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I- Introduction

On va voir les différents examens et les différentes techniques que l’on va appliquer sur les différents échantillons : 
· le sang : appréciation quantitative et qualitative des éléments, 

· la moelle osseuse : pour l’exploration des déficits, des déficiences, des cellules anormales

·  les ganglions : soit par ponction on prélève un peu de suc ganglionnaire, soit par de vraies biopsies chirurgicales ou par des biopsies à l’aiguille. Ces deux techniques sont employées pour des analyses de l’architecture ganglionnaire plus globale de la morphologie.

Un autre type de biopsie est la biopsie ostéo-médullaire. Les liquides de ponctions vont nous permettre de quantifier les cellules normales ou la recherche de cellules anormales.

ex : dans les liquides d’ascite, liquides pleuraux ou céphalo-rachidiens.

Voila l’éventail d’échantillons que l’on peut traiter.

II- Les différentes techniques applicables

=>ce sont soit des techniques simples : de cytologie, de cytochimie ou d’analyse morphologique qui comprennent une préparation, une coupe et une coloration.
=> soit des techniques un peu plus élaborées qui demandent un matériel plus important et des réactifs plus coûteux: la cytométrie en flux, l’analyse cytogénétique d’anomalies chromosomiques après culture la plupart du temps, ou en appliquant des techniques de fluorescence in situ, et la biologie moléculaire avec des amplifications, des équivalents de translocation ou des recherches d’hyperexpression de molécules participant à l’oncogénèse.

A- L’hémogramme ou NFS

· a) Définition: analyse quantitative (on mesure le nombre de globules circulant) et qualitative des éléments figurés du sang.
· Décompte des GR, GB, et plaquettes par unité de vol de sang (la partie numération est la partie quantitative)

· Décompte des ≠ types de GB : Polynucléaires, lymphocytes etc (c’est la formule sanguine)

· Puis Analyse morphologique de ces éléments pour voir des anomalies cytotiques ou détecter des cellules anormales circulantes.
Cette NFS apporte déjà beaucoup d’informations.

b) La réalisation de l’hémogramme
-On fait une ponction de sang veineux sur un tube EDTA, qui est un anticoagulant. On utilise l’EDTA et pas un autre. (  le tube a un bouchon mauve.)On prend un tube de 1,8 à 3 ml car on n’a pas besoin de plus de sang.
· On le place sur des compteurs Automatiques : importance des contrôles ++

· ou sur des lames de verre: coloration de ces lames puis examen au microscope des éléments
c) Les valeurs Normales de l ’Hémogramme :
La Numération

· Globules Blancs :    4-10x109/L     4-15x109/L

· Plaquettes :    150-450 x109/L
20 x109/L

· Globules Rouges

· H : 4.5-6.2 x1012/L    F : 4-5.4 x1012/L 

· E : 3.6-5 x1012/L 
   NRS : 5-6 x1012/L 

· Hémoglobine (Hb)

· H : 13-18 g/dL 
F : 12-16 g/dL

· E : 12-16 g/dL
NRS : 14-20 g/dL

· Hématocrite

· H : 40-54% 

F : 35-47%

· E : 36-44%

NRS : 44-62%

· Les Réticulocytes
· Automates / Coloration sur lame (/1000 GR)

· Environ 1-/120° des GR

· Expression en valeur absolue

· 25000 à 100000 quand Hb Normale

· La Formule
· Polynucléaires Neutrophiles : 1.7-7x109/L
· Polynucléaires Eosinophiles : 0-0.5x109/L 

· Polynucléaires Basophiles : 0-0.05x109/L

· Lymphocytes : 1.5-4x109/L
· Monocytes : 0.1-1x109/L 


Remarque sur les unités : ce sont des 10^9 par litre donc des gigas par litre pour les GB et les plaquettes, c’est du téra (10^12) pour les GR. Ce n’est donc plus « nombre de cellule par millimetre-cube ou par microlitre », c’est aujourd’hui aligné sur les unités internationales.

Les normes sont variables d’un sujet à l’autre, c’est variable selon le sexe et l’âge (nourrisson /enfant/adulte/personne âgée).

d) Les Réticulocytes 

Les réticulocytes sont des GR immatures, qui viennent juste de sortir de la moelle. Ils ont un contenu en ARN qui est un peu plus important que le reste et c’est cette propriété que l’on va mettre à profit. Aujourd’hui ça se fait grâce à des réactifs dans des automates.(Avant on comptait à l’œil nu).
· Par automates, cela prend 30 à 60sec
· Environ 1/120eme des GR

· Ça s’exprime en valeur absolue

· 25000 à 100 000 réticulocytes par unités de volume circulant quand l’hémoglobine est normale.
· Si l’hémoglobine baisse et que la moelle a une production érythroïde normale, on s’attend à ce que les réticulocytes soient stimulés il y a régénération des GR. Donc le nombre de réticulocytes sera au dessus de ces valeurs.
· Si ce n’est pas le cas et que ça reste entre 25 000 et 100 000 pour une hémoglobine très basse, cela voudra dire qu’il y a une régénération insuffisante.
Remarque : Cela s’interprète à la fois en valeur absolue et en fonction du chiffre de l’hémoglobine.
Les automates sont aussi capables d’identifier les cellules, sur leurs propriétés de réfraction/diffraction de la lumière ou sur des propriétés enzymatiques grâce à des réactifs colorés en fonction du type de machine. Ils peuvent aussi apprécier les diverses populations leucocytaires : les polynucléaires neutrophiles, basophiles, éosinophiles, les lymphocytes et les monocytes.
Si il y a un doute sur les résultats de l’automate, on est obligé de faire un frottis et un examen des cellules au microscope après coloration.
e) Les constantes de Wintrobe : 

Elles servent à apprécier la qualité de la population d’hématies.

On se sert : 

·  du volume globulaire moyen
· de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine
· de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine.

Ce sont des paramètres que l’on peut calculer à partir de 3 mesures : la mesure de l’hémoglobine, de l’hématocrite et du nombre de GR. (La CCMH est le ratio de l’hémoglobine sur l’hématocrite, le VGM c’est le ratio de l’hématocrite sur le nombre de GR, la TCMH c’est le ratio de l’hémoglobine sur le nombre de GR).
Ces paramètres vont nous permettre de définir les différents types d’anémies :normo,micro ou macrocytaire 

	Ratio
	hémoglobine
	hématocrite

	Hémoglobine
	
	

	Hématocrite
	CCMH
	

	Nombre de GR
	TCMH
	VGM


Si l’automate a un doute sur l’identification des populations cellulaires ou si le contexte clinique particulier du malade nous donne un doute sur la qualité des éléments circulants, on va faire un frottis sanguin. On étale une goutte de sang sur une lame puis on passe ça sur un colorateur dans différents bains de colorants. En France, on utilise principalement la coloration de May Grunwald et Giemsa. Ensuite on regarde le tout au microscope.

=>Pour les GR, on regarde en priorité : -les anomalies morphologiques générales de GR : anomalies de formes essentiellement.
                                                                -et l’intensité de la coloration.

=>Pour les GB : on recherchera des cellules anormales, et dans les cellules normales, on s’attachera à leur proportion, leur répartition, et leur nombre. On s’intéressera aussi à la qualité du cytoplasme de ces cellules, la qualité et la forme du noyau et la condensation de la chromatine.

=>Pour les plaquettes : grâce au frottis, on aura une idée de la quantité. Il faut toujours vérifier sur un frottis une thrombopénie détectée sur un automate. Il faut chercher avant tout des amas de plaquettes. Même si on ne refait pas un compte, cela permet d’avoir quand même une idée de la présence des plaquettes et surtout de leur taille. 

Ex : Il peut y avoir soit de grosses plaquettes qui seraient en elle-même anormales, soit des plaquettes de taille un peu plus grosse que d’habitude mais qui pourraient être compatibles avec une régénération ou alors des anomalies qualitatives des plaquettes au niveau des granulations. En effet, dans certaines pathologies des plaquettes, ces dernières ont un déficit en granulation ce qui est en rapport avec des anomalies hémorragiques.

Les cellules anormales et donc qui ne circulent pas en temps normal : 
=> Les éléments qui viennent de la moelle,c’est la myélémie

     => Ce sont les blastes
     => Ce sont les cellules lymphoïdes anormales/atypiques.

Par exemple : pour un cas d’hyperlymphocytose : l’automate va identifier des cellules comme des lymphocytes alors que ce sont des cellules anormales issues d’un lymphome .

f) Quand faire un NFS en urgence ?

Quand il y a un problème sur la lignée rouge, sur la lignée granuleuse/blanche ou sur la lignée plaquettaire.

En urgence ce sera lors de : ¤ choc,
                                            ¤ pâleur, asthénie (selon son intensité).
-Pour les globules blancs, l’urgence sera lors : 

¤d’angines ulcéro-nécrotiques,
¤d’angines résistantes à un traitement antibiotique bien conduit,
¤de fièvre élevée après la prise de médicaments (ex :antibiotiques ou chimiothérapie),
¤de fièvre sans autre point d’appel mais résistante aux antibiotiques,
¤devant un syndrome hémorragique cutanéo-muqueux : purpura ou saignement muqueux, il faut rechercher un déficit en plaquettes et donc faire une numération plaquettaire.

g)Quand faire appel à une consultation spécialisée devant un NFS ?
-Quand il y a un excès ou un déficit dans une lignée, 

-Quand il y a une hématocrite à 60% ou plus,
-Quand il y a une anémie profonde ou un peu basse mais mal tolérée,
-Quand il y a une neutropénie inférieure à 0.2giga (c’est une agranulocytose, c’est donc pire que la neutropénie, on considère ici qu’il n’y a plus de polynucléaires neutrophiles),
-Quand il y a une hyperleucocytose, 

-Dès qu’il y a des cellules anormales qui circulent, cela justifie un bilan hématologique.

h) L’anomalie au niveau des plaquettes :

-en dessous de 150 000 plaquettes, on parle de thrombopénie,
-jusqu’à 50 000, on a pas trop de problème mais aucun anesthésiste ne fera d’interventions chirurgicales à 75 000 plaquettes (75gigas).

-à partir de 20gigas on peut avoir des saignements spontanés extériorisés ou cérébro-méningés.

Quand il y a une thrombopénie, la démarche est d’éliminer une thrombopénie à cause de l’EDTA, car dans certains cas, il y a de l’agrégation plaquettaire liée à l’EDTA, du coup, l’automate qui ne compte que les plaquettes libres non agrégées, sous-estime le nombre de plaquettes. C’est pour cela qu’en général, lorsqu’il y a thrombopénie, le laboratoire envoie un contrôle nous demandant de faire un prélèvement sur citrate qui est un autre anticoagulant. Cela permet de confirmer ou non la thrombopénie.

B- Le myélogramme

a)Le rôle de la moelle 

Les cellules sanguines sont produites dans la moelle à partir d’une cellule souche hématopoïétique. Cette dernière donne naissance à toutes les lignées myéloïdes  (PNN, PNE, PNB), la lignée monocytaire, la lignée mégacaryocytaire (qui donnera les plaquettes) et la lignée érythroïde.

Pour les lymphocytes B, la moelle est un organe lymphoïde primaire, mais pas pour les cellules T : elles sont fabriquées ailleurs et maturent dans le thymus.

Globalement, la moelle est un organe prépondérant dans le système hématopoïétique. Si on a un déficit en périphérie (qui correspond au sang par rapport à la moelle), il faut explorer la moelle par un myélogramme

b) historique du myélogramme

C’est un peu la même chose que la NFS. On explore quantitativement et qualitativement les cellules à l’origine des cellules circulantes.

Historique :

Dans les Années 20 : exploration de moelle osseuse chez les êtres vivants (alors que jusqu’ici, cela se faisait sur les cadavres), cela se faisait par trépanation de l’os qui est une technique assez lourde.

1935 : technique de Malarmé. Il développe la technique de ponction/aspiration médullaire. Il propose d’autres sites que les vertèbres ou le bassin pour ce type d’exploration. On voit donc apparaître les ponctions sternales, les ponctions aspiration médullaire qui vont s’opposer aux ponctions biopsiques (biopsies ostéo-médullaires). On fait ces myélogrammes plutôt dans le sternum, éventuellement dans l’os iliaque en iliaque postérieur et plus rarement en antérieur pour des raisons de sécurité.

c) Les indications du myélogramme :

Dès qu’on suspecte une anomalie d’origine médullaire des cellules circulantes, il faut aller voir dans la moelle ce qu’il s’y passe.

Cet examen permet un diagnostic cytologique, pour voir la répartition des populations médullaires et éventuellement de caractériser des cellules anormales pour faire un diagnostic d’emblée.

Il permet aussi en aspirant les cellules de faire d’autres types d’explorations par d’autres techniques un peu plus élaborées.

d) Les contre indications du myélogramme :

-sont peu nombreuses :

=>troubles graves constitutionnel de la coagulation,
=>contre indication au niveau du sternum quand sternotomie récente, on le fera donc dans l’os iliaque,
=>interdit chez l’enfant dans le sternum cela se fera dans l’os iliaque, car le sternum s’ossifie très tardivement donc il n’y a que chez l’adulte que l’on peut faire cet examen dans des conditions de sécurité.

e) la réalisation du myélogramme.

Cet examen se fait avec un trocart
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Trocart de Malarmé                trocart de Jamshidi                trocart avec garde réglable

=>Un trocart est une grosse aiguille solide avec un mandrin à l’intérieur et un biseau permettant de passer le plan cutané et sous-cutané. Il faut perforer la table externe de l’os et arriver jusque dans l’os spongieux qui donne la moelle pour faire l’aspiration. Quand on a passé la table externe de l’os, on va retirer le mandrin. On met une seringue, on aspire, on prend une goutte de moelle qu’on étale sur une lame. C’est fait sous anesthésie locale, avec éventuellement une prémédication du patient en fonction des conditions. Cet examen n’est pas très agréable, cela fait un peu mal quand on aspire la moelle donc autant se mettre dans des conditions de confort si possible optimales pour le patient. Car un patient qui subit un geste qui se passe mal au début, ne va pas être dans les meilleures conditions psychologiques pour le suivi, surtout si il doit en refaire.
Le trocart avec garde réglable, permet de régler la pénétration maximale de l’aiguille dans le sternum.

La goutte étalée sur la lame ne contient pas d’anticoagulant, donc il faut aller vite sinon cela finit par coaguler. Un frottis médullaire doit être bien fait car il conditionne l’information  trouvée après la coloration.

Les ponctions sternales doivent se faire EXCLUSIVEMENT dans le manubrium, au dessus de l’angle de Louis. En effet, en dessous de cet angle (au niveau du corps du sternum) il y a le cœur derrière et comme le sternum n’est pas si épais que ça, l’aiguille peut le traverser. Il y a aussi des conditions pathologiques (myélome ou sujets très âgés avec une ostéopénie et une fragilité osseuse) où il faut éviter de passer à travers le sternum, d’autant plus si le patient a un myélome, l’aiguille va y rentrer comme dans du beurre. En traversant le corps du sternum, on risque de piquer le péricarde ou un des ventricules et cela peut engendrer de graves complications. En la faisant dans le manubrium, il n’y a donc aucun risque. 
Question : Lors d’une ponction sternale, il y a une forte résistance ou ça passe facilement à travers le sternum? 

Réponse : ça dépend de l’âge : les jeunes ont un os un peu plus dur ; il faut parfois bien appuyer sans montrer au patient qu’on peine.

Ce n’est pas un examen agréable pour le patient, donc il vaut mieux faire une anesthésie locale et attendre que l’anesthésie arrive dans la partie péri-osseuse. L’os ne s’anesthésie pas. Ce qui est douloureux aussi est quand on aspire car on arrache le suc médullaire.
Sur le frottis de moelle, il y a des petits grains sur la lame qui correspondent à la moelle hématopoïétique, donc on va explorer les cellules dans cette zone là à l’examen microscopique.

C’est important de ne pas trop diluer son échantillon médullaire car si le frottis de moelle est trop dilué dans le sang, il ressemble à du sang, donc on aura une hémodilution et l’examen sera à refaire (et le patient ne sera pas tellement d’accord !!).Il ne faut donc pas remplir la seringue. Il suffit de remplir le bout de la seringue (là où on adapte les aiguilles) mais pas plus; c’est l’équivalent de 3 gouttes. Il faut, d’autre part, faire toujours plusieurs frottis, déjà parce qu’on peut rater les 1ers, et aussi parce qu’au labo, on va faire plusieurs colorations, donc on aura besoin de plusieurs lames .On va faire des colorations simples par exemple le  MGG ; ou de la cytochimie.

Question : Peut-il y avoir à certains endroits des îlots sains et à d’autres des îlots pathologiques ?

Réponse : ça dépend des hémopathies. Il y a plein d’hémopathies qui sont disséminées ; la moelle en elle-même n’est pas cloisonnée, c’est une continuité. Dans certaines pathologies, ça se regroupe en îlots et l’infiltration médullaire va être hétérogène, c’est le cas du myélome, c’est le cas aussi de certains lymphomes qui ont des îlots lymphomateux. En général, c’est rare de passer complètement à côté, mais ce qui peut se passer c’est qu’on va sous-estimer l’infiltration médullaire.

Donc le myélogramme ne fait pas nécessairement le diagnostic.

Conseil du prof : si on a ce type d’examen à faire pendant un stage, il est mieux de prendre contact avec le labo de l’hôpital en leur disant qu’on veut apprendre à faire des frottis et ils seront très contents, vous allez faire une cinquantaine de frottis et  comme ça vous saurez en faire et cela évitera d’avoir des choses difficiles à interpréter donc cela fera gagner du temps à tout le monde.

f) l’étude des frottis
-D’abord on les regarde à faible grossissement puis on va « plonger » pour voir de plus en plus près les cellules. 

On regarde la richesse globale de la moelle. 

Il y a des lames avec une richesse normale, d’autres désertiques que l’on observe lors de déficience quantitative de cellules sanguines et d’autres riches ou hypercellulaires, que l’on observe en cas de prolifération de cellules anormales dans la moelle.  

Au faible grossissement : 
=>la première lignée à regarder sont les mégacaryocytes : ce sont de grandes cellules avec des noyaux multilobés, ils sont polyploïdes c'est-à-dire qu’ils multiplient leur génome plusieurs fois à l’intérieur. 
Les mégacaryocytes produisent leurs plaquettes en fragmentant leur cytoplasme. C’est pour cela que les plaquettes n’ont pasADN, et pas de noyaux. Le mégacaryocyte accumule dans son cytoplasme tout ce qu’il faut pour la fonction plaquettaire (pour que la plaquette ait sa fonction dans l’hémostase primaire).
On regarde leur nombre, leur taille et l’aspect de leurs noyaux.

=>On regarde la lignée granuleuse, essentiellement les neutrophiles car ce sont les cellules les plus abondantes.

Il y a toute une pyramide de maturation qui va des cellules immatures jusqu’aux cellules prêtes à assurer leur fonction dans le sang et qui pourront alors sortir de la moelle.

Les plus immatures sont les myéloblastes (1) puis les promyélocytes (2) puis les myélocytes neutrophiles (3) puis les métamyélocytes (4) pour arriver au polynucléaire neutrophile (5) qui est le plus mature. 

On voit qu’elles ont un petit air de famille. Le polynucléaire est celui qui va circuler et qui aura son activité dans le sang.
=>La lignée érythroblastique
C’est un peu différent car lors de leur maturation, les cellules deviennent de plus en plus petites avec un noyau qui va se ratatiner, se condenser. On arrive à l’érythroblaste acidophile qui a un noyau. Avant de sortir de la moelle, ce dernier va expulser son noyau et va devenir un réticulocyte, passera dans la circulation et vivra environ 120 jours.
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Proérythroblaste  ->       Érythroblaste basophile   ->  Érythroblaste polychromatophile ->      Érythroblaste acidophile

Quand on demande un myélogramme, il sera toujours accompagné d’une interprétation car nous n’aurons pas vu les cellules donc on ne pourra pas interpréter qualitativement l’échantillon.

On peut simplement regarder si il y a respect d’une pyramide de maturation, c'est-à-dire que plus la cellule est immature, moins il y en a en nombre et cela est valable pour les deux lignées ci-dessus. On aura par exemple : 2% de myéloblastes pour 6% de myélocytes et ainsi de suite. Cela s’explique par l’activité de prolifération des premières (elles vont se diviser, donc se multiplier) et les dernières vont simplement maturer. Il y a donc un système d’expansion du nombre.
C- l’Adénogramme

Quand on a des cellules lymphoïdes anormales avec un ganglion qui devient cliniquement inquiétant, qui est bien palpable, on va faire un examen simple, moins douloureux que le myélogramme et qui souvent apporte des informations. Attention, il n’est intéressant que lorsqu’il apporte une information positive, en effet, il ne va pas éliminer le diagnostic lorsqu’il est négatif. Il va orienter le diagnostic de façon beaucoup plus rapide qu’une biopsie ganglionnaire.

Il suffit de désinfecter le plan cutané puis de planter une petite aiguille toute simple (une sous-cut par exemple) dans le ganglion, faire des allers-retours et ce qu’on récupère dans l’aiguille, on l’étale sur une lame. On fait un ou deux frottis pas plus (car le ganglion est petit donc il y a peu de matériel à prélever) puis on va regarder après coloration au microscope.

Par ex : ça peut ressembler à une adénite réactionnelle, on va donc simplement surveiller. Ça peut être des cellules anormales, un lymphome, donc ça enclenche d’autant plus vite le bilan de lymphome avec l’analyse morphologique et tout ce qui s’en suit : 

-biopsie de la masse tumorale, d’un ganglion si il y a la présence de cellules lymphomateuses à l’adénogramme,
-enlever la pièce anatomique en entier.
C’est le laboratoire d’anapath qui le fait et non celui d’hémato.

D- les biopsies

a) Les biopsies à l’aiguille écho-guidées ou guidées par scan  
Ce sont aussi des examens d’anapath. On peut recevoir des appositions : c'est-à-dire qu’une fois le ganglion prélevé, on peut le découper et faire une tranche mise sur une lame pour y faire un examen cytologique. 

b)Les biopsies ostéo-médullaire : ce sera le même principe que pour le myélogramme mais avec une aiguille beaucoup plus grosse, plus résistante, avec un trou bien plus grand. Il faut prendre un fragment du suc avec toute la structure de l’os spongieux (donc avec de la moelle à l’intérieur), puis fixer le tout, faire une coupe et une coloration. 

c) Les contre-indications de la biopsie ostéo-médullaire :

-Si il n’y a  pas assez de plaquettes = thrombopénie sévère (alors que ce n’est pas une contre-indication pour le myélogramme),

-si il y a un trouble grave de la coagulation,

-si il y a la présence d’une thrombopathie.

d)La biopsie ganglionnaire: 

Comme pour les frottis de moelle, sur les coupes de tissus déposées sur des lames, on peut faire des colorations standards mais aussi de l’immunohistochimie et de la cytochimie qui est une recherche de l’activité enzymatique grâce à la  recherche de marqueurs à l’aide d’anticorps couplés.

A partir d’un fragment de ganglion, il y aura dilacération* du ganglion pour essayer d’extraire les cellules lymphoïdes et des fragments de tissus pour pratiquer des examens dessus, on va traiter cela comme une suspension de cellules. On pourra donc faire de la cytométrie en flux, de la biologie moléculaire. Les disciplines sont donc intriquées.

*cela dépend des labos, mais à Avicenne, ils dilacèrent le ganglion.

III- Les analyses spécialisées 

On a 4 grandes catégories :

· la cytométrie en flux

· la biologie moléculaire

· la cytogénétique

· les cultures

A- la cytométrie en flux

Elle sert à caractériser la présence ou non de marqueurs cellulaires sur les cellules de l’échantillon.

On a des cellules que l’on veut caractériser. Ces dernières expriment des marqueurs de membrane ou des marqueurs intra-cytoplasmiques (protéines ou sucres). On a pleins d’anticorps à notre disposition qui permettent de reconnaître spécifiquement ces marqueurs. Ces anticorps peuvent être couplés à des molécules fluorescentes. L’anticorps agit sur la suspension cellulaire, il va se fixer, on le met dans la machine, donc les cellules passent devant un laser qui excite le fluorochrome. Quand il y aura réémission de la fluorescence à la bonne longueur d’onde, on pourra affirmer que tel anticorps s’est fixé sur telle cellule donc que telle cellule présente tel marqueur de membrane ou intra-cytoplasmique.

En sélectionnant judicieusement les marqueurs, on a la possibilité d’obtenir des informations soit diagnostiques, soit pronostiques.

Ex : dans telle hémopathie, la présence de ce marqueur est associée à un plus ou moins bon pronostic.

On peut faire la cytométrie en flux sur pratiquement tout à partir du moment où les cellules sont dissociées : exemple: le sang ; la moelle ; les liquides d’ascite, céphalo-rachidien ; ou sur un ganglion dilacéré. 

Cette technique aide beaucoup en cas de suspicion de lymphome, pour confirmer la présence d’un lymphome dans un échantillon de ganglion. En effet, elle est très rapide (quelques heures) alors qu’avec l’anapath, c’est de l’ordre de plusieurs jours. C’est coûteux, mais ça peut faire avancer le diagnostic rapidement.

On peut aussi faire du screening, des bilans d’extension.

On peut même traquer les cellules après un traitement pour rechercher la maladie résiduelle.

B- la biologie moléculaire

Il y a la technique de la PCR.

On recherche :

=>soit des équivalents moléculaires d’un remaniement chromosomique, d’une translocation. On fait donc une PCR sur l’ADN et on essaie de repérer l’anomalie de l’ADN. 
Par exemple, dans le lymphome folliculaire, on a une translocation entre IGH et BCL2. BCL2 est une protéine anti-apoptotique et IGH est un fragment du promoteur des gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines qui est un promoteur très actif dans les cellules T. Cela explique que lorsque l’oncogène (BCL2) se met sous la dépendance d’un promoteur (IGH) surexprimé , ça ait une incidence sur la prolifération des cellules.

=>soit des anomalies quantitatives de marqueurs oncogéniques. 
Par exemple, dans le lymphome du manteau (autre lymphome), il y a une dérégulation d’une molécule régulatrice du cycle. On obtient donc une hyper-expression de la cycline B1. On recherche cette dernière au niveau de l’ARN en faisant une simple PCR qui permet de montrer l’excès de cette cycline par rapport au taux normal dans le sang ou dans la moelle. Cette cycline B1 est donc un marqueur diagnostic.
=>La PCR peut aussi affirmer la clonalité, c'est-à-dire que l’hémopathie en question dérive d’une cellule initiale unique. Toutes les cellules vont donc avoir le même type de génome. On regarde pour cela le réarrangement des gènes des Immunoglobulines ou dans le TCR. (Cela permet le diagnostic soit de lymphome D pour les immunoglobulines ; soit de lymphome T pour le TCR).
=>on peut faire du séquençage grâce à la biologie moléculaire : c’est plus spécialisé. Cela se voit dans les protocoles. On peut rechercher certaines mutations dans certaines hémopathies mais sur le site d’Avicenne c’est surtout pour les lymphomes prolifératifs qu’on le fait. On utilise le séquençage des séquences lourdes comme marqueur pronostic dans la leucémie lymphoïde chronique.

Ce n’est pas de l’analyse de routine, ce n’est pas diagnostic mais pronostic.

C- La cytogénétique :

a)définition : 

C’est l’identification, le compte, l’appréciation qualitative des chromosomes. Cela se fait à partir de l’échantillon de cellules hématopoïétiques que l’on peut récupérer.

b) la réalisation de l’analyse 

Le but est de faire une culture de cellules, de les bloquer au moment de la mitose et d’identifier un par un les chromosomes, de les classer et d’identifier les anomalies telles que la translocation, les délétions, les anomalies surnuméraires des fragments chromosomiques.

=>Il existe des techniques de cytogénétiques un peu plus fines pour repérer des anomalies qu’on ne détecterait pas sur un caryotype standard. C’est l’hybridation in situ à partir de sondes fluorescentes, qui vont être complémentaires de certaines régions de l’ADN. On pourra montrer que deux zones qui ne sont habituellement pas sur le même chromosome, vont être rapprochées lors d’une translocation.

Pour le lymphome du manteau : on a une sonde sur le gène de la cycline B1 (sur le chro11) et une zone sur le gène des chaînes lourdes des immunoglobulines (sur le chro14) : quand ces deux zones là sont rapprochées, il y a une sonde fluorescente d’une certaine couleur qui montre bien le remaniement entre le chro11 et le chro14, ce qui aurait pu passer inaperçu en cytogénétique conventionnelle.

=>Elle permet aussi de détecter des anomalies de nombre : 

¤ des trisomie = la présence d’une copie surnuméraire,
¤ des monosomies = la perte d’un allèle.

On fait ça assez souvent, car il y a des anomalies qui sont pronostiques dans le cadre de la LLC : la trisomie 12 ; la délétion 11q, la délétion 17p qui est importante car elle a une valeur pronostique mais aussi une valeur diagnostique dans la réponse au traitement de la LLC.
D- la culture cellulaire

C’est plus artisanal. A Avicenne, on en fait très peu pour le diagnostic. C’est important pour l’étude des syndromes myélo-prolifératifs. On recherche, en général, la présence de colonies méga-caryocytaires indépendantes des facteurs de croissance et surtout des colonies érythroblastiques dans le cadre de syndrome myéloprolifératifs, ou de la maladie de Vaquez etc…Ce sont des manipulations plus difficiles, pas bien codifiées, ce n’est pas de la routine, ce n’est pas à retenir.
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