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De la cellule à l’ADN: 
détection et prise en charge 

d’une hémopathie au 
laboratoire

AFTLM-journées professionnelles 28&29nov 2019
Laboratoire d’Hématologie-Immunologie

Département Biologie&Pathologie Médicales
Cytologie: Mme C. NAITHAMOUCHE
Cytométrie en flux: Mr M. KHAZOUR

Biologie moléculaire: Mr C.GELLA
Biologistes: Drs A. ARBAB, V.SAADA, C. MARZAC



Lymphocytose
30G/L,

Adénopathies+

2013

Cytologie
Immunophénotypage

lymphocytaire
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Bilan pré-allogreffe

SCENARIO
co-écrit avec Mr B. né en 1957 

01/08/18

J0 allogreffe

06/09/18

1 mois post-allogreffe
Chimérisme (sang total)
Maladie résiduelle LLC
(immunophénotypage)

26/10/18

3 mois post-allogreffe
Diminution immunosuppression

Chimérisme (fractions triées)
Maladie résiduelle LLC
(immunophénotypage)

Prise de greffe partielle GVH aiguë

Nov-18

3 mois post-allogreffe
Diminution immunosuppression

Chimérisme (fractions triées)
Maladie résiduelle LLC
(immunophénotypage)

Rémission



2013- exploration d’une hyperleucocytose 30G/L

Chaînes XN avec/sans « scanner » de lames intégré

https://healthcare-in-europe.com/en/labbook/hematology/28-sysmex-xn-3100-di.html
https://healthcare-in-europe.com/en/labbook/hematology/28-sysmex-xn-3100-di.html
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.aacc.org/community/divisions/history-of-clinical-chemistry/analyzer-listing/2012/sysmex-xn3000&psig=AOvVaw0osJ1wH-Z4c94Ko1AEMOrE&ust=1574769167091454
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.aacc.org/community/divisions/history-of-clinical-chemistry/analyzer-listing/2012/sysmex-xn3000&psig=AOvVaw0osJ1wH-Z4c94Ko1AEMOrE&ust=1574769167091454
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.siemens-healthineers.com/hematology/systems/cellavision-dm1200-digital-cell-morphology-system&psig=AOvVaw2t0iIFul4IDfwuS8ESJPw-&ust=1574769342260288
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.siemens-healthineers.com/hematology/systems/cellavision-dm1200-digital-cell-morphology-system&psig=AOvVaw2t0iIFul4IDfwuS8ESJPw-&ust=1574769342260288
https://www.loisirsplaisirs.com/microscope-realux/4163-microscope-optique-bk6000-trinoculaire.html
https://www.loisirsplaisirs.com/microscope-realux/4163-microscope-optique-bk6000-trinoculaire.html


Rappel technologique-Sysmex XN- analyse des leucocytes

Quantification des populations par impédance

Lyse GR et plaquettes pour le comptage et l’analyse des GB

2ème comptage des GB sur le Canal DIFF et analyse de la 

formule leucocytaire:caractérisation des GB par cytométrie en 

flux: fluorescence avec fluorochrome/ ADN et ARN, mesure 

de la diffraction du laser à 3 angles permet de classer les 

sous populations
SFL= Side fluorescence light 
(quantité ARN et ADN)

SSC=Side scatter
(structure=contenu noyau et 
granulations)

SSC=Side scatter (structure=contenu noyau et 
granulations)

https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.sysmex-europe.com/academy/clinic-laboratory/analyser-channels/wbc-differential-channel.html&psig=AOvVaw2UzndDTqLyAILKdSdN9atB&ust=1575037563649999
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.sysmex-europe.com/academy/clinic-laboratory/analyser-channels/wbc-differential-channel.html&psig=AOvVaw2UzndDTqLyAILKdSdN9atB&ust=1575037563649999
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POPULATIONS ANORMALES

SYSMEX-XE SYSMEX-XN



http://dl.free.fr/wH5KiOq59

PRINCIPE DU LECTEUR DE LAMES 
AUTOMATISE –DM-Cellavision

Pré-classement des cellules
Archivage des images Evite la relecture de lames
Cellulothéque personnalisée à partir de cas pathologiques
Formation continue, habilitation, échanges
Possibilité de travail à distance/postes déportés
Continuité de service, travail en multisite

Vue partielle du frottis
Exigence Frottis mince

EXISTE EN VERSION CHAINEE – LECTURE AUTOMATISEE (XN9000)

POINTS FORTS
POINTS SENSIBLES

http://dl.free.fr/wH5KiOq59


Rappel morphologique
Eléments normaux du sang périphérique

LGL 
(T,NK)<10%

Monocyte

Lymphocytes 
(B,T,NK)=90% 

PNN+ plaq

PN éosinophilePN Basophile



.. REVENONS à Mr B

Formule rejetée (XN) Graphe analyseur

Champ large(x10)-Cellavision DM1200

Nuages Ly/Mono confluents 
formule microscopique requise

Ombres de Gümprecht(noyaux nus)

Nuage PNN bien séparé

Hyperlymphocytose: 30 G/L
Reste de la NFS: normal



Ombres de Gümprecht = 
lymphocytes fragiles

Petits lymphocytes 
monomorphes à 
chromatine mottée 
d’aspect mature

Aspect cytologique de LLC……..à confirmer par immunophénotypage

ZOOM











Les fluorochromes tandem





Profil des marqueurs utilisés en cytométrie
Pour caractériser les hémopathies

Marqueurs Myéloïde Lymphoïde B Lymphoïde T

CD13
CD33
CD117
MPO intra
CD14
CD15
CD64
CD36
CD4

CD19
CD20
CD22
CD23
CD79a
CD79b
SIgM

CD1a
CD2
CD3
CD4
CD5
CD7
CD8
TCR

Immaturité

CD34

HLA DR

Panleuco 

CD45



Lymphocytes  
CD19

.. REVENONS à Mr B





Diagnostic retenu:
Leucémie Lymphoïde Chronique

Score de Matutes  

CD5+: 1 point

CD23+: 1 point  

CD22 ou CD79B:

faibles ou  

négatifs: 1 point

FMC7-: 1 point 

IgS surface faible:  

1 point

Mr B: score de

Matutes à 4/5 Si>3:

diagnostic de LLC



Immunophénotypage des lymphomes-B 
« circulants »

Dighiero, Lancet 2008
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NFS du 30.08.2017 
Thrombopénie, absence de 

lymphocytose



NFS du 30,08,2017 (XN-1000): monocytose + thrombopénie

MY_GB08

Monocytose et Dysplasie ou 

thrombopénie

Lame pour suspicion diagnostic LMMC

Pour un patient inconnu ou avec un résultat 

supérieur à 90 jours, faire une lame si les 

monocytes sont compris entre 1 000 et 2000/µl 

et si le NE-SSC des neutrophiles  est compris 

entre 141 et 151 avec des plaquettes inférieures 

à 100 000/µl, ou si le SCC des neutrophiles est 

inférieur à 141 



myélémie et monocytose
NE-SCC bas (138)

LMMC: cytologie typique sur analyseur XN



PNN dégranulés+++
Monocytes dystrophiques

LMMC: cytologie typique sur DM1200



Macroplaquettes LMMC



Quelques lymphocytes atypiques (LLC)
Absence de dysplasie granuleuse

REVENONS à Mr B: revue de lame sur DM1200 (cellavision)



REVUE de LAME sur DM1200 (cellavision)

MONOCYTES d’aspect matures

Absence d’argument cytologique formel en faveur d’une LMMC, mais: monocytose chronique
……. Immunophénotypage conseillé



IMMUNOPHENOTYPAGE MONOCYTAIRE- PRINCIPE



IMMUNOPHENOTYPAGE MONOCYTAIRE
Normal vs Pathologique



Selimoglu-Buet, D. et al. Blood 2015  
(équipe IGR)

Excès de monocytes classiques CD14+/CD16-:  
évocateur de LMMC (> 94%)

IMMUNOPHENOTYPAGE MONOCYTAIRE- Mr B.

……ETUDE CYTOGENETIQUE et MOLECULAIRE
Conforter le diagnostic
Eléments pronostiques
Recherche de cible thérapeutique



ETUDE DU PANEL MYELOIDE
Séquençage NGS- « nouvelle génération »

Fig: LUCAS N., Horizon Hemato, 2017



Méthode Haloplex

Séquence d’intérêt 

-Restriction enzymatique



Méthode Haloplex

-Génère des Fragments de tailles variables +/- pertinents



Méthode Haloplex

-Génère des Fragments de tailles variables +/- pertinents



Méthode Haloplex

-Génère des Fragments de tailles variables +/- pertinents



Méthode Haloplex



Méthode Haloplex

-Hybridation avec les sondes Haloplex = circularisation de l’ADN

Sonde + Biotine



Méthode Haloplex

Sonde + Biotine

-Hybridation avec les sondes Haloplex = circularisation de l’ADN



Méthode Haloplex

-Hybridation avec les sondes Haloplex = circularisation de l’ADN

-index « étiquetage » de l’ADN du patient. »



Méthode Haloplex

-Capture du complexe ADN patient - Index – Sonde biotinylée sur billes magnétiques 
de Streptavidine

-Ligation des index avec l’ADN d’intérêt



Méthode Haloplex

-Dissociation du complexe sonde–biotine et de l’ADN circularisé  



Méthode Haloplex

-Amplification par PCR

Amorces + adaptateurs 
pour NGS



Méthode Haloplex

-Amplification par PCR

Amorces + adaptateurs 
pour NGS



Méthode Haloplex

-Amplification par PCR et linéarisation 
de l’ADN amplifié



Méthode Haloplex

-Préparation des Librairies 



Méthode Haloplex

-Préparation des Librairies 



Méthode Haloplex

Gène 1

Gène 2

Gène 3…

…Gène 75



Méthode Haloplex
Patient 1 Patient 2 Patient 3

Patient 4 Patient 5… …Patient 48



https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E

Principe de séquençage sur 
Illumina Miseq

https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E


WORKFLOW 
Séquençage nouvelle génération (NGS)

(exemple: Librairie type Haloplex )

Librairie 36h
Séquençage 24h
Analyse: 1h /dossier
Coût optimisé: 300€/patient
Amortissement  équipements lourds..
Temps technique, médical



Analyse bioinformatique en 3 clics - SDDM®
(après 2 mois de travail avec le bioinformaticien)  

DES INTRUS… …….DÉJÀ FICHES « COSMIC »…….DÉJÀ ETIQUETES « patho »…

4 gènes classiques de LMMC avec % de mutation élevé
3 gènes avec % de mutation faible…. LLC? Artéfacts?sous-clone LMMC?



ETUDE DU PANEL MYELOIDE
Séquençage NGS- « nouvelle génération »

Fig: LUCAS N., Horizon Hemato, 2017



VALIDATION BIOLOGIQUE
vraiment utile?

Perte d’un allèle non vue en cytogénétique?
Non : variants ATM hétérozygotes 50% attestant de la présence des 2 allèles

Sous-clone au sein de la LMMC? mutations de la LLC? Artefact?

Interprétation des 2 mutations du gène ATM, (souvent anormal dans la LLC)



Séquence « propre »
10 lectures « reads » sens et antisens mutés
Pas d’autre échantillon connu avec ce variant
Pathogénicité in silico vraisemblable

Artefact très improbable

NFS et phénotypage : 6% lymphocytes B de LLC
3% des allèles ATM = 6% des cellules sont mutées

Concordance % lympho et % mutation(VAF)

Forte probabilité de LLC avec mutations ATM, à confirmer si nécessaire par 
séquençage des lymphocytes B CD19+ triés après contrôle de la pureté du tri en CMF.

La cytologie, la cytométrie sont indispensables à la compréhension des résultats
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SCENARIO- la suite
Double hémopathie = ALLOGREFFE de CSH!

01/08/18

J0 allogreffe

06/09/18
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Maladie résiduelle LLC
(immunophénotypage)
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Etude de la prise de greffe
(Chimérisme)

PRINCIPE
Amplification par PCR fluorescente de région répétées du génome (Short Tandem Repeat-STR)
En espérant que le nombre de répétitions= taille du fragment sera différente donneur/receveur

Etude de 10 marqueurs avant greffe
Choix du plus discriminant (ici « SE33 »)
Empreinte génétique..

AVANT GREFFE

donneur

receveur



Etude de la prise de greffe
(Chimérisme à J30 sur sang total)

Analyse brute: reste 5% de receveur

Phéno LLC: 5% de lymphocytes

donneur

Receveur pré-greffe

Receveur post-greffe

Hypothèse: prise de greffe à 100% 
mais persistance 5% de cellules de LLC

Comment le démontrer?
Pourquoi le démontrer?



Comment affiner l’analyse du chimérisme? 
J60 : étude des fractions triées CD19+ et CD19nég

CD19 nég: PNN + Mono + LyT
95% donneur

CD19 pos: Ly B=LLC
100% receveur

CD3+ : Ly T
95% donneur 

Chimérisme sub-total T-Myéloïde: bonne prise de greffe, MAIS il reste de la LLC



Pourquoi avoir affiné l’analyse du chimérisme dans ce cas?

Vérifier la prise de greffe pour autoriser la baisse de l’immunosuppression

dans le but d’augmenter l’effet « GVL » (greffon contre leucémie)
Sans risquer le rejet du greffon 
Mais au risque d’une « GVH » (greffon contre l’hôte)

… et en effet….



Etude de la maladie résiduelle 
phénotypique post-allogreffe



MO 04/09/2018 clone lymphoïde B CD19+/CD5+: 1 mois post allogreffe 3.5% des cellules médullaires

MO 04/10/2018 clone lymphoïde B CD19+/CD5+ 2 mois post allogreffe : 11.8% des cellules médullaires

MO 03/01/2019 clone lymphoïde B CD19+/CD5+ 5 mois post allogreffe: 2.3% des cellules médullaires

Immuno-
suppression
GVH aiguë++

GVL??

Evolution de la Maladie résiduelle phénotypique post-allogreffe



MO 05/03/2019 clone lymphoïde B CD19+/CD5+ 7 mois post allogreffe : 0.05% des cellules médullaires

MO 22/08/2019 clone lymphoïde B CD19+/CD5+ 1 3 mois post allogreffe: indétectable

NB: On peut évoquer une MRD + si au moins 20 éléments  
clusterisés dans une fenêtre d’intérêt

Maladie résiduelle minime 1 an post-allogreffe



Chimérisme complet donneur 1 an post-allogreffe

donneur

Receveur pré-greffe

Receveur post-greffe
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EPILOGUE…, LA VIE CONTINUE!
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Perspectives

Hématologie cellulaire: pluridisciplinarité & chaîne de compétence

Penser nos stratégies de dépistage au quotidien (middleware)

Imagerie intégrée: un petit pas vers l’intelligence artificielle

Vers des cytomètres couplés à l’analyse cytologique?

Biologie:  fer de lance de la médecine de précision, au service des patients


