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Ematopoiesi normale



Alterazioni non neoplastiche

Leucociti

Piastrine

Eritrociti

Leucocitosi

Leucopenia

Piastrinosi

Piastrinopenia

Poliglobulia

Anemia

Principalmente alterazioni di 
numero



– GB – Globuli Bianchi: numero di globuli bianchi per mm3 (o microlitro, µL), valori normali: range 4000 – 10000

– GR – Globuli Rossi: numero di globuli rossi per mm3 (o microlitro, µL), valori normali: range 4,5 - 5 milioni nel sesso maschile; 4 - 4,5 nel sesso 
femminile

– Hb – Emoglobina: quantità di emoglobina nel sangue, espressa in grammi per decilitro (dL) o per litro (L), valori normali: range 13 - 18 g/dL negli 
uomini, 12 - 16 g/d nelle donne

– HCT – Ematocrito: volume occupato dalla parte corpuscolare (le cellule) separata dal plasma, espresso in percentuale, valori normali: range 40 - 48 
negli uomini, 36 - 47 nelle donne;

– MCV – Volume Corpuscolare Medio: volume medio dei globuli rossi circolanti, espressione del rapporto tra ematocrito e conta dei globuli rossi; valori 
normali: range 80 – 100 femtolitri (fL)

– MCH – Contenuto Cellulare Medio di emoglobina: quantità media di emoglobina presente in ogni globulo rosso, esprime il rapporto tra Hb e conta 
dei globuli rossi; valori normali: range 25 - 35 picogrammi (pg)

– MCHC – Concentrazione Cellulare Media di Emoglobina: concentrazione media di emoglobina in un dL di globuli rossi, riflette i rapporti tra MCV e 
MCH; valori normali: range 31 - 37 g/dL

– RDW – Ampiezza della Distribuzione Eritrocitaria: ampiezza della distribuzione del volume dei globuli rossi intorno al loro valore medio; è espresso in 
percentuale, valori normali: range 11,5 - 14,5%

– PLT – Piastrine: numero di piastrine presenti nel campione, per mm3; valori normali: range 150000 - 400000

– MPV – Volume Piastrinico Medio: indica il volume medio delle singole piastrine

Esame emocromocitometrico



Formula Leucocitaria: quantità relative, espresse in percentuale, delle varie tipologie di globuli 
bianchi presenti nel campione: i granulociti neutrofili sono normalmente la popolazione 

prevalente (tra il 40 e il 70%), seguiti da linfociti (tra il 20 e il 40%), monociti (3-8%), eosinofili 
(circa il 3%) e basofili (meno dell’1%).

Spesso è indicato anche il valore assoluto delle popolazioni cellulari, per distinguere 
reali alterazioni quantitative dei vari tipi di cellule (variazioni assolute) dalle variazioni 

relative, che risentono dell’influenza di tutte le altre tipologie di globuli bianchi: 

normalmente, i neutrofili sono presenti in quantità comprese tra 2500 e 7500 per mm3, i linfociti 
tra 1300 e 4000 per mm3, i monociti tra 150 e 900 per mm3, gli eosinofili tra 50 e 500 per mm3 e 

i basofili tra 10 e 150 per mm3.

Esame emocromocitometrico con formula



Alterazioni neoplastiche

Leucociti

Piastrine

Eritrociti

Linfoidi

Mieloidi

Leucemie 
Mielodisplasie 

Mielofibrosi 
idiopatica

Trombocitemia 
essenziale

Policitemia vera

Principalmente alterazioni di 
numero e funzione

Leucemie
Linfomi
Mielomi



STRISCIO: ESECUZIONE CORRETTA DELLO STRISCIO DI SANGUE PERIFERICO

Esame morfologico del sangue periferico

1. Depositare una goccia di sangue su un vetrino di supporto e appoggiare un secondo vetrino inclinato a 
40° circa

2. Far aderire il bordo del secondo vetrino alla goccia di sangue e far diffondere il fluido lungo il fronte
3. Tirare il secondo vetrino in direzione opposta con un movimento uniforme e non a scatti 
4. Staccare il secondo vetrino e procedere con l’analisi



COLORAZIONE: May-Grunwald-Giemsa (Blu di Metilene /Eosina+Azur II/Eosina)

May-Grunwald: Eosina (colorazione rosa-rosso) e Blu di Metilene (colorazione blu-viola)

Giemsa: Eosina (colorazione rosa-rosso) e Azur II (colorazione azzurro-grigio)

Colorazione 1°: May-Grunwald su tutta la superficie per 2’

aggiunta di H2O (1:2) per 2’e poi scolo

Colorazione 2°: Giemsa 1:10 con H2O per 10’.

lavare con H2O e lasciare asciugare

Esame morfologico del sangue periferico



COLORAZIONE: May-Grunwal-Giemsa (Blu di Metilene/Eosina-Azur II/Eosina)

NUCLEO: blu violetto

CITOPLASMA: roseo (eosinofilo)

blu (basofilo)

grigiastro (policromatofilo)

GRANULAZIONI: rosa chiaro (neutrofile)

rosso arancio (eosinofile)

viola scuro (basofile)

rosso vivo (azzurrofile)

Esame morfologico del sangue periferico



COLORAZIONE: May-Grunwal-Giemsa

ERITROCITI: rosso chiaro/grigio

NEUTROFILI: nucleo blu/viola

BASOFILI: granuli blu intenso/viola scuro e nucleo coperto

EOSINOFILI: granuli rossi e nucleo coperto

LINFOCITI: nucleo molto grande e blu

MONOCITI:  sono le cellule più grandi e hanno il nucleo blu

Esame morfologico del sangue periferico



ANALISI MICROSCOPICA: Microscopio ottico

PICCOLO INGRANDIMENTO: adeguatezza del preparato

identifico area di analisi

MEDIO INGRANDIMENTO: analisi morfologica dei leucociti

analisi morfologica degli eritrociti

MAGGIORE INGRANDIMENTO: dettagli citologici quali

- citoplasma

- nucleo

- granulazioni

Esame morfologico del sangue periferico





MONOCITI: Il nucleo può essere convoluto con 
un pattern cromatinico buono. Il citoplasma ha 
di solito una colorazione grigiastra con effetto-
vetro e granuli azurofili.
Quando infiltrano i tessuti diventano macrofagi
e fagocitano cellule senescenti e detriti.

LINFOCITI: sono normalmente dai 7-12um nei sani. 
Oltre I 20um se ho infezioni. Il citoplasma è azzurro 
chiaro e molto ridotto rispetto al nucleo. Quest’ultimo 
è centrale, tondeggiante e un pattern cromatinico 
amorfo.



ERITROCITI: 
mediamente 8um 
con area centrale 
ipocromatica.

PIASTRINE: 
mediamente 1-3um, 
staining rosso-viola 
evidente. Si può 
distinguere una zona 
granulare. Vivono 
mediamente 8-12 
giorni. 

EOSINOFILI: 
normalmente sono il 
2-4% e presentano 
due segmenti nucleari. 
Nel citoplasma, le 
granulazioni eosinofile 
che possono coprire il 
nucleo. Reazione 
immuno-allergica, 
infiammazione e 
reazione contro 
elminti.

NEUTROFILI: nella 
forma matura hanno 
il nucleo lobato 
separato da filament 
(polimorfonucleati). 
Arrivano fino a 5 
lobi. Generalmente 
vi si apprezzano i 
corpi di Barr. 
Rappresentano il 60-
70% dei globuli 
bianchi e fagocitano 
batteri e funghi.

BASOFILI: I granuli 
basofili spesso 
nascondono il nucleo, 
impedendone l’analisi 
dei dettagli o delle 
strutture. Nei sani 
sono in numero 
limitato (<1%). 
Rilasciando istamina 
ed eparina, inducono 
le modificazioni 
vascolari necessarie al 
processo 
infiammatorio.



AGO ASPIRATO MIDOLLARE

LEUCOCITOSI/LEUCOPENIA con o senza ANEMIA E PIASTRINOPENIA (LA, MDS, aplasia)

STADIAZIONE O ESORDIO DI MALATTIA LINFOPROLIFERATIVA (cHL)

ANEMIA MACROCITICA O NORMOCITICA

ALTERAZIONI DELLE Ig (componente monoclonale)

ALCUNE INFEZIONI (malaria)

Esame morfologico del sangue midollare



AGO ASPIRATO MIDOLLARE

Esame morfologico del sangue midollare



AGO ASPIRATO MIDOLLARE

Esame morfologico del sangue midollare



BIOPSIA OSSEA (densità cellulare, rapporto cellule/stroma, infiltrato di cellule estranee)

PANCITOPENIA

PUNCTIO SICCA

STADIAZIONE O ESORDIO DI MALATTIA LINFOPROLIFERATIVA (cHL)*

SINDROMI MIELO O LINFOPROLIFERATIVE CRONICHE

ALTERAZIONI DELLE Ig (componente monoclonale)*

SOSPETTA INFILTRAZIONE DA NEOPLASIE SOLIDE

Esame morfologico del sangue midollare



BIOPSIA OSSEA

-Dolorosa

-Sala operatoria e DH

-Ago e mandrino di dimensioni
maggiori

-Prevede l’incisione della cute

-Il mandrino interno consente il
prelievo di un cilindro di tessuto.

Esame morfologico del sangue midollare



MIDOLLO OSSEO NORMALE: istologia

A medio ingrandimento si apprezzano
isolotti di eritroblasti, precursori della
granulopoiesi e megacarioblasti.

Cellularità media del 50%.

Presenza di adipociti frapposti alle
cellule della mielopoiesi

Esame morfologico del sangue midollare



MIDOLLO OSSEO NORMALE: citologia

A medio ingrandimento si apprezzano
isolotti di eritroblasti, precursori della
granulopoiesi e megacarioblasti.

Quadro polimorfico con cellule variabili
in morfologia e dimensioni.

Esame morfologico del sangue midollare



Esame morfologico Laucemia Acuta 
Mieloide



Analisi Immunofenotipica
INDICAZIONI 

• SINTOMI CLINICI
• CITOPENIA
• LEUCOCITOSI
• PRESENZA DI CELLULE ATIPICHE/BLASTI
• PATOLOGIE DELLE PLASMACELLULE
• ORGANOMEGALIA O MASSE TISSUTALI
• MONITORAGGIO DELL’MRD



Citofluorimetro



Focusing idrodinamico

Citofluorimetro



Citofluorimetro



DIMENSIONE COMPLESSITA’

Citofluorimetro



Citofluorimetro



Citofluorimetro: citogramma



Citofluorimetro: i colori



Citofluorimetro: i colori



Citofluorimetro: il gating



Immunofenotipi normali
STEM CELL:
CD34+
CD33+/-

BLASTO MIELOIDE:
CD13+
CD33+
CD34+

GRANULOCITI:
CD13+
CD33+/-
CD66c+ CD66b+
CD11c+ CD11b+ CD11a+
CD16+
CD15+

MONOCITI:
CD13+
CD33+
CD36+
CD11b+
CD14+
CD64+

LINFOCITI B:
CD79a+
CD20+
CD22+
CD19+
sIgM+



Immunofenotipi tipici: LAIP
HAIRY CELL LEUKEMIA:
SSC FORTE
CD103+
CD11c+
CD25+

CLL (90% dei casi):
CD5+
CD23+
FMC7-
slgM(+)
aCD22(+) o CD79b(+)

LINFOMA FOLLICOLARE:
CD10+ DEBOLE
CD19+ DEBOLE

DLBCL:
CD10+ 
LIGHT CHAIN (Kappa/Lambda)

MIELOMA:
CD45- 
CD38+-
CD138+
CD56+
CD19-CD20+



NEXT GENERATION SEQUENCING



Si basano sul principio del sequenziamento di
'cluster' clonali

Il processo, che inizia con una singola molecola target, prevede la creazione di
target clonali durante uno step intermedio di amplificazione.
Copie multiple e identiche sono infatti necessarie per avere un alto rapporto
segnale-rumore

Sequenziamento 
mediante sintesi (SBS)

Sequenziamento 
mediante ligazione (SBL)

SOLiD
(ION TORRENT/PGM)

Chimica con 
terminatori

SOLEXA
(ILLUMINA)

Tecniche di Next Generation Sequencing



Next Generation 
Sequencing Workflow



BASE DEL SEQUENCING



ANALISI BIOINFORMATICA

• Interrogazione 
dei database

• Interpretazione 
delle varianti

• Prioritizzazione

.FASTQ

.BAM

.VCF

Es. ANNOVAR



ANNOTATION ANALYSIS: ANNOVAR

POSITION AND 
SEQUENCE 

ALTERATION

EFFECTS ON THE 
PROTEIN

ALTERATION OF 
ISOFORMS

DATABASE AND 
PREDICTION 
SOFTWARES



SECONDARY ANALYSIS: IGV



ARTIFICIAL INTELLIGENCE



AN EXAMPLE OF APPLICATION IN 
ONCO-HEMATOLOGY

GENOMIC CHARACTERIZATION OF 
AML



AML  

cariotipo 

normale

AML anomalie 

citogenetiche

Alterazioni

genomico-molecolari

GENOMIC COMPLEXITY OF AML



GENETIC MUTATIONS OF AML

Mutazioni Driver: portano alla formazione di un clone mutato a cui conferiscono un vantaggio

selettivo. Possono essere:

- Fondanti o inizianti: danno inizio al clone tumorale (mutazioni di NPM1, DNMT3A, IDH1,

IDH2, CEBPA, RUNX1, FLT3)

- Subclonali: mutazioni che avvengono in una cellula già clonale e danno origine a un

secondo clone che porta sia la mutazione fondante che quella acquisita (FLT3-drug resistance)



GENOMIC COMPLEXITY OF AML

Cancer Genome Atlas Research Network. NEJM 2013



Attualmente le mutazioni geniche sono studiate con metodiche convenzionali: es. Sanger

Limite di 

sensibilità della 

metodica Sanger: 

circa 20%

CONVENTIONAL DIAGNOSYS OF AML



STUDY DESIGN

trasduzione del
segnale

regolatori epigenetici
e trascrizionali

splicing

attività polimerasica

metabolismo

altro

ANKRD46
NRAS
KRAS
FLT3
CBL
SRP72
DDX41

TET2

DNMT3A

ASXL1

RUNX1

EZH2

BCOR

ETV6

CEBPalpha

GATA2

SF3B1 
SRSF2 
U2AF1
ZRSR2 

NPM1
TP53

IDH1

IDH2

TERT
TERC



BIOINFORMATIC ANALISYS



THE DIAGNOSTIC TOOLS



AN EXAMPLE OF RESPONSE
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