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Analyses de biologie moléculaire en 
hématologie 

 
Quel(s) échantillon(s) ? 

Pour quels test(s) ? 
Quand et Pourquoi ? 



1. Quel(s) échantillon(s) ? 

Volume vs nombre de cellules 

Conditions de conservation et de transport ? 
 

Dépendent des analyses subséquentes: 
DNA versus RNA … 

 
→ 4°C,  

Le + vite possible au laboratoire (< 24H) 



1. Quel(s) échantillon(s) ? 
Pathologies Sang Moelle Biopsie 
LA (X)*1,2 X 
SMP 

LMC X 
PV-TE-MMM X 
HES/CEL X 
SMCD X 

SLP 
LLC X 
LNH*3 X 
MM X 

• *1, constitution banque de « tumeurs » 
• *2, suivi MRD par RQ RT-PCR 
• *3, selon propension à dissémination hématogène (MCL vs DLBCL)  



Sang versus moelle ? 

Haematologica/the hematology journal, 2007; 92(05) 

These preliminary results indicate that:  
 
(i) PB evaluation can integrate BM assessment for MRD detection in patients with AML;  
(ii) PB MRD status at the end of consolidation therapy may provide useful prognostic 
information. 



•  CBFB-MYH11 AML can be 
monitored through regular 
evaluation of their PB at set 
points, thereby avoiding 
multiple invasive BM 
punctures, 

  
•  Such PB examinations could be 

performed every 2–3 months 
after consolidation and BM 
should be examined in case of 
rising CBFB-MYH11 transcripts 
in PB » 

Sang versus moelle ? 

Boeckx et al, Leukemia (2005) 19, 1988–2022 



RQ PCR BCR-ABL sang périphérique vs 
cytogénétique médullaire 

« BCR-ABL/ABL ratio derived from RQ RT-PCR of peripheral blood 
specimens vs cytogenetic analyses of bone marrow metaphases.  

Leukemia (2002) 16, 1579–1583 

Bone marrow metaphases  
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Quel(s) échantillon(s) ? 
 

Etapes principales de la réalisation des analyses 
 

•  Etape 1: Lyse des g.r, sélection cellules d’intérêt, homogénisation (+/- 
1-3 H) 

 
•  Etape 2: Collecte des données biologiques 
 
•  Etape 3: Extraction des acides nucléiques (ADN, ARN) 
•  Etape 4: Rétro-transcription (RNA → cDNA) 
•  Etape 5: PCR 
•  Etape 6: Electrophorèse 
•  Etape 7: Séquençage 
•  Etape 8: Analyse 
•  Etape 9: Encodage des résultats 
•  Etape 10: Rédaction et validation des compte-rendus 

Délais réponse moyen: 2-4 semaines → 1-3 mois 



Ce qui est nécessaire après évaluation: 

–  du contexte clinique:  
•  Diagnostic versus suivi 
 

–  des données: 
•  morphologiques,  
•  du typage, 
•  de la cytogénétique. 

S. J. Richards, A. S. Jack, Clin.Lab. Haem., 2003 

2. Pour quel(s) test(s) ? 

→ Importance de nous faire parvenir morphologie (histologie) et typage (IHC) !!! 



Pour quel(s) test(s) ? 
Ancien formulaire: « choix » lors mise au point ??? 

1.  Mise au point (Diagnostic): Hypothèse diagnostique ? 
2.  Suivi: antériorité ? 



Pour quel(s) test(s) ? 
Nouveau formulaire:  

collectes données cliniques + prescription informatisée… 

Liste exhaustive des analyses disponible sur: http://www.genetique-hum-ulg.be/index.htm 



Le site: la liste complète des analyses disponible (http://www.genetique-hum-ulg.be/index.htm) 



3. Quand?  

Sensibilité analytique (quantitative) élevée 
 

(combien de « cellules » pathologiques dans un 
échantillon donné ?) 

→ Domaine de prédilection: évaluation réponse thérapeutique  
ciblée et  

suivi « MRD »  



Suivi: biologie moléculaire 

Suivi moléculaire de thérapies ciblées, 
l’exemple des inhibiteurs de Tk dans la LMC 

Löwenberg et al., NEJM 



MAIS 

•  Sensibilité (capacité d’un test de donner un résultat positif 
lorsque la maladie est présente (Elevée: peu de faux négatifs) 

 

 
 

•  Spécificité (capacité d'un test de donner un résultat négatif 
lorsque la maladie n'est pas présente (Elevée: peu de faux positifs) 

souvent basses !!!! 

→ Mauvais outils de « screening » et de diagnostic 



Biomol, une technique de base: La PCR 
Amplification 

Les amorces confèrent la spécificité et la sensibilité 

Amorces F- 

Cible spécifique 



Recherche t(11;14): FISH versus PCR BCL1-JH ? 

van Dongen, Leukemia, 2003 

Sensibilité limitée !!! 

VPN ↓ 

FISH BCL1/IgH 

→ dépend de l’hypothèse pré-test, soit du typage CD5+; CD23-; CD19+; FMC7+; CD79b+  
et de l’expression de la CCND1 



FISH versus PCR ? 



FISH versus PCR ? 

•  51 LNH FL; Questions: sensibilité et « applicabilité » FISH versus PCR ? 
•  FISH IGH-BCL2 « dual-fusion », « dual-color probes » applicable 100% cas, 
•  Détection t(14;18): 47/51 (92%), résultats concordant e/e empruntes et 

noyaux, 
•  Applicabilité de la PCR: 76% biopsies fixées (dégradation DNA), 
•  PCR BIOMED-2: détection IGH-BCL2 fusion 25/39 (64%) échantillons fixés 

et 11/36 FISH-positives donnent une PCR-negative (31%), 
•  Matériel congelé (100% d’applicabilité), amplification BCL2-JH breakpoint 

20/28 (71%), 5 PCR-negatives (20%) de 25 FISH-positive cases. 

M.-A. Belaud-Rotureau, Human Pathology (2007) 38, 365– 372 



ET 
La sensibilité de détection d’une population 
clonale est fonction du nombre de « cibles » 

amplifiées 

van Krieken et al. Leukemia 2007 

→ Ö sensibilité (↓faux négatifs) nécessite de multiplier les « cibles » 



La sensibilité des PCR d’IgH est fonction du 
nombre de « primers » utilisés 

van Dongen, Leukemia, 2003 

Multitude de segments V, D et J !!!! 



La bonne technique, au bon moment 
L’exemple de la LMC 

Haifa-Kathria Al-Ali et al., BLOOD, 2002 Dessart et al., Leukemia (2006) 20, 886–888 

Variants = source de faux négatifs 

Sensibilité ↓ Sensibilité analytique ↓ 



 

Les propriétés analytiques des tests de biologie 
moléculaire limitent leur utilité à titre d’outils 

« diagnostics » 
•  La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité que 

la maladie soit présente lorsque le test est positif.  
 
•  La valeur prédictive négative (VPN) est la probabilité que 

la maladie ne soit pas présente lorsque le test est 
négatif.  

Dépendent de la probabilité pré-test  
(contexte clinique, analyses préalables)  

et des qualités des tests 
→ pas de screening possible !!! 



VPP: PCR « IgH » dans les SLP-B chroniques ?  

IgH BCL1/IgH 
 

CCND1 BCL2/IgH 
 

Hypermut 
IgVH 

LLC X x x x X 

LCM 
 

X X X 25% 

FL 
 

X X x 

LPL-B X x x x 

LT (HCL) + LT-V 
 

X x x x 

LZM 
•  MALT 
•  Splénique villeux 
et non villeux 
•  Ganglionnaire 

X x 

 LLP- MW X x x 

→ dépend de l’hypothèse pré-test (typage lymphocytaire CD5+) 



Valeur prédictive positive des PCR IgH ? 

Lymphocytoses monoclonales B chez les sujets sains ! 

Rachel, J.M et al., BJH, 2007 



Indications des PCR d’IgH 

5-10% des cas de diagnostics problématiques dans les 
pathologies lymphoïdes 

 
–  Prolifération B avec morphologie et typage non 

concluant, 
–  Proliférations lymphoïdes T, 
–  Lymphoproliférations post-greffes, 
–  Étude filiation entre deux tumeurs lymphoïdes chez 1 

patient, 
–  Bilan d’extension des LNH ? 

van Dongen et al, Leukemia, 2003 



Quel test(s), pour quel(s) usage? 

 Morphology remains the gold standard in the evaluation 
of BM involvement by NHL. Although the comparative 
analysis of BM clonality and that of the lymph nodes is 
considered a valuable tool that increases the reliability of 
clonality, PCR-based clonality of BM does not 
significantly add to the sensitivity of diagnosing BM 
involvement by NHL.  

Yoon Hee Kang et al, Cancer. 2002 Jun 15;94(12):3073-82. 

PCR d’IgH et « diagnostic » médullaire des LNH 



SLP-B: translocations chromosomiques et gènes 
de fusion ne sont pas spécifiques à 100% 

Bench et al, 2007 



Gènes de fusion et sujets sains 

Blood, Vol 86, No 8 (October 15). 1995: pp 3118-3122 

Blood, Vol 92, No 9 (November 1), 1998: pp 3362-3367 

Karin E. Summers, Journal of Clinical Oncology, Vol 19, No 2 (January 15), 2001: pp 420-424 

22 % 



3. Biologie moléculaire: Quand  et pourquoi ? 
•  Diagnostic: 

–  Critères OMS de diagnostic (D816V c-Kit) 
–  Recherche de mutations « cryptiques » avec importance 

diagnostique et/ou pronostique (MYH11-CBFB; FIP1L1-PDGRA) 
–  Orientation thérapeutique: facteur prédictif (Statut mutationnel 

IgH VH LLC si CD5+;CD23+; FMC7-;CD79b-;SIgMf) 
–  Echec du caryotype (biopsies, LLC…) 
 

•  Suivi: 

–  Paramètre décisionnel dans protocoles thérapeutiques (MRD 
J35 LLA, BCR-ABL1 post imatinib…) 

–  Evaluation filiation tumeur T1 versus T2 (LNH) 

→ MAIS toujours matériel vers le laboratoire de biologie moléculaire  
pour « génotypage si suivi ultérieur. 



Les groupes pronostics des AML de l’adulte 
reposent sur les données du caryotype  

Fröhling et al., 2005 

? 

Cytogénétique 



Subdivision des patients du groupe « caryotype N »  
en sous-groupes 

Valeur pronostic des anomalies cytogénétiques 
et moléculaire des AML 

Fröhling et al. 23 (26): 6285. (2005)  



Recherche de mutations cryptiques/orientation 
Ө au diagnostic: 

 
•  LLA 

ü HOX11, HOX11L2, NUP214-ABL1, MYB 
•  LMA 

ü FLT3-ITD et D835M 
ü mutations NPM1 
ü c-KIT 

•  SMP 
ü JAK2 V617F 

•  HES/CEL 
ü FIP1L1-PDGFRA 

•  Mastocytoses systémiques 
ü c-kit D816 

Non détectables 
par cytogénétique  

classique  
!!! 



Vers une classification « semi-moléculaire » des 
SMPs » 

BLOOD, 15 AUGUST 2007  VOLUME 110, NUMBER 4 



Algorithme diagnostic pour la mise au point des 
polycythemies vraies 

A. Tefferi and JW.Vardiman, Leukemia, 2007 



Algorithme diagnostic pour la mise au point des 
thrombocythémies essentielles 

A. Tefferi and JW.Vardiman, Leukemia, 2007 



Anomalies « spécifique » et sujets sains 

•  37 JAK2V617F / n= 3935, soit ~ 1%. 
•  0.3%, detectés par  DNA-sequençage (sensibilité ~ 10-20%) 
 
•  “JAK2V617F may not be used exclusively for the diagnosis of 

MPDs, but it may be useful for the early identification of MPDs 
and other diseases” 

Blood, 2007 



Algorithme diagnostic pour la mise au point des 
hypereosinophilies primaires 

A. Tefferi and JW.Vardiman, Leukemia, 2007 



Vers une classification « semi-moléculaire » des 
SMPs » 

q  Chronic myelogenous leukemia 
 
q  Polycythemia vera 
 
q  Chronic idiopathic myelofibrosis (with extramedullary hematopoiesis) 
 
q  Essential thrombocythemia 
 
q  Chronic neutrophilic leukemia 
 
q  Chronic eosinophilic leukemia / HES 
 
q  Chronic myeloproliferative disease, unclassifiable 
 

Vardiman et al., BLOOD, 2002 

JAK2 V617F 

BCR-ABL1 

FIP1L1-PDGFRA 

X-PDGFRB 

JAK2 exon Δ 12 

MPLW515F 



Evaluation moléculaire de la réponse 
aux inhibiteurs de TK 

Baccarani et al,BLOOD, 15 SEPTEMBER 2006  VOLUME 108, NUMBER 6 



Pour quel(s) usages(s) ? 

BLOOD, 1 MAY 2005  VOLUME 105, NUMBER 9 



« Take home message » (1) 

•  Cytogénétique classique: 
 

–  Image globale de la pathologie sans hypothèse 
préalable nécessaire à la réalisation des tests 

 
•  FISH et biologie moléculaire: 
 

–  prescription basée sur une hypothèse pré-test, 
–  Recherche d’anomalie(s) ciblée(s) et connue(s) 



« Take home message » (2) 

•  Biologie moléculaire: 
 

– Si valeur diagnostique ajoutée, 
– Si résultat décisionnel dans prise en charge 

patient (pharmacogénomique – protocoles 
multicentriques). 



Dans quel contexte légal ? 



Dans quel contexte ? 


