules endothéliales, macrophages, adipocytes) et d’une matrice extra-
cellulaire.

Au cours de leur différenciation et de leur maturation, les différentes cellules
des lignées hématopoiétiques vont acquérir des marqueurs membranaires. Ces
marqueurs sont mis en évidence par 1’utilisation d’anticorps monoclonaux. Ces
derniers permettent de définir le degré de maturité cellulaire ainsi que 1’apparte-
nance d’une cellule a une lignée donnée.
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8.2.2.4. Réaction de Coombs

C’est une méthode d’agglutination artificielle. Les anticorps irréguliers
sont généralement non agglutinants, c’est-a-dire que s’ils se fixent bien a la
surface des globules rouges possédant 1’antigéne correspondant a leur spécifi-
cité, cette fixation n’est cependant pas suivie d’une agglutination. On dit que les
globules rouges ainsi recouverts d’anticorps mais non agglutinés sont « sensibi-
lisés ».

Le test de Coombs est ’'une des méthodes qui permet de mettre en évidence
cette sensibilisation par une réaction d’agglutination a I’aide d’un réactif particu-
lier : I’antiglobuline.

Deux tests distincts permettent d’étudier cette agglutination artificielle : le test
de Coombs direct et le test de Coombs indirect (figure 4.11).

» TEST DE COOMBS DIRECT

Le test de Coombs direct permet la mise en évidence d’anticorps anti-érythro-
cytaires fixés sur la membrane des globules rouges.
Ce test peut étre utilisé dans différentes circonstances :

— pour démontrer la sensibilisation des globules rouges du nouveau-né au
cours de la maladie hémolytique du nouveau-né ;

— pour mettre en évidence la sensibilisation par des auto-anticorps ou du
complément des globules rouges des malades atteints d’anémies hémolytiques
auto-immunes ;

— pour dépister les accidents hémolytiques dus a I'usage de certains médica-
ments ;

— dans les cas d’accidents transfusionnels, pour démontrer la fixation sur les
globules rouges du donneur d’allo-anticorps spécifiques présents dans le sérum
du malade.

» TEST DE COOMBS INDIRECT

C’est un test sérique qui met en évidence la présence d’anticorps dans le sérum
en mettant ce dernier en contact in vitro avec des hématies tests.

Ce test est donc utilisé :

— pour la recherche des anticorps irréguliers dans le sérum des femmes
enceintes ou des malades transfusés ;

— pour les épreuves de compatibilité entre le sérum du receveur et les globules
rouges du donneur ;

— pour la détermination de certains groupes sanguins (Kell, Duffy...) utilisant
des sérums-tests.
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» TECHNIQUE

Test de Coombs direct Test de Coombs indirect

_—
1! O
== 0 O
Sérum du malade
Hématies tests
Hématies du malade l
recouvertes d'anticorps
Antiglobulines Agglutination ¢

Figure 4.11. Réaction de Coombs.

» ELUTION

L’¢lution permet de rompre la liaison antigénes-anticorps afin d’isoler et d’étu-
dier la spécificité de I’auto-anticorps. Il est décroché des hématies par chauffage a
56 °C ou par traitement a 1’éther. L’¢luat, c’est-a-dire I’anticorps libre, est mis en
présence d’un panel d’hématies de phénotype connu.

8.2.2.5. Recherche d’anticorps irréguliers anti-érythrocytaires

Ces agglutinines peuvent étre soit des iso-anticorps naturels (le plus fréquent
étant les anticorps anti-Lewis) chez les sujets n’ayant jamais eu de transfusion,
soit surtout des iso-anticorps immuns (anti-Rhésus, anti-Kell...) chez les sujets
ayant déja été transfusés ou chez les femmes ayant eu un ou plusieurs enfants.
Cette recherche est indispensable pour la sécurité transfusionnelle et chez la
femme enceinte pour assurer le diagnostic et le suivi de la maladie hémolytique
du feetus et du nouveau-né.

Dans le passé, la recherche d’anticorps irréguliers était réalisée par une tech-
nique en tube et comprenait deux tests : le test de Coombs indirect et le test
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enzymatique. De nombreuses études ont montré que le test enzymatique n’est
plus justifié. De plus, I’utilisation des techniques en gel a permis d’augmenter le
seuil de sensibilité.

» TECHNIQUE

La recherche d’anticorps irréguliers repose sur le test de Coombs indirect. Le
sérum du sujet est mis en présence d’hématies-tests sélectionnées (panel) pour
mettre en €évidence la présence ou l’absence d’anticorps irréguliers. Le panel
d’hématies est constitué de fagon a ce qu’un anticorps puisse étre identifié, méme
s’il existe un mélange.

Un panel de dépistage permet, dans un premier temps, de détecter I’anticorps.

Un panel d’au moins trois hématies-tests de groupe O doit étre utilisé. Ce premier
dépistage va permettre de montrer la présence ou 1’absence d’anticorps irréguliers.

Lorsque le test de dépistage est positif, il faut identifier le ou les anticorps
irrégulier(s) présent(s). Un panel de douze hématies-tests peut alors étre utilisé
(tableau 4.12).

Tableau 4.12. Exemple d'un panel d’hématies.

Rhésus Kell Duffy Kidd MNSs Lewis P
N° DCcEeCWKkaaKprang/Jkal)(MNSSLeaLebP1
1 dCcee 0 + + 0+ 0 + + 0 + + + 0 + + + + + 0 + +
2 dccee 0 0 + 0+ O ++ 0 + + + +++ + 0+ 0 0 +
3 Dccee + 0+ 0+ 0 0+ 0 + + + +0+ + + + 0 0 +
4 dccEe 0 0 + + + 0 0+ 0 + O + + 0+ + 0+ 0 + w+
5 DCCwee + + 0 O + + 0 + O + + + + + 0 + + + 0 + +
6 Dc«cEE + 0O+ + 0 0 O+ 0 + O + O+ + + 0+ + 0 +
7 dccee 00 + 0+ O O+ 0O + O + +00+ 0+ + 0 O
8 DCcee + + + 0+ 0 0+ + + + + + + + + + 0 0 + +
9 Dccee + + + 0+ 0 ++ 0 + 0 + + + + 00 + 0 + +
10 DccEE + 0O+ + 0 0O 0O + 0 + + O + + + + + + + 0 O

Dans ce paragraphe, seule la technique sur gel est détaillée.

Dans chaque puits, prélever et distribuer 50 UL de chaque hématie-test a
0,8 % et 40 uL de plasma du patient.

Incuber 15 minutes a 37 °C.

Centrifuger 10 minutes.

Lire et noter les réactions.
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» RESULTATS

La réaction est positive lorsque les hématies agglutinées restent a la surface
du gel. La réction est négative lorsque les hématies sédimentent au fond du gel.

8.3. Applications de I'immuno-hématologie

Les groupes sanguins interviennent dans tout ce qui concerne les échanges de
cellules entre deux individus. En effet, la transfusion et la greffe sont génées par
les anticorps naturels spécifiques des antigénes des groupes sanguins. Lors de la
transfusion, les principaux groupes posant des problémes d’incompatibilité sont les
groupes ABO, Lewis, Rhésus, Kell, Duffy et Kidd. Un accident transfusionnel a
lieu quand le receveur fabrique des anticorps dirigés contre les hématies du donneur.
Il est donc indispensable que les deux sangs soient de mémes groupe et phénotype.
Au contraire, ’anticorps naturel présent chez le donneur n’est pas dangereux car il
se trouve dilué dans le plasma du receveur ou absorbé par les antigénes tissulaires.

Le sang a transfuser est donc toujours choisi en fonction de 1’anticorps sérique.
En cas d’incompatibilité importante, ce sont des culots globulaires O qui sont
transfusés. Mais il vaut toujours mieux transfuser une personne avec du sang du
méme groupe. Ceci évite une allo-immunisation excessive car plus un receveur
polytransfusé posséde d’anticorps, moins le nombre de donneurs compatibles est
important. De plus, il existe une progression de la gravité des accidents hémoly-
tiques qui va de la transfusion sans bénéfice pour le receveur au collapsus irré-
versible. La fixation des anticorps du receveur sur les hématies du donneur peut
aboutir a une hémolyse intravasculaire ou intratissulaire.

Les groupes sanguins ont également leur importance dans :

— la maladie hémolytique du nouveau-né. Celle-ci se développe lorsque des
hématies feetales passent dans la circulation maternelle et provoquent une allo-
immunisation suivant le méme mécanisme que ’allo-immunisation transfusion-
nelle ;

— les anémies hémolytiques auto-immunes qui sont dues a des immunoglobu-
lines ayant une activité anticorps dirigée contre les antigeénes des propres héma-
ties d’un individu. Ces anticorps se trouvent a la surface des hématies et parfois
dans le sérum. Ce phénomeéne se traduit par une hyperhémolyse.

8.3.1. Transfusion sanguine

La transfusion sanguine englobe quatre étapes :
— le prélevement ;

— la préparation des produits sanguins ;

— la qualification biologique du don ;

— la distribution et la transfusion proprement dite.
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Toxicologie

Jean-Pierre Arnould

1. Généralités

1.1. Définition

La toxicologie est la discipline qui étudie les toxiques, leurs propriétés, leur
devenir dans 1’organisme, leur mode d’action et leur recherche dans différents
milieux ainsi que les moyens permettant de combattre leurs effets nocifs.

On appelle toxique (ou poison) toute substance qui, apres pénétration dans
I’organisme par quelque voie que ce soit, a une dose relativement élevée en
une ou plusieurs fois trés rapprochées, ou par petites doses longtemps répé-
tées, provoque dans I’immédiat ou aprés une phase de latence plus ou moins
prolongée, de facon passagere ou durable, des troubles d’une ou plusieurs
fonctions de I’organisme pouvant aller jusqu’a leur suppression compléte, et
par suite entrainer la mort.

1.2. Notions générales

Il existe trois formes de toxicité : la toxicité aigué, la toxicité a court terme
(subaigué ou subchronique) et la toxicité a long terme (chronique).

La toxicité peut varier en fonction de différents facteurs : la voie d’introduc-
tion, la rapidité d’administration, la concentration, la solubilité, la volatilité, la
nature du véhicule servant a dissoudre la substance. Dans 1’organisme, diffé-
rentes biotransformations peuvent provoquer un phénomene de détoxification ou
de toxification.

D’autres facteurs jouent un réle dans la manifestation des effets toxiques :
I’espece, 1’age, le sexe, I’appartenance ethnique, les variations individuelles, des
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facteurs physiologiques (grossesse, nutrition, hyperventilation, hypersudation),
des états pathologiques (hépatites, terrain asthmatique...), des facteurs environ-
nementaux.

Dans I’organisme, des interactions entre toxiques peuvent conduire a des effets
de synergie, antagonisme, induction ou inhibition enzymatique.

1.3. Procédures d’évaluation de la toxicité

1.3.1.  Essais de toxicité aigué

La toxicité aigu€ concernant des médicaments ou des produits chimiques, en
vue de leur autorisation de mise sur le marché (AMM), est réalisée par la détermi-
nation de la dose letale 50 (DLs,) qui est définie comme « I’expression statistique
d’une dose unique de produit supposée tuer 50 % des animaux d’un lot d’expé-
rience » (tableau 14.1).

L’essai est réalisé sur plusieurs lots (5 a 6) d’animaux, généralement le rat ou
la souris. Chaque animal d’un méme lot regoit une dose identique et unique de la
substance a tester. La dose administrée varie d’un lot a 1’autre afin que le pourcen-
tage de mortalité varie entre 0 et 100. La voie d’administration est celle empruntée

par le médicament ou par le produit chimique pour pénétrer dans I’organisme.

Tableau 14.1. Classes de toxicité en fonction de la dose, par voie orale.

Dose létale probable pour 'homme

Classes

de toxiciteé Dose Pour un adulte Exemples
« moyen »
1. Pratiquement  Plus de Plus d'1 kg Pectine, kaolin,
non toxique 15 g/kg (ou un litre) méthylcellulose,
gomme arabique
2. Légerement 5-15 g/kg 300a 10009 N-acétylcystéine,
toxique (environ 1/2 litre lorazépam
a1 litre)
3. Moyennement 0,5-5 g/kg 30a300¢g Diazépam,
toxique (2 cuillers a soupe prométhazine,
a 1/2 litre) cimétidine
4. Tres toxique 50-500 mg/kg 3 a30g (1 cuiller Phénobarbital,
a café a 2 cuillers acide valproique,
a soupe) paracétamol, aspirine,
flunitrazépam
5. Extrémement  5-50 mg/kg 0,3a3g Amitriptyline,
toxique (de 7 gouttes codéine,
a 1 cuiller a café) dextropropoxyphéne
6. Supertoxique Moins de Moinsde 0,3 g Morphine,
5 mg/kg (moins de 7 gouttes) colchicine,

digitoxine
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Apres 1’administration, les animaux sont observés pendant 14 jours. Les
signes de toxicité sont notés.

On observe :

— la perte de poids, I’inhibition de croissance ;

les symptdomes éventuels d’intoxication ;

la mortalité ;

les 1ésions des principaux organes lors de I’autopsie des animaux morts
en cours d’expérimentation ou chez les survivants sacrifiés en fin de ’essai. Un
examen histopathologique doit étre envisagé pour tous les organes révélant des
modifications macroscopiques a I’autopsie. La droite dérivée de la courbe de
Trévan représentant le pourcentage de mortalité¢ en fonction du logarithme de la
dose permet de calculer la DLy, (exprimée en milligrammes par kilogramme de
poids corporel) et son écart-type (figure 14.1).

% mortalité
% mortalité (probits)

100 - 5 98
7
95 :

Dose en 2 / Dose en
10 20 50 Mgkgllogd) ™ 5> 5 19 20 50 MIkygllog)
DLy, DL;,

N
1%

Figure 14.1. Dose létale 50 de deux produits A et B.

A gauche, courbe de Trévan : la DL, se situe au point ou la plus faible variation de
dose entraine la plus forte variation de mortalité (fleche). Les deux produits ont la
méme DL;, (10 mg/kg).

A droite, la méthode de Miller et Tainter linéarise les courbes de Trévan et met en
évidence l'importance de la pente de la droite : a 5 mg/kg, A provoque une morta-
lité de 30 %, contre 5 % pour le produit B.

A l'inverse, & 20 mg/kg, la mortalité atteint presque 100 % pour B, contre 70 %
pour A.

L’essai de toxicité aigué donne des indications sur la zone de toxicité de la
substance, ce qui s’avére utile pour définir les doses a mettre en ceuvre pour les
tests de toxicité subaigué et chronique.

Lorsque les substances a tester se présentent sous forme de gaz ou de vapeurs,
on détermine la concentration letale 50 (CLgg), c’est-a-dire la concentration
atmosphérique provoquant la mort de 50 % des animaux. L’essai est réalisé par
inhalation.
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La DL, est soumise a de nombreux facteurs de variation li€s a 1’animal
(espéce, age, sexe, poids, pathologie spontanée, alimentation) et aux conditions
expérimentales (voie d’administration, nature du véhicule, vitesse d’injection,
température ambiante, conditions d’hébergement des animaux, éclairage, stress,
heure de détermination).

L’extrapolation de I’animal a I’homme doit étre faite avec prudence.

Des méthodes « alternatives » ou de « remplacement », ou la toxicité cellulaire
in vitro est évaluée, sont actuellement a I’étude.

1.3.2. Essais de toxicité subaigué et de toxicité chronique

La toxicité aigué concerne les effets nocifs dus a une dose unique (cf. supra).
Or, I’exposition humaine a de nombreux produits chimiques (dont les médica-
ments) se fait par la répétition de doses qui ne produisent pas d’effets toxiques
immédiats. Des effets tardifs peuvent se produire a la suite de ’accumulation
du produit dans I’organisme, ils sont mis en évidence par des essais de toxicité
subaigué et de toxicité chronique.

Ces essais doivent étre réalisés dans le cadre de la demande d’autorisation
de mise sur le marché. Ils sont réalisés par administrations réitérées de médica-
ments ou de produits chimiques. Ils durent de 2 a 3 mois (toxicité subaigué) ou
dépassent une année (toxicité chronique — une étude de 18 mois chez le rat corres-
pond a un traitement de 33 ans chez ’homme) et sont réalisés sur des animaux
présentant des paramétres pharmacocinétiques voisins de ceux de I’homme.

Plusieurs lots d’animaux (males, femelles) sont mis en expérimentation avec
des lots témoins. Les essais doivent étre réalisés sur deux especes animales dont
I’une n’appartient pas a ’ordre des rongeurs, dans le but de réduire les erreurs
d’extrapolation. Le rat et le chien sont habituellement utilisés. Trois doses sont
administrées aux animaux :

— une forte dose entrainant une toxicité au niveau des organes cibles ou au
niveau de certaines fonctions ;

— une faible dose qui doit produire des effets pharmacodynamiques ou 1’effet
thérapeutique souhaité, ou encore donner des concentrations sanguines compa-
rables a celles que I’on souhaite obtenir chez I’homme ;

— une dose intermédiaire représentant la moyenne géométrique des deux
doses précédentes.

Au cours de ’administration, les animaux sont observés de facon a détecter
toute manifestation de la toxicité. On observe :

la consommation de nourriture et d’eau ;
— le poids corporel ;
— le comportement ;

— les examens biochimiques (sang, urine) et hématologiques ;
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Valeurs biochimiques usuelles

Nicolas Sicard, Philippe Chomard

Les valeurs physiologiques d’un paramétre biologique, dites parfois valeurs
« normales », varient non seulement d’un individu a I’autre (variation biolo-
gique), mais aussi d’une méthode a 1’autre (variation analytique). D’un point de
vue biologique, les valeurs physiologiques peuvent étre différentes en fonction de
I’age, du sexe, des habitudes alimentaires et parfois de la situation géographique
des individus ; il existe aussi des variations cycliques étudiées par la chrono-
biologie. D’un point de vue analytique, pour un méme principe de mesure, les
valeurs peuvent varier d’une technologie a 1’autre, d’un analyseur de mesure a
I’autre ; les variations pré-analytiques (prélévement, traitement, conservation)
peuvent aussi modifier le résultat final.

L’ensemble de ces variations conduit le laboratoire a établir, pour chaque
parametre biologique et avec la méthode choisie, un intervalle de valeurs de réfé-
rence obtenues sur un échantillon représentatif de sujets sains. Le laboratoire
devra donc se référer a ses valeurs de référence pour les validations technique et
biologique de ses analyses.

Les valeurs usuelles indiquées ici le sont a titre indicatif, et pour 1’adulte ;
ce sont des valeurs habituellement reconnues comme physiologiques et admises
par ’'usage, susceptibles de Iégeres modifications en fonction de I’avancée des
connaissances. Cependant, le tableau suivant permettra au lecteur de se faire une
assez bonne idée du niveau des valeurs.

Les valeurs usuelles sont indiquées en unités recommandées, en privilégiant
le systéme international (SI). Les valeurs dans d’autres unités fréquemment utili-
sées sont aussi données. S’il y a lieu, la distinction est faite entre homme (H)
et femme (F). Pour la femme réglée, on distinguera la phase folliculaire (PF),
I’ovulation (O) et la phase lutéale (PL) ; certaines valeurs concernent la femme
non réglée (FNR).
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Obtention d'une banque d'ADN sb

Fragmentation Sélection /
du génome Fixation purification
(par nébulisati d’ des fragments
o ||
Génome Fragments Banque d'ADN sb
fragmenté avec adaptateurs avec adaptateur

Fixation sur plaque et amplification (PCR avec ponts)

-> 4 _—
i Découpage des brins
.t

leur élimination Clusters

lll!lle(ﬁ!llll'll llml_,|||’|_>lllHl.| l
Fragments “\"Synthésede  Dégradationdu |  Formation Dénaturation Groupes de
d'ADN sb i brin de ponts et des duplex fragments
fixés au hasard complémentaire initial synthesedubrin et formation de travail
complémentaire de ponts amplifiés

Séquencage simultané des divers groupes de fragments
avec ajout séquentiel des réactifs

Ajout d'une amorce et succession de cycles d'élongation Al'issue de chaque cycle d'élongation
. un laser illumine la plaque
. Exemple :cycle 1 . . et les diverses couleurs émises
dNTP marqués par un fluorophore (complexe inactif) au niveau des divers groupes
spécifique de chaque type de base ; de fragments sont enregistrées
polymérase

En considérant une position donnée sur la plaque,
la séquence de base du fragment amplifié qui y correspond
est donnée par la suite des couleurs émises.

Groupe 1de
fragments g g g g
LRk ®®|°[° [*eoe oce [
® (0 [0 [0
cycle 1 cycle2 cycle3 cycle
il NEREREREREE
apres fixation d'un dXTP, son fluorochrome Séquence du fragment 1: ATC...
( @ pour les fragments 1) Séquence du fragment 2: TCA ...
est détaché et est actif

Figure 2.59  Séquencage
par la technologie du 454
de Roche®.

Figure 2.60 e Séquencage
par la technologie lllumina®.
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Photographie 9B ¢ Plasmodium falciparum.
Trophozoite jeune. Petit, souvent plurinucléé
et en position marginale dans le globule rouge.
Fréquence des hématies pluriparasitées

(© Biologiste et praticien).

Photographie 17-31 e Carcinome mammaire : étude
en FISH : amplification du géne HER2 objectivée
par les amas rouges (clusters).
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Photographie 17-34 e Coloration par le PAS :
présence de filaments septés et de spores (mycose)

au sein d'une ulcération cutanée avec bourgeon
charnu.

Photographie 17-30 e Carcinome

mammaire : technique immunohistochimique
avec |'anticorps anti-HER2. Marquage positif

(dit « 3+ ») révélé par une positivité membranaire
continue intense brune signant la présence

de la protéine-récepteur membranaire HER2.

Photographie 17-33 ¢ Coloration par le trichrome
de Masson : glomérule rénal.
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Photographie 17-35 e Coloration par

le bleu Alcian : dissémination pagétoide
de cellules adénocarcinomateuses (leur
cytoplame contient des mucines BA+)
au sein d'un épithélium malpighien
vulvaire. Elles se détachent en bleu

sur le fond rose.





