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Leucémies aigues : 

�Dérégulation de l’homeostasie du tissu hématopoiètique.

�Expansion d’un clone leucémique présentant un phénotype malin.

�Blocage dans la différentiation hématopoiètique.

Méthode diagnostique : Assigner ces cellules leucémiques à une  lignée 
différentiation myéloïde ou  lymphoïde via 

�Morphologie après coloration  panoptique,
�Cytochimie

Dans certains cas assignation à une voie  de différentiation ne peut pas être faite

absence d’expression de marqueurs spécifiques d’une lignée   ou
expression simultanée de marqueurs lymphoïdes (T ou B) et myéloïdes 

phénotype de cellules très indifférenciées (cellules souches leucémiques.?) 

�Cytochimie
�Immunophénotype
�Cytogénétique, 
�Biologie moléculaire,  microarrays …. 



Objectifs

(i) mieux caractériser ces leucémies peu différenciées en sous groupes selon les
premières étapes de l’engagement dans la différentiation

(ii) étudier l’implication dans la leucémogenèse d’altérations critiques de gènes
clefs de la différentiation hématopoïètique et la conséquence de ces altérations
sur l’engagement dans les stades précoces de la différentiation

Proposer des modalités thérapeutiques  sur une classification optimisée des
formes de LA peu différenciées

Finalité



TimM0

Buza-Vidas, Curr Op Hemat,2007

TimM0

PDC



HSC

LA immatures (M0, IM0, IMδ)

LA"matures"

Méthodologie

Etude transcriptome: Puce affymetrix HGU133+2.0

Profilage Génomique ( CNV): Affymetrix SNP 6.0

Screening moléculaire mutationnel 



Tumorothèques de Lille , Necker  et Besançon

�Critères inclusion:
Disposer de suffisamment de matériel tumoral pour mener l’étude

(RNA, DNA, Cell DMSO).

�Première étape : revue collégiales des caractéristiques des  patients disponibles 
et études morphologiques après numérisation des étalements médullaires

Blastes  peu ou pas de signes de différenciation:  

Projet de recherche translationelle

Blastes  peu ou pas de signes de différenciation:  
Cytochimie négative:(peroxydase et  esterase NASDA)
Immunophénotype cCD3, CD3, TdT, CD2, CD5, CD7, CD1a, CD4, CD8, TCR,

CD34, CD117, CD13, CD33, MPO,CD10, CD19,et cCD79a, CD56, BDCA-2, BDCA-4 .

� LAM type FAB M0 (Exclusion des formes biphénotypique ou bilineales M+T),
�Leucémies aiguës type PDC.
�LAL T faiblement engagées dans la différentiation lymphoïdes T 

Formes de mauvais pronostic



Pre-αβαβαβαβ (cTCRββββ +) TCRαβαβαβαβ+TCRβ : β : β : β : GL           GL DJ       V(D)J
TCRγ : γ : γ : γ : GL           GL    3’V-5’J    5’V-3’J
TCRδδδδ : GL          DD     DJ/VD   V(D)J

IM (cTCRββββ -)

IM0 IMδδδδ IMγγγγ IMββββ
?

T-ALLs : Oncogenic pathways, Asnafi et al., Blood, 2003-5

�19 LALT on été classées selon le réarrangement du TCR

54 Echantillons inclus
13 PDC  (leucémies à cellules dendritiques) 
22 LAM M0 
19 LALT

Résultat 1

IM0 IMδδδδ IMγγγγ IMββββ

TCRγδγδγδγδ+ pTαααα -

TCRγδγδγδγδ+ pTαααα/ / / / cTCRββββ +

?

Mutation RUNX1 spécif des LAM M0

� Etude des mutations du gènes RUNX1 
:41% (9/22) LAM0
1 SNP /13 PDC
0%: Tim 

Etude des mutations d’autres  gènes majeurs de l’Hématopoïèse  ASXL1,Notch1 

19 LAL T: 9 IM0, 10 IMD 



� Etude des mutations du gènes CEBPa
Résultat 2

HSC

0 mut/55 

Autre mode de dérégulation
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CEBPA

Trib2 réduit le niveau de transcrit de CEBPa et inhibe ses fonctions
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Résultat 3
Etude de la méthylation de CEBPa

M0 IM0 IMd IMg IMb TCRgd preab TCRab T

L’inhibition des fonctions de CEPBPa
�plutôt par méthylation dans les LALT stade post IM0
�par mutation dans les LAM post M0



Transcriptome

A) Clustering non supervisé sur l’ensemble des sondes 
B) Comparaison  Leucémies  indifferenciées vs LAM vs LAL T> TII Egil vs PDC 

PDC

B-ALL

T-ALL

Résultat 4

M0T-IM
AML

Intrication des formes M0 et Tim et  présence de fo rme frontières Tim/M0
Probablement  hit leucémique sur cellules peu engag ées

ACP
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X24 33C MF.LALT.U133 plu s2..5. .021 008
X29 23C MF.LALT.U133 plu s2..6. .021 008
X97 24. LALT.U1 33p lu s2 ..8.. 0210 08
X14 506 .LAL T.U 133 plus2..9 ..021 008
X12 821 .LAL T.U 133 plus2..2 ..021 008
X12 376 .LAL T.U 133 plus2..1 ..021 008
X13 96C MF.LALT.U133 plu s2..11 ..02 100 8
X94 66p .LAM3 60.U133 plus2..1 8..0 2100 8
SAW ADOGO.L A.Ind if f.U1 33p lu s2 ..7.. 260 309
LAP ORTE.LA.In diff.U 13 3plus2..5 ..26 030 9
CONVERT.L A.Ind iff .U1 33p lu s2 ..6.. 2603 09
SAMIE R.LA .Indiff .U13 3plus2. .13.. 2603 09
X12 .LA.In diff.U 13 3plus2..8 ..01 120 8
X36 269 .LAM.M AS334 82.U13 3plus2..6 ..16 020 9
X74 04. LAM.HAR1 9664 .U1 33plus2 ..7..1 602 09
X16 419 .LAM.U 13 3plus2..1 ..09 060 9
X95 38p .LAM3 59.U133 plus2..1 4..0 2100 8
X17 508 .LAM1 36.U133 plus2..1 ..16 0209
X31 957 .LAM3 45.U133 plus2..4 ..15 0908
X28 016 .LAM3 40.U133 plus2..1 3..1 5090 8
X27 98C MF.LAM.B EN22 500 .U13 3plus2. .3..1 6020 9
X29 933 .LAM3 53.U133 plus2..1 7..1 5090 8
X76 80p .LAM3 63.U133 plus2..1 7..0 2100 8
X31 494 .LAM.P EN18 893 .U1 33plus2 ..2..1 602 09
X25 076 .LAM.U 13 3plus2.1 606 08
X23 536 .LAM3 49.U133 plus2..1 5..1 5090 8
X32 685 .LAM3 44.U133 plus2..3 ..15 0908
X33 174 .LAM3 47.U133 plus2..1 4..1 5090 8
X29 221 .LAM3 62.U133 plus2..1 5..0 2100 8
X29 710 .LAM.U 13 3plus2.1 606 08
X26 258 .LAM3 56.U133 plus2..1 2..1 5090 8
X19 784 .LAM.U 13 3plus2.2 605 08
X29 834 .LAM3 50.U133 plus2..1 0..1 5090 8
X29 104 b.LA M.U1 33plus2. 260 508
X80 66p .LAM3 42.U133 plus2..7 ..15 0908
X28 043 .LAM3 41.U133 plus2..2 ..15 0908
D7060 7_VP A011 _TR I13_ 030 _2m cg P
X26 197 .LAM.U 13 3plus2.2 605 08
X25 554 .LAM.U 13 3plus2.1 606 08
X20 401 .LAM1 03.U133 plus2..1 8..1 5090 8
X10 999 .LAM1 32.U133 plus2..1 9..1 5090 8
X71 89p .LAM3 64.U133 plus2..1 6..0 2100 8
X26 074 .LAM.U 13 3plus2.2 605 08
X27 595 .LAM.U 13 3plus2.2 605 08
X25 546 .LAM.U 13 3plus2.2 605 08
X26 14C MF.LAM3 01.U133 plus2..2 0..15 090 8
X25 19C MF.LAM3 10.U133 plus2..2 1..15 090 8
X31 109 b.LA M.U1 33plus2. 260 508
X30 445 .LAM.U 13 3plus2.2 605 08
X24 427 .LAM.U 13 3plus2.1 606 08
X27 326 .LAM3 54.U133 plus2..1 1..1 5090 8
X79 b.L AM.U1 33p lus2 .160 608
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PDC rechute en LAM

T-ALL

AML

1.

2.

3.

4.
Tim: Cluster PDC: 

CD34- , cCD3+, CD3-, CD2+, CD5- , CD7-, CD4+ , CD8- et 

CD123+ Mais TdT+, CD10+ et surtout CD56-.

Tim= Cluster LAM

CD34+, cCD3+, CD3-, CD2+, CD5- , CD7+ CD4- , CD8- et 

TdT+, CD10- ,CD56-, HLA-DR+ , CD13+ ,CD33-

, CD117+,CD123+ , Flt3ITD+, runx1 mut

X14 26C MF.LAM.CRI2 8612 .U1 33p lus2 ..4..1 602 09
X22 70C MF.LAM3 19.U133 plus2..2 2..15 090 8
X24 825 .LAM.U 13 3plus2.1 606 08
X98 b.L AM.U1 33p lus2 .160 608
X95 83p .LAL T.U 133 plus2..7 ..021 008
X19 24C MF.LALT.U133 plu s2..12 ..02 100 8
X31 013 .LAM.U 13 3plus2.2 605 08
X21 049 .LAM.U 13 3plus2.1 606 08
X30 090 .LAM3 57.U133 plus2..5 ..15 0908
X23 410 .LAM.U 13 3plus2.1 606 08
X24 347 .LAM3 46.U133 plus2..9 ..15 0908
X6. LA.Ind if f.U133 plu s2..5. .011 208
GISON .LA.In dif f.U133 plus2..9 ..160 209
NOUVEL. .LA.In diff.U 133 plus2..1 4..25 080 9
THOR EL.LA .Indiff .U13 3plus2. .17.. 2508 09
PECTORIN.L A.Ind iff .U1 33p lu s2 ..15 ..250 809
BR ETONNIER.LA. In diff. U13 3plus2..1 6..2 508 09
DELCI. LA.Ind if f.U 133p lu s2 ..8. .160 209
RABATHALY.L A.Ind if f.U 133p lu s2 ..15 ..26 0309
MAHE.LA. Indiff. U13 3plus2.. 12..2 508 09
X8. LA.Ind if f.U133 plu s2..7. .011 208
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T-IM

5.

6.

7.

CD123+ Mais TdT+, CD10+ et surtout CD56-.

Reargmt  DJ des IgH. Notch1 (HD) FBXW7 (GL)

41336 gènes  x 106 samples



Del1p, del5q, del7p, del13, del15, +21

Blood, 2007



Signature PDC (GEP et CNV)

Liste de 246 gènes  

Résultat 5
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Protéine de MB en test
Panel en CMF multiparamétrique 
Optimisation immunophenotype PDC vs LAM

M0,LAM,IM0,IMD,ND,T,PDC
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KIAA1430
signal sequence rec eptor, alpha

retinol saturase (all-trans-retinol  13,14-reductase)
cullin 4B
cytoplasmic FMR1 interacting protein 2
acyl-C oenzyme A oxidase 1, palm itoyl
translocase of outer mitochondrial  membrane 70 homolog A (S. cerevisiae)
ribosom al protein L7-like 1
chromosome 22 open reading frame 28
coroni n, acti n binding protein, 1C
Hypothetical protei n LOC729082
FK506 bi ndi ng protein 1A, 12kD a
isovaleryl Coenzyme A dehydrogenase
Kynureninase (L-kynurenine hydrolase)
protein kinase, DN A-activated, catalytic polypeptide
phosphoryl ase, glycogen; brain
golgi  reassembly stack ing protein 2, 55kD a

cardiol ipin synthase 1
hypothetical protein LOC220906|ribosomal protein L7-like 1
DEA D (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 50
protein phosphatase 2, regulatory subunit B', gamma i soform
protein tyrosine phosphatase, receptor type, J
polymerase (DNA directed), epsilon
protein kinase, AMP-ac tivated, gamma 1 non-catalytic subunit
USO1 homolog, vesicle docking protein (yeast)
chromosome 1 open reading frame 203
methylmalonyl Coenzyme A mutase
transduci n (beta)-li ke 2
Coiled-coil dom ain containing 90A
signal sequence rec eptor, alpha
cullin-associated and neddylation-dissociated 1

solute carrier family 30 (zi nc transporter), m ember 6
pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta
Rho GTPase activating protein 15
TSR1, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)
protein kinase C, iota
KIAA0319-like
gl ucan (1,4-alpha-), branching enzyme 1
acyl-C oenzyme A oxidase 1, palm itoyl
proteasome (prosome, macropai n) subunit, beta type, 5
anaphase promoting complex subunit 1
transmembrane 9 superfami ly member 1
NAD H dehydrogenase (ubiquinone) 1 al pha subc omplex, assembl y factor 1
zinc f inger, ZZ-type w ith EF-hand domain 1
reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs
reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs
WD repeat domain 1

cytoskel eton associated protein 2
Dynein, cytopl asmic 1, heavy chain 1
HAU S augmin-like complex, subunit 2
ribosom al protein L7 pseudogene|ribosomal protein L7|ribosom al protein L7 pseudogene 12|ribosoma...

WAP, follistatin
ubiquit in-conjugating enzyme E2I (UBC9 homolog, yeast)

Chromosome 1 open reading frame 61
Transm embrane protein 43
protein tyrosine phosphatase, receptor type, B
Will iams Beuren syndrome c hrom osome regi on 19 pseudogene
matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted)
inversin

chromosome 14 open reading frame 105
coroni n 6

vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog 1A (yeast)

chromosome 14 open reading frame 49
polybromo 1

nucleolar protein 4
uveal autoantigen wi th c oiled-coil domains and ankyrin repeats

basic charge, Y-linked, 2
chromosome 1 open reading frame 71

KIAA1430
SSR1
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CUL4B
CYFIP2
ACOX1
TOMM70A
RPL7L1
C22orf28
CORO1C
LOC729082
FKBP1A
IVD
KYNU
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GORASP2

CRLS1
LOC220906|RPL7L1
DDX50
PPP2R5C
PTPRJ
POLE
PRKAG1
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MUT
TBL2
CCDC90A
SSR1
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RECK
WDR 1

CKAP2
DYNC1H1
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C1orf61
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MMP14
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Clustering non supervisé des formes PDC: 2 groupes d ifférents

84 gènes

Résultat 5

Nature Immunology,2010
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Profil génomique SNPs : signature PDC

•Del 12p13.2 : ETV6,LRP6, BCL2L14

•Del 5q : FGF1 

•Del13q ou monosomie 13:

8/13PDC,  4/19Tim,  1/22M0

4/13PDC, 1/19 Tim, 0/M0

8/13 PDC, 2/19 Tim

Présence d’anomalies recurrentes

Résultat 5

•Del 9  6/13 PDC 3/19 Tim



Résultat 5

Tim

Tim

Chromosome 12

ETV6

M0

Tim



Liste 106 gènes discriminant sTim vs M0vs PDC

signature transcriptionelle diagnosticRésultat 6



EGR1 early growth response 1

NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila)

LYN v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog

TGFB1 transforming growth factor, beta 1

CD4 CD4 molecule

CEBPA CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha

MEIS1 Meis homeobox 1

PLCG2 phospholipase C, gamma 2 (phosphatidylinositol-specific)

LCK lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

LCK lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

RHOH ras homolog gene family, member H

CD3E CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR complex)

TAL1 T-cell acute lymphocytic leukemia 1

FLT3 fms-related tyrosine kinase 3

SYK spleen tyrosine kinase

BLNK B-cell linker

CD74 CD74 molecule, major histocompatibility complex, class II invariant chain

CDC42 cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa)

BCL11A B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein)

Clustering gènes impliqués dans l’hématopoièse

BCL11A B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein)

KLF1 Kruppel-like factor 1 (erythroid)

LYN v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog

NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila)

CD3D CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex)

ZAP70 zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa

CDC42 cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa)

HLA-DMA major histocompatibility complex, class II, DM alpha

TACC3 transforming, acidic coiled-coil containing protein 3

BCL11A B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein)

SYK spleen tyrosine kinase

EGR1 Putative zinc finger protein mRNA, 3' flank

BCL6 Zinc finger protein

SFXN1 sideroflexin 1

SP3 Transcription factor SP3 (SP3 gene)

MEIS1 Leukemogenic homolog protein (MEIS1)

CDK6 cyclin-dependent kinase 6

MLL Homo sapiens, clone IMAGE:6062880, mRNA

ZAP70 zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa

BCL11A CDNA FLJ58516 complete cds, highly similar to B-cell lymphoma/leukemia 11A

CD74 CD74 molecule, major histocompatibility complex, class II invariant chain

M0

M0,          PDC,     Tim



Mutations de RUNX1 sont specifiques des LAM  MO (40%)

Methylation CEBPa dans les LALT (mécanisme physiologique conservé dans les 
LAL

Profil d’expression génique : signature spécifique de chaque groupe : M0 ,Tim et 
PDC

Conclusion

Signature transcriptomique et profil SNP (CNV) carcatéristique des PDC

Mutation autres gènes spécifique lignée  : Notch1,  ASXL1, PHF6 (résultats partiel)



�Mise en évidence des liaison entre mutation  génique et déregulation spécifique de 
l’hématopoièse ( ex signature mutation de Runx 1 dans les M0)

�Validation des nouvelles cibles de diagnostic des PDC en CMF multiparamètrique

�Optimisationde la classification des LA peu differentiée par biologie intégrative

�Validation  de cette nouvelle classification sur une cohorte indépendante 
�prospective  associée +/- protocole thérapeutique

Perspectives

�Corrélation  des données  de biologie intégrative aux données cliniques 

�Etude des mécanisme d’engagment vers cellules dendritique (type de progénie)
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