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INTRODUCTION

L'OMS en 2008 a classé les hémopathies malignes sur des critéres morphologiques, immuno-
logiques et génétiques dans un intérét diagnostic, pronostic et thérapeutiques.
Les nouvelles technologies pangénomiques de SNP array et de séquencage de haut débit sont en

SELECTION DES PATIENTS

train de révéler la complexité et [hétérogénéité génétique de ces hémopathies malignes. C'est ainsi
que nous avons adapté la SNP array (Illumina) a des échantillons de patients atteint d'hémopathies
malignes afin d'étudier les avantages et les limites de cette technique.

Analyse de 32 échantillons de sang (16), moelle (8] et culots fixés de cytogénétique (8] de patients
atteints de LAL(7), LAM(11], SLPB(4), SMD(6) et SMP(1) et 4 témoins.

Les patients sélectionnés ont présenté un minimum de 20% d'infiltration de cellules malignes :
seuil de sensibilité de détection d'une mosaique défini dans une étude préalable de SNP array.
Pour 19 patients, nous avons comparé 'étude cytogénétique et la FISH réalisé soit sur un préle-
vement direct ou apres culture sur culot de cytogénétique.

MATERIEL ET METHODES

Pour 18 patients, les données cytologiques et immunologiques sont disponibles.

L'étude SNP array nous a permis d'étudier les pertes, les gains de copie et les pertes d'hétéro-
zygotie grace a 'étude du génotype. Cette technique ne permet pas d'étudier les translocations
réciproques équilibrées.

Les techniques d'extractions des ADN du sang et de la moelle sont réalisées avec les kits Qiagen.
Pour Uextraction des préparations fixés de cytogénétique, nous nous sommes référés a la
technique publiée par Mac Kinnon et al (Molecular cytogenetics 2012,5 ;10).

Principe technique de la SNP array

La technique utilisée est celle préconisée par le fournisseur (Illumina, Human-Cyto12-SNP-
Bead chip]. Elle est basée sur lintensité de fluorescence émise aprés hybridation de léchan-
tilllon sur une lame. Cette lame est recouverte avec 300,000 SNP répartis sur l'ensemble du
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La construction génomique est hg19. La
résolution utilisée est celle de 200 Kb. Les | gines
CNV pourront étre confirmés soient par
FISH ou par gPCR selon la taille ou selon
que ce CNV comporte un géne important
impliqué dans les hémopathies malignes.
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Etude comparative caryotype conventionnel et SNP pour 3 cas de LAM

DIAGNOSTIC CARYOTYPE + FISH SNP ARRAY
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Etude comparative caryotype conventionnel et SNP pour 4 cas de LAL

DIAGNOSTIC SCORE DE MATUTES SNP ARRAY

Pas de déséquilibre génomiques
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SLPB 1/5 (10% de cellules pathologiques) Perte de copies : 1 CNV
Gain de copies : 2 CNV dont une trisomie 12
SLPB 2/5 (50% de cellules pathologiques  Perte de copies : 3 CNV dont 13q14.3q14.2 (2,6
Mb) (Rb1)
SLPB 1/5 Gains de copies : 4 CNV
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o .
de traitement 3/5 (18% de cellules pathologiques)

Gains de copies : 4 CNV
Etude comparative caryotype conventionnel et SNP pour 4 cas de SLPB
(L'étude SNP a été réalisé sur des échantillons de sang sans culture)

Enrouge:  réarrangements complexes observés en SNP array confirmés non au caryotype.

Anomalie en FISH non observée en SNP array.

CONCLUSION

Dans cette étude nous avons montré que la SNP array est applicable aux hémopathies
malignes avec une bien meilleure résolution que le caryotype.

L'absence de biais de prolifération clonale liée a la culture cellulaire du caryotype associée
a un taux tres faible d’échec technique, rendent cette technique trés performante.

L'un des intéréts majeurs est son application sur des culots fixés de cytogénétique
permettant non seulement une étude objective des anomalies observées mais également
Uidentification de marqueurs chromosomiques d’origine inconnue.

Linterface de cette technologie avec les bases de données génomiques permettent de
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Les grands réarrangements sont tous confirmés en SNP array. L'étude sur des culots
cytogénétiques permet d'identifier des marqueurs chromosomiques de plus petite taille et
d’origine chromosomique inconnue. Ces régions peuvent comporter des genes a impact
diagnostic ou pronostic.

Comme attendu, nous n'avons répertorié aucun point de cassure de translocation réciproque
équilibré et dans certains cas la FISH est plus sensible que la SNP comme ce réarrangement
¢ Myc non détecté en SNP array.

mieux appréhender les génes impliqués dans les hémopathies facilitant dans certains
cas le diagnostic tout en apportant des éléments pronostics.

Les limites restent l'absence de détection des mosaiques faibles, labsence de classification
clonale et subclonale pouvant parfois impacter le pronostic et labsence de détection
d’anomalies équilibrées, ce qui donne toute la place au séquencage de haut débit.
ILest également a noter que la FISH est plus sensible que la SNP array pour la recherche
de réarrangements et notamment pour des réarrangements CMyc.
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