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Résumé

La stratification de la leucémie lymphoide chronique (LLC) repose principalement sur
les marqueurs FISH selon le modele hiérarchique de Déhner qui inclut les marqueurs FISH a
haut risque, FISH intermédiaire ou FISH a faible risque. Récemment, le caryotype complexe
(CK) a été démontré comme facteur pronostique négatif indépendant dans la LLC.

Une série de 1012 patients atteints de LLC n'ayant pas été traités, a été étudiée avec
FISH et analyse de bandes chromosomiques (CBA) sur le méme culot obtenu a partir de
cellules cultivées stimulées par oligonucléotide et interleukine « IL-2-CPG DSP30 ».

La combinaison de FISH et de CBA a permis d’affiner les catégories pronostiques avec
I’identification de 30% de CK dans le groupe FISH a faible risque et intermédiaire. Cela
souléve la question de les transférer dans un groupe a haut risque. Bien que cette série ait
confirmé 1’importante association négative entre CK et FISH a haut risque (p = 0,003), 33%
des CK ne présentent pas de suppression ATM ou TP53. Trois groupes caractérisés par une
association significative entre des marqueurs FISH et CBA ont émergés: CK avec perte
de TP53 et monosomie 15, CK avec perte ATMet translocation 14qg32,et CK
sans pertes ATM ou TP53 mais trisomies 12, 18 et 19 ou t (14; 18) (g32; g21).

Nous avons observé qu’en plus de I’analyse FISH, CBA permet la détection de
nombreuses anomalies pouvant avoir un impact sur le suivi et le traitement du patient

principalement le caryotype complexe.

Mots-clés : Leucémie lymphocytaire chronique, caryotype complexe, marqueurs FISH.



Abstract

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) stratification mainly relies on FISH markers
according to Dohner’s hierarchical model which includes high-risk FISH markers,
intermediate FISH, or low-risk FISH. Recently, complex karyotype (CK) has been
demonstrated as an independent negative prognostic factor in CLL.

A series of 1012 untreated CLL patients have been investigated with both FISH and
chromosome banding analysis (CBA) on the same pellet obtained from interleukin IL-2- CPG
DSP30 oligonucleotides stimulated cultured cells.

Combining both FISH and CBA have led to refine prognostic categories with
identification of 30% of CK in low-risk and intermediate FISH group. This raises the issue of
switching them to a high risk group. While this series confirmed the significant association
between CK and high-risk FISH (p=0.003), 33% of CK present no ATM or TP53 deletion.
Three groups characterized by significant association between FISH markers and CBA have
emerged: CK with TP53 loss and monosomy 15; CK with ATM loss and 14932 translocation
and CKwithout ATM or TP53 losses but trisomy 12, 18 and 19 or t(14;18)(g32;921).

We have observed that in addition to FISH analysis, the CBA allows detection of many
abnormalities with potential impact on patient follow-up and treatment, mainly complex

karyotype.

Key Words:

Chronic lymphocytic leukemia; complex karyotype; FISH markers.
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AVANT-PROPOS

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la forme la plus courante des leucémies
dans les pays occidentaux (Kipps et al., 2017). Aujourd'hui, le traitement de la LLC est
principalement stratifié selon le statut TP53 (Fischer et al., 2017). En effet, les patients avec
TP53 supprimé ou muté sont généralement résistants a la chimio-immunothérapie (Hallek et
al., 2010). En pratique clinique, les facteurs pronostiques peuvent également inclure les stades
avancés, la configuration de la lignée germinale non mutée dans la région variable du géne de
la chaine lourde de I’immunoglobuline (IGHV) et la suppression de 11922 impliquant une
délétion ATM identifiée par hybridation in situ en fluorescence (FISH) ou cytogénétique
conventionnelle (Fischer et al., 2017).

Depuis ’utilisation de la classification de Dohner sur la base de ’analyse FISH, les
approches cytogénétiques conventionnelles n’ont pas été prises en compte dans les
descriptions cytogenétiques de la LLC, mais pour les caryotypes complexes (CK) ont
récemment été rapportés pour prédire de mauvais résultats cliniques chez les patients traités
avec des traitements standards ou de nouveaux agents, tels que les inhibiteurs de BCR ou
le venetoclax, un inhibiteur sélectif de BCL2 (Le Bris et al., 2017; Rigolin et al., 2017). Ceci
a été récemment confirmé dans une vaste étude rétrospective sur des patients avec cing
anomalies ou plus sur lI'analyse des bandes chromosomiques (CBA) (Baliakas et al., 2019).
Cette étude a également individualisé la CK avec 3 ou 4 aberrations, qui ont suivi des
maladies agressives seulement en présence de 1’aberration TP53, et CK avec trisomie 12 et /
ou trisomie 19, affichant un profil indolent.

Il a également été démontré que les patients atteints de LLC avec des réarrangements
déséquilibrés pourraient représenter un sous-ensemble trés risque, avec des caractéristiques

cliniques et biologiques distinctes (Rigolin et al., 2018).

La cytogénétique conventionnelle est une technigue bien connue a sensibilité variable,
principalement en fonction du choix de la stimulation mitogéne des cellules leucémiques ce

qui augmente les métaphases évaluables chez la plupart des patients (Dicker et al., 2006). De



méme, la sensibilité FISH est plus efficace sur les chromosomes en meétaphase que sur les

noyaux interphasiques dans la LLC.

Le but de la présente étude est donc de caractériser 1’une des plus grandes cohortes
déja décrite de 1012 patients atteints de LLC au diagnostic avec une
méthodologie cytogénétique sensible et standardisée.

Ainsi que d'inclure les données cytogénétique conventionnelle dans le diagnostic et le

pronostic de ces patients.
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CHAPITRE I :

BASES DE LA CYTOGENETIQUE



Chapitre | : Base de la cytogénétique

Chapitre | : Bases de la cytogenétique

I.1. Introduction historique

C’est en 1956 que Tjio et levan, déterminent le nombre de 46 chromosomes dans les
cellules somatiques humaines, cette découverte confirmée par Ford et Hamerton (1956) est a la
base de 1’étude systématique du caryotype humain. En 1959, Lejeune et al., dans les comptes-
rendus de neuf enfants mongoliens soulignent la présence d’un petit chromosome acrocentrique
surnumeraire. Cette découverte marque la naissance de la « cytogénétique clinique ». Depuis
cette date, I’importance diagnostique de la cytogénétique n’a cess¢ de croitre. Un effort
collectif des cytogenéticiens et des cliniciens pour rechercher dans les anomalies congénitales
une éventuelle étiologie chromosomique a fait suite a cette découverte. Rapidement, différentes
anomalies de nombre et de structure chromosomiques ont été décrites. Plusieurs nomenclatures
ont été proposées, et afin d’éviter une confusion, un Systéme Standard de Nomenclature des
Chromosomes Mitotiques Humains a été proposé par la Conférence de Denver en 1960, 3 ans
plus tard, la Conférence de Londres établit une classification de 7 groupes de chromosomes par
lettres, de A a G (proposée par Patau en 1960), et ¢’est en 1966 que la Conférence de Chicago
propose un caryogramme en se référant a la taille et a la position du centromeére des différents
chromosomes. La premiere technique de marquage est due a Caspersson et ses collegues, qui
utilisent la moutarde de quinacrine pour individualiser chaque chromosome par I’apparition de
bandes caractéristiques : les bandes Q sur les plantes (Caspersson et al., 1968), exploitées par la
suite chez I’homme (Caspersson et al., 1972). D’autres techniques sont rapidement mises au
point : bandes G (Seabright, 1971), bandes R (Dutrillaux et Lejeune, 1971), bandes C (Summer
et al, 1971), bandes NOR (Howell et al., 1980). La découverte des bandes chromosomiques va
améliorer considérablement les potentialités d’analyse et permettre la reconnaissance plus aisée
des anomalies chromosomiques (Paris Conférence, 1971 ; Supplément 1975). Toutes ces
nomenclatures ont été incluses dans le Systéeme International de Nomenclature de
Cytogénétique Humaine (ISCN, 1978). Les techniques de marquage usuels RHG ou GTG
permettent de définir 300 a 400 bandes par génome haploide avec une résolution d’environ 7 a
10.10° pb par bande. De nombreuses délétions, duplications et translocations peuvent étre
détectées a ce niveau de résolution. La technique de « haute résolution » par la synchronisation
des chromosomes en phase S, mise au point par Dutrillaux, 1975a ; Yunis, 1976 et publiée par

I’ISCN (1981), permet encore d’améliorer la résolution cytogénétique des chromosomes et a



Chapitre | : Base de la cytogénétique JERE

conduit a la description de nouveaux groupes de pathologies chromosomiques : les syndromes
de microdélétions et microduplications (Ledbetter, 1992). Plus récemment enfin, d’autres
techniques ont fait leur apparition et deviennent de plus en plus utilisées. L hybridation in Situ a
fait appel d’abord a des sondes radioactives (Pardue et Gall, 1969), puis a des sondes froides
fluorescentes dans la technique FISH. Elle est particulierement utile pour la détection des
anomalies chromosomiques submicroscopiques. Elle est trés spécifique d’un fragment de
chromosome ou d’un geéne. Le développement de ces techniques récentes a fait passer la
cytogénétique de 1’é¢tude des cellules en division (prométaphase, métaphase) a I’étude des
cellules pendant D’interphase. Enfin, le séquencage du génome humain et 1’arrivée des
nouvelles techniques de biologie moléculaire (hybridation génomique comparative (CGH) en
particulier sur puces ADN (array) permettront bientdt de détecter de facon automatisée des
désordres génomiques d’une taille de I’ordre de 1 million de paires de bases et de connaitre
directement le contenu en génes des régions remaniées (Houssin et Verger, 2004). La nouvelle
nomenclature ISCN, 2009 fournit des recommandations d’écriture pour les techniques de
FISH et de CGH.

1.2. Qu’est ce qu’un chromosome ?

Un chromosome est constitué¢ d’une immense double hélice d’ADN entourée de divers
groupes de protéines. Les principales protéines sont les histones H2A, H2B, H3 et H4. Le
complexe formé par I’ADN et ces protéines est appelé chromatine. La structure de base de la
chromatine rappelle un collier dont I’ADN serait le fil et les nucléosomes les perles. Un
nucléosome est une structure grossierement sphérique constituée de 8 histones (octamere),
entourées par 1,75 tour d’ADN. Une neuvieme histone est positionnée a I’extérieur. La
chromatine forme de larges boucles amarrées a un échafaudage protéique qui constitue
I’armature centrale du chromosome. A partir de ce modeéle de base, plusieurs configurations de
la chromatine sont possibles. La plupart du temps, la structure en collier s’enroule en une
structure hélicoidale, la fibre de 30 nm. Les nucléosomes sont plus au moins serrés [’un contre
’autre au sein de la fibre. Au moment de la division cellulaire, la chromatine est beaucoup plus
compacte ; c’est a ce moment que les chromosomes peuvent étre visibles en microscope

optique (Figure 1).
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Figure 1 : Compaction de ’ADN dans un chromosome mitotique
(Geoffrey, 1997)
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1.3. Morphologie d’un chromosome métaphasique
Les chromosomes ne sont pas simplement une forme compacte d’ADN. Ce sont de
vraies organelles intracellulaires. Certaines de leurs fonctions dépendent de deux structures

spécialisees : les centromeres et les télomeéres.

1.3.1. Les centromeres

Pendant la métaphase, le chromosome apparait morphologiquement en microscope
ordinaire sous forme de deux filaments chromatiniens (chromatides), reliés par un centromere
(constriction primaire) qui apparait comme un étranglement (Figure 2), et ne se colore pas par
les colorants habituels de la chromatine (Robert et al., 1979). C’est la région sur laquelle
s’attache les microtubules du fuseau de division (au niveau d’une zone particuliére appelée
kinétochore) ; c’est la derniére région chromosomique & se scinder en deux au moment de
I’anaphase. Sur le plan moléculaire, le centromere est composé de séquences d’ADN répétées

en un grand nombre de fois sans role de transcription connu.

1.3.2. Les télomeres

Les télomeres sont les régions spécifiques placées aux 2 extrémités des chromosomes.
L’ADN de chaque télomere contient un grand nombre de répétitions de la séquence
(TTAGGG), disposées en tandem (orientés dans le méme sens). En raison du mécanisme
enzymatique par lequel I’ADN se réplique, chaque extrémité de chromosome perd 10 a 20
répétitions a chaque division cellulaire. Si la séquence répétitive télomérique est entiérement
perdue, le chromosome devient instable, ce qui conduit a la mort cellulaire. Certaines théories
mettent en relation ce mécanisme avec le vieillissement, mais ceci demeure controverse. Les
téloméres comptent suffisamment de séquences répétées pour permettre aux cellules de se
diviser tout au long de la vie d’un individu, mais la séquence télomérique répétée doit étre
régénérée a chaque génération. Les cellules germinales et les cellules cancéreuses produisent
une enzyme particuliére, la télomérase, qui est capable de restaurer le nombre initial de
séquences télomériques, ce qui contribue a rendre ces cellules immortelles (Read et Donnai,
2009).
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Figure 2 : Aspect morphologique d’un chromosome métaphasique

(Dupont et Rabineau, 2002)

1.4. Classification et nomenclature

La classification des chromosomes est fondée sur leurs caractéres morphologiques (la
longueur relative du chromosome : taille, la position du centromére : indice centromérique, la
succession de bandes claires ou foncées obtenues par «dénaturation» caractéristique d’un
chromosome : répartitions des différentes bandes (Tanzer et Huret, 1992). Leur nomenclature a
évolué parallelement a 1’amélioration des techniques et son établissement a fait 1’objet de
plusieurs réunions internationales de standardisation (Denver Conférence, 1960 ; Paris
Conférence, 1971 ; Supplément 1975) (Tableau 1). De facon générale, les autosomes sont
classés dans un ordre de tailles décroissantes et numérotées de 1 a 22, les gonosomes, ou
chromosomes sexuels gardant leur dénomination de X et Y. Le nombre de bandes par lot
haploide (c’est-a-dire pour 23 chromosomes) permet de définir la résolution de 1’analyse

cytogénétique (Figure 3). Chaque bras chromosomique de part et d’autre du centromere, est
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symbolisé par la lettre p qui désigne le bras court et la lettre q le bras long du chromosome,
ceux qui sont égaux pour les chromosomes métacentriques, inégaux pour les chromosomes
submétacentriques et dont se confond le centromére avec 1’une des extrémités sont dits
acrocentriques (Figure 4). Les bras sont divisés en régions, qui elles méme sont subdivisées
en bandes numérotées du centromere vers le télomére. La figure 5 présente les idéogrammes
standardisés d’un caryotype en bande G avec une résolution de 550 bandes. Pour obtenir un
nombre de bandes supérieur, les cellules doivent étre récoltées avant que les chromosomes
n’atteignent leur degré maximal de condensation, a la fin de la métaphase. Sur ces
chromosomes tres étirés, les bandes principales se subdivisent en sous-bandes et sous-sous-
bandes, permettant une localisation plus fine. Chaque chiffre correspondant & un niveau de
subdivision plus fin, Plus les chromosomes sont étirés, plus ils tendent a se chevaucher lors de

I’étalement, rendant I’analyse des images de caryotypes a 1500-2000 bandes trés difficile.

I.5. Description des anomalies

La formule chromosomique normale est : 46, XX chez la femme et 46, XY chez ’homme.
Les signes + et — placés devant un chromosome désignent le gain d’un chromosome (trisomie)
ou sa perte (monosomie). Des signes conventionnels désignent les remaniements
chromosomiques : t pour translocation, del pour délétion, inv pour inversion...etc. (ISCN,

2009). La nomenclature des anomalies chromosomiques est résumée dans le Tableau 2.
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Tableau 1 : Classification des chromosomes humains (Theret et al., 1985)

GROUPE CHROMOSOMES CARACTERISTIQUES
MORPHOLOGIQUES

grands chromosomes métacentriques facilement

A 1.3 individualisables par leur taille et la position du

i centromeére, le chromosome 2 est

submétacentrique.

B 4-5 chromosomes ~ submétacentriques  difficiles a
distinguer les uns des autres.
chromosomes de taille moyenne, a centromere en

c 6-12 + X position submétacentrique difficile a distinguer les

-12 +

uns des autres. L’X ressemble au plus grand
chromosome de ce groupe.

D 13-15 chromosomes acrocentriques de taille moyenne et
porteurs de satellites.

E 16-18 chromosome  métacentrique  (le  16) ou
submétacentriques (17 et 18) relativement courts.

= 19 et 20 petits chromosomes métacentriques.

G 21 et 22 +Y petits chromosomes acrocentriques porteurs de
satellites pour le 21 et 22, de bras courts pour I'Y.
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Figure 3 : Chromosomes métaphasiques a différentes résolutions

(Paris Conférence 1971, Supplément 1975)
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Figure 4 : Aspects morphologiques des chromosomes en fonction de I’indice

centromérique (Berkaloff, 1989)
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Tableau 2 : Nomenclature des principales anomalies chromosomiques stables

(ISCN, 2009)

Anomalie Définition Nomenclature | Exemple

de nombre

trisomie 3 exemplaires d’un chromosome + +8

monosomie 1 exemplaire d’un chromosome - -5

de structure | échange de segments entre 2 chromosomes t 1(9;22)(934;q11)

translocation perte d’un segment distal del del(20)(q11)

délétion (apparemment terminal) ou non (délétion del(5)(q14q32)
interstitielle) au sein d’un chromosome

isochromosome | perte d’un bras (p ou q) et duplication de I’autre | ; i(17)(q10)
(qoup)

inversion « rotation » d’un segment dans un chromosome, inv inv(3)(p13g21)
péricentrique si le centromere est compris, inv(3)(921426.2)
paracentrique si un seul bras est concerné
d’un segment a un autre emplacement du

insertion génome, sur le méme ou sur un autre - ins(2)(p13921q31)
chromosome. ins(5;2)(p14;022,G32)
perte du segment distal a chaque bras d’un
chrom. et réarrangement de la partie

anneau intermédiaire en  structure circulaire. Le | ' "(7)(p22630)
chromosome impliqué est souvent non
reconnaissable.
d’un segment d’un chromosome au sein de ce
chromosome.

duplication translocation aboutissant a la formation d’un dup dup(1)(422q25)
chromosome comprenant 2  centroméres

dicentrique (dicentrique) et d’un fragment acentrique (ace) | dic dic(13;15)(q22;q24)

chromosome non reconnaissable parce que

hautement remanié ou de qualité insuffisante
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pour que le remaniement soit identifié.

petits éléments acentriques non
marqueur reconnaissables ;  témoin  d’amplification | par +2mar
génique

région de coloration homogéne, non
reconnaissable, insérée au sein  d’un

chromosome ; témoin d’amplification génique.

« fragments min
minute »
homogeneously hsr hsr(1)(gq31)

staining region

I.6. Interprétation du caryotype

1.6.1. Les anomalies chromosomiques de nombre ou de structure

Les anomalies chromosomiques correspondent soit a des anomalies de nombre (ploidie)
soit a des anomalies de structure. Plusieurs anomalies sont responsables de syndromes
cliniquement bien identifiés. Les anomalies de structure sont la conséquence de cassures
chromosomiques. La structure de certaines régions chromosomiques les predisposent a se
rompre et sont responsables de syndromes cliniques reconnaissables pour un clinicien. La
plupart des anomalies structurelles, toutefois, sont des événements uniques. Les cassures

surviennent au hasard, et conduisent a des tableaux cliniques non spécifiques.

1.6.1.1. Anomalies numériques autosomiques

Les erreurs de « ploidie » définissent les situations ou le nombre de n chromosomes est
anormal. Les cellules normales sont diploides (2n = 46 chromosomes). Les gamétes sont
haploides (n = 23). Si deux spermatozoides fécondent un ovocyte, le zygote produit sera
triploide (3n = 69, XXX, XXY ou XYY). Une triploidie peut aussi survenir en cas d’échec de
la méiose, conduisant ainsi a la fécondation d’un ovocyte diploide par un spermatozoide
haploide. Les triploides surviennent fréquemment lors de la conception chez ’homme mais les
embryons triploides ne survivent virtuellement jamais jusqu’au terme. Une tétraploidie peut

survenir lorsqu’une cellule duplique son ADN sans se diviser. Les tétraploidies et les ploidies
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de degré supérieur (polyploidie) peuvent s’observer dans quelques cellules isolées d’un
individu mais pas dans toutes ses cellules.

Aneuploidie. Contrairement aux situations décrites ci-dessus (euploidie) ou toutes les cellules
possédent un ensemble complet de chromosomes, tous les chromosomes ne sont pas
représentes le méme nombre de fois dans les cellules aneuploides : certains manquent ou sont
en exces. Les cellules (et les indivudus qu’elles forment) sont trisomiques ou monosomiques
pour ce (s) chromosome (s) excédentaire (s) ou manquant (s). Une tétrasomie ou une nullisomie
peuvent aussi survenir. Bien que tous les types de trisomies puissent se rencontrer dans les
produits de fausse couche précoce. Seules les trisomies 13, 18 et 21 peuvent arriver a terme. La
trisomie 21 ou syndrome de Down est la seule trisomie autosomique compatible avec une

survie a I’age adulte.

1.6.1.2. Anomalies numériques des chromosomes sexuels

Il est bien moins délétere de posséder un nombre incorrect de gonosomes que
d’autosomes. Le chromosome Y ne comporte qu’une cinquantaine de génes dont aucun n’est
indispensable (les femmes vivent trés bien sans!). Par contre, le chromosome X porte un
millier de geénes, dont de nombreux genes majeurs. Un sujet sera de sexe masculin s’il porte au
moins 1 chromosome Y, quel que soit le nombre de chromosomes X présents. De fagon
générale, les anomalies des gonosomes ne s’accompagnent pas de retard mental mais les
performances intellectuelles sont souvent moindres que celles des apparentés et les difficultés
d’apprentissage sont plus fréquemment rencontrées
45, X : Syndrome de Turner. Phénotype féminin. Petite taille, infertilité (ovaires atrophiées,
en bandelette) et aménorrhée primaire, retard pubertaire avec caracteres sexuels secondaires
peu développés, intelligence normale. Les patients peuvent présenter un cou court et palmé
(ptérygium colli), des malformations cardiovasculaires et rénales (rein en fer-a-cheval) ou une
surdité. NB : la formule 45, X0, parfois utilisée, est incorrecte : il n’y a pas de chromosome 0 !
47, XXY : Syndrome de Klinefelter. Phénotype masculin, insuffisance pubertaire et infertilité
(atrophie testiculaire), grande taille, distribution de graisse corporelles de type féminine,
gynécomastie (seins anormalement développés pour un homme). La moitié des diagnostics sont
posés a I’age adulte, devant une infertilité.
47, XXX : triple X. Souvent non diagnostiquée car le phénotype est féminin et n’évoque pas

d’anomalies. Niveau intellectuel inférieur a celui des germains.
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47,XYY : double Y. Phénotype masculin, grande taille, musculeux. Souvent non diagnostiqué
car le phénotype n’évoque pas d’anomalie. Niveau intellectuel inférieur a celui des germains,

avec une augmentation des troubles comportementaux.

1.6.1.3. Anomalies de structure

Celles-ci comprennent:
Les translocations réciproques : elles surviennent quand deux chromosomes échangent
des segments non homologues (Figure 6). La descendance d’un sujet porteur d’une
translocation réciproque peut avoir une trisomie pour 1’'un des segments transloqués et, dans le

méme temps, une monosomie pour 1’autre segment.

Translocation réciproque :

2 chromosomes impliqués

“ 2 points de cassure
7\ N

Figure 6 : Schéma décrivant la formation d’une translocation réciproque
(Dupont et Rabineau, 2002)

Les translocations robertsoniennes: elles impliquent une translocation entre 2 chromosomes
acrocentriques. Les cassures surviennent dans la partie proximale des bras courts, au-dessus du
centromére (Figure 7). Une personne porteuse d’une translocation robertsonienne a un risque
d’avoir un enfant présentant une trisomie ou une monosomie compleéte pour 1'un des
chromosomes acrocentriques. Quelqu’un ayant une translocation robertsonienne impliquant le
chromosome 21 a un risque d’avoir un enfant atteint de trisomie 21. 3 a 4% des trisomies 21
résultent d’une telle translocation. Sur le plan phénotypique, ces enfants ne sont pas différents
de ceux qui ont une trisomie 21 libre homogene mais le risque de récidive pour le parent

porteur est bien plus élevé.
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Translocation robertsonienne :

2 chromosomes impliqués
2 points de cassure
perte des bras courts

__Ue_ &)

Figure 7: Schéma décrivant la formation d’une translocation robertsonienne

(Dupont et Rabineau, 2002)

CRm

Les délétions peuvent étre interstitielles ou terminales. Un chromosome devant avoir un
télomere au bout de chaque bras, toute délétion terminale stable doit reconstituer son télomere.
Les chromosomes en anneau (Figure 8) sont une forme particuliere de délétion. Les délétions

ont en général des effets phénotypiques séveres. Les grandes délétions sont souvent létales.

Anneau : Sz

1 chromosome impliqué ‘

2 points de cassure

-

Figure 8 : Schéma décrivant la formation d’anneau chromosomique

(Dupont et Rabineau, 2002)

Les duplications consistent en la présence d’une fraction chromosomique supplémentaire
(Figure 9), ces chromosomes possédent deux fois une méme région. On dit de ces
chromosomes qu’ils portent une duplication en tandem, le segment dupliqué vient se placer

immédiatement apres la région chromosomique normale et dans le méme sens.
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Duplication

1 chromosome impliqué
2 points de cassure

Figure 9 : Schéma décrivant la formation d’une duplication

(Dupont et Rabineau, 2002)
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Les inversions peuvent avoir une taille variable. Si elles impliquent le centromére (inversion
péricentrique) (Figure 10), elles modifient en général la silhouette du chromosome ; si elles
n’impliquent pas le centromére (inversion paracentrique) (Figure 11), elles peuvent étre tres

difficiles a distinguer sur le caryotype.

Inversion Péricentrique Inversion Epraceniriqns

1 chromosome impliqué
2 points de cassure

E ?O

1 chromosome impliqué
2 points de cassure

B

Figure 10: Schéma décrivant la formation
d’une inversion péricentrique

(Dupont et Rabineau, 2002)

Figure 11 : Schéma décrivant la formation
d’une inversion paracentrique

(Dupont et Rabineau, 2002)
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1.7. Les anomalies equilibrées et déséquilibrées

Une anomalie chromosomique est équilibrée quand il n’y a ni perte ni excés de matériel
génétique. L’ADN est simplement réparti de facon anormale entre les chromosomes. Pour
autant que chaque chromosome compte un seul centromeére et deux télomeéres, une anomalie
équilibrée n’interfére pas avec la mitose. Un embryon porteur d’une anomalie équilibrée peut
donc se développer normalement. On considére que les translocations robertsoniennes sont
équilibrées méme si les chromosomes acrocentriques ont perdu leur bras courts, car cette
délétion ne s’accompagne d’aucun phénotype, les bras des deux autres chromosomes
acrocentriques compensant totalement les deux bras manquants. Si un excés ou un défaut de
matériel génétique est pathogene et entraine des conséquences phénotypiques, cette anomalie
est dite déséquilibrée. Les découvertes récentes ont conduits a nuancer la notion ancienne selon
laquelle la quantité normale d’ADN chez un humain est fixée précisément. Certains segments
d’ADN peuvent étre absents ou dupliqués chez des sujets normaux : c’est ce qu’on appelle les
polymorphismes de nombre de copies (en anglais : Copy Number Variation ou CNV). On ne
peut parler d’anomalies déséquilibrées pour décrire ces variants. Les anomalies équilibrées
perturbent le bon déroulement de la méiose de deux fagons différentes :

Les chromosomes transloqués dérivant de plusieurs chromosomes. Durant la prophase
de la méiose I, ces chromosomes forment des trivalents ou des tétravalents (au lieu de bivalents
constitué par 1’association de deux homologues) qui peuvent ségréger de fagon incorrecte a
I’anaphase.

Les chromosomes comportant une inversion s’apparient avec leur homologue en
formant des boucles. En cas de crossing over dans la boucle, les chromosomes recombinants
sont anormaux.

Théoriquement, les anomalies équilibrées ne devraient pas affecter le phénotype. Il ya
néanmoins des exceptions :

Certains points de cassures peuvent interrompre un géne et abolir son expression. Ceci
peut, ou non, avoir un effet sur le phénotype.

Parfois, la cassure sépare un gene des éléments qui contrblent son expression, situés a

distance sur le méme brin d’ADN. Ceci peut conduire a la perte d’expression de ce geéne.
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Occasionnellement, la translocation aboutit a la formation d’un géne chimeére constitué d’un
fragment d’un gene situé au point de cassure sur un chromosome, et d’un segment d’un autre
gene situé au point de cassure sur I’autre chromosome. Ces geénes chimeéres jouent un role
important dans la survenue des certains cancers. Enfin les translocations équilibrées entre le
chromosome X et un autosome posent un probléme spécifique en raison de I’inactivation du

chromosome X.

1.8. Les anomalies constitutionnelles ou en mosaique

Les anomalies chromosomiques peuvent étre :

- Constitutionnelles (présentes dans chaque cellule)
- En mosaique (présentes dans certaines cellules)

Si la non disjonction se produit au cours d’un des premiers clivages du zygote
(événement post-zygotique), 1’enfant peut avoir deux ou plusieurs lignées cellulaires avec des
nombres de chromosomes différents. Une mosaique chromosomique compte au moins deux
lignées cellulaires de caryotypes différents, dérivées d’un seul zygote (Dutrillaux, 1975b). On
ne peut jamais exclure formellement la présence d’une mosaique devant un caryotype normal,
car on ne peut analyser toutes les cellules d une personne.

les anomalies constitutionnelles existent chez I’embryon avant la fécondation (Figure
12), dans I’'un des gamétes, ou peu apres, dans une des cellules du zygote deés la naissance
(Huret et al., 2001), elles sont congénitales et transmises d’une fagon héréditaire et sont mises

en évidence dans les lymphocytes T circulants, les fibroblastes et toutes les cellules somatiques.

1.9. Les anomalies acquises dans les cellules leucémiques ou néoplasiques

Les anomalies peuvent dans certains cas, avec le développement d’anomalies
chromosomiques surajoutées, favoriser 1’apparition de néoplasies (leucémie en particulier) ;
elles sont dans ce cas acquises; présentes dans les cellules tumorales et absentes dans les tissus
qui ne sont pas impliqués dans le phénotype malin. Certaines anomalies ne se rencontrent qu’a
I’état de mosaique parce que, présentes a 1’état constitutionnel, elles sont 1étales. C’est le cas

par exemple de la trisomie 8, qui ne se rencontre jamais a 1’état homogene.

Si la non disjonction a lieu au cours de la gamétogenese et si le gaméte ayant un nombre

hétéroploide de chromosomes est fécondé et commence a se développer, toutes les cellules de
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I’embryon auront le méme nombre de chromosomes (la méme anomalie), appelé anomalie

homogéne (Figure 13).

Exemple 1: une anomalie constitutionnelle survenue chez un gameéte parental (ex : +21) se
retrouvera chez toutes les cellules de I’enfant descendant (ex : trisomie 21 homogene).

Exemple 2 : une anomalie acquise survenue lors d’une leucémie peut étre présente sur toutes
les cellules sanguines étudiées chez cet individu (si les cellules sanguines normales sont
suffisamment inhibées pour que ’on en retrouve aucune en mitose (ex : t (9; 22) dans la

leucemie myeéloide chronique (LMC) (Huret et al., 2001).

1.10. Les anomalies chromosomiques sporadiques et systématisées
Les anomalies chromosomiques peuvent avoir un caractere ;
= Sporadique : qui se rencontre dans une seule cellule ou dans plusieurs mais alors
différentes I’une de I’autre. Ce sont des anomalies chromosomiques non clonales.
= Systématisé : la méme anomalie est retrouvée dans plusieurs cellules dérivant d’'une méme
cellule mére que 1’on peut considérer comme un ancétre commun, elles sont dites clonales.
On considére qu’une anomalie chromosomique est clonale si elle est retrouvée :
- Dans 3 cellules ou plus pour les pertes d’'un méme chromosome.
- Dans 2 cellules ou plus pour les acquisitions d’un méme chromosome et pour les
anomalies de structure.

- Pour le clone normal, la présence d’une cellule normale suffit (Thomas et al., 1992).

Fragment minute : correspond a des amplifications (plus de 4 copies par génome haploide)
qui se font par la multiplication de chromosomes acentriques (sans centromeéres) minuscules
doubles appelés « double minute » (dm) dont le nombre varie considérablement d’une cellule
a ’autre. Les amplifications peuvent aussi prendre la forme d’HSR (homogeneously staining
region), régions de coloration homogene faites de duplications de la séquence amplifiée mais
intégrées en bloc dans un ou des chromosomes anormaux, rencontrés lors des processus

malins, en particulier en cas de tumeur solide (Balmain, 2001; Huret et al., 2001).
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CHAPITRE Il : LA LEUCEMIE LYMPHOIDE CHRONIQUE « LLC »

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la plus fréquente des leucémies de 1’adulte
(Thomas et al., 2017). C’est une maladie clonale lymphoproliférative des lymphocytes B dans
laquelle les lymphocytes s’accumulent dans le sang, la moelle osseuse et souvent dans les
nceuds lymphatiques et la rate (nombre absolu de lymphocytes >5 g/l) (Aurran-Schleinitz et
al., 2008). La LLC B est devenue une maladie raisonnablement prévisible dans son évolution,
malgré son polymorphisme, grace au regroupement en stades des symptdmes présents au
moment du diagnostic. Les stades ont été corrélés rétrospectivement a la survie des malades
(Binet, 1987 ; Rai, 1975), les symptdmes associent a des degrés divers les éléments du
syndrome tumoral, de I’insuffisance médullaire et de 1’¢tat de dysimmunité. La LLC B est
caractérisée par la présence de lymphocyte B ayant un cytoplasme peu abondant, avec un
noyau dense, sans nucléole identifiable phénotypiquement par 1’expression de CD9, CD20,
CD5, CD23 et d’immunoglobuline (Ig) de surface restreintes a I’expression d’une seule
chaine légére Kappa ou lambda. Typiquement, I’expression de CD20 et des Ig de surface est
faible (Score de Matutes >4) (Cheson et al., 1996). Deux examens sont donc nécessaires et
suffisants au diagnostic : une numération sanguine avec cytologie et un phénotype

lymphocytaire sanguin (Binet et al., 2006).
I1.1.Caractéristiques du lymphocyte B de la LLC
11.1.1. Morphologie

L’hyperlymphocytose est morphologiquement homogene sur le frottis avec le plus
souvent présence de petits lymphocytes matures avec un rapport nucléo-cytoplasmique élevé
(Figure 14A). Le noyau est arrondi sans encoche avec une chromatine mature sans nucléole.
Le cytoplasme est réduit et peu basophile. La présence de cellules lysées et réduites a une
« ombre nucléaire » ou ombre de Gimprecht. Parfois les cellules sont de plus grandes tailles
avec un rapport nucléo-plasmique inferieur (Figure 14B). Correspondant a un artefact

survenant lors de la réalisation des frottis de sang, est trés fréquente (Dearden et al., 2012).
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Figure 14. Lymphocytes de LLC sur un frottis sanguin.
A : petits lymphocytes typiques de la LLC et présence d’ombres de Gumprecht ;
B : lymphocytes de LLC avec un rapport nucléo-cytoplasmique plus faible.

11.1.2. La lymphocytose monoclonale B (MBL)

De faibles taux de lymphocytes B monoclonaux circulants ont pu étre détectés en
cytométrie de flux chez des individus sains.
Cette lymphocytose monoclonale (MBL) concerne 2 a 3% des populations étudiées. Sa
prévalence augmente avec 1’age (>5% apres 60 ans) et dans les formes familiales de LLC (13
a 18%). Des critéres diagnostiques de MBL ont récemment fait 1’objet d’une définition
consensuelle internationale (Marti et al., 2005).
L’observation clinique et 1’analyse biologique des MBL contribueront a la compréhension des

mécanismes physiologiques de la LLC (Aurran-Schleinitz et al., 2005).
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La MBL se définie par quatre critéres

e La mise en évidence d’une population B clonale,

e La présence d’un phénotype caractéristique de LLC (CD5+, CD23+),

e Un nombre absolu de cellule B inferieur a 5¢/l,

e Aucun autre signe de maladie auto immune ou de désordre lymphoprolifératif (absence
d’organomégalie, de signe clinique d’évolutivité ou de maladie auto immune) (Troussard

etal., 2011).
11.1.2.1. Différents types de MBL

Certains patients ont une MBL avec un phénotype de type LLC atypique (CD5+,CD23)
, d’autres ont un phénotype LLB (CD 5+, CD 23+), le nombre absolu des cellules lymphoide
sanguines avec ce phénotype est habituellement bas <1,900x10° /I, 40% des patients ont
moins de 0,50x10° /I, 45% entre 0,050 et 0,500x10%I, 15% des patients entre 0,500 et
1,9x10%I (Troussard et al., 2011).

11.2. Physiopathologie de la LLC

Une phase préalable de lymphocytose B monoclonale (Monoclonal B lymphocytosis;
MBL) est vraisemblable pour la majorité des patients.
Des facteurs génétiques sont en cause car une histoire familiale de LLC est retrouvée chez 8-
10% des patients (2 fois plus que pour les cancers du cdlon ou du sein)
Les facteurs prédisposants sont mal connus mais une infection préalable est mise en avant
(Dighiero et al., 2005).
- Un événement primaire a sans doute eu lieu lors de la différenciation de la cellule souche
hématopoiétique en cellule lymphoide B, a sensibilisé quelques lymphocytes B qui, lors
d'une expansion des lymphocytes B en présence d'Ag particuliers (auto-Ag ou xéno-Ag) a
provoqué la sélection clonale de quelques uns de ces lymphocytes B (= phase de MBL); des
événements oncogéniques complémentaires ont provoqué I'expansion de cette MBL (Dighiero
et al., 2005).
- L'expansion clonale de lymphocytes CD5+ CD23+ serait secondaire a l'activation
lymphoide et non a I'expansion d'un clone de lymphocytes B CD5+ de la zone manteau du

ganglion. Le lymphocyte de LLC est une cellule B mémoire : dans la moitié des cas le
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mécanisme de maturation serait T indépendant (non centro germinatif; expliquant que les
génes IGVH soient non mutés), et dans l'autre moitié des cas le mécanisme de maturation
serait T helper dépendant (dans le centre germinatif; genes IGVH mutés). Ainsi, que les
lymphocytes de LLC soient mutés ou non au niveau des genes IgVVH, une exposition préalable
a un Ag est mise en avant pour diverses raisons (immunophénotype lymphocytaire en faveur
d'une activation lymphocytaire, certains génes IgVH sont préférentiellement utilisés, 15% des
patients ont une modification du BCR qui suggere un contact avec un Ag) (Foon et al., 2010).
- Une minorité des lymphocytes (< 1%) est en phase de prolifération (pour amplifier le clone
tumoral) mais la majorité des lymphocytes a une vie longue et esten phase GO. Des
altérations d'expression quantitative et/ou qualitative de protéines des voies apoptotiques ont
été retrouvées (hypométhylation de I'ADN avec hyperexpression de BCL2, anomalies
d'expression de TP53) (Foon et al., 2010).

- Le microenvironnement de la MO (cellules mésenchymateuses stromales (ou MSC) des
niches vasculaires) et du ganglion (cellules nurse-like monocytoides CD14+ (NLC), cellules
folliculaires dendritiques et cellules T) module la prolifération [Les NLC sécrétent BAFF (B
cell activating factor) et APRIL (inducteur de prolifération); le CD154 (CD40L) présent sur
les Ly T4 stimule les lymphocytes qui portent le CD40; les Ly de LLC sécrétent diverses
cytokines angiogéniques (VEGF, FGF) qui favorisent la formation de vaisseaux irrigant les
agrégats lymphoides tumoraux dans la MO], la survie [sécrétion de chimiokines dont
notamment le Stromal Derived Factor 1 (sdfl) par les MSC et NLC], et la résistance aux

drogues des lymphocytes (Foon et al., 2010).
11.3. Principaux signes biologiques
11.3.1. Hémogramme
11.3.1.1. Leucocytes
Hyperleucocytose (jusqu’a > 200 G/L), avec hyperlymphocytose : le nombre minimal
de lymphocytes nécessaire pour évoquer une LLC est de 5 G/L. (selon les recommandations

internationales 2008 : > 5 G/L de lymphocytes B) (Hallek et al., 2008).

La lymphocytose doit étre chronique, stable ou augmentant au-dela de 3 mois.
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Sur frottis sanguin : hyperlymphocytose morphologiquement monotone, accompagnée ou
non d’un nombre élevé de cellules éclatées.
Neutrophiles : nombre normal (rares neutropénies, surtout par hypersplénisme, parfois par

infiltration médullaire lymphocytaire massive ou de nature immune) (Hallek et al., 2008).

Remarques

Toute hyperlymphocytose de I'adulte > 5 G/L, chronique (pas de retour a la normale
apres 4-6 semaines) correspond dans ¥ cas a un syndrome lymphoprolifératif chronique (LLC
ou LNH bas grade disséminé).
La lymphocytose B monoclonale correspond a une situation asymptomatique (notamment
sans adénopathie), pour laquelle il existe une lymphocytose chronique modérée (jusqu’a 8-9

G/L) avec un nombre absolu de lymphocytes B monotypiques <5 G/L (Hallek et al., 2008).

11.3.1.2. Hémoglobine

e Diminuée dans 1/3 des cas au diagnostic.

Plusieurs seuils ont chacun une valeur pronostique : <N, < 12 et < 10 g/dL.

e [’anémie a 3 origines possibles :

AHAI chez 5% des pts (mais test de Coombs positif chez 10 — 15 % des patients).

Séquestration splénique (si splénomégalie volumineuse)

plus rarement : érythroblastopénie (MO envahie de lymphocytes ; exceptionnelle

érythroblastopénie immune = 1% des patients auront cette complication) (Hallek et al., 2008).

11.3.1.3. Plaquettes

e Nombre normal chez 80% des patients.

e Un nombre < 100 G/L est péjoratif.

e Trois origines possibles : immune (= 1% des patients auront cette complication),

hypersplénisme, défaut de production (comme pour I’anémie) (Hallek et al., 2008).

11.3.2. Immunophénotype

Il est déterminé sur les lymphocytes sanguins par cytométrie en flux.
La LLC est de phénotype B :

e Les antigénes pan B sont positifs (CD19, CD20, CD22),
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e Les CD5 et CD 23 sont positifs,

e Faible expression des antigenes CD20, CD22 et CD 79b,

e monotypie membranaires Kappa ou Lambda avec faible expression (intensité d'expression
10 & 100 fois moindre que celle du lymphocyte B normal).

Le systeme de score du Royal Marsden Hospital (score de Matutes) (Tableau 3) attribue
un score & chacun des 5 marqueurs (Jain et al., 2015). Une LLC doit avoir un score total de 5
ou 4. Seulement 5 % des LLC ont un score de 3.
Des scores inférieurs a 3 excluent une LLC (correspondent a des LNH-B leucémisés). Une
alternative pour le diagnostic cytométrique : raisonnement a partir de la positivité du CD5 : la
LLC et le LNH zone manteau sont tous deux a cellules CD5 +, les autres LNH disséminés
sont CD5- ; on affine ensuite la démarche avec les antigenes complémentaires (Jain et al.,
2015).
Expression d’autres antigénes : nombreux, mais deux sont & connaitre :
e CD 38: positivité dans 50% des cas (= mauvais pronostic)
e ZAP 70 : positivité chez 40-50% des patients (= facteur de mauvais pronostic).
[zéta associated protein 70 = protéine intracytoplasmique retrouvée normalement
dans les lymphocytes T et NK] (Jain, 2015).
Divers autres antigénes sont recherchés pour le diagnostic différentiel
Remarque
Dans la LLC le nombre de lymphocytes T (T4 et T8) est augmenté, parfois jusqu'a 4 fois la
normale (mais ces Lymphocytes T ne peuvent pas former de liaisons normales avec les
lymphocytes B de LLC) (Jain et al., 2015).

11.3.3. Autres examens biologiques

11.3.3.1. Myélogramme et biopsie ostéo-médullaire (Letestu et al., 2010)
Le myélogramme n'est pas utile pour le diagnostic de la LLC, mais il peut étre prescrit

pour préciser 1’origine d’une cytopénie (au diagnostic ou en cours d'évolution)

11.3.3.2. Biopsie ganglionnaire
Ponction et biopsie ganglionnaires ne sont habituellement pas pratiquées. La biopsie

montrerait une disparition de l'architecture, I'oblitération des sinus et une infiltration diffuse
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de lymphocytes. On réalise une biopsie quand on suspecte une évolution en syndrome de
Richter (Letestu et al., 2010).

11.3.3.3. Caryotype et cytogénétique moléculaire

Le caryotype est déterminé par I'étude cytogénétique conventionnelle, en ajoutant des
facteurs stimulant la croissance dans les milieux de culture : anomalies chez > 90% des
patients ; un caryotype complexe est de pronostic péjoratif (Jain et al., 2015).

Plusieurs types de translocations sont observables, les translocations t(11;14) et t(14 ;18) ne
sont retrouvées que dans < 2% des cas.
La technique de fluorescence in situ apres hybridation (FISH), simple a réaliser, recherche

quatre anomalies principales (Jain et al., 2015)

* Délétion 13q14 (65 % des patients) : associée a un bon pronostic (souvent stade A de
Binet). Les génes d'intérét sont vraisemblablement de genes codant pour des micro RNA;

* Trisomie 12 (15-20% des patients) : pas ou peu de caractere pronostique. Associée a une
LLC morphologiquement atypique dans 50% des cas ;

* Délétion 11923 (10% des patients) : la delétion fait perdre le gene ATM. Patients plus
jeunes avec forte masse tumorale. Son caractére pronostique varie selon la nature du
traitement envisagé ;

* Délétion 17p (7% des patients) : associée a la perte du géne suppresseur de tumeur p53.
Retrouvée dans < 6% des cas au diagnostic, elle est plus fréquente dans les LLC de mauvais
pronostic, agressive ou évoluée. Sa mise en évidence nécessite de proposer des protocoles
thérapeutiques spécifiques (dans > 80% des cas : délétion de TP53 sur un allele et mutation

inactivatrice sur l'autre allele).

11.3.3.4. Biologie moléculaire

Statut mutationnel de la partie variable des genes des chaines d'lg VH (Jain et al., 2015):

e structure germinale dans 50% des cas (mauvais pronostic ; survie globale 6 — 7 ans)

e remaniements somatiques dans l'autre moitié des cas (bon pronostic ; survie globale > 10
ans)

Remarque : la technique est lourde et nécessite un séquengage d’ADN, inapplicable a la

pratique quotidienne.
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Autres : hyperexpression constante de bcl2 (protooncogéne a action antiapoptotique) mais

sans t(14 ;18) ; absence de remaniement de bcll ou d'hyperexpression de la cycline D1.

11.3.3.5. Examens biochimiques et immunologiques

Nombreux; deux sont nécessaires des le diagnostic :

Electrophorése des protéines : hypogammaglobulinémie chez 10% des patients au diagnostic
(>50% apres 10 ans) (Letestu et al., 2010).
e pic d'lg monoclonale dans 10% des cas : IgM dans la majorité des cas (taux <5g/L) ; a

parfois les caractéristiques d'une cryoglobuline.
e protéinurie de Bence Jones dans 30% des cas (faible concentration).
Test de Coombs direct + dans 10-15% des cas (mais AHAI dans 5%) : de type IgG ou IgG +
C’est avec Ac chauds dirigés contre les Ag du systeme Rh, ou de type complément :
agglutinine froide de type IgM (Letestu et al., 2010).

11.3.4. Autres examens biologiques réalisables selon le contexte (Letestu et al., 2010)

e Béta-2 microglobuline sérique : parfois augmentée (reflet de la masse tumorale)

e LDH : parfois augmentée (reflet de la masse tumorale, mais une augmentation peut
signifier une AHAI ou une évolution en syndrome de Richter).

¢ Bilan d’hémolyse : indispensable chez tout patient anémique ou si nombre de réticulocytes
> 150 G/L.

e Thymidine kinase sérique : enzyme intervenant dans la réparation de I’ADN. Rarement
dosée, un taux élevé est signe de forte masse tumorale et de maladie évoluée.

e CD23 soluble : 1 = mauvais pronostic.

e Uricémie augmentée (témoin du turne over d’une grande masse de cellules anormales).

11.4. Principaux signes cliniques

Découverte fortuite dans > 50% des cas : par un hémogramme systématique qui montre
une lymphocytose chronique isolée (Letestu et al., 2010).
Découverte d’un syndrome tumoral :
e adénopathies : peuvent é&tre multiples, bilatérales et symétriques, superficielles, fermes,

indolores, mobiles, non inflammatoires.
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e spléenomégalie : présente dans 50 & 75% des cas (rarement isolée). (I'népatomégalie est
plus rare).

Plus rarement : devant des complications infectieuses [mais surtout observées au cours de
I’évolution (zona, pneumopathie)], ou les conséquences des cytopénies (anémie,
thrombopénie).

Dans la majorité des cas, hémogramme et immunophénotype suffisent au diagnostic de la
LLC.

11.5. Formes morphologiques et cliniques de la LLC

11.5.1. Aspect morphologique habituel (> 80% des cas)

11.5.1.1. Hyperlymphocytose monotone & petits lymphocytes matures

Avec rapport N/C >0,9, noyau arrondi sans encoche, chromatine mature sans nucléole,
cytoplasme réduit bleuté et dépourvu de granulations.
Nombreuses cellules éclatées et réduites a une "ombre nucléaire™ (ombre de Gumprecht,
correspondant a I’éclatement des lymphocytes lors de la réalisation des frottis de sang).
Un nombre de cellules éclatées > 20 % est proposé comme facteur pronostique (Furman et al.,
2010).
Remarque: on peut observer jusqu’a 3% de cellules d'allure blastique, appelées

paraimmunoblastes (terme utilisé par les anatomopathologistes)

Figure 15 : Frottis sanguin d’une LLC : les lymphocytes forment une population homogene
de cellules de taille réduite avec un noyau a chromatine dense et tres peu de
cytoplasme (coloration MGG)
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11.5.2. Variantes morphologiques de la LLC-B (20% des cas)
Dans la LLC classique on peut observer une petite hétérogénéité morphologique. Quand
elle dépasse certaines limites on définit (Furman et al., 2010):

11.5.2.1. LLC mixte a petits et grands b %
lymphocytes (Figure 16): au moins D o Q

15% de lymphocytes avec cytoplasme 4 ° : 1
abondant “@

(son identification est sans importance -
pronostique) %

11.5.2.2. LLC morphologiquement ’ " e
atypique (Figure 17) : mélange de < - ’ f’s
lymphocytes a grand cytoplasme et de ; ,‘
lymphocytes avec noyau au contour :
irregulier (quelques uns en forme de . ; .

coeur) ; .

Association fréquente avec trisomie 12.

11.5.2.3. LLC prolymphocytoide ou

LLC/LPL (Figure 18) : 10 - 55% des . P
lymphocytes sont des prolymphocytes = ‘

taille un peu plus grande qu'un ! ‘
lymphocyte, cytoplasme clair plus ou

moins abondant, noyau a chromatine

mature mais présentant un nucléole net. 5

(trés rare au diagnostic ; correspond a e,
certaines LLC évoluées) .
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11.5.2.4. Leucémie prolymphocytaire
B (dite de Galton) (Figure 19)

Maladie tres rare qui atteint le sujet >
65 ans

Altération marquée de I'état général et
volumineuse splénomégalie souvent
isolée.

Forte hyperleucocytose (> 100 G/L)
avec > 55% de prolymphocytes
Anémie et thrombopénie marquées;
score de Matutes faible (2, 1, ou 0 : voir
Tableau 1); Pronostic péjoratif

11.6. Diagnostic différentiel :

11.6.1. Leucémie aigué lymphoblastique (LAL) a petits lymphoblastes :
Probléme essentiellement cytologique : la morphologie est habituellement bien différente
(chromatine moins dense, contour nucléaire irrégulier), et souvent anémie et thrombopénie
(Furman et al., 2010).
Remarques :

e LaLLC n’existe pas chez I’enfant.

e LaLAL estrare: 1000 cas/ an en France, dont les % chez 1’enfant.

11.6.2. Hyperlymphocytoses réactionnelles (infectieuses) (Furman et al., 2010)

11.6.2.1. Lymphocytoses infectieuses (coqueluche ; maladie de Carl Smith), mais ce sont

essentiellement des maladies de la petite enfance.

11.6.2.2. Syndromes mononucléosiques : souvent sujet jeune, origine virale, contexte
infectieux, lymphocytose transitoire avec présence de grands lymphocytes hyperbasophiles

(population lymphoide hétérogene)

11.6.3. La phase de dissémination des LNH a cellules matures (Furman et al., 2010)
Plusieurs lymphomes peuvent présenter une dissémination sanguine au diagnostic :
e Soit la présentation clinique est celle d’un lymphome, et ’hémogramme retrouve

une dissémination sanguine,
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e  Soit une « hyperlymphocytose » est découverte a I’hémogramme, qui présente des
particularités morphologiques et/ou un immunophénotype évoquant une
dissémination lymphomateuse B ou T : le diagnostic est réorienté vers celui du

lymphome en cause.

11.6.4. Lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés : (Furman et al., 2010)

Situation rare, surtout observée chez la femme jeune (< 40 ans) et fumeuse (rares cas observes
chez les hommes ou femmes non fumeuses).

Cliniquement : parfois adénopathies de volume modéré (< 2 cm), splénomégalie modérée
dans 50% des cas, pas d’hépatomégalie.

e Hémogramme : lymphocytose : 5 — 15 G/L le plus souvent, avec un % variable de
lymphocytes binucléés (1 — 10 %) = cellules & 2 noyaux reliés souvent entre eux par
un pont chromatinien (chromatine mature, nucléole petit et rare) [quelques
lymphocytes binucléés s’observent aussi dans les suites d’exposition aux radiations
ionisantes et dans quelques LNH ou SLP - B].

Anémie modérée dans 1/3 des cas, pas de thrombopénie ;
o Immunophénotype : polyclonalité K/L. CD19+, CD20+, CD22+, FMC7 +/-, CD5
négatif.
Il s'agirait de cellules mémoires : CD 27+, IgM+ IgD +, ou IgD +.

e Biochimie : augmentation polyclonale des IgM, sans anomalie des autres Ig.
Analyse moléculaire. Isochromosome 3g dans 77 % des cas, condensation prématurée des
chromosomes dans 50 % des cas (les 2 dans 40 % des cas). Diverses autres anomalies (dont
+3). Le +i(3q) s’observe dans certains cancers.

Pas d’usage préférentiel d’un répertoire des genes VH.
* Evolution. Stabilité dans le temps (suivi sur plus de 20 ans). L’arrét du tabac fait
régresser la lymphocytose et normalise les IgM sériques. Pas d’évolution vers un
LNH (2 cas de LNH dans une grande série, mais pas de lien affirmé entre les 2

anomalies).
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11.6.5. Les diverses lymphoproliférations de type T (Furman et al., 2010)

Immunophénotype T : expression des Ag CD3, CD2, CD7, CD5, CD4 ou CD8, TCR aoff ou
Y0

11.6.5.1. Leucémie prolymphocytaire T

Ce terme regroupe a la fois la LLC — T et la leucémie prolymphocytaire T. Maladie rare de
I'adulte (< 5% des LLC), cliniqguement indolente dans quelques cas, souvent agressive avec
syndrome tumoral important.
Anémie et thrombopénie fréquentes.
Hyperlymphocytose souvent > 50 G/L, avec 3 aspects morphologiques :
e proche de la leucémie prolymphocytaire B (noyau arrondi et nucléolé) (50% des
cas)
e 0u avec noyau tres irrégulier et nucléolé (30% des cas)
e 0u aspect superposable a celui de la LLC banale (20% des cas)
Immunophénotype :
e pas de marqueurs B ; Expression des antigénes T : CD2, CD3, CD7, CD4 ou
CDs8.

11.6.5.2. Syndrome de Sézary (et Mycosis fungoides)

Signes cutanés (érythrodermie) ; hyperlymphocytose absente (Mycosis, Sézary) ou modérée
(Sézary).

Les cellules anormales ont un noyau a chromatine claire et 1 a 3 encoches (aspect
cerébriforme). Phénotype CD4+ CD8-.

11.6.5.3. Lymphocytose a lymphocytes granuleux
Souvent asymptomatique. Neutropenie fréquemment associée.

Exces (N < 0.5 G/L) de grands lymphocytes contenant des granulations cytoplasmiques.
Phénotype CD8+ ou NK.
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11.6.5.4. Leucémie/Lymphome T de I'adulte

Maladie associée au virus HTLV1 (rétrovirus humain de type C). S’observe en Asie (Japon)
et dans les Caraibes. Maladie grave, peu accessible au traitement.

Les cellules anormales ont un noyau lobé, d’aspect « en méduse ».

I1.7. Facteurs pronostiques de la leucémie lymphoide chronique et apport des

marqueurs biologiques

Le score de Matutes est basé sur la détermination de cinq marqueurs : CD5, CD23,
CD79b ou CD22, FMC7 et immunoglobuline membranaire (Tableau 3) (Matutes et al.,
1994). Un score de 4 ou 5 est en faveur du diagnostic de LLC. Des scores inférieurs ou eégaux
a 3 orientent vers un lymphome non hodgkinien leucémisé de type B.

Une fois le diagnostic posé, il faut déterminer la pertinence d’un traitement. Deux
classifications clinicobiologiques sont actuellement utilisées permettant de codifier les
indications thérapeutiques. La premiére classification, la classification de Rai établie en 1975,
divise la LLC en cing stades (Tableau 4) (Rai, 1975).

La classification de Rai a eté révisée en 1981 pour donner la classification de Binet qui
répartit les patients en trois stades : bon pronostic, pronostic intermédiaire et mauvais
pronostic (Tableau 5) (Binet, 1977). Au diagnostic, la majorité des patients est a un stade A
de Binet.

Seuls les patients de stade A de la classification de Binet ou de stade 0 de la classification de
Rai ne seront pas traités immédiatement mais bénéficieront d’une surveillance rapprochée
pour évaluer 1’évolution de la maladie.

Dans la plupart des cas, il s’agit d’une maladie indolente d’évolution lente et progressive.
Toutefois, il existe une hétérogénéité dans 1’évolution, et un certain nombre de patients vont
avoir une évolution fatale plus rapide. Ceci souligne I’intérét de posséder des marqueurs

prédictifs, au diagnostic, du potentiel évolutif de la LLC (Shanafelt et al., 2004).
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Tableau 3 : Score de Matute (Matutes et al., 1994)

Antigéne Attribuer 1 point si Attribuer 0 point si
CD5 Positif Négatif
CD 23 Positif Négatif

CD 22/CD79b Faiblement exprimé ou négatif Fortement exprimé
FMC 7 Négatif Positif

Ig de surface monotypique Faiblement exprimée Fortement exprimée

Tableau 4 : Classification de Rai (1975) (Rai et al., 1975).

Stade Définition Survie

médiane (mois)

Stade 0 Lymphocytose sanguine (> 5 G/L) > 150

Stade | Lymphocytose sanguine 100

(>5 G/L) + adénopathies

Stade Il Lymphocytose sanguine (> 5 G/L) 70
avec ou sans adénopathies +

hépatomégalie ou splénomégalie

Stade 11 Lymphocytose sanguine (> 5 G/L) 19

+ anémie (Hb < 10 g/dL) +/- stade | et
1

Stade IV Lymphocytose sanguine 17
(> 5 G/L) + thrombopénie (< 100 G/L)

+/-stade I, 11 ou Il
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Tableau 5 : Classification internationale révisée de Binet (1981) (Binet, 1977).

Stade Définition Survie
Médiane
Stade A Lymphocytose, moins de 3 aires Comparable
bon pronostic ganglionnaires atteintes, Hb > 10 g/dL a la population
et plaquettes > 100 G/L du méme age
Stade B Lymphocytose, plus de 3 aires
pronostic ganglionnaires atteintes, Hb > 10 g/dL 7 ans
intermédiaire et plaquettes > 100 G/L
Stade C Lymphocytose, Hb < 10 g/dL
mauvais et/ou plaquettes < 100 GI/L, 9
. : . ans
pronostic quel que soit le nombre d’aires
ganglionnaires atteintes

11.7.1. Temps de doublement des lymphocytes

Le temps de doublement des lymphocytes (TDL) est calculé en déterminant le nombre
de mois nécessaires pour que le nombre absolu de lymphocytes double. Plusieurs études
montrent que les patients ayant un TDL inférieur ou égal a 12 mois ont une médiane de survie
plus courte, et donc un mauvais pronostic, par rapport aux patients ayant un TDL de plus de
12 mois. Le TDL inférieur & 12 mois caractérise donc les maladies évolutives mais a
condition que la premiére valeur de lymphocytes prise en compte soit supérieure a 15 G/L.
Une étude rapporte que les patients de stade A ou B, avec un TDL de moins de 12 mois, ont
une médiane de survie plus courte que les patients avec un TDL de plus de 12 mois (48 mois
versus 66 mois) (Montserrat et al., 1986).

Bien que d’autres études montrent 1’utilit¢é du TDL pour les patients de stade clinico-
biologique peu élevé (Molica et al., 1987), ce marqueur biologique mangue de pertinence. En
effet, le TDL s’obtient rétrospectivement et son évolution dans le temps peut étre variable. La
lymphocytose pouvant évoluer par paliers successifs, la prise de décisions thérapeutiques
basées sur ce seul parametre risque de retarder le traitement chez des patients avec une

maladie agressive.
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11.7.2. b2- microglobuline

La b2-microglobuline est une petite globuline, produite par toutes les cellules nucléées
de I’organisme. Elle est surtout retrouvée liée a la membrane de nombreuses cellules nucléées
ou elle est associée aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I dont
elle constitue la chaine légere. Toutefois, les trois sites majeurs de sa synthése sont les
lymphocytes T CD8+, les lymphocytes B et les cellules tumorales, lorsqu’elles sont présentes.
La b2-microglobuline synthétisée par les lymphocytes est libérée dans le milieu
extracellulaire, représentant ainsi un marqueur sérique corrélé a I’importance de la tumeur et
au stade de la maladie chez les patients atteints de LLC.

D’aprés plusieurs études rétrospectives, la b2-microglobuline est le meilleur marqueur de
survie a 5 ans, en particulier chez les patients de stade | ou Il de la classification de Rai
(Keating et al., 1995). Mais une étude prospective ne retrouve pas que la b2-microglobuline
seule soit un marqueur significatif de la survie (Molica et al., 1999). En conséquence, bien
que la b2-microglobuline ait une importance dans le pronostic de la LLC, des études
supplémentaires sont nécessaires pour démontrer 1’indépendance de ce marqueur vis-a-vis du
stade clinico-biologique et du TDL ainsi que pour définir son role dans I’exploration des

patients a un stade précoce.

11.8. Complications: (Jain et al., 2015)

11.8.1. Infections :  bactériennes, virales, opportunistes (candidose, aspergillose,
pneumocystose).
Elles sont liées au déficit immunitaire, et/ou la neutropénie (parfois induites par le

traitement). Il s’agit de la premicre cause de mortalité.

11.8.2. Aggravation de I'insuffisance médullaire; anémie, thrombopénie, neutropénie

avec conséquences hémorragiques et infectieuses ;

11.8.3.Complications auto-immunes: accentuation d’une anémie ou d’une thrombopénie

auto-immunes.

11.8.4. Evolution d’une LLC classique en leucémie prolymphocytoide: augmentation du

nombre de prolymphocytes (> 15%). la maladie devient plus agressive.
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11.8.5. Syndrome de Richter: correspond a la survenue d’un lymphome de haut grade (5%
des pts), avec une médiane de survenue = 3 ans (2-8 ans) aprés le diagnostique initial de la
LLC (celle-ci est souvent peu active ou bien stabilisée).
Habituellement : altération rapide de 1’état général, avec augmentation de taille d'abord d'une
adénopathie, puis un syndrome polyganglionnaire rapidement progressif.
Le lien moléculaire entre le clone lymphocytaire et le clone lymphomateux est n’est pas
constant (pas de lien = meilleur pronostic).

e Pronostic péjoratif (survie souvent < 1 an)

e Le risque de LA secondaire et un nombre plus élevé de tumeurs solides ont été

rapportés avec certains anciens traitements (chlorambucil).

11.9. Traitement
L’inclusion dans un protocole d’étude prospectif est recommandée chaque fois que cela
est possible. En absence d’inclusion dans un essai clinique, les recommandations sont les

suivantes :

11.9.1. Traitement de premiére ligne

11.9.1.1. Patients sans del (17p)

Chez le patient sans comorbidité associée, le traitement vise a obtenir une réponse
maximale qui est par ailleurs corrélée a la durée de la réponse. Le traitement repose sur
I’association FCR (Hallek et al., 2008) pendant six cycles mensuels, a fludarabine (F) et le
cyclophosphamide (C).

Chez les patients avec présence de comorbidités séveres et chez les patients agés, le traitement
cherche a obtenir la meilleure qualité de vie possible, elle-méme dépendante de la qualité de
réponse obtenue par le traitement (Catovsky et al., 2007). La décision thérapeutique peut
s’appuyer sur une évaluation oncogériatrique. Les études randomisées montrent la supériorité
de I’association fludarabine (F) cyclophosphamide (C) par rapport a la fludarabine ou au
chloraminophene en monothérapie (Catovsky et al., 2007) et I’absence de supériorité de la
fludarabine en monothérapie par rapport au chloraminophene. L’intérét de 1’association
rituximab et fludarabine a été démontré dans un essai historique (Byrd et al., 2003).

L’association rituximab et chloraminophéne est en cours d’évaluation.
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Il est donc recommandé, chez les sujets agés, de privilégier 1’association fludarabine
cyclophosphamide (FC) ou fludarabine-cyclophosphamide-rituximab (FCR) en adaptant les
doses a la fonction rénale et/ou en diminuant le nombre de cycles.

Des schémas dérivés a base de pentostatine (P), cyclophosphamide (C) et Rituximab (R)
(PCR) peuvent aussi étre discutés (Kay et al., 2007).

En raison d’une absence de réponse durable et de qualité, le chloraminophéne ne sera proposé

qu’aux patients ne pouvant tolérer les traitements mentionnés ci-dessus.

11.9.1.2. Patients avec del (17p)

En raison d’un faible taux de réponse et d’une réponse de courte durée apres
traitement comprenant de la fludarabine et des agents alkylants, le traitement par
alemtuzumab (Campath) est recommandé (Lozanski et al., 2004). Il sera utilisé seul ou
associé aux corticoides a forte dose (dexaméthasone), notamment en cas de forte masse
tumorale ganglionnaire. Chez le sujet jeune, 1’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

est a envisager rapidement.

11.9.2. Traitement des rechutes

La mise en route d’une nouvelle ligne thérapeutique repose sur les mémes criteres que
ceux utilisés en premiere ligne. Le choix du traitement dépend de plusieurs paramétres : 1’age
du patient, I’existence d’une del (17p) qu’il faut identifier par un nouvel examen
cytogénétique par FISH, la nature du ou des traitements précédents et la durée de la derniére

réponse.

11.9.2.1. Premiére rechute

En cas de rechute tardive, les traitements utilisés en premiére intention de type FCR
peuvent étre utilisés a nouveau sauf en cas d’apparition d’une del(17p). Si le rituximab n’a

pas été antérieurement utilisé, il est recommandé de le rajouter.

11.9.2.2. Rechutes ultérieures
11 faut envisager I’utilisation de nouveaux agents comme la bendamustine (Kath et al.,

2001). D’autres agents sont aussi en cours d’évaluation : lenalidomide ( Ferrajoli et al.,
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2008), flavopiridol (Byrd et al., 2007), autres anticorps monoclonaux (ofatumumab,
lumiliximab). L’autogreffe ou 1’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques sont a

discuter chez les sujets les plus jeunes.

11.9.3. Formes réfractaires

En cas de maladie réfractaire (échec primaire ou rémission < 6 mois) ou de
progression précoce (< 12 mois) apres traitement par F ou FC ou < 24 mois apres traitement
par FCR, il est raisonnable de proposer soit I’alemtuzumab (+/- corticoides) soit une
association incluant de la cytosine arabinoside (Aracytine) haute dose et des sels de platine.
Le choix du sel de platine dépendra de sa toxicité et du choix thérapeutique ultérieur
(Tsimberidou et al., 2008). Une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques est indiquée
chez les patients jeunes qui sont répondeurs. En 1’absence de donneurs ou en cas de contre

indication a I’allogreffe, une autogreffe est a envisager.

11.9.4. Consolidation et entretien

En I’absence d’études randomisées permettant de retenir 1’indication d’un traitement
d’entretien quel qu’il soit, ces traitements ne sont pas a envisager dans I’immédiat en dehors

d’un essai thérapeutique.

11.9.5. Cas particuliers

11.9.5.1. Cytopénies auto-immunes

- Anémie Hémolytique Auto Immune (AHAI)

Survenant au cours de 1’évolution d’une LLC, elle doit étre traitée avec des corticoides en
premiére intention. En cas d’échec de la corticothérapie et/ou d’indication de traitement de la
LLC, un traitement par rituximab (R) et/ou cyclophosphamide, R-mini CHOP ou
alemtuzumab est envisageable. La survenue d’une hémolyse contre indique définitivement
I’utilisation de la fludarabine en monothérapie. Son association avec du cyclophosphamide et
du rituximab reste possible. L’AHAI apparaissant au cours d’un traitement incluant la

fludarabine impose I’arrét de la fludarabine.
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- Thrombopénie périphérique (PTI)

En cas de thrombopénie, la réalisation d’un myélogramme est nécessaire. Le traitement
proposé est celui d’un PTI s’il s’agit d’une thrombopénie périphérique. Il n’est pas nécessaire
de traiter la LLC si elle est asymptomatique. Si la LLC doit étre traitée, la fludarabine en
monothérapie ne doit pas étre utilisée.

- Erythroblastopénie

En cas d’érythroblastopénie, il faut rechercher une infection a parvovirus par PCR dans la
moelle osseuse car son existence implique un traitement par immunoglobulines polyvalentes.
Dans les autres cas, le traitement par corticoides est utilisé et en cas d’inefficacité un

traitement par ciclosporine doit étre envisagé.

11.9.5.2. Syndrome de Richter

Son traitement est celui d’un lymphome non-hodgkinien de haut grade.

11.9.5.3. Auto/allogreffe

- Autogreffe

Elle n’a pas d’indication en premiére intention. Elle est & discuter chez des patients en rechute
ou réfractaires non éligibles pour une allogreffe, sous réserve d’une sensibilité au traitement
de rattrapage.

- Allogreffe

Dans tous les cas de figure, la réduction tumorale doit étre maximale avant greffe et les
conditionnements atténués sont recommandés (Dreger et al.; 2007).

Les indications sont :

- L’absence de réponse ou la rechute précoce (dans les 12 mois) suivant un traitement par les
analogues des purines,

- Une rechute dans les 24 mois aprés 1’obtention d’une réponse par 1’association FCR

- Une rechute apres autogreffe

- Une LLC évolutive avec del 17p, aprés un traitement par alemtuzumab.
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CHAPITRE 111 : Cytogenétique et prise en charge de la leucémie

lymphoide chronique

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la plus fréquente des leucémies de

I’adulte. Elle est caractérisée par une prolifération/accumulation monoclonale de
lymphocytes B matures exprimant les marqueurs CD5+/CD19+ dans le sang, la moelle
osseuse et les organes lymphoides. Il s’agit d’une maladie classiquement indolente sur de
nombreuses années, avec cependant une grande variabilité d’évolution. Une transformation
en lymphome B a grandes cellules survient chez environ 5 % des malades (syndrome de
Richter).
Depuis les années 1970, de nombreuses anomalies chromosomiques ont été mises en
évidence par différentes techniques (caryotype, hybridation in situ fluorescente (FISH),
hybridation génomique comparative (CGH) sur chromosomes puis sur puces (CGH-array),
single nucleotide polymorphism (SNP)-array) (Robert et al., 1978 ; Edelmann et al., 2012).
Ces techniques permettent de trouver des anomalies dans plus de 80 % des LLC. En 2000,
Dohner et al. proposent un modele hiérarchique pronostique dépendant des anomalies
identifiées par FISH (délétion 17p, délétion 11q, trisomie 12, délétion 13q), la délétion 13q
(si isolée) etant associée au meilleur pronostic, la délétion 17p au plus mauvais (Dohner et
al., 2000). Depuis I’apport des nouvelles techniques de séquencage a haut débit, des
mutations récurrentes, géniques et dans des séquences non codantes, ont été décrites dans la
LLC, et ce modele, méme s’il reste & ce jour le modele pronostique génomique le plus
accepté et le plus validé, pourrait évoluer dans les années a venir (Puente et al., 2011 ; Damm
etal., 2014).

I11.1. Anomalies cytogénétiques

111.1.1.Déletion 13q14

La délétion de la region 1314, trouvée dans plus de 50 % des cas de LLC, est
I’anomalie cytogénétique la plus fréquente et historiquement associée a un meilleur
pronostic quand elle est isolée (Dohner et al., 2000). Cette délétion est le plus souvent
hétérozygote. Elle peut étre homozygote, et il peut aussi exister un mélange de cellules
homo- et hétérozygotes. Il existe une région commune délétée d’environ 550 kb suggeérant

un role prépondérant dans la pathogénie de la LLC.
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Gréace a des hybrides somatiques obtenus a partir de cellules de LLC avec anomalies du
chromosome 13, une région minimale de délétion de 29 kb contenant le supposé géne
suppresseur de tumeur DLEU2 (deleted in lymphocytic leukemia) a été identifiée. Le gene
DLEU2Z a été largement étudié et n’est pas considéré a ce jour comme géne suppresseur de
tumeur dans la LLC. Un groupe de 2 miRNAs (MIR15A et MIR16-1) sont localisés a
I’intérieur de la région minimale délétee et sont dérégulés dans 70 % des cas de LLC. Ces
micro-RNAs favorisent I’apoptose, en régulant de fagon négative le géne BCL2 (Calinet al.,
2002 ; Klein et al., 2010). Le bon pronostic associé a la « délétion 13q isolée » doit cependant
étre nuanceé pour les grandes délétions incluant le géne RB1 qui seraient associées a des

LLC cliniqguement plus agressives (Figure 20) (Ouilette et al., 2011).
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Figure 20 Délétion 13g14 visible (Ouilette et al., 2011)
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Contrairement a d’autres anomalies récurrentes de la LLC, la présence de pertes
bialléliques en 13q a été décrite dans pres de 30% des patients atteints de LLC avec la
délétion 13q (Figure 22) (Reddy et al., 2006).Les del 13q bialléliques sont
caractéristiquement petites et n'impliquent pas le gene RB1 (Quillette et al., 2008) néanmoins,
leur impact clinique a été controversé.

Certains auteurs ont émis 1’hypothése qu’elles résultaient d’une évolution des pertes
monoalléliques et représentent donc une plus grande anomalie agressive (Figure 21) (Van
Dyke et al., 2010 ; Dal Bo et al., 2011 ; Dewald et al., 2003 ; Chena et al., 2008; Orlandi et
al., 2013). Cependant, d'autres auteurs n'ont pas trouvé de différences significatives dans les
caractéristiques de base et les résultats cliniques chez les patients atteints de LLC avec des
délétions 13g monoalléliques ou bialléliques (Van Dyke et al., 2010 ; Garg et al., 2012 ;
Puiggros et al., 2013) . Il est a noter que la région 13gl4 peut étre inactivée par d’autres
mécanismes. Ainsi, il est possible de supposer que 1’effet potentiel des pertes 13q bialléliques
sur le pronostic peut étre masqué soit par la taille de la région délétere ou l'inactivation de

I'alléle restant par d'autres mécanismes.
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Figure 21 : Délétion 13q14 mono-allélique souvent cryptique
(Van Dyke et al., 2010)
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Figure 22 : Délétion 13q14 Bi-allélique
(Van Dyke et al., 2010)

En ce qui concerne la taille du clone anormal détecté par FISH, il a été décrit que les
patients avec un plus haut pourcentage de noyaux altérés ont un TTFT et une OS
significativement plus courts. Le point de coupure optimal qui définit un plus mauvais
pronostic de la del 13q differe entre les études publiées (Hernandez et al., 2009; Van Dyke et
al., 2010; Dal Bo et al., 2011 ; Orlandi et al., 2013 ; Puiggros et al., 2013). En effet, bien que
le seuil décrit ait varie de 65,5% a 90%, le pourcentage de suppression de 13q avait une valeur
prédictive en tant que variable continue (Van Dyke et al., 2010 ; Orlandi et al., 2013). Ainsi,
les patients présentant une délétion isolée de 13q peuvent étre stratifiés en fonction du

pourcentage de cellules altérées par FISH.
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111.1.2. Trisomie 12

La trisomie 12 est observée dans 11 a 25 % des cas (juliusson et al., 1990 ; Dohner et
al., 2000 ; Letestu et al., 2010 ; Sutton et al., 2011). La trisomie 12 est considérée comme un
marqueur de risque intermédiaire dans le modéle pronostique hiérarchique initialement
proposée par Dohner et al. La trisomie 12 est associée a d’autres anomalies chromosomiques
dans plus de la moitié des cas, comme les trisomies 18 et 19, la délétion 14q, les translocations
t(14;18), t(14;19), t(8;14) (Figure 23) (Haferlach et al., 2007 ; Ibbotson et al., 2012 ; Reindl et
al., 2010). La trisomie 12 est considérée par certaines équipes comme une anomalie clonale
précoce, la LLC pouvant évoluer secondairement avec 1’apparition d’aberrations
chromosomiques secondaires ou de mutations touchant en particulier les génes NOTCHLI,
TP53, et FBXW7 (Landau et al., 2013).
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Figure 23 : Trisomie 12 (Letestu et al., 2010)
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111.1.3. Délétion 11g22-23

La délétion du bras long du chromosome 11(Figure 24), de taille assez hétérogene, est
retrouvée chez 6 a 20% des patients, selon les études (Dohner et al., 2000 ; Letestu et al.,
2010). Elle est associée cliniqguement a une lymphadénopathie importante, ainsi qu’a des
facteurs de mauvais pronostic comme le statut non muté des genes IGHV (Dohner et al.,
1997). Depuis la mise en place de la tri- thérapie par rituximab-fludarabine-endoxan, les
patients avec délétion 11qg ont une survie sans progression plus courte, mais n’auraient plus
une survie globale diminuée (Stilgenbauer et al., 2014).

La délétion 11q peut étre primitive ou secondaire dans 1’évolution de la maladie, mais
semble étre plus souvent sous-clonale (Landau et al., 2013 ; Landau et al., 2015). La région
critique en 11922.3- g23.1 contient le géne ATM (ataxia-telangiectasa mutated), codant pour
une protéine qui agit en amont de p53 dans I’identification et la réparation de dommages de
I’ADN. Des mutations de 1’autre copie du géne ATM sont retrouvées chez environ 30 % des
patients et semblent avoir un impact sur la survie et la survie sans progression des patients traités
par une chimiothérapie type fludarabine/endoxan (Stankovic et al., 1999 ; Rose-Zerilli et al.,
2014). La déletion 11q peut aussi impliquer le gene BIRC3, localisé en 11922.2, a environ 6
000 kb (Figure 28). Le géne BIRC3 est également muté dans de rares cas de LLC au
diagnostic (environ 5 %). L’inactivation de BIRC3 serait associée a une résistance accrue aux
chimiothérapies et est mutuellement exclusive de la délétion TP53 (Rossi et al., 2013). Ces

données restent cependant a confirmer.
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Figure 24 : la délétion 11q (Stilgenbauer et al., 2014)

111.1.4. Délétion 17p13

La délétion du bras court du chromosome 17 [del17p/17p-] (Figure 25) est identifiée
chez moins de 10 % des patients au diagnostic (Shanafelt et al., 2006 ; Tam et al., 2009). En
revanche, elle est retrouvée chez 30 a 50 % des patients réfractaires aux traitements (notamment
ceux comportant des analogues des purines), ce qui en fait I’anomalie la plus fréquemment
acquise apres traitement. Cette notion de résistance aux traitements s’explique par le fait qu’en
réponse au stress cellulaire di a la chimiothérapie, la cellule active sa voie p53. Si cette voie
est fonctionnelle, le programme de mort cellulaire par apoptose conduira al’élimination de la
cellule. On comprend dés lors que toute cellule dépourvue d’une voie p53 normale va
s’affranchir de ce processus apoptotique. Elle pourra méme, du fait du traitement, accumuler
des anomalies supplémentaires. Et donc, le traitement aura donc I’effet inverse de celui
escompté et conduira a la sélection clonale d’une population cellulaire dépourvue des

mécanismes apoptotiques (Tam et al., 2009).
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Plusieurs études ont démontré 1’influence de la date d’apparition de la dell7p sur la

survie globale. En effet, détectée de novo au moment du diagnostic, la survie globale est de4a5
ans. En revanche, elle passe a 12 voire 18 mois si I’anomalie est identifiée lors du suivi,
comme anomalie additionnelle. Par ailleurs, certaines études ont montré que la survie sans
progression et la survie globale des patients 17p- sont inversement proportionnelles a la taille
du clone 17p-, déterminée par les techniques classiques de FISH ciblée (Tam et al., 2009 ;
Delgado et al., 2012).
Les mutations du géne TP53 sont identifiées sur 1’autre copie du gene chez environ 90 % des
patients avec dell7p (Zenz et al., 2008 ; Zens et al., 2010). Au diagnostic, 5 % des patients
présentent une mutation détectée par technique classique de séquencage (Sanger) sans
délétion. En rechute, I’étude de populations réfractaires ou résistantes au traitement par
fludarabine montre un taux de mutations de TP53 de 13 a 39 % et 25-30 % des patients avec
mutation TP53 ne présentent pas de délétion de l‘autre alléle. En 2015, Baliakas et al. ont
décrit différents types de mutations de TP53 ayant des conséquences fonctionnelles et un
impact pronostique différents. lls ont également montré une augmentation du taux de mutations
avec le temps (Balikas et al., 2015).

Les nouvelles techniques de sequencage a haut débit et en grande profondeur (ultra deep
NGS) ont montré I’existence de petits clones porteurs de mutations de TP53, qui sont retrouveés
chez moins de 10 % des patients non traités. Mémes petits, ces clones présentent la méme
valeur pronostique péjorative que ceux identifiés par des techniques plus classiques de
séquencage (Landau et al., 2013 ; Rossi et al, 2014). En effet, ces sous clones représentent
la population cellulaire majoritaire lors de 1’échappement thérapeutique ou de la rechute chez
la majorité des patients. Cependant, pour une faible proportion des patients analysés
rétrospectivement, le clone muté pour TP53 ne s’est pas développé, ce qui suggére la
coopération de plusieurs genes dans la survenue de la résistance au traitement (Guieze et al.,
2015 ; Malcikova et al., 2015).
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Figure 25: La délétion 17p11
(Shanafelt et al., 2006)

111.1.5. Gain 2p

Le gain de tout ou partie du bras court du chromosome 2 (Figure 26) est présent dans
5 a 28 % selon les seéries et le stade de la maladie (Schwaenen et al., 2004 ; Edelmann et al., 2012 ;
Chapiro et al., 2010) . Deux régions minimales de gain ont été décrites, I’une impliquant le gene
MYCN, I’autre impliquant les génes REL, BCL11A et XPOL. Le gain 2p est associé a des
facteurs de mauvais pronostic (Figure 28), comme la délétion 11q et le statut non muté des
genes IGHV (Chapiroetal., 2010).
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Figure 26 : Le Gain 2p
(Chapiroetal., 2010)

111.1.6. Les délétions/translocations du bras long du chromosome 6

Les délétions 6q (Figure 27) comptent parmi les anomalies secondaires les plus fréquentes
dans les pathologies lymphoides chroniques. Leur incidence dans la LLC est évaluée a 6 %
sur les données obtenues par cytogénétique conventionnelle (Juliusson et al., 1990).

Ces études distinguent deux points chauds de cassures, 6q15 et 6g23. Parallélement, deux
régions chaudes de délétion ont été cartographiées dans les lymphomes, 6g21-23 et 6q25-27,
avec une incidence particulierement élevée des délétions 6921-23 dans les lymphomes
lymphocytiques, la contrepartie tumorale des LLC (Juliusson et al., 1990 ; Harris et al.,1999).
Les études FISH ne retrouvent pas une incidence tres differente : 7 % (21/285) avec une
sonde 6g21 (Dohner et al., 2000 ; Stilgenbauer et al., 1999).

Les délétions 621 sont beaucoup plus fréquentes que les délétions 6927 et tous les cas avec

del6g27 montrent aussi une délétion 6g21.
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Une zone minimale de délétion de 3 cM a éte établie dans la région 6921 (Zhang et al., 2000).
Plusieurs génes candidats ont été identifiés : aucun ne semble jouer un réle majeur dans la
genése des LLC (Zhang et al., 2000).

Sur le plan pronostique, les anomalies 6q bien qu’associées a une lymphocytose plus élevee et
des adénopathies plus nombreuses, ne conférent pas un désavantage en terme de survie
globale ou de survie sans événement (Dohner et al., 2000 ; Juliusson et al., 1990;
Stilgenbauer et al., 1999). De plus, la encore, les anomalies 6q peuvent apparaitre au cours de

I’évolution de la maladie soulignant ainsi leur caractére secondaire (Finn et al., 1998).

v
of “! 30 1% g
" - .
Hu su 28 id  a%
1 2 3 4 5 mar

[T . ,
& ** xr ¥R %
8" ’.;?. 5‘ e U 322 O g
1

6 7 8 9 10 1 12 X

' u &8 s Bl B8
13 14 15 16 17 18
" “i " o ')

19 20 21 22 Y mar

Figure 27 : Délétion 6q
(pas de géne candidat a ce jour ; pas de valeur pronostique associée)
(Baliakas et al., 2014)

111.1.7. Caryotype complexe

Les caryotypes complexes (3 anomalies chromosomiques) sont détegtes chez pres de 16
% des patients, la fréquence variant tres probablement selon le stade de la maladie (juliusson
et al., 1990 ; Haferlach et al., 2007 ; Sutton et al., 2011). Plusieurs études ont montré que les
patients avec un caryotype normal avaient une meilleure survie que les patients avec un

caryotype anormal, et que la complexité du caryotype était associée a une survie diminuée
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(Mayret al., 2006 ; Baliakas et al., 2014).

Bien qu’une association significative entre caryotypes complexes et délétions 17p ou 11q ait
éte décrite (Ouillette et al., 2010), Jaglowski et al. ont montré que la complexité caryotypique
conserve sa valeur prédictive dans la survie sans progression et la survie globale (Jaglowski et
al., 2012).

111.1.8. Translocations chromosomiques

Les translocations réciproques ont été¢ détectées dans 20 % des cas dans I’étude de
Haferlach et al. (Haferlach et al., 2007). Parmi celles-ci, les translocations impliquant les
locus des genes IG (chaines lourdes (IGH) et Iégeres (IGK, IGL)), ainsi que la bande 13q14
étaient les plus fréquentes. Contrairement aux lymphomes, les translocations impliquant les
locus IG sont rares dans la LLC (4-9 %), et le pronostic est différent selon le partenaire
impliqué. La t(14;19)(q32;q13) — IGH/BCLS3 - est associée a un pronostic défavorable (Figure
28), alors que I’évolution des LLC avec t(14;18)(q32;q21) - IGH-BCL2 - (ou variantes) ne
semble pas étre différente des LLC classiques (Put et al., 2009 ; Nguyen-Khac et al., 2016). Les
translocations impliquant MYC, avec un partenaire 1G ou non, sont présentes dans moins de 1

% des LLC et sont associées a une évolution péjorative (Put et al., 2012).

111.1.9. Autres anomalies cytogénétiques récurrentes

La delétion 6q est observée dans environ 5 % des cas, sans géne candidat identifié a ce
jour (Dohner et al., 2000). La délétion 14q 5 (Figure 29) est une anomalie récurrente mais
rare (< 5 % des cas), et est associée a des facteurs de mauvais pronostic comme le statut non
muté des IGHV, et a la trisomie 12 et les mutations NOTCH1. Dans environ 50 % des cas est
retrouvée la méme délétion del(14)(q24.1932.33), le gene ZFP36L1 pouvant étre impliqué en
14924 (Cosson, 2014 ; Reindl, 2010) . La duplication 8924 impliquant le locus du géne MYC est
également rapportée dans la LLC (Figure 28). La délétion 15q15 impliquant le géne MGA est

observée dans environ 4 % des cas (Edelmann et al., 2012).
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Figure 29 : Délétion 14q
(Baliakas et al., 2014)
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Figure 28: Principales anomalies génétiques de signification pronostique connue dans la LLC. Les anomalies génétiques sont
regroupées par chromosomes (Chr.). Dans la section de la région chromosomique, les pertes et les gains sont représentés en
barres rouge et bleue, respectivement; les points de rupture pour les translocations sont représentés par des diamants verts; les
loci ou sont localisés les génes mutés de maniére récurrente sont représentés par des cercles orange

(Anna Puiggros et al., 2014)
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111.1.10. Evolution clonale

L’évolution clonale est un point clé dans le développement et la rechute de la LLC.
L’étude de séquencage whole- exome de Landau et al. a identifié deux types d’anomalies
driver (c’est-a-dire non passagéres, récurrentes et jouant un réle dans le processus de
transformation ; définition actuelle, qui peut changer) dans les LLC : celles qui
apparaissent comme événements précoces et essentiellement clonales (les délétions 13q
hétérozygotes, la trisomie 12, les mutations MYD88 et NOTCHI1), tandis que d’autres
apparaissent plus tard au cours de 1’évolution, comme ¢événements secondaires, et
principalement sous-clonales (les mutations TP53, ATM et SF3B1, les délétions 13q
homo- zygotes, le gain 2p) (Landau et al., 2013 ; Landau et al., 2015).

I11.1.11. Les indications de ’analyse cytogénétique dans la LLC (Tableau 6)

111.1.11.1. Caryotype

Le regain d’intérét du caryotype dans la LLC date de I’introduction dans les cultures
de mitogenes type CD40 ligand ou CpG-oligodéoxynucléotides, plus ou moins associés a
des interleukines (IL-2 et IL-4), permettant de stimuler les cellules tumorales de la LLC et
de mettre en évidence des anomalies cytogénétiques, qui sont retrouvées dans 80 a 90 % des
cas (Mayr et al., 2006 ; Dicker et al., 2006).
Lorsque le diagnostic de LLC est établi, le caryotype seul (sans FISH) ne s’envisage plus
car il peut étre pris malgré tout en défaut du fait de I’existence d’anomalies cryptiques et de
clones minoritaires que la sensibilité¢ du caryotype ne permet pas de retrouver. L’intérét du
caryotype est donc d’apporter des informations supplémentaires a la FISH, plus
particuliérement sur I’existence d’un caryotype complexe et la présence de translocations
qui ont une valeur pronostique, ou sur 1’existence d’autres anomalies cytogénétiques non
recherchées par les sondes FISH classiques. Rigolin et al. ont rapporté que les LLC avec
un caryotype anormal, sans anomalie détectée par les 4 sondes FISH, aurait un plus
mauvais pronostic (Rigolin et al., 2012). Il est par ailleurs un outil complémentaire a la
FISH dans le suivi des LLC afin d’étudier leur évolution clonale. Cependant ces données ne
modifient pas 1’attitude thérapeutique a I’heure actuelle. Le caryotype est donc
recommandé dans la LLC s’il y a une intention de traitement ou lors du suivi de la
maladie. En revanche, lors d’un diagnostic incertain, le caryotype est alors indispensable

(score de Matutes inférieur ou égal a 3).
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111.1.11.2. FISH

Selon les recommandations européennes, 1’anomalie obligatoire a rechercher avant tout
traitement est la délétion 17p (sonde TP53), ainsi que la mutation du gene TP53 ( Pospisilova et
al., 2012). Les patients avec délétion 11q rechutant plus précocement, il est également

recommandé de rechercher la délétion 11q (sonde ATM) (Stilgenbauer et al., 2014).

Diagnostic Indispensable/ Recommandé Optionnel/ protocole
obligatoire
Caryotype X X
FISH del(17)(p13)(TP53) del(11)(q22)(ATM) | Gain 2p (2p16(REL), 2p24(MYCN)...)
del(6)(g21)

Gain/translocation 8g24(MYC)
del(11)(q22)(BIRC3)

tril2

del(13)(q14) (D13S319)

translocation IG

Avant Indispensable/ Recommandé Optionnel/ protocole

traitement obligatoire

(1" ligne

ou rechute)

Caryotype X X

FISH del(17)(p13)(TP53) | del(11)(q22)(ATM) | Gain 2p (2p16(REL),2p24(MYCN)..)
del(6)(g21)

Gain/translocation 8q24(MYC)
del(11)(q22)(BIRC3)

tril2

del(13)(q14) (D13S319)

translocation 1G*

Tableau 6: Indications du caryotype et de la FISH dans la LLC
(Nguyen-Khac et al., 2016)
Caryotype : réalisé sur le sang peériphérique, stimulation CpG-ODN +IL2, temps de culture

recommandé : 72 h. En cas d’échec, le tenter a nouveau. Si la LLC est atypique (Score de Matutes =

3), le caryotype devient alors obligatoire au diagnostic.

*1G : génes des immunoglobulines : 14932 (IGH), 2p12 (IGK), 22q11 (IGL).
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Chapitre 1: Matériel et méthodes de détection des anomalies

cytogénétiques de la LLC

La cytogénétique a pour objet 1’étude de la structure et du fonctionnement normal et
pathologique des chromosomes (condensation, recombinaison, réparation, ségrégation,
transmission) et de la chromatine (organisation et r6le dans la régulation de I'expression des
géenes) (A.C.L.F.2014). La cytogénétique médicale a pour but de détecter les anomalies
chromosomiques constitutionnelles ou acquises grace a des techniques microscopiques
(techniques de bandes, techniques de cytogénétique moléculaire) ou de biologie moléculaire
afin d’établir un diagnostic biologique et d’assurer un conseil génétique. Ces anomalies
peuvent étre de nombre (plus ou moins de 46 chromosomes), de structure (modification dans
la succession de plusieurs locus) ou de réparation (cassures chromosomiques).

La cytogénétique conventionnelle met en ceuvre des techniques de culture cellulaire et
microscopiques (techniques de bandes) qui permettent 1’établissement du caryotype.

La cytogénétique moléculaire est un domaine de la cytogénétique développant des techniques,
basées sur les homologies de séquence d’ADN, permettant I'identification spécifique de tout

ou partie d'un ou de plusieurs chromosomes (A.C.L.F. 2014).

1.1. Matériel

I.1.1. Les patients

Entre 2009 et 2016, 1012 échantillons de sang périphérique ou moelle osseuse de 1012
patients atteints de LLC nouvellement diagnostiqués ont été recueillis.

Ils ont tous donné leur consentement éclairé conformément aux instructions locales du comité
de révision de la Constitution. Les patients ont été impliqués conformément aux critéres de
diagnostic pour la LLC selon OMS 2008 : Prolifération des lymphocytes CD5 +/— CD19 + et
scores Matutes 4-5. Tous les patients inclus ont été étudiés par cytogénétique conventionnelle

CBA et hybridation in situ fluorescente (FISH).
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1.1.2. Analyse cytogénétique conventionnelle

L’analyse des bandes chromosomiques a été évaluée sur le sang périphérique (n = 911,
90%) ou sur la moelle osseuse (n = 101, 10%). Tous les échantillons, sang et de la moelle
osseuse, ont été cultivés pendant 72 heures avec de l'interleukine IL-2 (PerproTech) et
Oligonucléotides CPG DSP30 (TIB Molbiol) conformément aux procédures standard. Les
analyses de caryotypes réalisées ont été effectuées en utilisant les bandes GTG et RHG. Pas
moins de 20 métaphases étaient caryotypées et les aberrations chromosomiques détectées
conformément au Systéme international de cytogénétique humaine 2016.
Un clone a été défini soit par 2 cellules avec le méme chromosome additif conventionnel ou
structurellement réarrangé ou par 3 cellules avec la méme perte de chromosome. Un
caryotype complexe « CK » a été défini par la présence de trois ou plusieurs anomalies
chromosomiques dans un seul clone.
Les clones multiples liés (Multiple Related Clones « MRC ») ont été définis par au moins
deux lignées cellulaires apparentées sur caryotype au stade du diagnostic. Tous les caryotypes

ont été examinés par des cytogénéticiens experts.

1.1.2.1. Etape pré-analytique et échantillonnage

Le caryotype de la LLC peut se faire sur plusieurs types de prélévements:

e Prélévement médullaire

e Prélévement sanguin

Ces échantillons doivent étre préleves selon un protocole de prélévement et d’envoie des

caryotypes hématologiques et selon des précautions de securité (A.C.L.F. 2014).

Conservation de I’échantillon avant préparation
L’échantillon se conserve a température ambiante, au-dela de 24h, mettre 1’échantillon

a+2°c, +8°c.
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Préparation de I’échantillon
Effectuer la numération avec les quantités suivantes selon le type de 1’échantillon :
e Moelle et sang : prélever stérilement un aliquote d’environ 150 ul.

e Ganglion : dilacérer a 1’aide de scalpels stériles le fragment dans une boite de pétri stérile,
sous hotte a flux laminaire. Prélever environ 150 ul de la suspension cellulaire obtenue.
(A.C.L.F. 2014)

1.1.2.2. Etape analytique
Mise en culture et arrét mitotique

En ce qui concerne la LLC, les cellules du prélevement sont mises en culture entre 48
h et 72 h avec une chute de prolifération & 96 h dans un flacon contenant 10 ml de milieu de
culture en additionnant 1’oligodéoxynucléotides CpG (DSP30) (qui va stimuler le récepteur
TLR9 des cellules B de la LLC ce qui va conduire a I’activation du lymphocyte B induisant
I’augmentation du nombre de récepteur a IL2), plus ou moins associés a des interleukines (IL-
2 et IL-4), permettant de stimuler les cellules tumorales de la LLC et de mettre en évidence
des anomalies cytogénétiques, qui sont retrouvées dans 80 a 90 % des cas (Mayr et al., 2006 ;
Dicker et al., 2006). L’arrét mitotique se fait en effectuant un « pulse » (20 ul de colchicine

pour 10 ml de milieu de culture), 1h avant la sortie de culture. (A.C.L.F. 2014)
Sortie de culture et banding chromosomique
e Traitement par choc hypotonique
Les cellules subissent un gonflement et une dispersion des chromosomes a I’intérieur
de la membrane cytoplasmique par pression osmotique grace a des solutions hypotoniques

salines diluees de KCL 75 mM (A.C.L.F. 2014).

e Fixation
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Afin de conserver la morphologie des chromosomes constitués d’ADN et de protéine,
les cellules subissent une préfixation et des fixations grace a un fixateur constitué d’un
mélange d’acide acétique et de méthanol (1Vol / 3Vol) (A.C.L.F. 2014)

e Etalement

L’étalement a une trés grande importance pour la qualité des plaques métaphasique et
des bandes chromosomiques. Deux techniques d’étalement peuvent étre réalisées dans notre
laboratoire selon les conditions atmosphérique, 1’étalement sur papier humide et 1’étalement a
la vapeur, qui se fait en présence de bain marie, car une humidité trop haute ou trop basse peut
étre a I'origine d’étalement de qualité insuffisante ou de la présence de cytoplasme sur les
mitoses. Les conditions optimales sont d’un taux d’humidité de 40-45% et une température de
20°C (A.C.L.F. 2014).

e Marquage chromosomique « Banding »

Chaque laboratoire doit étre capable de réaliser les techniques de base en
cytogénétique : marquage en bandes R, G, Q (ou DA-DAPI), C, et coloration NORs. Pour
chaque examen, au moins un systeme de marquage en bandes (bandes R ou bandes G) est
obligatoire pour le classement des caryotypes, avec un niveau de résolution adapte aux
indications. L’activité de cytogénétique hématologique requiert la maitrise de marquage en
bande R et/ou G (A.C.L.F. 2014).

Les technigues de marquage chromosomique permettent donc de révéler différentes structures
ou bandes sur les chromosomes, ceci dit, il existe de nombreux protocoles qui sont classés en
fonction de 2 paramétre (le colorant et la technique utilisée), les plus communes au niveau de

différents laboratoires sont :

Le marquage R: Type RHG « R-bands by Heating using Giemsa » (Figure 30)

La technique de dénaturation nécessite une température relativement stable proche de
+87°C. Le temps d’incubation est inversement proportionnel a la température utilisée et une
variation devrait entrainer une augmentation ou une diminution du temps d’incubation. On

utilise une base correspondant a 15 min a 86,6°+/- 0,2°C.
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Figure 30 : Caryotype en marquage R (46,XY)

(A.C.L.F. 2014)

Le marquage G: Type GTG «G-bands Trypsine using Giemsa» (Figure 31)

Cette technique passe par un vieillissement des lames en les incubant aprés étalement

dans un four sec a environ 100°C pendant 30 min, et la dénaturation se fait grace a la

digestion des protéines chromosomique par la trypsine utilisée comme enzyme.
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Figure 31 : Caryotype en marquage G (46,XX)
(A.C.L.F. 2014)

1.1.2.3. Etablissement du caryotype

L’établissement du caryotype consiste en I’identification et le classement des

chromosomes de plusieurs métaphases (environ 20)
La lecture des lames se fait comme suite :
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e Rechercher les métaphases en balayant les lames a objectif X16 ou X20 a immersion en
contraste de phase.

e Capturer les métaphases a I’objectif X100 a immersion en contraste de phase.

e Ajuster les contrastes (noir, blanc et gris) des métaphases capturées sur I’analyseur d’image.
e Lorsque la lecture est terminée, dégraisser les lames dans de 1’Histoclear.

e [es métaphases son caryotypées grace au logiciel de I’analyseur d’image.

1.1.3. Cytogénétique moléeculaire

Tout laboratoire de cytogenétique doit étre équipé de matériels pour la cytogénétique
moléculaire ou avoir un correspondant susceptible de pratiquer ces techniques en cas de
nécessité (A.C.L.F. 2014).

La toute premiere technique de cytogénétique moléculaire s’appelle I’hybridation in situ
fluorescente. Elle repose sur les propriétés de dénaturation et de renaturation de la molécule
d’ADN. Dans certaines conditions de température, de ph ou de salinité, les deux brins d’une
molécule d’ADN peuvent se séparer (phénomene appelé dénaturation) puis se réassocier de fagon
spécifique (étape appelée la renaturation).

En 1981, I’équipe de David Ward integre par voie chimique un nucléotide (du dUTP) couple a
de la biotine dans un fragment d’ADN (cette opération s’appelle le << marquage >>) qui est
alors appelé <« sonde >. Dénaturée, puis hybridée sur des préparations chromosomiques, elles
aussi préalablement dénaturées, la sonde est révélée par des anticorps anti-biotine couples a un
fluorochrome, le FITC. Grace a un microscope qui émet un faisceau lumineux excitant le
FITC, David Ward visualisa directement sur des chromosomes la localisation de la sonde.
Ainsi naquit ’hybridation in situ fluorescente, permettant 1’observation de loci sur des
métaphases ou des noyaux, d’ou le terme in situ (a la différence du Southern blot qui est
I’hybridation d’une sonde sur de I’ADN fixe sur une membrane de nylon) (Langer et al. ;
1981) L’utilisation de plusieurs fluorochromes et de filtres microscopiques idoines ainsi que
le développement de systéme de numérisation des signaux fluorescents ont permis d’hybrider
plusieurs sondes de fagon concomitante. Grace a ces progres, il est possible aujourd’hui

d’étudier de fagon simultanée plus de 20 loci sur des chromosomes.



Chapitre I : Matériel et Méthodes de détection des anomalies cytogénétiques de la LLC

1.1.3.1. Conditions d'application

En regle, la cytogenétique moléculaire est une technique complémentaire du
caryotype, et ne doit étre utilisée que comme telle, sauf indications particulieres (A.C.L.F.
2014).

1.1.3.2. Principe général de ’hybridation fluorescente in situ FISH

Le marquage est 1’étape qui permet d’introduire des fluorochromes dans un fragment
d’ADN. Au début des années 80, on utilisait des nucléotides, le plus souvent le d’UTP, couple
aux hapténes que sont la digoxigenine et la biotine. Les sondes étaient alors révélées grace a
des anticorps antidigoxigenine ou de la streptavidine (substance se fixant spécifiqguement sur
la biotine) couples a des fluorochromes. Aujourd’hui, les fluorochromes sont directement
fixes sur les nucléotides. Différents procedes sont utilises pour incorporer un fluorochrome
dans un fragment d’ADN. Les plus connues sont le Random-priming et la Nick-translation.
(Romana et al., 2011)

Les fluorochromes

Les fluorochromes sont des molécules capables d’étre excitées (accumulation d’énergie) par
une longueur d’onde donnée, appelée longueur d’onde d’excitation (Aexc) et de

restituer une partie de cette énergie sous 1’aspect d’une longueur d’onde de moindre énergie

appelée longueur d’onde d’émission (Aem). Ils sont donc tous caractérises par une longueur

d’onde d’excitation et une longueur d’onde d’émission (Romana et al., 2011).

Les fluorochromes couramment utilises sont :

* le DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) (310nm — 372nm) se fixe sur les régions riches en
AT de I’ADN et est applique directement sur les préparations chromosomiques apres
I’hybridation pour colorer de fagon aspécifique tous les chromosomes, ce qui permet de les
repeérer.

* le FITC (Fluorescein isothiocyanate) (exc 495nm — Aem 519nm) fluoresce dans le vert

* La Cyanine 3 (Cy3) (Aexc 495nm — Aem 519nm) fluoresce dans I’orange

* Le Texas red (Aexc 589nm — Aem 615nm) fluoresce dans le rouge

* La Cyanine 5 (Aexc 650nm — Aem670nm) fluoresce dans le rouge
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* La Cyanine 5.5 (Aexc 675nm — Aem 694nm) fluoresce dans le rouge

La multifluorescence

La FISH offre la possibilité d'étudier plusieurs loci simultanément lors d’une seule
hybridation. 1l suffit pour cela d'hybrider des sondes marquées avec des fluorochromes
différents dont les spectres d'excitation et d'émission ne se chevauchent pas.

Il est également possible de marquer une sonde avec plusieurs fluorochromes. On
obtient alors une sonde dont la fluorescence est complexe, composée des longueurs
d'émission des différents fluorochromes. Le signal de ce type de sonde ne peut etre analyse
qu'apres numérisation. En utilisant 5 fluorochromes (avec lesquels 31 combinaisons sont
possibles), il est possible de construire 23 sondes de peinture, chacune spécifique d'une paire
chromosomique donnée, ouvrant la voie au caryotype en multifluorescence (Figure 37a). Par
le méme procede, on peut obtenir des sondes spécifiques de chaque extrémité subtelomerique
ou de chaque centromére (Figure 37b et 37¢) (Romana et al., 2011).
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Figure 37 : La multifluorescence

(Romanaet al., 2011)

L'hybridation (Figure 38)

C'est I'operation qui consiste a mettre en présence la sonde dénaturée généralement par la
chaleur et I'ADN des chromosomes et des noyaux également dénaturés. Son efficacité dépend
du temps d'hybridation et de la concentration de la sonde. Le temps d'hybridation varie de 5
minutes pour des sondes centromeriques, a 24 ou 48 heures pour les sondes plus complexes
comme les sondes de peinture.

Dans la grande majorité des cas, I'hybridation est dite << compétitive >. En effet, 'ADN est
compose de 40% de séquences répétées et de 65% de séquences uniques, ce qui correspond a

la composition des sondes (a I’exception des sondes centromeriques et telomeriques).
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Apres marquage, ces séquences repétées vont s’hybrider sur leurs cibles génomiques
engendrant des signaux aspécifiques. Pour les éviter, Lengoer et al. en 1986 ont eu l'idée
d'ajouter a I’ADN de la sonde un exces d’ADN non marque riche en séquences répétées
(appelé aujourd'hui ADN Cotl). Ainsi cet ADN s’hybride non seulement sur les séquences
répétées de la sonde mais aussi sur celles des cibles genomiques. Cette méthode appelée

hybridation < compétitive > permet d'éviter les signaux aspécifiques (Landegent et al.,

1987).
MARQUAGE |
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MODIFICATION DU PH OU DE LA SALINITE
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Figure 38 : L'hybridation
(Romana et al., 2011)
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La microscopie en épifluorescence

Principe général

La figure 39 illustre la microscopie en epifluorescence. Un rayon lumineux de
lumiére blanche (contenant 1’ensemble des longueurs d’onde de [’ultra violet aux
infrarouges) est génére par des lampes a mercure (donnant des pics d’intensité dans les
longueurs d’onde du visible) ou a Xenon (pics d’intensité homogene pour toutes les
longueurs d’onde).

Cette lumiére est transmise au niveau d’un dispositif contenant deux filtres et un
miroir dichroique. Le premier filtre sélectionne une longueur d’onde d’excitation
(correspondant au fluorochrome intégre dans la sonde d’intérét) qui est ensuite réfléchie par le
miroir dichroique sur la lame hybridée. Une fois le fluorochrome excite, il émet une longueur
d’onde d’émission, d’intensité plus faible, qui peut alors passer a travers le miroir dichroique
pour arriver ensuite au filtre d’émission de facon a eliminer des longueurs d’onde parasites.
Cette longueur d’onde d’émission est par la suite transmise aux oculaires du microscope pour
étre observée par I’ceil de I’observateur ou au niveau d’une camera qui numerise ce signal. En
changeant de filtres, on peut alors étudier de cette facon plusieurs sondes marquées par des

fluorochromes différents (Romana et al., 2011).
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Figure 39 : La microscopie en épifluorescence
(Romana et al., 2011)

1.1.3.3. Types de sondes

Les sondes utilisées pour I'nybridation in situ identifient soit des sequences répétées
(bras long de I'Y, sondes alphoides centromériques spécifiques ou non, sondes télomériques
non spécifiques), soit des séquences uniques (sondes de locus ou régionales), ou encore un
mélange de séquences uniques s’hybridant sur la totalit¢ ou une partie d'un chromosome
(sondes de peinture globale ou partielle). Certaines sondes sont commercialisées par des

industriels, d’autres sont fabriquées par les laboratoires.
Pour les sondes préparées au laboratoire :

La sonde sera préparée en x quantité et se verra attribuer un numéro de lot unique (dont le

format est a déterminer par le laboratoire).
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Le tube devra mentionner au minimum le nom de la sonde, le numéro de lot, et une date de

fabrication.

La date de péremption des sondes est définie par le laboratoire en se basant sur son
expérience. Pour les laboratoires qui débutent une activité de fabrication de sonde, il est
recommand¢ d’utiliser une durée de péremption courte (un an par exemple) qui sera par la

suite augmentée en fonction de 1I’expérience acquise (A.C.L.F. 2014).

Avant son utilisation en diagnostic, la sonde devra avoir été validée sur le plan technique.

Validation des sondes
e Pour les sondes commercialisées

La verification de la sensibilité et de la spécificité est réalisée par contrdle de I’hybridation
sur le chromosome homologue et/ou par 1’analyse de I’hybridation d’une sonde témoin du

chromosome testé (A.C.L.F. 2014).
e Pour les sondes non commercialisées

Pour chaque nouvelle sonde réalisée au laboratoire, il est recommandé d’hybrider la sonde sur

une préparation cytogénétique pour :

e S’assurer d’un signal d’hybridation correct permettant une interprétation des signaux
d’hybridation obtenus (intensité suffisante pour différencier le signal de la sonde du bruit de
fond sans ambiguité).

e Vérifier la localisation de la sonde sur des métaphases ; la spécificité sera déterminée par
toute technique permettant d'identifier le chromosome d’intérét (bandes, co- hybridation avec
une autre sonde spécifique permettant d'identifier le chromosome, et hybridation sur une
métaphase connue portant une anomalie de ce chromosome)

e Noter la présence d’une éventuelle co-hybridation

e Evaluer la reproductibilité d’hybridation de la sonde en comptant au moins 20 métaphases
et 100 noyaux pour une utilisation en interphase.

e Une sonde donnant un signal d’hybridation correct, hybridant dans 100 % des métaphases

et au moins 95 % des noyaux, bien localisée pourra étre utilisée en diagnostic.
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e La présence d’une co-hybridation rend la sonde inutilisable en interphase, mais
n’empéchera pas son utilisation sur métaphases demandant une interprétation plus rigoureuse.
e Pour chaque nouveau lot d’une sonde déja réalisée préalablement et controlée dans le
laboratoire, un contrdle plus sommaire sur 10 mitoses pourra étre réalisé pour vérifier la
qualité du signal d’hybridation et la localisation cytogénétique. La preuve de la vérification

devra étre conservée (A.C.L.F. 2014).
Utilisation des sondes
Modalité de lecture

Une fiche de lecture reportant les conditions d’analyse et la qualité du signal doit étre
rédigée et conservée (soit dans le dossier du patient, soit sur un support facilement
récupérable). Une double lecture des lames au microscope est recommandée en cas de
difficulté d’interprétation (A.C.L.F. 2014).

Conditions d’interprétation du signal

Le résultat pourra étre rendu si lors de I’analyse FISH, le signal d’hybridation sur le
chromosome témoin (non censé étre remanié) ou les deux chromosomes (en 1’absence du
remaniement recherché, par exemple suspicion de microdélétion 22g11.2) est correctement
localisé et d’une intensité permettant de différencier le signal de la sonde du bruit de fond sur
au moins 10 mitoses.

Pour les sondes couplées a une sonde témoin, 1’hybridation de cette sonde témoin sur

les deux chromosomes entérinera la validité de la sonde utilisée (A.C.L.F. 2014).

1.1.3.4. Régles d’utilisation des techniques de cytogénétique moléculaire
e Les peintures chromosomiques

Elles doivent étre utilisées en cas d’anomalie de structure pour rechercher le nombre
de partenaires impliqués dans le remaniement. L’utilisation de sondes loci

spécifiques complémentaires peut s’avérer nécessaire a I’ interprétation. (Figure 40)

Il est a noter que I'examen d'un petit nombre de cellules (au moins cing) est généralement

suffisant dans ce cas pour apporter I'information recherchée.
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e Les sondes “ séquence unique ” (Figure 40)

Elles permettent d’étudier un locus spécifique, et sont utilisées en fonction, soit en

fonction d’indications cliniques ou d’indications cytogénétiques.

Au moins 10 mitoses, et si possible 20, doivent étre analysées. En cas de recherche de

duplication, compléter 1’étude par I’analyse d’au moins 25 noyaux.

e La FISH interphasique

Elle est utilisée pour la mise en évidence d'aneuploidies, homogénes ou en mosaique,
ou danomalies de structure, a l'aide de sondes centromériques ou régionales. La co-
hybridation d'une sonde témoin dans les mémes conditions opératoires peut étre utile. Le
nombre des noyaux a examiner dépend de l'indication et de la sonde utilisée. Elle peut étre
complémentaire a 1’analyse cytogénétique en cas de recherche d’anomalies des chromosomes

sexuels.

L’interprétation se fait sur 100 noyaux si possible, le nombre total doit étre adapté a

I’indication.



Chapitre 7 : Matériel et Méthodes de détection des anomalies cytogénétiques de la LLC

A) Sondes centromeériques
En rouge, sonde centromérique du chromosome 8.

— En vert, sonde centromeérique du chromosome 17

B) Sondes spécifiques de loci

— En rouge sende télomérique du chremosome 12.

— En vert, sonde télomérique du chromosome 8

C) Sondes de peintures chromosomiques

_ En vert, sonde de peinture du chromosome 10

. En rouge, sonde de peinture du chromosome 13,

La FISH pratiquée avec ces deux sondes de peintures

chromosomiques détecte une translocation
réciprogue t(10;13)

Figure 40 : Sondes utilisées en cytogénétique moléculaire

(Romana et al., 2011)

1.1.3.5. Documentation

Comme pour le caryotype, des images représentatives des résultats obtenus par FISH
doivent étre conservées (un minimum de 2 a 5 métaphases ou noyaux par sonde utilisée). En

cytogénétique hématologique, ce nombre peut étre réduit.
1.1.3.6. Résultats

Si une technique d'hybridation in situ fluorescente a été réalisée avant 1’analyse
chromosomique, le résultat de cette technique devra mentionner qu’il s’agit d’une analyse
partielle ne renseignant que sur les loci des sondes utilisées et que sera réalisé ultérieurement

le caryotype.
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Si une technique d'hybridation in situ fluorescente a été realisée en complément de I'étude
cytogénétique conventionnelle, la conclusion de [I'étude sera incluse dans le résultat
cytogénétique ou éventuellement pourra faire lI'objet d'un résultat complémentaire (A.C.L.F.
2014).

1.1.4. Application de la cytogénétique conventionnelle sur la LLC

Lorsque le diagnostic de LLC est établi, le caryotype seul (sans FISH) ne s’envisage
plus car il peut étre pris malgré tout en défaut du fait de 1’existence d’anomalies cryptiques et
de clones minoritaires que la sensibilité du caryotype ne permet pas de retrouver. L’intérét du
caryotype est donc d’apporter des informations supplémentaires a la FISH, plus
particulierement sur I’existence d’un caryotype complexe et la présence de translocations qui
ont une valeur pronostique, ou sur I’existence d’autres anomalies cytogénétiques non

recherchées par les sondes FISH classiques.

Rigolin et al. ont rapporté que les LLC avec un caryotype anormal, sans anomalie détectée par
les 4 sondes FISH, aurait un plus mauvais pronostic (Rigolin et al., 2012). 1l est par ailleurs un
outil complémentaire a la FISH dans le suivi des LLC afin d’étudier leur évolution clonale.
Cependant ces données ne modifient pas 1’attitude thérapeutique a I’heure actuelle.

Le caryotype est donc recommandé dans la LLC s’il y a une intention de traitement ou
lors du suivi de la maladie. En revanche, lors d’un diagnostic incertain, le caryotype est alors
indispensable (score de Matutes inférieur ou égal a 3).

Selon les recommandations européennes, 1’anomalie obligatoire a rechercher avant tout
traitement est la délétion 17p (sonde TP53), ainsi que la mutation du gene TP53 (Pospisilova
et al., 2012). Il est également recommandé de rechercher la délétion 11q (sonde ATM) car les
patients présentant cette délétion rechutent plus précocement) (Stilgenbauer et al., 2014).

Il est a noter que les quatre marqueurs cytogénétiques classiquement étudiés sont, la délétion
13qg14, la trisomie 12, la délétion ATM et la délétion du gene TP53 (Figure 41)

Les analyses FISH ont été effectuées sur les noyaux interphasiques et les métaphases des
cellules en culture, conformément aux instructions du fabricant. Le panneau FISH de routine
comprenait une sonde XL TP53 / ATM MetaSystems) et sonde XL DLEU / LAMP / 12cen
(MetaSystems).
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Pour chaque sonde, 200 noyaux en interphase et un maximum de 40 métaphases ont été
évaluées. La clonalité & un faible niveau de FISH interphasique peut étre en outre validée sur
au moins 2 métaphases portant le signal (s) anormal (s) attendue sur I’hybridation FISH. La
coupure pour chaque sonde individuelle a été déterminée a partir d'une analyse d'échantillons
négatifs et calculé comme la moyenne + 3 écart type.

Pour le Mélange XL DLEU / LAMP / 12cen, seuil de perte monoallélique 13914, perte
biallélique 13g14, ou la trisomie 12 était de 2,9%, 0,5% et 7%, respectivement. Pour le
Mélange XL TP53 / ATM, le seuil de coupure pour les pertes ATM monoalléliques ou TP53:
3% et 4,7%, respectivement. Les aberrations chromosomiques de FISH ont été catégorisées
conformément au modele hiérarchique de Dohner. Aberrations haut risque FISH (HR-FISH)
pour pertes ATM et TP53, Aberrations intermédiaires FISH (inter - FISH) pour trisomie 12 ou
absence de FISH anormal-et aberration a faible risque de FISH (LR-FISH) pour les délétions
13914 isolés
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RESULTATS

Mille douze patients, soit 61% (n = 613 hommes) et 39% (n = 399 femmes), age
médian au moment du diagnostic est de 72 (35-95 ans), ont été enregistre.
Selon le modele hiérarchique de Ddéhner, la distribution des patients était de 40% pour LR-
FISH (n= 405), 39% pour Inter-FISH (n = 383) et 22% pour HR-FISH (n = 224; Tableau 7
« 1A »). En CBA, les caryotypes anormaux ont été trouvés dans 65% des cas (n = 660) et CK
(caryotype complexe) était observés dans 19% des patients (n = 194). Le nombre médian
d'anomalies par CK était de 4 (entre 3-12), 39% avec 3 anomalies (n = 77), 18% avec 4
anomalies (n = 34) et 43% avec plus de 4 anomalies (n = 83). Les anomalies de 1’analyse
chromosomique en bandes ont été éliminées voir Tableau 7 « 1B ». Chaque groupe
pronostigue FISH a été confronté aux résultats correspondants de la CBA.
Dans le groupe LR-FISH, des délétions isolées de 13ql4 ont été confirmées par CBA
dans 270 des 405 cas détectés par FISH et signalés soit comme suppression cryptique
dans un caryotype normal dans 48% des cas (195 patients) ou associés a une délétion 13q
détectable par CBA (75 patients). Pour les patients restants (n = 134), la CBA a montré des
anomalies chromosomiques avec apparition de CK dans 28 cas. En tenant compte de la
CBA, 32% des cas de LR-FISH ne devraient pas étre considéré comme délétion isolée 13q14
(n = 135) et 7% ont présenté un CK (n = 28) et devrait donc étre exclu de la catégorie
faible risque. Il est a noter qu'un groupe de patients a présenté la délétion 13ql4 bi-
allélique (n = 80). Ce sous - groupe n’est pas isolé dans la hiérarchic de Déhner mais la
perte du second alléle 13q14 peut étre considérée comme une évolution sous-clonale puisque
la plupart des patients ont présenté a la fois des délétions mono et bialléliques. Le profil
CBA de ce groupe est comparable a ceux de la perte
monoallélique13qgl4.

Le groupe Inter-FISH (39% des patients) comprenait 225 patients avec FISH normale
et 158 avec trisomie 12. FISH normale était associée a une CBA anormale dans 75 des
225 patients (33%) et le caryotype anormal a été retrouvé dans 98% des patients
avec la trisomie 12 en FISH. CK a été identifié dans 11 et 35 cas, respectivement
représentant 12% de l'ensemble du groupe Inter-FISH (n = 46). Enfin, autant pour le
groupe LR - FISH que pour le groupe inter-FISH assigné (n = 788), 9,5% des cas ont été
associes avec CK (n = 74) et constituait un changement possible du groupe de
risque pronostic HR-FISH représenté par la perte en ATM (n = 138) et / ou la perte en
TP53 (n = 92) ont éte identifiés chez 22% des patients et associés dans 98% des cas avec un

caryotype anormal.
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CK a été identifié dans 44% (n = 61) et 70% (n= 64) des cas de pertes ATM et TP53,
respectivement, avec une occurrence significative plus élevée dans le groupe de pertes TP53
(p=0,0002).

L’analyse chromosomique des bandes a démontré que les mécanismes chromosomiques
conduisant a la perte de TP53 sont principalement dus aux réarrangements desequilibrés du
chromosome 17 (n= 67) ou translocation déséquilibrée impliquant le chromosome 17p (n
= 37), I’addition du chromosome 17p (n = 16), iso-chromosome 17q (n = 7) et anneau
du chromosome 17 (n = 4). Une délétion interstitielle de 17p a été détectée dans 18% des
cas (n = 15), et 4 cas supplémentaires avec suppression délétere de TP53 (4%).
Inversement, les pertes en ATM ont été principalement retrouvées sous forme de
délétion interstitielle non cryptique avec des points de cassure allant de 11913 a 11g24 (91%
des cas, n=126). Les derniers cas restants étaient associés a soit une translocation a locus
11922 (n = 3), ou add (11) (g22) (n = 2), ou délétion cryptique 11g22.3 (n = 3). Une
évolution sous-clonale interphasique non détecté par CBA a été observé dans 4 autres cas.
Il est a noter que les réaménagements de la CBA a 11922 et 17p13 n’a pas toujours été
associe a une perte en ATM ou en TP53, comme observé dans 4 patients avec suppression 119
sans suppression ATM et 1 patient avec add (17p) et préservation du TP53. Avec
la contribution de CBA, 16,5% des patients de cette série classés par FISH devraient
étre reclassés a une catégorie de risque plus élevée (n = 167) selon la récente
proposition de classification pronostique affinée (Guidice et al., 2018).

En nous concentrant sur le caryotype complexe CK, nous avons montré une
forte association entre CK et HR - FISH, mais un tiers des patients ont présenté un CK
sans détection de suppression possible de I’ATM ou de la TP53 (74 patients sur 224). Ainsi,
nous avons défini quatre catégories distinctes au sein du groupe CK (Tableau 8):

74); e CK sans suppression TP53 ou suppression ATM (CK + / pas de HR-FISH, n =

e de CK et suppression TP53 (CK + / perte TP53, n = 59),
e de CK et suppression ATM (CK +/ perte ATM, n = 56), et
e CK avec a la fois des pertes ATM et TP53 (n = 5; Tableau 8).

Une association significative d'anomalies chromosomiques pourrait étre décrite
pour chaque groupe.

e CK +/ perte de TP53 était significativement associé a la monosomie 15 (22%,
p <0,001).
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ede CK + / perte ATM était significativement associée a translocation 14932
(14%, p = 0,012) a I'exception du t (14; 18) (g32; g21) et n'a jamais été associé a la
délétion 1432 ( p = 0,042).

¢ CK +/ Aucun HR-FISH a été associé a une trisomie 12 (45%, p <0,001), t (14;
18) (932; q21) (7%, P = 0,018) et les trisomies 18 et 19 (15% et 12%, respectivement, P
<0,001).

Trisomie 18 / trisomie 19 et t (14; 18) (q32; g21) n'ont jamais été observés ensemble, mais la

plupart des cas ont partagé 1’association de la trisomie 12.

De plus, les réarrangements déséquilibrés étaient significativement observés en CK (80% de
CK contre 19% de non-CK, p <0,001). Dans ce cas les réarrangements déséquilibrés étaient
plus élevés que le nombre augmentait d’anomalies décrites, avec un maximum atteint de
plus de 4 anormalités (P <10 -5 ; Figure 41). En effet, les cas de réarrangements
déséquilibrés ont suivi une évolution ascendante de CK sans HR - FISH & CK avec perte en
ATM et TP53 et les deux (72%, 79%, 92% et 100%, respectivement, P = 0,016; Figure 41).
Enfin, parmi les sous-groupes CK entiers, le groupe de CK + / pertes TP53 affiche le pire

profil CBA avec plus de cas, de plus de 4 anomalies et réarrangements désequilibrés attendus.



Tableau 7 : Données CBA et
FISH des 1012 patients.

Total population

1A: CBA synthetic characteristic
CBA normal
CBA with abnormalities
CBA with complexity

CBA with complexity > 3

CBA with complexity > 4

CBA with CE

1B: Chromosome abnormality
Trisomy 12/12q
11q22 deletion/t(11g22)
17/17p monosomy
6q deletion
8p deletion
7q deletion
t(14;18) and variants
14923 deletion
Trisomy 18
Monosomy 15

Others 14g32
translocations

Monosomy X

Y loss

Trisomy 19
Trisomy 3/3q
8q24 translocation

10q deletion

1012

352 /1012
6601012
194/1012 (19%)
11871012 (12%)

84/1012 (8%)

224/1012 (22%)

186/1012 (18%)

148/1012
86/1012 (8%)
71/1012 (7 %)
39/1012 (4%)
28/1012 (3%)
27/1012 (3%)
26/1012 (3%)
2171012 (2%)
19/1012 (2%)
17/1012 (2%)

16/1012 (2%)
16/1012 (2%)
1571012 (1%)
10/1012 (1%)
10/1012 (1%)
9/1012 (1%)

Déhner's FISH risk categories
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LR-FISH Inter-FISH HR-FISH
Single mono and/or bial- Single monoallelic Biallelic 13q14 loss
i 12 ATM loss TP53lo0ss
lelic 13q14 loss 13q14 loss Normal FISH Trisomy
405 325 80 225 158 138 92

195 /405 (48%)
209./405 (52%)
28./405 (7%)
13./405 (3%)

11./405 (3%)

49,405 (12%)

0/405 (0%)
2/405 (0%)
1/405 (0%)
21/405 (5%)
7/405 (2%)
11/405 (3%)
127405 (3%)
5/405 (1%)
5/405 (1%)
2/405 (0%)
4/405 (1%)

4/405 (1%)
5/405 (1%)
1/405 (0%)
2/405 (0%)
3.,/405 (1%)
2/405 (0%)

154 /325 (48%)
170/325 (52%)
24,325 (7%)

12/325 (4%)

1./325 (3%)

43,325 (13%)

0325 (0%)
1,325 (0%)
1,325 (0%)
19/325 (6%)
6/325 (2%)
10/325 (3%)
11/325 (3%)
5/325(2%)
4,325 (1%)
2/325 (1%)
3,325 (1%)

3,325 (1%)
4,325 (1%)
1/325 (0%)
2/325 (1%)
3/325 (1%)
2/325 (1%)

41/80 (51%)

39/80(49%)
4/80 (5%)
1/80 (1%)

0/80 (0%)

6/80 (8%)

0/80 (0%)
1/80 (1%)
0/80 (0%)
2/80 (3%)
1/80 (1%)
1/80 (1%)
1/80 (1%)
0/80 (0%)
1/80 (1%)
0/80 (0%)
1/80 (1%)

1/80 (1%)
1/80 (1%)
0/80 (0%)
0/80 (0%)
0/80 (0%)
0/80 (0%)

150225 (67 %)
75,225 (33%)
11,225 (5%)
8/225 (4%)

77225 (3%)

12,225 (5%)

1,225 (0%)
3,225 (1%)
0/225 (0%)
15/225 (7 %)
4,225 (2%)
4,225 (2%)
77225 (3%)
10/225 (4%)
2/225 (1%)
1/225 (0%)
1/225 (0%)

4,225 (2%)
0/225 (0%)
0/225 (0%)
2,225 (1%)
1/225 (0%)
4,225 (2%)

3,158 (2%)
1557158 (98%)
35,158 (22%)
17/158 (11%)

9/158 (6%)

37/158 (23%)

154 /158 (97 %)
2/158 (1%
0/158 (0%)
9/158 (6%)
4,158 (3%)
3,158 (2%)
8,/158 (5%)
6/158 (4%)
13/158 (8%)
1/158 (1%)
3,158 (2%)

1/158 (1%)
4,158 (3%)
13/158 (8%)
3/158 (2%)
0/158 (0%)
27158 (1%)

3/138(2%)
135,138 (98%)
61/138 (44%)

34,138 (25%)

21/138 (15%)

74/138 (54%)

13/138 (9%)

130/138 (94 %)
5/138 (4%)
15/138 (11%)
11/138 (8%)
4/138 (3%)
0/138 (0%)
0/138 (0%)
1/138 (1%)
2/138 (1%)
8/138 (6%)

1/138 (1%)
3/138 (2%)
1/138 (1%)
1/138 (1%)
2/138 (1%)
1/138 (1%)

1/92 (1%)
91/92 (99%)
64/92 (70%)

49/92 (53%)

39/92 (42%)

56./92 (61%)

19/92 (21%)
6/92 (7%)
85,92 (92%)
11792 (12%)
13/92 (14%)
6/92 (7%)
0/92 (0%)
5,92 (5%)
0/92 (0%)
14792 (15%)
1/92 (1%)

6/92 (7%)
4/92 (4%)
0/92 (0%)
3/92(3%)
4/92 (4%)
0/92 (0%)
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Tableau 8 : Résultats FISH and CBA des patients avec caryotype complexe
No HR-FISH HR-FISH ATM HR-FISH TP53 HR-FISH ATM&TP53 Statistical significances

Total 194 74 56 59 5

Age > 65y 139 54/74 (73%) 39/56 (70%) 41/59 (69%) 5/5 (nr) NS
M/F sex ratio 1.8 2 1.7 1.8 1.5 NS
CK>=5 84 27/74 (36%) 18/56 (32%) 36/59 (61%) 3/5 (nr) P=.003
MRC 129 48/74 (65%) 38/56 (68%) 39/59 (66%) 4/5 (nr) NS
cc 92 36/74 (49%) 24/56 (43%) 30/59 (51%) 2/5 (nr) NS
Unbalanced rearrangement 156 53/74 (72%) 44/56 (79%) 54/59 (92%) 5/5 (nr) P=.016
13q deletion/t(13q14) 164 71/74 (96%) 48/56 (86%) 53/59 (90%) 2/5 (nr) NS
17p deletion 61 1/74 (1%) 0/56 (0%) 55/59 (93%) 5/5 (nr) NS
11q deletion/t(11g22) 51 4/74 (5%) 41/56 (73%) 1/59 (2%) 5/5 (nr) NS
Trisomy 12 49 33/74 (45%) 4/56 (7%) 11/59 (19%) 1/5 (nr) P<.001
6q deletion 40 18/74 (24%) 11/56 (20%) 10/59 (17%) 1/5 (nr) NS
8p deletion 31 10/74 (14 %) 9/56 (16%) 11/59 (19%) 1/5 (nr) NS
7q deletion 21 11/74 (15%) 4/56 (7%) 6/59 (10%) 0/5 (nr) NS
Monosomy 15 19 4174 (5%) 1/56 (2%) 13/59 (22%) 1/5 (nr) P<.001
1423 deletion 12 8/74 (11%) 0/56 (0%) 4/59 (7%) 0/5 (nr) P=.043
Others 14q32 12 3/74 (4%) 8/56 (14%) 1/59 (2%) 0/5 (nr) P=.012
Trisomy 18 n 11/74 (15%) 0/56 (0%) 0/59 (0%) 0/5 (nr) P<.001
Trisomy 19 9 9/74 (12%) 0/56 (0%) 0/59 (0%) 0/5 (nr) P<.001
t(14;18)(q32;921) and 5 5/74 (7%) 0/56 (0%) 0/59 (0%) 0/5 (nr) P=.018
variants

Abbreviations: CC, clonal complexity; CK, complex karyotype; F, female; M, male; MRC, multiple related clones; nr, non-relevant; NS,non-significative.
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Discussion

De nombreuses études ont montré que la présence, le nombre et le type d’aberrations
chromosomiques représentent un facteur indépendant du pronostic dans la leucémie
lymphoide chronique a cellule B (LLC B). Par conséquent, une analyse cytogénétique est
effectuée systématiquement dans cette maladie. Cependant, les lymphocytes de la LLC ont un
faible indice mitotique, ne générant que 40% a 50% de caryotypes anormaux. Le taux de
détection peut étre augmenté a 80% par analyse FISH en interphase. Etant donné que
certaines aberrations, c¢’est-a-dire celles impliquant les régions classique (13q, 12, 11q, 17p et
6q), peuvent échapper a la détection par FISH, il y a un grand intérét pour des méthodes de
culture améliorées avec un oligonucléotide immunostimulateur (CpG) (Put et al., 2009).

La stratification cytogénétique de la LLC reposait souvent sur la détection par FISH de
quatre marqueurs cytogenétiques (délétion 13ql4, trisomie 12, délétions ATM et TP53) sur
cellules interphasiques, empéchant la détection de toutes les autres anomalies et d’étudier

I'évolution sous-clonale (Giudice et al., 2018; Put et al., 2009).

Dans cette étude, 1012 patients atteints de LLC n'ayant pas été traités, ont été étudiés a
la fois par CBA et FISH effectuées sur le méme culot cellulaire obtenu a partir de la
stimulation par 1L2-DSP30 des lymphocytes B.

Des caryotypes anormaux ont été obtenu chez 65% des sujets, ainsi, 78% étaient
positifs par la technique FISH pour au moins un marqueur. Les comparaisons de données ont
montré que la CBA avait conduit a réaffecter 16% des patients a un groupe a risque plus élevé
que la stratification FISH utilisée seule. En tenant compte de la CBA, dans le groupe LR-
FISH, 28% des cas pourraient étre reclassés dans la catégorie de risque intermédiaire INTER-
FISH (n = 90) et 7% dans la catégorie de risque defavorable HIGH-FISH (n =
24). L'observation de chromosomes supplémentaires et des anomalies dans la catégorie LR
FISH avaient déja été constatées (Struski et al., 2009 ; Dubuc et al., 2016).
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En effet, un a deux des anomalies chromosomiques supplémentaires auraient été
suffisantes pour modifier le délai de premier traitement TTFT et méme la survie globale OS
indépendamment si le nombre d'anomalies est exclusivement supérieur & 3 (Puiggros et al.,
2014).

En conséquence, certains auteurs ont proposé une nouvelle catégorie de risques tres
faibles défini par la perte isolée 13q14 mono-allélique (Figure 37) avec une CBA normale, y
compris les données moléculaires qui ne contiennent aucune mutation
de TP53, NOTCH1 ou SBFB3. (Rigolin et al., 2012).

Les anomalies supplémentaires, autrement non identifiées par FISH, n’on pas de
corrélation avec d'autres facteurs pronostiques médiocres, notamment CD38 ou positivité
ZAP70 et statut mutationnel IGHV. Pourtant, ces caryotypes anormaux étaient fortement
corrélés a des étapes avancées de la LLC et I’exigences de traitement, ainsi avec le pire
pronostic en termes de TTFT et OS plus courts (Rigolin et al., 2012). Malgré la grande
hétérogenéité des anomalies détectées, plusieurs études ont démontré que le nombre des
anomalies constatées par la CBA peut étre corrélé aux résultats cliniques des patients atteints
de LLC (Baliakas et al., 2014 ; Van den Neste et al., 2007; Woyach et al., 2012).

En outre, la FISH a permis de détecter la plupart des suppressions 13q14 puisque 47%
d’entre elles sont cryptées (Figure 37). En revanche, les pertes cryptiques d’ATM ou de
TP53 sont rares. Cependant, la perte de TP53 consécutive au réarrangement chromosomique
en CBA 17p ou 11922 doit étre confirmé par FISH (Figure 38) (Figure 39) car, dans certains
cas, les lieux d’intérét sont conservés. Dans I'ensemble, la combinaison des données CBA et
FISH peuvent affiner la stratification pronostique de la LLC et les deux techniques sont

complémentaires.
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Figure 32 : la délétion 13q14 vue par CBA et confirmée par FISH
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Figure 39 : la délétion 11q22-23 et les délétions 17p13
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La détection de la CK a récemment été qualifiée de marqueur indépendant a risque
élevé dans la LLC (Le Bris et al., 2017; Herling et al., 2016). Dans notre étude CK a été
détectée chez 29% des patients. Les caryotypes complexes ont été trouvés dans toutes les
catégories FISH et leur occurrence a augmenté avec la stratification du risque FISH, de 7%
dans LR-FISH, 32% dans groupe de risque inter-FISH a 56% avec risque HR-FISH. Sans
surprise, nous avons confirmé que CK est statistiquement corrélée 8 HR-FISH, et il n’y avait
aucune différence en pourcentage de CK trouvée dans les deux groupes de
pertes ATM et TP53. Mais CK est significativement plus souvent associé a plus de 4
anomalies dans legroupe de pertesde TP53  par rapport au groupe
de pertes ATM (61% vs 32%, p = 0,0027). Cela a confirmé que cette perte de TP53 est
concomitante d'une instabilité génétique élevée. Néanmoins, CK a aggravé les résultats dans
toutes les catégories FISH (Figure 40) et s’est avéré étre un marqueur prédictif d’une réponse
médiocre et une SG courte avec chimio-immunothérapie (Le Bris et al., 2017) et agents plus
récents comme ibrutinib, indépendamment de la perturbation de TP53 (Thompson et al.,
2015).

Cependant, CK est resté un groupe hétérogene (Puiggros et al., 2017). Dans notre
série, nous pourrions définir 4 groupes en fonction de leur statut FISH. Environ un tiers de
CK affiche laperte de TP53, un tiers de perte en ATMet le dernier tiers sans HR-
FISH. Les pertes cumulatives TP53 et ATM ont été anecdotique (5 cas sur 194).



Chapitre I1: Résultats et Discussion [EE

A risk group according to FISH abnormalities
Combined CBA and FISH risk
<
o
(&)
bS]
=11
£
° <
S 3
e g
@ o
Y3 4]
B risk group according to FISH abnormalities

Combined CBA and FISH risk

risk group according to CBA
abnormal CBA

Figure 40 : (A) Proposition de risque combiné CBA / FISH selon nos données;

(B) Combinaison des propositions de risque CBA / FISH avec des données
cytogénétiques supplémentaires selon les études publiées.

(*) Certaines anomalies peuvent affiner le pronostic c'est-a-dire les trisomies
combinées 12,18 et 19 comme bon facteur de risque,

t (8; 14) (q24; g32), amp2p (NMYC) comme facteur de risque inférieur.

Code de couleur de risque:

Faible risque en vert; inter-risque en bleu; a haut risque en orange; risque tres élevé en
rouge.
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Chaque groupe comportait une association chromosomique spécifique. A noter,
trisomie 12, t (14; 18) (g32; g21) et trisomie variante ou cumulative 12, 18 et 19 sont
specifiquement observées chez CK sans anomalies indésirables de FISH. Ceci est cohérent
avec les données précédentes montrant que les LLC avec t (14; 18) sont associées a d’autres
marqueurs pronostiques favorables tels que IGVH muté, aucune suppression ATM indiquant
une maladie beaucoup moins agressive (Nguyen-Khac et al., 2011). Inversement, la LLC avec
multiples trisomies, a savoir les trisomies 12, 18 et 19, représentaient une catégorie distincte
avec augmentation de la manifestation auto-immune, augmentation du taux de mutation de
I'lGVH et un faible taux de mutations (Baliakas et al., 2016; Roos-Weil et al., 2018) et une
évolution clinique particulierement bénigne (Puiggros et al., 2017; Baliakas et al., 2016;
Luquet et al., 2008). Ceci suggére que la complexité cytogénétique définie uniquement par
I’aberration numérique ne doit pas automatiquement étre considérée comme un marqueur

pronostique défavorable de la LLC.

Les criteres de définition de CK dans la LLC devraient étre révisés comme cela a été
fait pour les autres maladies hématologiques dans lesquelles I'hyperdiploidie est considéree
comme un défaut chromosomique ponctuel: SMD / AML, ALL et Myélome Multiple, CK
hyperdiploide a trisomies multiples (avec peu ou pas de défaut structurel non récurrent) sont
néanmoins considérés comme de bons marqueurs pronostics (Luquet et al., 2008; Smadja et
al., 2001). Par opposition, les pertes de chromosomes sont généralement considérées comme
changements secondaires associés a la maladie évolutive dans la majorité des pathologies

hématologiques.

Ici nous avons démontré le lien significatif entre la catégorie de risque apparemment
plus élevée de la LLC, a savoir CK /la perte TP53, avec la monosomie 15. En outre, ce
dernier groupe a présenté un pourcentage plus élevé de réarrangements non équilibrés et de

cas avec plus de 4 anomalies, reflétant I'instabilité chromosomique majeure dans ce groupe.

De méme, les 4 groupes observés semblaient représenter une accumulation continue
de marqueurs défavorables, comme représenté a la figure 41. Cependant, les événements
cytogéneétiques defavorables a savoir: les caryotypes complexes, rearrangements non
équilibrés ou réarrangements de locus speécifiques, représentent principalement des
événements connexes. Puis notifiant une représentation plus élevée de réarrangements non

équilibrés dans CK +, le groupe de pertes TP53 est presque un pléonasme car la plupart
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des pertes de TP53 proviennent de réarrangements déséquilibrés. Dans ces conditions, les
seuls criteres chromosomiques valables restent les complexités du caryotype dont la définition
doit étre clairement réévaluée en CK faible (avec 3 a 4 anomalies) et une CK élevée (> 4
anomalies), comme cela a été recemment démontré (Baliakas et al., 2019). D’autres données
ont montré que les cas de CK avaient une OS comparable a celle des patients présentant
une perte de TP53 (quel que soit le résultat de la CBA), et les patients cumulant la perte
de CK et de TP53 avaient la survie globale la plus faible (Puiggros et al., 2017). Ici, nous
pourrions définir deux sous-groupes supplémentaires de patients CK, CK-sans HR-FISH et
CK avec perte en ATM, ce qui représentait 67% des cas de CK qui reste cliniquement a

investiguer.

Notre étude caractérise 1’une des plus grandes cohortes de patients atteints de LLC au
moment du diagnostic avec une méthodologie cytogénétique sensible et uniforme. Notez que
nous avons pu observer qu’en plus de I’analyse FISH, la CBA permet de détecter de
nombreuses anomalies avec un impact potentiel sur le suivi et le traitement du patient,
principalement le CK (Figure 40B). Cependant, CK restent un groupe hétérogéne
pouvant étre divisé en au moins 3 catégories, dont 2 concernant la majorité des patients
sans délétion de TP53. L'impact clinique de ces CK des sous-groupes doivent encore étre
étudiés dans cette cohorte, de méme que I’influence des autres anomalies moléculaires

telles que le statut mutationnel de NOTCH1, SBF1, BIRC3 et TP53.

100%
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Figure 41: Evolution des événements chromosomiques péjoratifs selon la catégorie
de risque FISH



CONCLUSION GENERALE ET

PERSPECTIVES



Conclusion et Perspectives

Conclusion et Perspectives

La leucémie lymphocytaire chronique (LLC) est une maladie fondamentalement
hétérogéne (Chiorazzi et al., 2005; Grever et al., 2007; Zenz et al., 2010). Les facteurs
pronostiques defavorables incluent : le stade (Binet et al., 1981), la positivité CD38, la
configuration non mutée de la région variable du gene de la chaine lourde de
I'immunoglobuline IGHV (Damle et al., 1999), le positivité ZAP70 (Wiestner et al., 2003),
les aberrations du caryotype (Juliusson et al., 1990; Cuneo et al., 2004; Cavazzini et al., 2008)
et des mutations de plusieurs génes, dont TP53, NOTCHL1 et SF3B1 (Rossi et al., 2013).

La stimulation in vitro avec l'oligonucléotide CpG DSP30 plus I’interleukine-2
(DSP30 / 1L2) améliore la prolifération de cellules LLC, donnant lieu & une évaluation des

métaphases chez la plupart des patients (Dicker et al., 2006).

Par cette méthode, les aberrations caryotypiques sont détectées dans 80% des LLC,
avec certains cas ayant des aberrations impliquant des régions non couvertes par le panel
classique a 4 sondes d'hybridation fluorescente in situ (FISH) (D6hner et al., 2000).

Il a été demontré que chez les patients atteints de LLC, le caryotypage conventionnel
avec stimulation DSP30 / IL2 est une méthode efficace pour la détection des aberrations
caryotypiques dans environ un tiers des patients atteints de LLC avec FISH «normale» sur un
panel conventionnel a 4 sondes et que le caryotype anormal est en corrélation avec le délai
plus court avant le premier traitement (TTFT) et avec une survie globale plus courte (Rigolin
etal., 2012).

La valeur des données cytogénétiques classiques dans le pronostic des patients atteints
de LLC était egalement récemment confirmée par une étude montrant que la complexité

caryotypique avait un pronostic indépendant sur le TTFT (Baliakas et al., 2014).

Dans notre étude, 4 groupes de CK ont été définis en fonction de leur statut

FISH. Environ un tiers de la perte de TP53 affichee par CK, un tiers de perte en ATM et le
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dernier tiers sans HR-FISH. Les pertes cumulatives TP53 et ATM ont été necdotiques. Chaque

groupe comportait une association chromosomique spécifique.

Les criteres de définition de CK dans la LLC devraient étre révisés comme cela a été
fait pour les autres maladies hématologiques dans lesquelles I'hyperdiploidie est considérée
comme un défaut chromosomique ponctuel: SMD / AML, ALL et Myélome Multiple, CK
hyperdiploide a trisomies multiples (avec peu ou pas de défaut structurel non récurrent) sont
néanmoins considérés comme de bons marqueurs pronostics (Luquet et al., 2008 ; Smadja et
al., 2001). Par opposition, les pertes de chromosome sont généralement considérées comme
des changements secondaires associeés a une maladie évolutive dans la majorité des
pathologies hématologiques. Ici nous avons démontré le lien significatif entre la catégorie de
risque apparemment plus élevée de LLC, a savoir CK / la perte de TP53, avec la monosomie
15. En outre, ce dernier groupe a présenté le pourcentage le plus élevé de réarrangements non
équilibrés et de cas avec plus de 4 anomalies, reflétant I'instabilité chromosomique majeure

dans ce groupe.

Nous avons aussi pu définir deux sous-groupes supplémentaires de patients avec CK,
CK-sans HR-FISH et CK avec perte en ATM, ce qui représentait 67% des cas de CK qui reste
cliniquement a enquéter. Il est important de noter que, compte tenu de la résolution (~ 5-10
Mb) des technologies conventionnelles de caryotypage, cette approche est a elle seule un
moyen inadéquat d’évaluer le diagnostic de la CLL. De méme, nos résultats suggerent que
FISH seul, quel que soit le degré de complexité le panel FISH peut étre considérablement
amélioré par I’ajout du caryotypage. Compte tenu la détection croissante des anomalies
chromosomiques dans les tumeurs malignes hématologiques, et la signification clinique des
mutations récurrentes de la LLC (Rossi et al., 2013 ; Rossi et al., 2014), les approches de
diagnostic utilisées pour évaluer les aberrations génomiques dans cette maladie seront sans
aucun doute changées. En attendant, il reste toutefois important de maximiser notre

compréhension des aberrations génomiques qui contribuent a la pathogenése de la LLC.
Les parametres mis au point lors du diagnostic décrits dans notre travail combinent la

sensibilite de FISH au caryotypage conventionnel, pour: (1) clarifier les modeles
d'hybridation FISH anormale, (2) identifier des caryotypes complexes, et (3) permettre la
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détection de 1I’évolution, qui, pris ensemble, peuvent améliorer le rendement diagnostique et

I’utilité clinique des tests cytogénétiques dans la LLC.

En conclusion, notre étude caractérise 1’une des plus grandes cohortes de patients
atteints de LLC au moment du diagnostic avec une méthodologie cytogénétique sensible et
uniforme. Notez que nous avons pu observer qu’en plus de I’analyse FISH, la CBA permet de
détecter de nombreuses anomalies avec impact potentiel sur le suivi et le traitement du
patient, principalement le CK. Cependant, le CK restent un groupe hétérogéne pouvant étre
divisé en au moins 3 catégories, dont 2 concernant la majorité des patients sans délétion
de TP53.

L'impact clinique de ces CK des sous-groupes doit encore étre étudié dans cette
cohorte, de méme que l’influence des autres anomalies moléculaires telles que le statut

mutationnel de NOTCH1, SBF1, BIRC3 et TP53.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Background: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) stratification mainly relies on FISH
markers according to Dohner's hierarchical model which includes high-risk FISH
markers, intermediate FISH, or low-risk FISH. Recently, complex karyotype (CK) has
been demonstrated as an independent negative prognostic factor in CLL.

Methods: A series of 1012 untreated CLL patients have been investigated with both
FISH and chromosome banding analysis (CBA) on the same pellet obtained from in-
terleukin IL-2-CPG DSP30 oligonucleotide-stimulated cultured cells.

Results: Combining both FISH and CBA has led to refine prognostic categories with
identification of 30% of CK in low-risk and intermediate FISH group. This raises the
issue of switching them to a high-risk group. While this series confirmed the signifi-
cant association between CK and high-risk FISH (P = .003), 33% of CK present no
ATM or TP53 deletion. Three groups characterized by significant association between
FISH markers and CBA have emerged: CK with TP53 loss and monosomy 15; CK with
ATM loss and 14932 translocation; and CK without ATM or TP53 losses but trisomies
12, 18, and 19 or t(14;18)(q32;q21).

Conclusion: We have observed that in addition to FISH analysis, the CBA allows de-
tection of many abnormalities with potential impact on patient follow-up and treat-

ment, mainly CK.

KEYWORDS
chronic lymphocytic leukemia, complex karyotype, FISH markers

advanced stage, unmutated germ-line configuration in the variable

region in the immunoglobulin heavy chain (IGHV) gene and 1122

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common form of
leukemia in Western countries.! Today, CLL treatment is mainly
stratified according to TP53 status.? Indeed, deleted or mutated
TP53 patients are typically resistant to chemoimmunotherapy-based

treatments.® In clinical practice, prognostic factors can also include

Amel Senouci and Thomas Smol are joint first authors.

Charles Herbaux and Agnés Daudignon are joint last authors.

deletion involving ATM identified by fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH) or conventional cytogenetic.?

Since the use of Dohner classification based on FISH analysis,
conventional cytogenetic approaches have not been taken into ac-
count for CLL cytogenetic descriptions, but complex karyotypes
(CK) have recently been reported to predict worse clinical outcomes
in patients treated either with standard treatments or new agents,
such as BCR inhibitors or BCL2 selective inhibitor venetoclax.*® This
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was recently confirmed in a large retrospective study for patients
with 5 anomalies or more on chromosomal banding analysis (CBA).?
This study also individualized CK with 3 or 4 aberrations, who fol-
lowed aggressive disease courses only in the presence of TP53 ab-
errations, and CK with trisomy 12 and/or trisomy 19, displaying an
indolent profile. It has also been shown that patients with CLL with
unbalanced rearrangements might represent a very high-risk subset,
with distinct clinical and biological characteristics.!® Conventional
cytogenetic is a well-known technique with variable sensitivity,
mostly depending on the leukemic cells mitogen stimulation choice
which increases assessable metaphases in most patients.** Similarly,
the FISH sensitivity is more effective on metaphase chromosomes
than on interphase nuclei in CLL.

The aim of the present study is therefore to characterize one of
the largest already described cohorts of 1012 patients with CLL at di-
agnosis with a sensitive and standardized cytogenetic methodology.

2 | METHODS

2.1 | Patients

Between 2009 and 2016, 1012 peripheral blood or bone marrow
samples from 1012 newly diagnosed CLL patients were collected.
They all provided informed consent in accordance with local insti-
tutional review board. Patients were involved in accordance with
the WHO 2008 CD5*" CD19* lymphocyte proliferation and 4-5
Matutes score diagnostic criteria for CLL2 Al patients included
have been investigated by both conventional cytogenetic with CBA
and fluorescent in situ hybridization (FISH).

2.2 | Conventional cytogenetic analysis

Chromosomal banding analysis was assessed on peripheral blood
(n =911, 90%) or on bone marrow (n = 101, 10%). All samples, both
blood and bone marrow, were cultured for 72 hours with interleukin
IL-2 (PerproTech) and CPG DSP30 oligonucleotides (TIB Molbiol) in
accordance with standard procedures.!! Karyotype analyses were
performed using GTG and RHG banding. No less than 20 meta-
phases were karyotyped, and chromosomal aberrations were de-
scribed following the International System for Human Cytogenetic
2016." A clone was defined either by 2 cells with the same addi-
tional or structurally rearranged chromosome or by 3 cells with the
same chromosome loss. A CK was defined by the presence of three
or more chromosomal abnormalities in a single clone.** Multiple re-
lated clones (MRC) were defined by at least two related cell lines
on karyotype at diagnostic stage. All karyotypes were reviewed by
expert cytogeneticists.

2.3 | Fluorescence in situ hybridization

FISH analyses were performed on both interphasic nuclei and met-
aphases of cultured cells, in accordance with the manufacturer'sin-
structions. The routine FISH panel included a XL TP53/ATM probe

Novelty statement

e The description of three different subgroups of CKin CLL
is extremely recent; our study provides important data in
this regard.

e Karyotyping allows detection of many abnormalities with
potential impact on patient follow-up and treatment.

e Karyotyping should be included among the desirable
evaluations in clinical trials in CLL.

(MetaSystems) and XL DLEU/LAMP/12cen probe (MetaSystems).
For each probe, 200 interphase nuclei and a maximum of 40 meta-
phases were evaluated. Clonality at low interphasic FISH level may
be additionally validated on at least 2 metaphases carrying the ex-
pected FISH hybridization abnormal signal(s). The cutoff for each
individual probe was determined from negative sample analysis
and calculated as the mean + 3 standard deviation. For XL DLEU/
LAMP/12cen mix, cutoff for monoallelic 13q14 loss, biallelic 13q14
loss, or trisomy 12 was 2.9%, 0.5%, and 7%, respectively. For XL
TP53/ATM mix, cutoff for monoallelic ATM or TP53 loss was 3%
and 4.7%, respectively. FISH chromosomal aberrations were cat-
egorized in accordance with Déhner's hierarchical model high-risk
FISH (HR-FISH) aberrations for ATM and TP53 loss, intermediated
FISH aberration (Inter-FISH) for trisomy 12 or no FISH abnormal-
ity, and low-risk FISH (LR-FISH) aberration for isolated 13q14
deletion.*

2.4 | Statistical analysis

Discrete variables were compared between groups using Fisher's
exact tests, and a Mann-Whitney test was performed for continu-

ous variables.

3 | RESULTS

One thousand and twelve patients (pts), 61% (n = 613) males and
39% (n = 399) females, median age at diagnosis 72 (35-95 years),
were recorded. According to the Déhner's hierarchical model, pts's
distribution was 40% for LR-FISH (n = 405), 39% for Inter-FISH
(n=383)and 22% for HR-FISH (n = 224; Table 1A). In CBA, abnormal
karyotypes were found in 65% of cases (n = 660) and CK was ob-
served in 19% of pts (n = 194). The median number of abnormalities
per CK was 4 (range 3-12), 39% with 3 abnormalities (n = 77), 18%
with 4 abnormalities (n = 34), and 43% with more than 4 abnormali-
ties (n = 83). Chromosomal banding analysis abnormalities were de-
scribed in Table 1B. Each FISH prognostic group was faced with the
corresponding CBA results.

In LR-FISH group, isolated 13q14 deletions were confirmed by
CBA in 270 out of the 405 detected by FISH and were reported
either as cryptic deletion in a normal karyotype for 48% of cases
(195 pts) or associated with CBA detectable 13g deletion (75
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pts). For the remaining patients (n = 134), CBA showed additional
chromosome anomalies with CK occurrence in 28 cases. Taking
into account the CBA, 32% of the LR-FISH cases should not be
considered as 1314 isolated deletion (n = 135) and 7% presented
with CK (n = 28) and thus should be excluded from the low-risk
category. It is noteworthy that a group of pts exhibited 13q14 bi-
allelic loss (n = 80). This sub-group is not isolated in the Déhner's
curves but loss of the second 13q14 allele may be considered as
a sub-clonal evolution since most pts presented both isolated and
biallelic deletions. The CBA profile of this group is comparable to
those of the monoallelic 13q14 loss.

The Inter-FISH group (39% of patients) included 225 normal
FISH and 158 trisomy 12. Normal FISH was associated with ab-
normal CBA in 75 out of the 225 pts (33%), and abnormal karyo-
type was found in 98% of trisomy 12 FISH pts. CK was identified
in 11 and 35 cases, respectively, representing 12% of the whole
Inter-FISH group (n = 46). Finally, for both initially LR-FISH and the
Inter-FISH assigned group (n = 788), 9.5% of cases were associated
with CK (n = 74) and constituted a possible change in prognostic
risk group.

HR-FISH represented by ATM loss (n = 138) and/or TP53 loss
(n = 92) were identified in 22% of pts, and associated in 98% of cases
with an abnormal karyotype. CK was identified in 44% (n = 61) and
70% (n = 64) of ATM loss and TP53 loss cases, respectively, with a
higher significant occurrence in the TP53 loss group (P = .0002).
Chromosomal banding analysis demonstrated that chromosomal
mechanisms leading to TP53 loss mostly occurred from chromosome
17 unbalanced rearrangements (n = 67), or unbalanced transloca-
tion involving chromosome 17p (n = 37), chromosome 17p addition
(n = 16), iso-chromosome 17q (n = 7), and ring of chromosome 17
(n = 4). Interstitial 17p deletion was detected in 18% of cases (n = 15),
and 4 additional cases presented with cryptic TP53 deletion (4%).
Conversely, ATM loss was mainly found as non-cryptic 11q intersti-
tial deletion with break points spanning from 11q13 to 1124 (91%
of cases, n = 126). The last remaining cases were associated with
either a translocation at 11922 locus (n = 3), or add(11)(q22) (n = 2), or
cryptic 11g22.3 deletion (n = 3). A sub-clonal interphasic evolution
not detected by CBA was observed in 4 other cases.

It is noteworthy that CBA rearrangements at 1122 and 17p13
were not always associated with ATM or TP53 loss, as observed in
4 patients with 11q deletion without ATM deletion and 1 patient
with add(17p) and TP53 preservation. With the contribution of CBA,
16.5% of FISH categorized patients of this series should be reclassi-
fied to a higher risk category (n = 167) according to the recent pro-
posed refined prognostic classification.'

Focusing on CK, we showed a strong association between CK and
HR-FISH, but one third of patients presented a CK without detect-
able ATM or TP53 deletion (74 out of 224 patients). Thus, we defined
four distinct categories within CK group (Table 2): CK without TP53
or ATM deletion (CK+/no HR-FISH, n = 74), CK and TP53 deletion
(CK+/TP53 loss, n = 59), CK and ATM deletion (CK+/ATM loss, n = 56),
and CK with both ATM and TP53 losses (n = 5; Table 2). Significant
chromosomal abnormalities association could be described for each

group. CK+/TP53 loss was significantly associated with monosomy
15 (22%, P < .001). CK+/ATM loss was significantly associated with
14932 translocation (14%, P = .012) except of the t(14;18)(q32;q21)
and was never been associated with 14932 deletion (P = .042). CK+/
no HR-FISH was associated with trisomy 12 (45%, P < .001), t(14;18)
(932;921) (7%, P = .018), and trisomies 18 and 19 (15% and 12%,
respectively, P < .001). Trisomy 18/trisomy 19 and t(14;18)(q32;q21)
have never been observed together but most cases shared trisomy
12 association.

Moreover, unbalanced rearrangements were significantly ob-
served in CK (80% CK vs 19% non-CK, P < .001). Occurrences of
unbalanced rearrangements were higher as the number of described
anomalies increased, with a maximum reached for more than 4 ab-
normalities (P < 107% Figure 1). Indeed, occurrences of unbalanced
rearrangements followed an ascendant evolution from CK without
HR-FISH to CK with ATM loss and TP53 loss and both (72%, 79%,
92%, and 100%, respectively, P = .016; Figure 1). In fine, among the
whole CK subgroups, the CK+/TP53 loss group display the worst
CBA profile with higher occurrence of more than 4 abnormalities

and expected unbalanced rearrangements.

4 | DISCUSSION

The spectrum of underlying cytogenetic abnormalities in CLL has
long been limited owing to CBA failure. Cytogenetic stratification
of CLL often relied on the detection by FISH of four cytogenetic
markers (13q14 deletion, trisomy 12, ATM, and TP53 deletion) on
interphasic cells, preventing all other abnormalities and sub-clonal
evolution to be detected and investigated.'*8 In this study, 1012
untreated CLL patients were investigated both by CBA and FISH
performed on the same cells pellet obtained from IL2-DSP30 stimu-
lation of B-lymphocytes.

Abnormal karyotypes were obtained in 65% of pts, and FISH was
positive for at least one marker in 78% of pts. Data comparisons have
shown that CBA led to reassign 16% of pts to a higher risk group than
using FISH stratification alone. Taking into account the CBA in LR-
FISH group, 28% of cases might be reclassified in intermediate risk
category (n = 90) and 7% in defavorable risk category (n = 24). The
observation of additional chromosome abnormalities in LR-FISH cat-
egory had previously been noticed.??° Indeed, one to two additional
chromosomal anomalies were reported to be sufficient to modify
time to first treatment and even overall survival independently if the
number of anomalies is exclusively superior to 3.2* Consequently,
some authors proposed a new category of very low risk defined by
isolated monoallelic 13q14 loss with normal CBA, including molecu-
lar mutation data as no TP53, NOTCH1, or SBFB3 mutation. This cat-
egory displayed OS similar to the general age-matched population.*
Additionally, FISH allowed to detected most of the 13q14 deletions
as 47% of them are cryptic. In contrast, cryptic ATM or TP53 losses
are rare. But subsequent TP53 loss from CBA chromosomal 17p or
11g22 rearrangement needs to be confirmed by FISH because in
some cases loci of interest are conserved. Overall, combination of
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TABLE 2 FISH and CBA characteristics of patients with a complex karyotype

No HR-FISH HR-FISH ATM

Total 194 74 56
Age > 65y 139 54/74 (73%) 39/56 (70%)
M/F sex ratio 18 2 1.7
CK>=5 84 27/74 (36%) 18/56 (32%)
MRC 129 48/74 (65%) 38/56 (68%)
@c 92 36/74 (49%) 24/56 (43%)
Unbalanced rearrangement 156 53/74 (72%) 44/56 (79%)
13q deletion/t(13q14) 164 71/74 (96%) 48/56 (86%)
17p deletion 61 1/74 (1%) 0/56 (0%)
11q deletion/t(11q22) 51 4/74 (5%) 41/56 (73%)
Trisomy 12 49 33/74 (45%) 4/56 (7%)
6q deletion 40 18/74 (24%) 11/56 (20%)
8p deletion 31 10/74 (14%) 9/56 (16%)
7q deletion 21 11/74 (15%) 4/56 (7%)
Monosomy 15 19 4/74 (5%) 1/56 (2%)
14923 deletion 12 8/74 (11%) 0/56 (0%)
Others 14q32 translocations 12 3/74 (4%) 8/56 (14%)
Trisomy 18 11 11/74 (15%) 0/56 (0%)
Trisomy 19 9 9/74 (12%) 0/56 (0%)
t(14;18)(q32;g21) and 5 5/74 (7%) 0/56 (0%)

variants

HR-FISH TP53 HR-FISH ATM&TP53 Statistical significances
59 5
41/59 (69%) 5/5 (nr) NS
1.8 1.5 NS
36/59 (61%) 3/5 (nr) =.003
39/59 (66%) 4/5 (nr) NS
30/59 (51%) 2/5 (nr) NS
54/59 (92%) 5/5 (nr) =.016
53/59 (90%) 2/5 (nr) NS
55/59 (93%) 5/5 (nr) NS
1/59 (2%) 5/5 (nr) NS
11/59 (19%) 1/5 (nr) P<.001
10/59 (17%) 1/5 (nr) NS
11/59 (19%) 1/5 (nr) NS
6/59 (10%) 0/5 (nr) NS
13/59 (22%) 1/5 (nr) P <.001
4/59 (7%) 0/5 (nr) P=.043
1/59 (2%) 0/5 (nr) P=.012
0/59 (0%) 0/5 (nr) P <.001
0/59 (0%) 0/5 (nr) P <.001
0/59 (0%) 0/5 (nr) P=.018

Abbreviations: CC, clonal complexity; CK, complex karyotype; F, female; M, male; MRC, multiple related clones; nr, non-relevant; NS,

non-significative.

ESSSIHR-FISH - ESATM loss EZATP53 loss —#—Unbalanced translocation

100%

90%

80%

70%

60%

50%

% patients

40%
30%
20%

10%

0%

Number of CBA abnormalities

FIGURE 1 Evolution of pejorative chromosomic events
according to FISH risk category

CBA and FISH data may refine prognostic stratification of CLL and
both technics are complementary.

The most important data exclusively revealed by CBA, as pange-
nomic analysis, are the detection of CK recently characterized as an
independent high-risk marker in CLL.*%? We could have detected CK
in 29% of pts in this series. CK was found in all FISH categories, and
their occurrence increased with the FISH risk stratification, from 7%
in LR-FISH and 32% in Inter-FISH risk group to 56% in HR-FISH risk

group. Without surprise, we confirmed that CK is statistically cor-
related to HR-FISH, and there was no difference in % of CK found
in both ATM and TP53 losses groups. But CK is significantly more
often associated with more than 4 anomalies in TP53 loss group than
ATM loss group (61% vs 32%, P = .0027). This confirmed that TP53
loss is concomitant with high genetic instability. Nevertheless, CK
aggravated CLL outcome across all FISH categories (Figure 2A) and
had proved to be a predictive marker of poor response and short OS
with both chemoimmunotherapy”* and more recent agents as ibruti-
nib, independently to TP53 disruption.”

However, CK remained a heterogeneous group.’ In our se-
ries, we could define 4 CK groups according to their FISH status.
Approximately one third of CK displayed TP53 loss, one third ATM
loss, and the last third no HR-FISH. Cumulative TP53 and ATM losses
were anecdotal (5 cases over 194). Each group harbored specific
chromosomal association. Of note, trisomy 12, t(14;18)(g32;g21) and
variant, or cumulative trisomies 12, 18, and 19 are specifically ob-
served in CK with no adverse FISH abnormalities. This is consistent
with previous data showing that CLL with t(14;18) is associated with
others favorable prognostic markers like mutated IGVH, no ATM de-
letion indicating a much less aggressive disease.?® Conversely, CLL
with multiple trisomies, namely trisomy 12, 18, and 19, represented
a distinct category with increased auto-immune manifestation,
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(A)

Combined CBA and FISH risk

abnormal CBA

risk group accordingto CBA

risk group according to FISH abnormalities

FIGURE 2 A, Combined CBA/FISH
risk proposal according to our data. B,
Combined CBA/FISH risk proposal with
additional cytogenetic data according
to published studies. (*) some anomalies
may refine pronostic, that is, combinated
trisomies 12, 18, and 19 as good

risk factor, and t(8;14)(q24;q32) and
amp2p(NMYC) as lower risk factor. Risk
group color code: low-risk in green; int-
risk in blue; high-risk in orange; and very

(B)

Combined CBA and FISH risk

risk group accordingto CBA
abnormal CBA

24,25

increased IGVH mutated, and low rate of mutation and a partic-
ularly benign clinical evolution.>?¢?” This suggests that cytogenetic
complexity defined by solely numerical aberration should not auto-
matically be considered to be unfavorable prognostic CLL marker.

Criteria for CK definition in CLL should be revised as it was done
for other hematological diseases where hyperdiploidy is considered
as a one shot chromosome defect: In SMD/AML, ALL, and multi-
ple myeloma, hyperdiploid CK with multiple trisomies (with no or
few non-recurrent structural defect) is nevertheless considered as
good prognostic marker.?”"%? By opposition, losses of chromosome
are mostly considered as secondary changes associated with evolu-
tive disease in majority of hematological pathology. Here, we have
demonstrated the significant association between the apparent
higher risk category of CLL, namely CK/TP53 loss, with monosomy
15. Moreover, this latter group presented the higher percentage of
unbalanced rearrangement and cases with more than 4 anomalies,
reflecting the major chromosomal instability in this group.

Likewise, the 4 groups observed seemed to represent a con-
tinuum accumulation of defavorable markers, as represented in
Figure 1. However, the defavorable cytogenetic events—namely CK,
unbalanced rearrangement, or specific loci rearrangements—mainly
represented related events. Then notifying a higher representation
of unbalanced rearrangement in CK+-TP53 loss group, it is almost
a pleonasm because most of TP53 loss comes from unbalanced re-
arrangement. Under these conditions, the only valid chromosome
criteria remain the karyotype complexity whose definition should
be clearly re-evaluated as low CK (with 3-4 abnormalities) and high

risk group according to FISH abnormalities

high-risk in red

CK (>4 abnormalities) as it was recently demonstrated by Baliakas et
al.? Other data showed that CK cases had a comparable OS as pts
exhibiting TP53 loss (whatever CBA result), and pts cumulating CK
and TP53 loss had the lower overall survival.®> Here we could define
two supplementary subgroups of CK pts, CK without HR-FISH and
CK with ATM loss, which represented 67% of CK cases remained to
be clinically investigated.

In conclusion, our study characterizes one of the largest cohorts
of CLL pts at diagnosis with a sensitive and uniform cytogenetic
methodology. Note that, we were able to observe that in addition
to FISH analysis, the CBA allows detection of many abnormalities
with potential impact on patient follow-up and treatment, mainly CK
(Figure 2B). However, CK remains a heterogeneous group that may
be divided in at least 3 categories, 2 of them concerning the majority
of patients with no TP53 deletion. The clinical impact of these CK
subgroups still needs to be investigated in this cohort, as well as the
influence of others molecular abnormalities such as the mutational
status of NOTCH1, SBF1, BIRC3, and TP53.
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Résumé

La stratification de la leucémie lymphoide chronique (LLC) repose principalement sur
les marqueurs FISH selon le modele hiérarchique de Déhner qui inclut les marqueurs FISH a
haut risque, FISH intermédiaire ou FISH a faible risque. Récemment, le caryotype complexe
(CK) a été démontré comme facteur pronostique négatif indépendant dans la LLC.

Une série de 1012 patients atteints de LLC n'ayant pas été traités, a été étudiée avec
FISH et analyse de bandes chromosomiques (CBA) sur le méme culot obtenu a partir de
cellules cultivées stimulées par oligonucléotide et interleukine « IL-2-CPG DSP30 ».

La combinaison de FISH et de CBA a permis d’affiner les catégories pronostiques avec
I’identification de 30% de CK dans le groupe FISH a faible risque et intermédiaire. Cela
souléve la question de les transférer dans un groupe a haut risque. Bien que cette série ait
confirmé 1’importante association négative entre CK et FISH a haut risque (p = 0,003), 33%
des CK ne présentent pas de suppression ATM ou TP53. Trois groupes caractérisés par une
association significative entre des marqueurs FISH et CBA ont émergés: CK avec perte
de TP53 et monosomie 15, CK avec perte ATMet translocation 14qg32,et CK
sans pertes ATM ou TP53 mais trisomies 12, 18 et 19 ou t (14; 18) (g32; g21).

Nous avons observé qu’en plus de I’analyse FISH, CBA permet la détection de
nombreuses anomalies pouvant avoir un impact sur le suivi et le traitement du patient

principalement le caryotype complexe.

Mots-clés : Leucémie lymphocytaire chronique, caryotype complexe, marqueurs FISH.
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