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RÉSUMÉ 
La prise en charge des patients présentant une hémopathie maligne nécessite aujourd’hui une évaluation 

pronostique précise permettant une stratégie thérapeutique adaptée. Outre le caryotype médullaire, cette 

évaluation repose sur de nombreuses techniques moléculaires nécessaires à la mise en évidence de translocations, 

délétions, duplications ou mutations. Certaines de ces techniques n’étant pas de réalisation courante, un réseau 

biologique maillant l’ensemble du territoire national doit être mis en place afi n d’off rir ces expertises à l’ensemble des 

patients. 

MOTS-CLÉS 
Hématologie, biologie moléculaire, pronostic, diagnostic.

The role of molecular biology techniques in the diagnostic assessment of 
hematopoietic malignancies

SUMMARY

The management of patients presenting a hematopoietic malignancy requires today a detailed prognostic 
assessment. Besides the karyotype, this assessment is based on many molecular techniques able to detect 
translocations, deletions, duplications, or mutations. Some of these techniques are not currently performed in all 
laboratories, requirring the establishment of a network throughout the national territory in order to propose this 
whole panel to all the patients diagnosed in France. Most of the current therapeutic progresses, and probably 
even more tomorrow, are based on a detailed prognostic assessment as soon as the diagnosis.
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sp I - Introduction

Les techniques moléculaires prennent une place 
de plus en plus importante dans la stratégie dia-
gnostique et surtout pronostique des hémopathies 
malignes. Si certains examens relèvent clairement 
de la recherche clinique, d’autres sont d’ores et déjà 
pris en compte dans la stratégie thérapeutique des 
cliniciens. Ces données, certes en perpétuelle évo-
lution, doivent être prises en compte dès le stade 

du prélèvement afi n d’optimiser la gestion de ce-
lui-ci. Il n’est bien entendu pas question de réaliser 
un listing des diff érents examens réalisables dans 
le cadre du bilan diagnostique des hémopathies 
malignes. Le but de cet article est d’essayer de 
stratifi er, pathologie par pathologie, les examens 
permettant d’asseoir un diagnostic de certitude et 
de donner aux cliniciens les événements pronosti-
ques indispensables à une décision thérapeutique 
argumentée.
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II - Diff érentes techniques 
disponibles
La découverte quasi continue de nouveaux pa-
ramètres pronostiques conduit à utiliser un pa-
nel de techniques moléculaires de plus en plus 
étendu et sophistiqué (tableau I). La technique 
moléculaire la plus simple est sans doute l’hy-
bridation in situ en fluorescence (FISH). Celle-
ci repose sur l’hybridation de sondes spécifi-
ques marquées par un fluorochrome sur des 
prélèvements cellulaires de nature variable (cu-
lots de cytogénétique, frottis sanguins ou mé-
dullaires, cellules congelées, voire même pré-
lèvements d’anatomie pathologique). La mise 
à disposition de sondes commerciales de plus 
en plus nombreuses étend progressivement le 
champ d’utilisation de cette technique.
Les techniques d’amplification des acides nu-
cléiques par réaction de PCR (Polymerase Chain 
Reaction) deviennent maintenant de pratique 
courante. Elles peuvent être réalisées sur ADN 
(technique de PCR « classique ») ou sur ARN. 
On parle dans ce dernier cas de Reverse Trans-
criptase PCR (RT-PCR), une technique qui 
constitue en fait une PCR « classique » réalisée 
sur un ADN complémentaire (ADNc) obtenu 
après transcription inverse de l’ARN. 
Ces deux techniques, et plus particulièrement 
la RT-PCR, permettent d’amplifier des séquen-
ces de gènes chimériques, produits des diffé-
rentes translocations fréquemment observées 
dans les hémopathies malignes.
La possibilité de mesurer en continue la quan-
tité d’ADN total produite lors de l’amplification 
(grâce à un marqueur fluorescent) a permis le 
développement au cours des années 1990 de la 
PCR quantitative ou (RQ-PCR pour Real-time 
Quantitative-PCR). L’obtention d’un résultat 
réellement quantitatif permet ainsi une utili-
sation pour la quantification de la maladie ré-
siduelle minime (minimal residual disease ou 

MRD) après traitement. La mise en œuvre des 
techniques de  RQ-PCR sont d’une complexité 
variable selon que l’on analyse une cible univer-
selle (par exemple, BCR-ABL dans la Leucémie 
myéloïde chronique), ou une cible spécifique 
du patient (par exemple, réarrangements IGH 
ou TCR dans les Leucémies aiguës lymphoblas-
tiques).
Les techniques de séquençage prennent quant 
à elles une place de plus en plus importante. 
Permettant de déterminer l’enchaînement des 
nucléotides d’une séquence d’ADN, elles sont 
devenues indispensables pour mettre en évi-
dence des mutations ponctuelles ou pour ca-
ractériser une anomalie révélée par une techni-
que de PCR par exemple.
Enfin, les techniques d’hybridation sur sup-
ports miniaturisés (puces à ADN (DNA Chips), 
micro-réseaux (microarrays)), qu’elles soient 
réalisées à partir d’ARN ou d’ADN, ont ouvert 
de nouveaux champs d’exploration particuliè-
rement intéressants. Toutefois, elles ne sont 
clairement pas aujourd’hui encore du domaine 
de la routine diagnostique et ne seront donc 
pas abordées dans cet article. 

III - Leucémies aiguës 
myéloïdes (LAM)

Les progrès thérapeutiques ont été extrêmement 
modestes au cours des 20 dernières années dans 
cette pathologie, principalement du fait de l’ab-
sence de développement de nouvelles molécules 
actives. Les quelques progrès réalisés, et ceux 
que l’on peut espérer pour le futur, découlent en 
fait d’une meilleure caractérisation du pronos-
tic individuel de chaque patient. En pratique, il 
est aujourd’hui indispensable d’identifier dès le 
diagnostic les anomalies moléculaires associées 
à un pronostic favorable, permettant de ne plus 

Technique Matériel utilisable Anomalies détectables Faisabilité

FISH

Frottis sanguins
Frottis médullaires
Cellules congelées (DMSO)
Cellules fi xées

Translocations
Délétions
Trisomies/Monosomies

Technique répandue

RT-PCR (ARN)
Cellules fraîches
Cellules congelées

Transcrits de fusion (translocations)
Gènes hyperexprimés

Technique répandue

PCR (ADN)
Cellules fraîches
Cellules congelées

Duplications Technique répandue

PCR allèle-spécifi que
Cellules fraîches
Cellules congelées

Caractérisation réarrangements géniques Centres spécialisés

PCR + Séquençage
Cellules fraîches
Cellules congelées

Duplications
Mutations

Centres + spécialisés

RQ-PCR
Cellules fraîches
Cellules congelées

Quantifi cation transcrits
Mutations

Centres + spécialisés

Tableau I 
Indications des 

principales techniques 

moléculaires.

NOTE

Cet article constitue 
une adaptation 
de la présentation 
« Place de la 
biologie moléculaire 
dans la stratégie 
diagnostique des 
hémopathies » 
donnée le 8 juin 
2006 dans le cadre 
de la réunion 
« Hématologie 
et Hémostase de 
demain » Organisé à 
Paris par le Collège 
d’Hématologie des 
Hôpitaux.
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proposer l’allogreffe de moelle osseuse en pre-
mière rémission complète (tableau II). 
Outre la translocation t(15;17), qui constitue une 
réelle urgence thérapeutique, il est maintenant 
essentiel de mettre en évidence la translocation 
t(8;21) et l’inversion inv(16), ou les transcrits chi-
mériques dérivés (ETO-AML1 et CBFB-MYH11). 
En dehors du caryotype classique, ces anomalies 
peuvent être mises en évidence par FISH ou par 
RT-PCR. À coté de ces anomalies chromosomi-
ques classiques, plusieurs anomalies géniques ont 
été récemment identifi ées. La première est une 
duplication en tandem du gène FLT3 (1). Celle-ci 
implique généralement la portion juxta-membra-
naire de ce récepteur cellulaire, conduisant à une 
activation constitutive de son activité tyrosine 
kinase. Associée à un pronostic péjoratif, cette 
anomalie est principalement observée dans les 
caryotypes normaux. Sa détection repose sur une 
analyse par PCR, puis analyse de fragments. La 
seconde anomalie plus récemment identifi ée est 
une mutation du gène codant pour la nucléophos-
mine (NPM1) (2, 3). Cette anomalie est également 
fréquemment mise en évidence chez des patients 
présentant un caryotype normal, et nécessite là 
encore le recours à des analyses de fragments. Des 
données cliniques récentes suggèrent que la mise 
en évidence de ces mutations soit associée à un 
pronostic ne justifi ant plus le recours systémati-
que à l’allogreff e en première rémission complète. 
Enfi n, des données plus récentes relatives à des 
mutations concernant le gène CEBPA (CCAAT-
enhancer binding protein alpha) ont été mises en 
évidence chez environ 10 % des LAM et seraient 
associées à un pronostic favorable (4).
Au fi nal, le diagnostic de LAM impose aujourd’hui 

la recherche de facteurs pronostiques indispen-
sables à une décision thérapeutique argumentée. 
Outre le caryotype qui reste un examen pronosti-
que de base, le recours à des techniques molécu-
laires doit être systématique, en tout cas pour les 
patients les plus jeunes, accessibles à une allogreff e 
de cellules souches hématopoiétiques (en pratique 
chez les patients de moins de 65 ans).

IV - Leucémies aiguës 
lymphoblastiques (LAL)

A l’inverse des LAM, les LAL ont fait l’objet de 
progrès thérapeutiques extrêmement spectaculai-
res au cours des 30 dernières années, tout parti-
culièrement chez l’enfant. Ces progrès sont essen-
tiellement liés à 2 facteurs : d’une part la mise au 
point de protocoles de chimiothérapie combinant 
les diff érentes drogues actives dans une séquence 
particulière, et d’autre part la mise en évidence de 
groupes pronostiques très diff érents sur la base 
d’anomalies chromosomiques spécifi ques. On 
peut ainsi estimer qu’aujourd’hui le pronostic glo-
bal d’un enfant présentant une LAL est de l’ordre 
de 80 % de survie à 5 ans. Les résultats sont en 
revanche beaucoup plus décevants chez l’adulte.
Chez l’enfant, quatre anomalies chromosomiques 
spécifi ques résument à elles seules le pronostic : 
l’hyperdiploïdie, la translocation t(12;21), la trans-
location t(9;22), et les réarrangements du gène 
MLL (tableau II). Alors que les deux premières 
sont associées à un pronostic excellent (de l’ordre 
de 90 % de survie à long terme), les deux dernières 
sont associées à un pronostic nettement plus péjo-

Anomalies Techniques d’analyse Pathologies Impact pronostique

t(15;17)
Cytogénétique
FISH
RT-PCR

LAM3 Favorable

t(8;21)
Cytogénétique
FISH
RT-PCR

LAM Favorable

inv(16)
Cytogénétique
FISH
RT-PCR

LAM Favorable

MLL
Cytogénétique
FISH

LAM
LAL

Défavorable

Duplications FLT3 PCR LAM caryotype normal Défavorable

Mutations NPM1 PCR + analyse fragment LAM caryotype normal Favorable

Mutations CEBPA PCR + séquençage LAM caryotype normal Favorable

t(12;21)
FISH
RT-PCR

LAL B Favorable

t(9;22)
Cytogénétique
FISH
RT-PCR

LAL B Défavorable

Tableau II 
Principales anomalies 

moléculaires dans les 

leucémies aiguës 
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ratif. L’hyperdiploïdie est classiquement détectée 
par le caryotype, et se trouve mise en évidence 
chez environ 30 % des enfants présentant une LAL 
(essentiellement des types B). En cas d’échec de la 
cytogénétique, on peut avoir recours soit à l’index 
d’ADN, soit à la FISH en sélectionnant les chro-
mosomes les plus souvent en excès. À l’inverse, la 
translocation t(12;21) n’est pas détectable par le 
caryotype. Cette anomalie est présente chez 25 à 
30 % des enfants, là encore essentiellement dans 
les LAL de phénotype B. Chez l’enfant, il faut donc 
avoir recours systématiquement à des techniques 
de type FISH ou RT-PCR (5). Cette translocation 
donne en eff et naissance à un gène chimérique 
fonctionnel ETV6-AML1, dont le transcrit peut 
être détecté par RT-PCR. Cette translocation 
(tout comme l’hyperdiploïdie) étant virtuellement 
absente chez l’adulte, il n’est donc pas nécessaire 
d’aller la rechercher chez les patients au-delà de 20 
ou 25 ans.
A l’opposé de ces anomalies, la t(9;22) ainsi que les 
réarrangements du gène MLL sont associés à un pro-
nostic très défavorable. La t(9;22) est rare chez l’enfant, 
observée chez environ 5 % des patients (5, 6). A l’in-
verse, elle est observée de manière plus fréquente 
chez l’adulte, l’incidence augmentant avec l’âge 
(près de 30 % chez les patients âgés). Au plan chro-
mosomique, cette translocation est similaire à celle 
observée dans la LMC, le classique chromosome 
Philadelphie. Au plan moléculaire, certaines diff é-
rences sont cependant notées. Même si le trans-
crit chimérique de type M-BCR-ABL est observée 
chez près de 50 % des LAL (plus volontiers chez 
l’adulte, et sans que ces formes correspondent à 
des transformations d’emblée de LMC), un trans-
crit chimérique plus court est également retrouvé, 
dénommé mBCR-ABL. Ces formes mBCR-ABL 
s’observent plus volontiers chez l’enfant. Ne pou-
vant être distinguées au plan cytogénétique, ces 
formes doivent néanmoins être identifi ées dès le 
diagnostic afi n de sélectionner les amorces spéci-
fi ques destinées à permettre le suivi de la maladie 
résiduelle en cours de traitement ou après celui-ci. 
Cette caractérisation peut se faire par RT-PCR ou 
par FISH. Ces formes pouvant bénéfi cier de trai-
tement par inhibiteurs de tyrosine kinase (Glivec®, 
Sprycel®), il est impératif de les identifi er formelle-
ment dès le diagnostic.
Les réarrangements de MLL sont retrouvés chez 
environ 5 % des patients également, que ce soit 
chez l’adulte ou chez l’enfant, et touchent la bande 
chromosomique 11q23 (5-7). Il faut toutefois met-
tre à part les petits nourrissons (< 12 mois), chez 
lesquels un réarrangement de ce gène est retrouvé 
dans 80 % des cas. La caractéristique essentielle de 
ce type de réarrangement est la multiplicité des 
partenaires chromosomiques décrits, rendant les 
approches moléculaires classiques peu adaptées à 
leur détection. La méthode de choix est dans ce 
cas la FISH, permettant la détection rapide et sim-
ple de tous les cas, indépendant de la nature du 
partenaire chromosomique. Au plan pronostique, 
ces réarrangements sont associés à un pronostic 

globalement péjoratif, tout particulièrement chez 
le nourrisson.
Plus récemment, les techniques de biologie molé-
culaire ont pris une place prépondérante pour le 
suivi de la MRD. En eff et, les LAL se caractérisent 
par des réarrangements monoclonaux des gènes 
IGH et TCR. La caractérisation moléculaire de 
ces réarrangements permet la sélection de sondes 
spécifi ques pour chaque patient, permettant un 
suivi quantitatif de la MRD par PCR. Chez l’en-
fant, la quantifi cation de cette MRD est devenue 
le principal paramètre pronostique, permettant 
une adaptation thérapeutique en temps réel (8, 9). 
Il faut noter que ce suivi peut également être réa-
lisé par cytométrie en fl ux, technique qui sort du 
champ de cette revue.

V - Leucémie myéloïde 
chronique (LMC) et syndromes 
myéloprolifératifs chroniques (SMP)
Si la LMC est rare (500 à 600 nouveaux cas diagnos-
tiqués chaque année en France), le suivi de ces pa-
tients est devenu une des principales activités molé-
culaires des Laboratoires d’Hématologie. La raison 
de cette fl ambée d’examens est liée à l’extraordi-
naire effi  cacité de l’imatinib (Glivec®) dans le traite-
ment de cette pathologie. Cet inhibiteur de l’activité 
tyrosine kinase d’ABL est devenu le traitement de 
référence des patients atteints de LMC, transfor-
mant cette pathologie en réelle maladie chronique 
(au sens non oncologique du terme), entraînant des 
rémissions de très longue durée (sans qu’il soit en-
core possible de parler de guérisons). Les patients 
étant suivis 3 à 4 fois par an, l’allongement de la fi le 
active de patients entraîne une augmentation conti-
nue du nombre d’examens à réaliser. Le suivi repose 
typiquement sur la quantifi cation par RQ-PCR des 
transcrits MBCR-ABL (10).
Plus récemment, une mutation spécifi que touchant 
le gène JAK2 a été rapportée dans un nombre si-
gnifi catif de cas de syndromes myéloprolifératifs, 
essentiellement dans les polyglobulies de Vaquez 
(PV), dans les thrombocytémies essentielles (TE), 
et à un moindre degré dans les splénomégalies 
myéloïdes (SM) (11-14). Ces mutations aff ectent 
toujours le même codon V617F, et peuvent donc 
être recherchées aisément par une RQ-PCR spé-
cifi que. Compte tenu de la fréquence extrême de 
cette mutation dans les cas de PV (de l’ordre de 95 
à 98 %), cette analyse par RQ-PCR est devenue un 
test diagnostique majeur en cas d’érythrocytose, de 
même que dans les cas de thrombocytose isolée.

VI - Lymphomes malins

Le diagnostic des lymphomes malins repose 
avant tout sur l’examen anatomo-pathologique 
de biopsies tumorales. Néanmoins, la description 
de nombreuses anomalies chromosomiques, plus 
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ou moins spécifi ques de sous-types lymphomateux, 
a suscité des demandes d’analyses moléculaires, es-
sentiellement dans les cas de diagnostics diffi  ciles. 
Le principal problème rencontré vis-à-vis de ces de-
mandes est constitué par la nature du matériel tumo-
ral proposé. Ainsi, dans la plupart des cas, le matériel 
disponible consiste en des biopsies tumorales fi xées 
dans le formol et incluses en paraffi  ne. Ce matériel 
est loin d’être optimal pour les analyses moléculai-
res, que ce soit par FISH ou par techniques de PCR. 
Néanmoins, les prélèvements congelés représentent 
un matériel utilisable pour les 2 techniques. Une 
autre bonne solution est la réalisation d’empreintes 
permettant l’application de techniques de FISH. Les 
demandes les plus fréquentes concernent les suspi-
cions de lymphome du manteau, caractérisés par 
la présence quasi constante (mais non absolue) de 
la translocation t(11;14), ou de son corollaire molé-
culaire, l’hyperexpression de cycline D1. Les autres 
indications sont principalement la recherche d’une 
translocation impliquant le gène MYC (8q24) dans 
les cas de lymphomes de Burkitt. Cette recherche 
repose sur la cytogénétique ou sur la FISH interpha-
sique. Enfi n, les demandes de recherche de t(14;18) 
dans les lymphomes folliculaires sont rares, cette 
translocation n’étant nullement spécifi que de ce type 
de lymphome. Elle peut se faire par FISH ou par PCR 
multiplexe (une technique fondée sur l’amplifi cation 
simultanée de plusieurs amplicons). L’absence de dé-
monstration formelle d’utilité de la recherche de cet-
te translocation moléculaire dans le suivi des patients 
ne justifi e pas sa recherche en pratique clinique, en 
dehors d’essais thérapeutiques.
L’intérêt majeur de la biologie moléculaire dans le 
cadre des lymphomes demeure la recherche de clo-
nalité. Ces recherches doivent être réservées au cas 
de doutes diagnostiques entre une pathologie réac-
tionnelle et une pathologie lymphomateuse. Elles se 
fondent sur la recherche de réarrangements clonaux 
des gènes IGH et TCR par PCR. Là encore, la nature 
du matériel disponible est primordiale. Même si en 
théorie les prélèvements fi xés dans le formol sont 
utilisables, en pratique, seuls les prélèvements conge-
lés ou placés dans des substances dédiées à la conser-
vation des tissus (de type RNAlater® ) sont réellement 
analysables.

VII - Leucémie lymphoïde 
chronique (LLC) et myélome
La démonstration récente de l’impact pronostique 
de certaines caractéristiques chromosomiques et 
moléculaires justifi e l’analyse de certaines d’entre 
elles. Toute la diffi  culté aujourd’hui est de défi nir 
quelles sont celles qui doivent être recherchées de 
manière plus ou moins systématique en dehors 
d’essais thérapeutiques. En l’absence de consen-
sus, le minimum est sans doute de rechercher 
une del(17p) par FISH au diagnostic des patients 
présentant une LLC de stade B ou C. La recher-
che d’autres anomalies chromosomiques comme 
la del(11q) ou la trisomie 12 sont beaucoup plus 
discutables. De même, l’évaluation du statut mu-
tationnel du gène IGH, même s’il diff érencie 2 
classes pronostiques, ne se justifi e pas en routine 
compte tenu des aspects techniques.
Dans le myélome, la démonstration de l’impact 
pronostique fort de certaines anomalies chromoso-
miques justifi e une analyse par FISH au diagnostic 
(15). Celle-ci devrait se limiter (en l’état actuel des 
connaissances) à la recherche de la translocation 
t(4;14) et de la del(17p). Néanmoins, il faut avoir 
conscience des diffi  cultés techniques de cette ana-
lyse, une reconnaissance ou un tri des plasmocytes 
étant absolument requis avant l’analyse FISH.

VIII - Conclusion

En 2007, il n’est plus possible de prendre en charge 
convenablement des patients présentant une hé-
mopathie maligne sans avoir recours à un mini-
mum d’examens s’appuyant sur les techniques de 
biologie moléculaire considérées au sens large et 
incluant donc la FISH, principalement pour l’éva-
luation du pronostic. Cette nécessité a pour co-
rollaire de connaître ces examens indispensables, 
afi n d’orienter convenablement les prélèvements 
sanguins, médullaires ou tumoraux lors des prélè-
vements initiaux. Il n’est en eff et pas toujours pos-
sible de revenir a posteriori sur ces choix.
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