Biopsie musculaire

I) Rappels

On fera une biopsie du nerf quand on cherchera une anomalie de l’environnement du nerf c.à.d. surtout du tissu conjonctif qui soutient le nerf : on cherchera par ex. des dépôts d’amylose, des vascularites c.à.d. des lésions inflammatoires vasculaires, ou encore dans le cas de gammapathies ou les AC vont se déposer sur les gaines de myéline des nerfs. 

Les indications de biopsies nerveuses sont cependant très réduites.

Biopsies de muscles ne sont pas faites non plus de façon routinière. Bien souvent, l’examen clinique, l’interrogatoire, les ATCD familiaux et les examens para cliniques suffisent à faire un diagnostique et la biopsie musculaire ne sera faite que pour confirmer ce diagnostic.

Il faut aussi savoir que ces biopsies musculaires ne s’interprètent pas dans n’importe quel laboratoire (il n’y a qu’une 50aine de labo d’anapath en France à le faire) car ce sont des techniques très particulières qui sont utilisées.
Comment choisir le muscle que l’on va biopsier ?

NB : myopathie est une destruction du muscle qui est remplacé par du tissu adipeux, jusqu’à ne plus exister.

Les myopathies atteignent certains muscles plus que d’autres. On va donc chercher un muscle atteint, en s’aidant d’un scanner ou d’une IRM puis on va les biopsier.

NB : Les faisceaux musculaires sont fait de cellules musculaires très cohésives, sont très longues, il y a très peu de TC entre elles, ce sont des cellules multi nucléées avec au centre des protéines d’actine et de myosine et en périphérie sous la membrane les noyaux.

Entre ces fibres contractiles et la membrane  il y a toute une série de protéines qui lient les protéines contractile à la membrane cellulaire. Ces protéines ont un rôle essentiel : pendant la contraction musculaire elles permettent de maintenir la cohésion de la cellule. Si les myofibrilles se contractaient sans ces protéines, la membrane plasmatique se déchirerait et donc la cellule serait détruite.
On voit pas mal de mitochondries aussi pour fournir l’énergie nécessaire à la contraction.

Maintenant, on suspecte par exemple une myopathie de Duchenne, on faut une biopsie musculaire et un scanner. La biopsie se fait sur un muscle malade mais pas trop. La biopsie doit être suffisamment volumineuse (environ 1cm3) car elle va servir à une étude morphologique au microscope normal ou électronique, biochimique pour étudier les enzymes, ou moléculaire. Donc cette biopsie sert à la fois à l’anapath, au biochimiste et aussi à la génétique.
On va parler de l’étude morphologique. 

On voit le muscle.

II) Prise en charge de la biopsie

Diapo6 : 

On a de la gomme… qui est comme de la pâte à modeler et dans laquelle on va planter longitudinalement notre échantillon. On va ensuite plonger cette pate à modeler dans de l’azote liquide ce qui va le congeler à -180°C. Ensuite, à partir de cet échantillon musculaire on va faire des coupes que l’on va mettre sur des lames. Sur la photo on voit 6 coupes de biopsie musculaire. Comme on avait planté les fibres longitudinalement les fibres dans la pate à modeler on a bien des coupes transversales. Ensuite, chaque lame va faire l’objet de colorations spéciales qui vont chacune nous donner des indications sur l’état du muscle.
On va pouvoir étudier morphologiquement l’état de mes fibres musculaires. Mais certaines autres coupes, par techniques histo enzymologiques vont me permettre d’étudier l’activité enzymatique des fibres. Par exemple les fibres de type 1 ont une ATP ase qui est réactive à pH=4.35 alors que les fibres de type 2 ont une ATP ase réactive à pH neutre.

Donc on va pouvoir premièrement différencier les fibres de type 1 et 2, et deuxièmement on va pouvoir voir s’il y a un déficit enzymatique. Par exemple, la myophosphorylase est une enzyme de la glycogénolyse et en cas de déficit on a la maladie de Mac Ardle (glycogénose).
D’autres coupes de cette biopsie musculaire vont servir à l’étude de ces fameuses protéines du cytosquelette dont le déficit est à l’origine de bien des myopathies. Cette étude est l’immuno-histochimie. Les protéines en général ont des propriétés antigéniques que l’on va utiliser.

Diapo 10 : Rappel des atteintes musculaires

On a dit que le muscle peut être atteint dans le cas d’atteintes du motoneurone : dans ce cas les fibres musculaires innervées par cet axone dégénéraient et mourraient. L’atteinte musculaire peut être primitive c’est à dire due à une atteinte de la cellule musculaire. 
Cette atteinte primitive peut avoir plusieurs étiologies : soit c’est une anomalie de si=on architecture, c.à.d. une anomalie constitutionnelle de la cellule musculaire. Une anomalie d’une protéine du cytosquelette entraine une dystrophie du cytosquelette. Soit il s’agit d’une anomalie de son métabolisme : on sait que les fibres musculaires ont besoin d’énormément d’énergie pour se contracter donc c’ATP et celui-ci est fabriqué soit à partir d’un métabolisme oxydatif avec les mitochondries soit avec le cycle de Krebs à partir de la glycogénolyse. L’atteinte d’un de ces deux mécanismes est une atteinte métabolique et on parlera alors de myopathie métabolique. Troisième type d’atteinte de la fibre musculaire : anomalie de son développement et c’est ce qu’on appelle les myopathies congénitales et ce son des myopathies que l’on retrouve souvent chez le nouveau né  (enfants mous). Autre atteinte à l’origine de myopathie : les atteintes inflammatoires à l’origine de myopathies inflammatoire. Ce sont des myopathies dysimmunitaires, des maladies de système.
III) Techniques d’analyse de la biopsie

On a donc parlé de 3 techniques pour analyser notre biopsie : 
1)techniques histochimiques (diapo 11)
= Pour la morphologie des cellules 

Techniques de coloration pour voir par exemple si les cellules sont surchargées en lipides.

Ici on voit une coupe transversale de muscle avec des fibres musculaires agencées en faisceaux. Entre les faisceaux on voit qu’il y a du TC qui est plus abondant avec une artériole, il s’agit de TC périmysiale. Entre les cellules il s’agit de TC endomysiale qui est tr »s peu abondant.
Sur les coupes congelées on voit des fibres de taille régulières et des faisceaux  à la coloration HES. A la coloration au trichrome de Gomori, on voit que les cellules sont régulières, mais si on regarde bien, on voit des fibres de type 1 qui sont plus sombres, plus riches en mitochondries que les cellules de type 2. Les fibres des différents types se distribuent de manière aléatoire dans un muscle normal. Tout à l’heure on parlait de la coloration noire soudan qui est capable de colorer les gouttelettes lipidiques qui sont contenues dans les cellules musculaires, elles sont colorées en noir. On voit une surcharge en lipides : les gouttelettes lipidiques sont très augmentées de taille car il y a probablement une anomalie du métabolisme des lipides (comme les lipides ne sont pas métabolisés, ils s’accumulent dans la cellule.
Ici, on a une coloration de PAS qui colore le glycogène qui est plus abondant dans les cellules de type 2, normalement il n’est pas accumulé, par contre si on a une anomalie du métabolisme du glycogène, il va s’accumulé dans la cellule et sera coloré en rose : on sera dans le cas d’une glycogénose.

                                        2) L’étude histo-enzymologique(diapo 16) :
 C’est un lien entre la morphologie et la biochimie des cellules car on a dit qu’avec cette méthode on va concrétiser l’activité enzymatique. Ca donne un aspect fonctionnel car on va étudier certaines activités enzymatiques et on va pouvoir voir certains déficits enzymatiques, pouvoir évaluer l’activité de certains organites tel que les mitochondries, les lysosomes et le réticulum endoplasmique, et de façon indirecte on va pouvoir voir des anomalies architecturales comme des variations des myofibrilles.
Diapo 17 à 19 : Les ATP ases sont des enzymes qui se trouvent au niveau des myofibrilles. Sur la photo on voit les fibres de type 1 apparaissent noir alors que les fibres de type 2 apparaissent plus clair et si on fait réagir ces ATP ase à pH=9.4 se sera l’inverse.

Diapo 20 : Autre enzyme que l’on va étudier : la NADH. Elle est présente à la fois dans les mitochondries et le réticulum endoplasmique. Les mitochondries étant plus nombreuses dans les fibres de type 1, on voit que la NADH est plus sombre au niveau des fibres de type 1 et plus claire au niveau des fibres de type 2. De plus comme le NADH se trouve dans le réticulum endoplasmique qui enserre chaque myofibrille on peut observer si le réticulum a où non une structure normale. Quand le réticulum est normal il est parallèle à la membrane plasmatique et quand on a une structure anormale des myofibrilles on pourra voir des anomalies structurales de ce réticulum endoplasmique.
Diapo 21 à 23 : Autre type d’activité enzymatique que l’on va étudier : complexe II et IV de la chaine respiratoire de la chaine respiratoire de la chaine respiratoire mitochondriale.

NB : dans la chaine respiratoire mitochondriale, on a plusieurs complexes (I à IV). Grace à l’étude histo enzymologique on va pouvoir étudier le complexe IV (cytochrome oxydase) et le complexe II.
Les déficits en complexe II sont très rares, mais les déficits en complexes IV sont beaucoup plus fréquents. Les fibres de type 2 apparaissent plus clair et les fibres de type 1 plus riches en mitochondries ont plus d’activité enzymatique et apparaissent plus foncé.

                 3) La technique PAP (immunohistochimie) (diapo 25-26) :
On a une protéine comme la dystrophine : je vais utiliser un AC soit de souris soit de lapin spécifique de cette dystrophine. Cet AC va être déposé sur ma cellule musculaire et si la protéine est présente, il va se former un complexe antigène anticorps. Pour pouvoir voir ce complexe on va relier à l’AC de lapin ou de souris une énorme protéine anti souris ou anti lapin selon le cas. Cette énorme protéine sera visible au microscope.
Comme la dystrophine est une protéine énorme, on va utiliser 3 AC : 1 pour le segment N-term, 1 pour le segment C-term et 1 pour le segment médian.

On a également des AC spécifiques pour toutes les autres protéines.

On voit sur la photo que la dystrophine est très dense à la périphérie de toutes les cellules. Idem pour les sarcoglycanes.
IV) Exemples

1) 1er cas clinique :
Jeune garçon de 6 ans qui présente des troubles de la marche depuis 1 an avec des chutes fréquentes et des difficultés à monter les escaliers. Il a des troubles de l’attention et quand on l’examine on voit que quand il veut se redresser il se met les mains sur les cuisses, on voit qu’il a des mollets un peu gros. Quand on interroge la famille, on s’aperçoit qu’il y a un grand oncle maternel qui a été en chaise roulante à 10 ans et qui est décédé à 20 ans.

On fait un dosage des enzymes musculaires et on se rend compte que celles ci sont très fortement augmentées.

On s’aperçoit qu’il n’y a pas d’amyotrophie des masses musculaires (elles semblent conservées).

Il a une marche dandinante et une hyper lordose lombaire. Il a une rétraction des tendons d’Achille et les ROT sont abolis.
-Examens para cliniques : On trouve un tracé myogène à l’EMG, des CPK très augmentés et à l’IRM musculaire on a une légère infiltration graisseuse prédominante aux membres inférieurs. 
-A la biopsie musculaire (diapo 26-27) :  on voit quelques cellules musculaires et beaucoup de graisse. De plus, les noyaux sont centraux : c’est ce que l’on appelle un ??? dystrophique, on voit qu’il y a une atteinte musculaire primitive avec une perte des cellules musculaires et des anomalies morphologiques très importantes de ces cellules musculaires.
Diapo 29 : Avec une autre coloration on voit que les cellules sont beaucoup plus petites et le tissu conjonctif est très majoré avec une fibrose (c’est anormal !). Le muscle est en abolition fibro adipeuse, et il y a une grande variation de la taille des fibres musculaires.
On est donc sûr qu’il s’agit d’une dystrophie musculaire, mais il faut savoir quelle est l’origine de cette atteinte, donc on va faire l’étude immuno-histochimique.
Diapo 32 : On s’aperçoit sur la coupe qu’il n’y a que 3 cellules musculaires qui ont de la dystrophine. Il y a donc une anomalie génétique de la fabrication de la dystrophine à l’origine de la mort musculaire. Notre biopsie nous permet donc d’affirmer qu’il s’agit d’une dystrophie de Duchenne.

Il faudra ensuite trouver l’anomalie génétique sur prélèvement sanguin ou musculaire. On peut également étudier les protéines par western blot.

C’est une myopathie congénitale autosomique récessive liée à l’X (seul les hommes sont atteints). Quand il y a un déficit en dystrophine mais de manière moins importante on parle de dystrophie de Becker.

La myopathie de Duchenne touche un garçon sur 3500 naissances (fréquent+++), elle débuté souvent à 5 ans par des troubles de la marche, l’évolution se fait par des rétractions tendineuses et les enfants perdent la marche à 10 ans. Il y a aussi des troubles cardiaques et respiratoires.

La myopathie de Becker est beaucoup moins grave et son diagnostic se fait souvent quand les patients ont une cinquantaine d’années.

Diapo 34 : Pour les femmes porteuses d’une dystrophie de Duchenne (non myopathe) il y a certains groupes de fibres musculaires qui sont déficients en dystrophine.

2) 2ème cas clinique : 

Petite fille de 5 ans sans antécédents familiaux qui présente un retard mental, une surdité, une ophtalmoplégie, des troubles de la conduction cardiaque et un retard staturo pondérale.

Le fait que l’on ne puisse pas lier ces signes très disparates nous fait suspecter une mitochondriopathie. On s’aperçoit ensuite qu’elle a une intolérance à l’effort et une acidose lactique et un rapport lactate sur pyruvate augmenté (orientent aussi vers une mitochondriopathie).

Devant ce tableau on suspecte une myopathie métabolique. 

On réalise ensuite une biopsie musculaire. On s’aperçoit que les cellules sont bien cohésives, mais on note aussi la présence de micro vacuoles.

On voit des cellules avec un aspect déchiqueté avec toujours des micros vacuoles. Ces dernières, au noir soudan sont colorées donc in s’agit d’une surcharge lipidique.

comme on observe une surcharge lipidique, on pense à une anomalie du métabolisme lipidique donc une anomalie des mitochondries (de la chaine respiratoire mitochondriale).  

A l’étude histo enzymologique, on étudie l’activité des complexes IV et I. On voit que certaines fibres ne sont pas colorées en marron donc n’ont pas d’activité cytochrome oxydase, et ont donc un déficit du complexe IV.

Il s’agit donc d’une myopathie métabolique mitochondriale avec surcharge lipidique et déficit du complexe IV.

En rouge, on voit les amas mitochondriaux anormaux.

On peut aussi faire une analyse ultra structurale et une analyse biochimique (va confirmer le déficit enzymatique). 

On peut également faire une analyse moléculaire du muscle pour étudier l’ADN mitochondriale.

