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1. Introduction

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une maladie
hématopoiétique due a une prolifération clonale de cellules
pluripotentes conduisant a une expansion cellulaire principa-
lement myéloide. Son incidence est estimée a 1,5 cas
/100 000 habitants par an. La LMC est caractérisée par un
marqueur chromosomique spécifique, le chromosome Phila-
delphie (Ph) provenant d’une translocation équilibrée
1(9;22)(q34;ql11), retrouvée dans 95 % de cas de LMC. Cette
translocation génere, sur le dérivé 22, le gene hybride BCR-
ABL issu de la fusion de la partie 5’BCR du gene BCR
(localisé sur le chromosome 22) avec la partie 3’ABL du
gene ABL (localisé sur le chromosome 9). Dans 5 % des cas,
le gene de fusion BCR-ABL résulte soit d’une translocation
variante complexe impliquant un 3° parfois plusieurs chro-
mosomes, soit d’une insertion cryptique de matériel chromo-
somique indétectable par les techniques cytogénétiques
conventionnelles. Dans ce dernier cas, la LMC est dite Ph-
négative BCR-positive et seules les techniques de FISH et de
biologie moléculaire (RT-PCR) permettront la détection du
gene hybride et du transcrit BCR-ABL. Le transcrit BCR-
ABL, retrouvé dans tous les cas de LMC, est le transcrit
critique de la #(9;22), tandis que le transcrit réciproque ABL-
BCR, généré sur le dérivé 9 de la #(9;22) n’est retrouvé que
dans 60 % des cas et n’a pas de rdle physiopathologique
connu. BCR-ABL code pour une protéine a activité tyrosine
kinase P210 (de 210 kD) jouant un role majeur dans le
développement de la LMC.
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La maladie présente plusieurs phases : une phase chroni-
que indolente, suivie d’une phase d’accélération puis de
transformation en leucémie aigué (acutisation) particuliere-
ment résistante aux traitements par chimiothérapie. Les trai-
tements cytoréducteurs classiques (hydroxyurée, busulfan)
permettent une réponse hématologique transitoire sans éradi-
cation du clone malin. Le traitement par IFN et 1’allogreffe
de moélle permettent d’obtenir des réponses cytogénétiques
dont le niveau est bien corrélé avec la survie a long-terme des
patients. L’introduction de I’imatinib a récemment modifié la
prise en charge thérapeutique de la LMC car cette thérapie
ciblée sur un effet antityrosine kinase permet aussi d’induire
des réponses cytogénétiques, mais le devenir a long terme
des patients sous imatinib reste a évaluer. Pour tous ces
traitements, la réponse cytogénétique est un des moyens
d’évaluation de la réponse thérapeutique. La réponse est dite
complete quand le clone Ph+ est éradiqué (0 % de cellules
Ph+), majeure quand le clone Ph+ est présent dans < 35 %
des métaphases, mineure quand le clone Ph+ est compris
entre 36 % et 65 %, et minime (66 a 95 % de Ph+) ou nulle
quand le clone Ph+ est retrouvé dans > 96 % des métaphases.

2. Recommandations du GFCH pour la prise en charge
cytogénétique au diagnostic

La cytogénétique conventionnelle (CC) est indispensable
au diagnostic, elle reste la technique de référence pour mettre
en évidence la #(9,;22) forme classique ou variante. Elle peut
étre complétée par des techniques d’hybridation in situ en
fluorescence (FISH) a 1’aide de sondes spécifiques des génes
BCR et ABL. La biologie moléculaire permet I’identification
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des différents transcrits de fusion : la technique actuellement
la plus couramment utilisée repose sur 1’amplification de
I’ ADN complémentaire (RT-PCR).

La cytogénétique conventionnelle permet de détecter
d’éventuelles anomalies chromosomiques additionnelles
parfois présentes des le diagnostic.

2.1. Les indications de la FISH

La premiére indication de la FISH est la discordance entre
les données du caryotype (qui n’identifie pas de Ph) et les
autres données biologiques, y compris la RT-PCR, qui sont
compatibles avec le diagnostic de LMC. La mise en évidence
d’un geéne hybride BCR-ABL par FISH confirmera alors le
diagnostic de LMC. Un autre type de discordance, plus rare,
correspond aux #(9;22) qui génerent des transcrits variants
(ela2, e6a2, el9a2...) non détectés dans les conditions stan-
dards congues pour la détection des transcrits M-BCR .

11 a été¢ montré que 10 a 15 % des patients présentaient une
délétion de taille variable (de quelques dizaines de bases et
pouvant atteindre plusieurs mégabases) sur le dérivé 9. Ces
délétions intéressent les régions adjacentes au point de cas-
sure (5°ABL et 3’ BCR) et ne sont pas détectables par techni-
que cytogénétique conventionnelle. La présence de ces délé-
tions a été associée a un mauvais pronostic avec les
traitements antérieurs a I'imatinib et leur impact reste a
évaluer sur des patients sous imatinib. Leur recherche contri-
buera donc a une meilleure connaissance de leur fréquence et
de leur impact pronostique sur les séries prospectives. Ces
délétions n’étant pas décisionnelles, il s’agit a ce jour d’un
acte optionnel.

Elles peuvent actuellement étre recherchées par les tech-
niques de FISH a I’aide de sondes spécifiques de 2° généra-
tion. Plusieurs types de sondes commercialement disponi-
bles sont informatives pour détecter ces délétions. Ces
sondes couvrent largement les genes ABL et BCR, détectent
bien les délétions de grande taille mais ne permettent pas
d’identifier les délétions de petite taille.

3. Recommandations du GFCH pour I’évaluation
de la réponse au traitement

3.1. Caryotype

La réponse cytogénétique est évaluée séquentiellement
sur cellules médullaires. Cette réponse étant évaluée en pour-
centage de cellules résiduelles Ph+, un nombre suffisant de
métaphases (minimum 20 mitoses mais si possible supérieu-
res ou égales a 30) doit étre analysé pour augmenter la
précision statistique du résultat. La seule situation ou le
caryotype ne permet pas d’évaluer la réponse thérapeutique
est constituée par les LMC Ph-négatives BCR-positives.

Le caryotype permet aussi de détecter les anomalies asso-
ciées a la #(9;22) dans le clone Ph-positif. Leur survenue en
cours d’évolution de la LMC est classiquement précurseur ou

associée a I’accélération de la maladie. Les schémas classi-
ques d’évolution clonale incluent I’apparition d’une trisomie
8, trisomie 19, un isochromosome 17q et la duplication du
Ph.

Des anomalies clonales peuvent apparaitre dans les cellu-
les Ph-négatives des LMC traitées. Ce phénomene occasion-
nellement rapporté avec les traitements antérieurs a I’imati-
nib, est en cours d’exploration chez les patients sous
imatinib. Un caryotype systématique des cellules Ph-
négatives des patients en réponse cytogénétique partielle ou
complete permettra de répertorier ces anomalies et d’évaluer
leur impact a long terme.

3.2. FISH

Aucun protocole ne recommande la FISH (sur cellules
médullaires ou sanguines) pour évaluer la réponse cytogéné-
tique.

La seule situation ot la réponse cytogénétique ne peut tre
évaluée que par FISH sur cellules médullaires est la LMC
Ph-négative BCR-positive.

Dans les autres LMC, la FISH peut parfois étre un com-
plément utile quand un nombre insuffisant, voire I’absence,
de métaphases a été obtenu. Les résultats de la FISH inter-
phasique ne sont pas superposables a ceux de la FISH méta-
phasique. La FISH métaphasique explore, comme le caryo-
type, le compartiment des cellules en division alors que la
FISH interphasique explore aussi le compartiment des cellu-
les quiescentes. De plus, la sensibilit¢ de la FISH étant
dépendante du nombre de cellules analysées, il convient
d’analyser au moins 200 (voire 500) noyaux. La sensibilité
de la FISH métaphasique est comparable a la sensibilité de la
cytogénétique conventionnelle, celle de la FISH interphasi-
que est comprise entre 1072 et 10—, donc trés inférieure au
seuil de sensibilité des techniques moléculaires (10~) requi-
ses pour quantifier la maladie résiduelle.

Si une technique FISH doit étre utilisée pour évaluer la
maladie résiduelle, il convient d’utiliser des sondes de 2°
génération qui ont des taux de faux-positifs inférieurs a 1 %.
Ces seuils de positivité ne sont atteints que s’il n’y a pas de
délétion sur le dérivé 9 car c’est la présence du signal sur le
der(9) qui diminue les faux-positifs sur cellules interphasi-
ques. Dans le cas de délétion sur le der(9), seule la colocali-
sation des signaux BCR et ABL du gene hybride BCR-ABL
est observée et le seuil de sensibilité de la technique est celui
des sondes de 1™ génération (5 % de faux positifs) donc trop
élevé pour évaluer la maladie résiduelle.

Dans le cas particulier d’allogreffe donneur—receveur de
sexe différent, le chimérisme des chromosomes sexuels
(XX/XY) peut étre facilement quantifié par FISH sur cellules
interphasiques.

Pour en savoir plus
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