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Hématopoïèse
Processus physiologique permettant la création et le renouvellement des cellules 
sanguines.

Chaque jour la moelle osseuse produit 1013 cellules hématopoïétiques 
• Maintien d’un stock de cellules souches hématopoïétiques multipotentes (CSH) : 

autorenouvellement des CSH
• Différenciation des CSH en progéniteur non multipotent en réponse à des signaux 

exogènes 
• Maturation dans la moelle osseuse et le thymus (lymphocytes T) des cellules sanguines, 

myéloïdes et lymphoïdes, globules rouges et plaquettes
• Différenciation et prolifération des lymphocytes matures dans les ganglions



Hémopathie maligne

Transformation néoplasique de précurseurs hématopoïétiques 
plus ou moins engagés.

• Prolifération cellulaire incontrôlée

• Perte de réponse à l’apoptose

• Blocage de la différenciation











Le cancer



La transformation en cellule tumorale est la 
conséquence de  :

- Anomalies acquises chromosomiques

- Mutations géniques acquises

- Modifications épigénétiques

• Activation/hyperexpression d’oncogènes
• Inactivation/sous expression de gènes 

suppresseurs de tumeurs





Caractéristiques
Morphologiques

Caractéristiques
Phénotypiques

Caractéristiques
Génétiques

Caryotype

Biologie
Moléculaire FISH

CD19
C

D
22

Ex.macroscopique

Ex.m
icroscopiques

Bilan biologique d’une hémopathie



Acquises (n’existent pas dans les cellules non cancéreuses)

Clonales (toutes les cellules cancéreuses sont porteuses de l’anomalie chromosomique 
primaire. Les cellules cancéreuses dérivent d’une seule cellule)

Récurrentes (la même anomalie est retrouvée dans les cellules cancéreuse de malades 
non apparentés)

Spécifiques (certaines anomalies sont spécifiques d’un type d’hémopathie maligne)
Ex : t(9;22) dans la LMC ou t(8;14) dans le lymphome de Burkitt

Caractéristiques des anomalies chromosomiques 
dans les hémopathies malignes 











Types d’anomalies chromosomiques acquises dans les 
hémopathies malignes

Anomalies de Structure

- Translocations

- Délétions

- Duplications

- Inversions

- ….

Anomalies de Nombre

- Trisomies

- Monosomies

- Hyperploïdies

- ….



Caryotype

FISH

CGH/SNP array

Séquençage

Détection des anomalies chromosomiques acquises 
Les outils diagnostiques : du chromosome à l’ADN

10-15Mb

-300kb

Jusqu’à qq kb

bases



Caryotype : technique

Analyse globale du génome

- Mise en culture les cellules 
tumorales (potentiel prolifératif)

- Blocage des cellules en mitoses

- Analyse et classement des 
chromosomes



Caryotype : technique



Caryotype

Exemple de caryotype



Permet une vision globale: analyse pan-génomique
- des anomalies de nombre
- des anomalies de structure équilibrées ou déséquilibrées

Permet de suivre de l’évolution clonale : clone, sous clones

Montre l’hétérogénéité intra-tumorale : clones non reliés

Caryotype : les avantages

Méthode de référence



Caryotype : contraintes et limites

Liées à l’échantillon :
– taille et cellularité du prélèvement: 20-30 millions de cellules/10ml
– cellules vivantes
– index de prolifération
- échec de caryotype
- cellules tumorales non en cycle

Liées à la technique :
– technique manuelle
– technique multi-étapes, longue
– qualité du banding chromosomique
- anomalies complexes
- anomalies cryptiques

Liées à l’opérateur :
– seuil de détection: œil humain
– niveau de résolution du caryotype: 10 Mb



46,XY,t(9;22)(q34;q11)[20]95% des cas

Caryotype : exemple de la LMC



FISH
- culot cytogénétique
- apposition
- coupe congelée
- coupe paraffinée

CGH
- ADN tumoral de bonne qualité
- Infiltration >20% de cellules tumorales
- Si possible, ADN constitutionnel en ADN 

de référence

Cytogénétique moléculaire



Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

Principe de la FISH



Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

3 intérêts principaux :

- Confirmation d’une anomalie détectée au caryotype

- Détection d’une anomalie cryptique (trop petite pour être détectée au 
caryotype)

- Recherche d’anomalie sur des cellules interphasiques (coupe 
histologique, échec de caryotype)



Exemple : myélodysplasie avec 5q-

1-FISH : Confirmation d’une anomalie détectée au caryotype



Comparative Genomic Hybridization (CGH array)

Avantages

- Technique rapide et 
automatisable

- Résolution importante

- Analyse globale

Inconvénients

- Ne détecte que les 
gains et les pertes

- Ne détecte pas les 
clones minoritaires 
(<20%)



Comparative Genomic Hybridization (CGH array)

Indications : 

- Recherche, en complément du caryotype (pathologies rares)
- Recherche, pour borner anomalie récurrente 
- Quand échec de caryotype/caryotype normal : aide au diagnostic (MDS, 

lymphomes atypiques)

Exemple CGH : myélome atypique



Comparative Genomic Hybridization (CGH array)

Indications futures ? : 

- En remplacement du caryotype dans les hémopathies où l’on retrouve 
essentiellement des pertes et des gains chromosomiques : myélodysplasies, 
LLC, lymphomes (combiné à la FISH)…

- Toujours la limite de l’envahissement tumoral (>20%)

- Quelle place avec le développement du NGS qui permet aussi de détecter 
les gains et les pertes

- Whole genome sequencing pour détecter les réarrangements équilibrés?



Résumé des techniques de cytogénétique



Critère diagnostic: bilan initial avant tout traitement

Critère pronostic: indépendant des autres critères
clinico-biologiques

Paramètre utilisé dans le suivi et l’évolution de
l’hémopathie:

• contrôle d’une rémission complète
• dépistage d’une rechute par réapparition du clone initial 
(+ anomalies supplémentaires)

Apport de la cytogénétique dans le compréhension des 
mécanismes physiopathologiques

Apport de la cytogénétique dans le bilan 
biologique d’une hémopathie



- Hémopathie la plus fréquente chez l’adulte dans les pays occidentaux 
- Incidence de 5/100 000 individus 
- Touche préférentiellement le sujet âgé avec une incidence supérieure à 20/100 

000 individus au-delà de 70 ans. 

Selon la classification OMS 2016, tumeurs à cellules lymphoïdes B matures, groupe 
LLC/lymphome lymphocytique.

- LLC (>5.109/L LB)
- Lymphocytose B monoclonale (MBL ou monoclonal B-cell lymphocytosis) 

(<5.109/L LB et pas d’atteinte ganglionnaire)
- Lymphome lymphocytique (<5.109/L LB et atteinte nodulaire, splénique ou extra 

médullaire)

Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC)



- Le diagnostic est le plus souvent fortuit 
- La confirmation du diagnostic de LLC est biologique et se fait sur un prélèvement 

sanguin (hémogramme et immunophénotypage des lymphocytes).

Diagnostic : Cytologie

Population monoclonale de 
lymphocytes morphologiquement 
matures de type B.



Diagnostic : cytométrie en flux

A l’immunophénotypage, les lymphocytes B monoclonaux expriment 
généralement le CD19 et une IgM ou IgD dim, le CD20, CD22, 
CD79b ; les cellules sont également positives pour le CD5 et le 
CD43, le CD23 et le CD200. Le CD10 est négatif ainsi que FMC7. 

Score de Matutes : LLC si = 4 ou 5



Au diagnostic, stade A le plus souvent : surveillance.

Un traitement est indiqué en cas d’évolution de la maladie :
- signes systémiques (asthénie, perte de poids, sueurs nocturnes, fièvre) 
- syndrome tumoral volumineux, 
- progression de l’hyperlymphocytose (augmentation > 50 % sur 2 mois 

ou un temps de doublement des lymphocytes < 6 mois) 
- apparition ou d’aggravation d’une insuffisance médullaire. 

Evolution très variable selon les patients

Mise en place d’un traitement : évolution clinique



Intérêt du caryotypeMarqueurs moléculaires

Impact pronostic négatif 
de la del17p et de la del
11q



Marqueurs moléculaires
Impact de la délétion et de la mutation de TP53



Intérêt du caryotype : recommandations du GFCH

Marqueurs moléculaires



Leucémies aigües myéloblastiques

Ensemble de proliférations malignes aboutissant à l’accumulation dans la 
moelle, le sang et éventuellement d'autres organes, de progéniteurs des cellules 
sanguines de nature myéloïde (les « blastes »), qui ont perdu totalement ou 
partiellement leur capacité à se différencier.

Environ 3000 nouveaux cas de LAM/an en France.

Incidence = 4 à 5 nouveaux cas/100 000 H /an. H/F = 1.5.

Age médian de présentation : 70 ans.



1. LAM AVEC ANOMALIES CYTOGÉNÉTIQUES RÉCURRENTES

- LAM avec t(8;21) (q22;q22) ; RUNX1 - RUNX1T1
- LA promyélocytaire avec PML – RARA
- LAM avec inv(16) (p13.1q22) ou t(16 ;16) (p13.1q22) ; CBFB - MYH11
- LAM avec t(9;11) (p22;q23) ; MLLT3 - KMT2A (MLL)
- LAM avec t(6;9) (p23;q34) ; DEK - NUP214
- LAM avec inv(3) (q21q26.2) ou t(3;3) (q21;q26.2) ; GATA2, MECOM
- LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22) (p13;q13) ; RBM15 – MKL1
- LAM avec mutation NPM1
- LAM avec mutation bi allélique CEBPA

Classification OMS 2016 des LAM.

2. LAM AVEC ANOMALIES ASSOCIÉES AUX MYÉLODYSPLASIES

3. NÉOPLASIES MYÉLOÏDES POST CHIMIOTHÉRAPIE

4. LAM SANS AUTRE SPÉCIFICATION PAR AILLEURS (NOS) 

- LA Myéloblastique avec différenciation minime
- LA Myéloblastique sans maturation
- LA Myéloblastique avec maturation
- LA myélomonocytaire
- LA monoblastique / monocytaire
- LA érythroïde pure   [l'érythroleucémie (= ancienne LAM6) disparait en 2016]
- LA mégacaryoblastique
- LA Myéloblastique à composante basophile
- LA avec myélofibrose (panmyélose aiguë)



LAM3 : t(15;17)(q24.1;q21.2)



Impact of karyotype on outcome in younger adults with AML (AML10, 
AML12, AML15)
Survie globale







Généralités sur le génome

Généralités sur le génome



De l’ADN au génome

• Histoire du séquençage…
• Sanger : 

• migration en cuve à 1kb par lecture en 6-8h
• séquenceurs capillaire à 300 kb par lecture en 3h

• Séquençage « nouvelle génération » : NGS
• Génome humain à 3Gb en 48h

• (Séquençage de 3ème génération)

Généralités sur le génome



Différentes échelles

Généralités sur le génome



Etude du génome

Généralités sur le génome



Les différentes applications du séquençage à haut débit

• Quelques exemples 

Technologies NGS



Les différentes technologies disponibles

Technologies NGS



Amplification des librairies

Technologies NGS



Diversité d’approches techniques

• Quantification des produits libérés lors de la réaction de séquençage

Technologies NGS



Ion technologie

Technologies NGS



Ion technologie

Technologies NGS



Diversité d’approches techniques – Illumina ®

Technologies NGS



Diversité d’approches techniques – Illumina ®

• Séquençage par synthèse
• Fluorescence



Diversité d’approches techniques

Technologies NGS



La course au développement

Technologies NGS



Le NGS en onco-hématologie

• Différents panels en fonction de la maladie
• LAM
• SMD
• SMP
• LAL
• LLC
• MM
• …

• Etude des paysages mutationnels 

Le NGS en onco-hématologie



Les SMD

• Sujet âgé  (âge médian = 70 ans)

• Incidence 4-5/100 000 habitants/an

• Hémopathies myéloïdes hétérogènes
à Hématopoïèse inefficace
à Dysplasie
à Cytopénies 

• Maladie de la CSH : 
à Anomalies cytogénétiques (<50%)
à Anomalies moléculaires (>80%)

Nilsson et al. Blood, 2000
Woll et al. Cancer Cell, 2014

BFU-E

CFU-E

CFU-GM

CFU-M

Hematopoietic stem cell
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Le NGS en onco-hématologie



Le NGS en onco-hématologie
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Chesnais et al. Blood, 2015
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Analyse des FAV insuffisante 
pour déterminer 

l’architecture clonale

• Séquençage exhaustif (+/- )
• Impact 

• diagnostic +/-
• pronostic +++, 
• thérapeutique 

• Approche architecture clonale
• Fréquence d’allèle variant

Intérêts du NGS ?

Le NGS en onco-hématologie



Impact diagnostic
• A priori non

• Mutations chez individus normaux
• CHIP : Clonal Hematopoiesis of Indermined Potential

• Mais …
• Tous les gènes ne sont pas concernés
• !!! Fréquence d’allèle variant

• Proposition de seuil à 2% pour définir le CHIP 
(Blood, 2015)

• Conditionne le développement d’une hémopathie 
chez les sujets normaux (NEJM 2014)

Le NGS en onco-hématologie Impact diagnostic



Histoire d’une casserole qui prend feu

Le NGS en onco-hématologie Impact diagnostic



Quand le génotype oriente le diagnostic…

• SMD-RS 
• 15% de RS
• Ou ≥ 5% RS et SF3B1MUT

• SMD-RS-T
• SF3B1
• (mutation driver du SMP : 
JAK2, CALR , MPL)

Impact diagnosticLe NGS en onco-hématologie



Leucémie chronique à PNN

• CSF3R
• Récepteur du G-CSF

• Mutations juxta-membranaires (hotspot : T618I+++) et mutations truncantes
• Impact théranostic (cf infra)

Le NGS en onco-hématologie Impact diagnostic



Mastocytose systémique

• Critère mineur de diagnostic
• cKIT D816V

• SM-AHN
• Mutations associées aux SMD
• Impact pronostic

Le NGS en onco-hématologie Impact diagnostic



Impact pronostic 

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic

OUI !



Impact pronostic  des mutations  dans les SMD  

• TP53+++,
• EZH2, RUNX1, ASXL1, ETV6

Time (yrs)

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic



Impact pronostic  des mutations  dans les SMD 

• Le nombre de mutations
• Survie sans évènement et Transformation en LAM

• Les mutations sous-clonales
• Les mutations non connues comme oncogéniques

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic



Impact pronostic  des mutations  dans les SMD greffés 

• 87 patients MDS, alloSCT
• En univarié : TP53 (OS et PFS)
• En multivarié : + TET2, DNMT3A

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic



Impact pronostic  des mutations  dans les SMD greffés 

• 1514 patients, MDS, 
allo SCT (79% mutés)
Impact pronostic :

• TP53
• NRAS
• JAK2

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic



• Impact JAK2/CALR/MPL – SRSF2/ASXL1

Triple neg
JAK2 MUT
CALR type2
MPL
CALR type1

CALR type1 absente 
CALR type1 présente

CALR type1 abs ASXL1/SRSF2 present
CALR type1 abs ASXL1/SRSF2 absent 
CALR type1 pres ASXL1/SRSF2 present
CALR type1 pres ASXL1/SRSF2 absent 

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic

Dans la MF



MF

• EZH2, ASXL1, SRSF2, IDH1/2 et U2AF1 

EZH2

ASXL1

SRSF2

IDH1/2

OS àLAM

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic



Les scores pronostics dans la MF

MIPSS70 MIPSS70+ MIPSS70+ version 2.0

Clinical risk
factors

Hb <10 g/dl 1 Hb <10 g/dl 1 Hb adjusted/sex :

severe (W < 8 g/dl; M < 9 g/dl)

moderate(W 8-9,9 g/dl; M 9-10,9 g/dl)

WBC ≥ 25G/L 2 1 2

BM fibrosis 2≥ 1 1 1

Blood Blast  ≥ 2% 1 Blood Blast  ≥ 2% Blood Blast  ≥ 2% 1

Plat < 100G/l 2

Constit symptoms 1 Constit symptoms Constit symptoms 2

Genetic
variables

Absence CALR 
type1/like mut

1 Absence CALR 
type1/like mut

2 Absence CALR type1/like mut 2

Presence HRM 1 Presence HRM 1 Presence HRM 2

Presence ≥ 2HRM 2 Presence ≥ 2HRM 3

Unfavorable
karyotype

3 Unfavorable karyotype 3

VHR 4

HRM : High Risk Mutation
MIPSS70 et MIPSS70+ : ASXL1 SRSF2 EZH2 IDH1/2
MIPSS70+ version 2.0 : ASXL1 SRSF2 EZH2 IDH1/2 U2AF1Q157

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic



Impact pronostic dans les SMP Phi-

• Phase chronique et transformation

Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic



Le NGS en onco-hématologie Impact pronostic
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Impact thérapeutique àTargeted therapy

Le NGS en onco-hématologie Impact thérapeutique

• En oncologie solide  à OUI+++
• Ex : adénocarcinome pulmonaire



Impact thérapeutique àTargeted therapy

• En onco-hématologie à +/-

Gène muté Molécule

PML-RARa Acide trans-rétinoique

FLT3 Midostaurine

IDH2 Enasidenib (AG-221)

IDH1 Ivosidenib (AG-220)

JAK2 Ruxolitinib…

CSF3R Ruxolitinib
Dasatinib

BCR-ABL Imatinib, dasatinib, pomatinib…

TP53 APR-246

Le NGS en onco-hématologie Impact thérapeutique



Le génotype pour prédire la réponse au traitement

• Statut TET2 et  ASXL1 et réponse aux HMA
• TET2MUT ASXL1WT à meilleure réponse
• TET2WT ASXL1MUT à moins bonne réponse
• Aussi : impact positif de DNMT3AMUT (Traina et al, Leuk 2014)

Le NGS en onco-hématologie Impact thérapeutique

Souris TET2null Souris TET2WT 



Le génotype pour prédire la réponse au traitement

• Signatures géniques et réponse au traitement
• Sensibilité à l’ibrutinib :

• 20% des cas les plus/ moins sensibles à l’ibru

Le NGS en onco-hématologie Impact thérapeutique

Nature, 2018



Impact théranostic

Ruxolitinib

NEJM, 2013

Le NGS en onco-hématologie Impact thérapeutique



Génotype et architecture clonale

Le NGS en onco-hématologie Architecture clonale

• Évolution clonale
• Traitements de support 
• Lenalidomide



SF3B1

SF3B1
JAK2

SF3B1 + 
copains

SF3B1
JAK2

MDS/MPN AML RC AML

2015 2016 2017

SF3B1 38%
JAK2 33%

SF3B1
JAK2 6%

SF3B1 49%
IDH1 45%

SRSF2 46%

CBL 12%
FLT3 (x2) 13%

STAG2 78%

JAK2 39%
(qPCR)

IDH1/SRSF2 
nég (Sanger)



SF3B1

SF3B1
JAK2

SF3B1 + 
copains

SF3B1
JAK2

MDS/MPN AML RC AML

2015 2016 2017

SF3B1 38%
JAK2 33%

SF3B1
JAK2 6%

SF3B1 49%
IDH1 45%
SRSF2 46%

CBL 12%
FLT3 (x2) 13%

STAG2 78%

JAK2 39%
(qPCR)

IDH1/SRSF2 nég
(Sanger)

IDH1 45%
SRSF2 46%

FLT3

Relapse 
AML

SANGERSANGERNGSNGS



Le NGS à Cochin

• La technologie 
• Ion torrent PGM à S5

• Le panel :
• Octobre 2018

• 39 gènes 
• Novembre 2018

• -3 G +11 G
• 47 gènes

• Les indications 
• SMD < 75 ans
• LAM quasi systématique (sauf patient >90 ans…)
• SMD/SMP
• SMP : MF essentiellement

• à Discussion des cas en RCP moléculaire

Le NGS à Cochin
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