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1. Introduction

Les leucémies aigués myéloides (LAM) forment un
groupe hétérogene de leucémies aigués caractérisées par une
grande variété d’anomalies chromosomiques récurrentes,
certaines étant étroitement corrélées avec les caractéristiques
morphologiques et cliniques. Compte tenu de la corrélation
morphologie—cytogénétique, la classification OMS (Ann
Oncol 1999 ; 10 : 1419) a inclus la présence de certaines
anomalies dans les criteres d’identification de certaines enti-
tés : LAM avec t(8;21)(q22;q22)/AMLI-ETO, leucémies
aigués promyélocytaires (M3) avec t(15;17)(q22;q12)/PML-
RARA ou translocations variantes et alternatives, LAM avec
composante monocytaire et éosinophiles anormaux avec
inv(16)(p13q22) ou t(16;16)(p13;q22)/CBFB-MYH]I1 et les
LAM a composante monocytaire avec anomalies 11q23.

Le caryotype étant le facteur prédictif le plus fort de la
réponse thérapeutique et du risque de rechute, tous les sché-
mas thérapeutiques prennent en compte le caryotype au dia-
gnostic de LAM. Les anomalies sont classées en trois caté-
gories : bon risque, risque intermédiaire et haut risque. En
dépit de certaines fluctuations selon les séries, les t(15;17),
t(8;21) et inv(16) sont classiquement rattachées au groupe de
bon risque tandis que les caryotypes complexes, les
—5/del(5q), —7, anomalies 3q, t(6;9)(p23;q34) et t(9;22)
(q34;q11) sont retrouvées dans le groupe de mauvais risque.
Certaines anomalies, telles les trisomies 8, les del(7q) et les
11q23/MLL, ont été considérées tantdt comme de risque
intermédiaire, tant6t comme de haut risque. Le groupe inter-
médiaire, principalement constitué des caryotypes normaux,
contient aussi I’ensemble des autres anomalies.
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Ces éléments font du caryotype un examen indispensable
a la prise en charge thérapeutique de toutes les LAM. Les
LAM3 bénéficient d’un protocole spécifique, tandis que pour
les LAM non M3, les décisions thérapeutiques sont fondées
sur la présence d’anomalies chromosomiques de bon risque
ou de mauvais risque. Les recommandations du GFCH pour
la prise en charge cytogénétique des LAM distinguent ainsi
les LAM3 des LAM non M3, et pour ces dernieres, accordent
une place prépondérante a la détection des anomalies de bon
risque et de haut risque.

2. Places respectives du caryotype et de la FISH
au diagnostic de LAM

Le caryotype est indispensable a la prise en charge des
LAM. 11 doit étre obtenu au diagnostic dans tous les cas. En
cas d’échec, il convient de tout mettre en ceuvre pour obtenir
un 2° prélevement avant tout traitement. La cytogénétique
conventionnelle permet en effet d’identifier, en un seul
temps, la totalité des anomalies répertoriées dans les LAM,
qu’elles soient isolées ou associées dans une méme cellule.
C’est cette vue d’ensemble du génome qui fait du caryotype
un examen irremplacable dans la prise en charge des LAM.

La FISH n’est indiquée, en complément du caryotype, que
dans des situations particulieres (développées ci-dessous).
Les indications ci-dessous établies par le GFCH ont tenu
compte de la fréquence de 1’anomalie recherchée, de la
corrélation avec I’aspect morphologique, du type de sondes
disponibles (facilement accessibles pour tous les centres), de
I’existence de formes cryptiques ou masquées et de la diffi-
culté de détection de I’anomalie au caryotype.
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3. Indications de la FISH

Les informations apportées par le caryotype et I’analyse
morphologique déterminent les indications de la FISH.

3.1. La morphologie oriente vers une LA promyélocytaire
(LAM3)

Lorsque le caryotype a permis d’identifier une
t(15;17)(q22;q12-21) standard (92 % des cas) ou variante
(2 %), le recours a la FISH n’est pas nécessaire.

Toute M3 sans t(15;17) au caryotype doit faire 1I’objet
d’une exploration FISH a la recherche du géne de fusion
PML-RARA. Le remaniement PML-RARA peut étre crypti-
que (4 % des LAM3) car généré par insertion moléculaire
indétectable par technique cytogénétique conventionnelle. 11
peut aussi résulter d’un remaniement chromosomique com-
plexe qui implique dans la plupart des cas un des deux points
de cassure de la translocation, soit 15922, soit 17q12-21. La
FISH PML-RARA doit donc étre pratiquée devant toute M3
sans t(15;17) ou M3 avec remaniement 15q22 ou 17q12—
21 au caryotype, et également en cas d’échec du caryotype.

La recherche du gene de fusion PML-RARA par FISH,
complémentaire du caryotype, n’est pas justifiée dans les
LAM non promyélocytaires car PML-RARA n’est qu’excep-
tionnellement observé dans des proliférations non promyélo-
cytaires.

Un faible pourcentage de M3 (ou LA morphologiquement
proches des M3) est caractérisé par d’autres remaniements
chromosomiques qui tous impliquent RARA : t(11;17)
(923;q21)/PLZF-RARA (0,8 %), t(5;17)(q35;q21)/NPM-
RARA (0,2 %), t(11;17)(q13;921)/NuMA-RARA (< 0,1 %) et
STAT5b-RARA (< 0,1 %). Le meilleur outil de mise en évi-
dence de ces anomalies est le caryotype.

3.1.1. Caryotype
Temps de culture recommandé pour technique cytogéné-
tique conventionnelle : au moins une nuit.

3.1.2. Sondes FISH PML-RARA

Les sondes de grande taille (300 Kb) détectent bien le
gene de fusion PML-RARA sur cellules interphasiques et
métaphasiques mais détectent mal les insertions de petites
tailles.

Les sondes de plus petites tailles (20 a 40 Kb) détectent
bien le gene de fusion PML-RARA sur cellules métaphasi-
ques, moins bien sur cellules interphasiques mais détectent
mieux les insertions de petites tailles.

3.2. La morphologie n’oriente pas vers une LA
promyélocytaire (LAM3)

Les recommandations du GFCH ont tenu compte de la
place actuelle des anomalies chromosomiques dans les sché-
mas thérapeutiques pour développer plus particulierement
les moyens a mettre en ceuvre pour détecter les anomalies
décisionnelles (anomalies de bon risque et de haut risque). La
recherche systématique proposée pour MLL est optionnelle
et a un objectif épidémiologique.

3.2.1. Les anomalies de bon pronostic : t(8;21)/inv(16)

Lorsque ces deux anomalies sont détectées par cytogéné-
tique conventionnelle, aucun recours a la FISH n’est néces-
saire.

La recherche systématique par FISH de t(8;21) et inv(16)
n’est pas recommandée car ces deux anomalies sont détecta-
bles au caryotype et sont rarement cryptiques. En revanche,
la FISH doit étre ponctuellement pratiquée en cas de discor-
dance entre le caryotype qui n’a pas identifié I’anomalie et un
parametre (morphologique ou cytogénétique) qui évoque
fortement sa présence.

t(8;21) : il convient de rechercher le gene de fusion AMLI-
ETO lorsque I’aspect morphologique (M2 avec corps d’ Auer
et signes spécifiques de myélodysplasie) oriente vers une
LAM/t(8;21). Plus rarement, la présence d’un remaniement
impliquant 8q22 ou 21q22 peut révéler une t(8;21) masquée
dans une translocation complexe.

inv(16)/t(16;16) : 1a recherche par FISH d’une inv(16) ou
de son équivalent t(16;16) est obligatoire lorsque I’anomalie
n’est pas observée sur le caryotype alors que la présentation
morphologique est celle d’'une LAM4 avec éosinophiles anor-
maux, ou lorsque une anomalie chromosomique est évoca-
trice de sa présence (soit remaniement chromosomique impli-
quant un des deux points de cassure 16pl3 ou 16q22, soit
trisomie 22 isolée, anomalie numérique associée de fagcon non
aléatoire a I’inversion du 16). D’authentiques inv(16) crypti-
ques (générées par insertion) ont été identifiées mais restent
exceptionnelles. En revanche, I’inv(16) est une anomalie dif-
ficile a détecter sur le caryotype et nécessite une bonne qualité
de préparation chromosomique pour étre identifiée. La FISH
peut donc utilement compléter le caryotype lorsque la qualité
ne permet pas I’identification formelle de 1’anomalie. Cette
FISH complémentaire éventuelle ne doit pas étre limitée aux
LAM4 car I'inv(16) est présente dans un pourcentage non
négligeable de LAM sans composante monocytaire.

Ces deux anomalies doivent également étre recherchées
en cas d’échec du caryotype.

3.2.1.1. FISH #(8 ;21). Toutes les sondes locus-spécifiques
commerciales disponibles détectent bien le remaniement
AMLI-ETO. Seules les insertions moléculaires de tres petite
taille (trés peu de cas rapportés) nécessitent des sondes locus-
spécifiques de petite taille pour étre détectées.

3.2.1.2. FISH inv(16). Les sondes commerciales disponibles
qui permettent la détection de I’anomalie a la fois sur cellules
métaphasiques et interphasiques (soit par séparation des par-
ties 3’et 5’ du géne CBFB ; soit par séparation des parties 3’et
5" du géne MYHI11 ) sont bien adaptées a la recherche de
I’inv(16).

3.2.2. Les anomalies de mauvais pronostic

Les anomalies chromosomiques conférant un mauvais
pronostic dans toutes les séries de LAM sont les caryotypes
complexes (= 3 anomalies non apparentées), les monosomies
5 et les délétions partielles du bras long du chromosome 5
(-5/59-), les monosomies 7 completes (—7), les anomalies 3q
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(impliquant 3q26 dans la majorité des cas), les t(6;9)
(p23;q34) et les t(9;22)(q34:;q11).

Aucune stratégie FISH n’est proposée pour détecter ces
anomalies dont la détection repose entierement sur technique
de cytogénétique conventionnelle pour les raisons suivantes :

¢ le caryotype permet de visualiser 1’ensemble des chro-
mosomes et donc d’identifier I’ensemble des anomalies
en un seul temps ;

¢ les échecs des techniques cytogénétiques convention-
nelles sont rares dans les LAM ;

* les anomalies sont facilement identifiables au caryotype
standard et sont exceptionnellement cryptiques ;

e aucun panel de sondes FISH ne peut remplacer la notion
de complexité du caryotype qui repose sur les résultats
du caryotype standard ;

e aucune sonde n’est disponible pour certaines anomalies ;

* une analyse FISH avec les sondes disponibles ne dis-
pense pas du caryotype pour une interprétation correcte
des résultats.

Le caryotype reste donc I’examen clé de la définition des
criteres de haut risque. Pour les rares échecs cytogénétiques
n’ayant pas pu bénéficier d’un 2° prélévement avant tout
traitement, la recherche sur noyaux interphasiques d’un
—5/5q— et d’un -7 peut étre proposée, en sachant que 1’infor-
mation ainsi obtenue sur les criteres de haut risque est incom-
plete. La recherche d’une t(9 ;22) n’est pas proposée en
raison de la tres faible fréquence des LAM Ph-positives.

3.2.2.1. FISH 5. Sondes commerciales explorant les régions
531 (la plus fréquemment délétée) : la cohybridation d’une
sonde explorant simultanément une autre région du chromo-
some 5 facilite I’interprétation des résultats

3.2.2.2. FISH 7. Sonde centromérique du 7 ; I’association a
une analyse des régions 7q31 ou 7q22-7q35 facilite I’inter-
prétation des résultats.

3.2.3. Les remaniements MLL

Il s’agit de 1a seule recherche systématique proposée dans
le cadre des LAM non M3. Cette étude prospective pour les
anomalies 11q23/MLL a pour objectif de contribuer a I’étude

épidémiologique des anomalies impliquant MLL, en réper-
toriant I’ensemble des anomalies MLL, répertoire qui per-
mettra a terme de déterminer I’impact pronostique propre a
chaque remaniement.

Dans le cadre des LAM, la FISH MLL est optionnelle
(mais recommandée) car les remaniements MLL ne sont pas
a ce jour décisionnels. Chez I’enfant de moins de deux ans,
cette recherche est obligatoire compte tenu de la fréquence
élevée de remaniements MLL dans ce groupe d’age et de leur
impact pronostique défavorable.

Les remaniements 11g23 sont, dans la majorité des cas,
des translocations impliquant MLL. Toutefois, certains d’en-
tre eux sont MLL-négatif. Il importe donc de préciser pour les
remaniements 11923 si MLL est réarrangé, et pour les trans-
locations MLL-positif, d’identifier le partenaire. Les diffé-
rentes translocations 11q23/MLL sont identifiables par tech-
nique cytogénétique conventionnelle mais, alors que
certaines sont aisément identifiables, d’autres nécessitent
une tres bonne qualité de préparation chromosomique pour
étre détectées. Le caryotype peut alors étre utilement com-
plété par technique FISH. En pratique, plusieurs stratégies
sont envisageables pour détecter les réarrangements MLL.

La FISH interphasique avec une sonde double couleur
(signaux 3’MLL et 5’MLL de couleur différente, colocalisés
en 11g23 en situation normale et séparés en cas de réarran-
gement MLL) détecte tous les réarrangements MLL et peut
étre considérée comme ayant la méme efficacité de détection
que le Southern blot, le seul réarrangement MLL non détecté
par la FISH étant la duplication en tandem MLL.

La FISH métaphasique permet d’identifier le partenaire
dans les translocations. Le signal 3’MLL est transloqué sur le
partenaire sauf dans environ 10 % des translocations asso-
ciées a une délétion 3’MLL. Les peintures chromosomiques
du 11 et du partenaire peuvent aussi contribuer a cette iden-
tification.

3.2.3.1. Sondes FISH. Les sondes commerciales disponibles
qui permettent la détection de I’anomalie a la fois sur cellules
métaphasiques et interphasiques (par séparation des parties
3’et 5° du gene MLL; sondes double couleur) sont bien
adaptées a un criblage systématique.

Caryotype : toutes les LAM au diagnostic
Indications de la FISH : selon le caryotype et la morphologie

LAM (sauf M3) LAM3
Anomalie récurrente Caryotype normal Absence de t(8;21) Absence d’inv(16) Echec t(15;17) Caryotype normal
au caryotype ou au caryotype au caryotype du caryotype ou ou
t(8;21) autres anomalies + Présence d’un + Présence d’un t(V;15;17) Anomalie
inv(16)/t(16;16) t(11q23;V) que celles listées remaniement remaniement 15922 ou 17q21
1(6;9) t(9;22) dans la 1" colonne 8q22 ou 2122 16p13 ou 16q22 ou Autres anomalies ou
t(3q:V) ou inv(3) t(8;16) (dans caryotype ou + ou + Echec
(16 ;21) simple ou complexe) Morphologie trisomie 22 isolée du caryotype
t(7;11) évocatrice de t(8;21) ou +
t(1;22) Morphologie
t(3:5) évocatrice d’inv(16)
=7 del(5q)
Pas d’indication FISH MLL® FISH t(8:21) FISH inv(16) FISH t(8;21) Pas FISH t(15;17)
de FISH* FISH MLL® FISH MLL® FISH inv(16) d’indication

FISH 5/7¢ de FISH

FISH MLL"

“ sauf FISH MLL en cas de 11q23
© optionnel (mais recommandé)

€ FISH 5: sonde 5q31 (associée a sonde d’une autre région du 5) ; FISH 7 : centromere 7 (associé a sonde 7q31 ou 7q22-35)



	Recommandations pour la prise en charge cytogénétique des leucémies aiguës myéloïdes établies par le Groupe Français de Cytogénétique Hématologique (GFCH)
	Introduction
	Places respectives du caryotype et de la FISH au diagnostic de LAM
	Indications de la FISH
	La morphologie oriente vers une LA promyélocytaire (LAM3)
	Caryotype 
	Sondes FISH PML-RARA 

	La morphologie n'oriente pas vers une LA promyélocytaire (LAM3)
	Les anomalies de bon pronostic : t(8;21)/inv(16) 
	FISH t(8 ;21). Toutes les sondes locus-spécifiques commerciales disponibles détectent bien le remaniement AML1-ETO. Seules les insertions moléculaires de très petite taille (très peu de cas rapportés) nécessitent des sondes lo ...
	FISH inv(16). Les sondes commerciales disponibles qui permettent la détection de l'anomalie à la fois sur cellules métaphasiques et interphasiques (soit par séparation des par-ties 3’et 5’ du gène CBFB ; soit par séparation  ...

	Les anomalies de mauvais pronostic 
	FISH 5. Sondes commerciales explorant les régions 5q31 (la plus fréquemment délétée) : la cohybridation d'une sonde explorant simultanément une autre région du chromo-some 5 facilite l'interprétation des résultats 3.2.2.2. 
	FISH 7. Sonde centromérique du 7 ; l'association à une analyse des régions 7q31 ou 7q22–7q35 facilite l'inter-prétation des résultats. 3.2.3. 

	Les remaniements MLL 
	Sondes FISH. Les sondes commerciales disponibles qui permettent la détection de l'anomalie à la fois sur cellules métaphasiques et interphasiques (par séparation des parties 3’et 5’ du gène MLL; sondes double couleur) sont bien  ...





