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1. Introduction

1.1. Situation du sujet

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une prolifé-
ration—accumulation monoclonale de lymphocytes B matu-
res. Il s’agit d’une maladie classiquement indolente sur de
nombreuses années, avec cependant une grande variabilité
d’évolution. La survenue d’un lymphome B a grandes cellu-
les s’observe chez 5 a 10 % des malades (syndrome de
Richter).

1.1.1. Définitions

A coté des LLC typiques de diagnostic simple autant au
plan morphologique qu’au plan immunophénotypique, il
existe des syndromes lymphoprolifératifs chroniques B in-
classables encore appelés « LLC atypiques ».

La différence entre les LLC typiques et atypiques est faite
classiquement sur la morphologie et I’'immunophénotype. En
pratique, elle est essentiellement faite sur I’'immunophéno-

type.
On peut retenir la proposition suivante :

1.1.1.1. LLC typique (sang périphérique). Morphologie des
lymphocytes :
* plus de 90 % de petits lymphocytes matures ;
* mélange de petits lymphocytes matures et de prolym-
phocytes (nombre de prolymphocytes compris entre
10 et 55 %) (LLC mixte) ;
* spectre allant de petits lymphocytes a de grands lympho-
cytes (LLC mixte).
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Immunophénotype : le score de Matutes est supérieur ou
égal a 4.

[CD5+ (1 point), CD23+ (1 point), CD79b — ou + faible
(1 point), Intensité des IgS faible (1 point), FMC7 — ou
+ faible (1 point)]

Certains s’aident aussi de I'intensité du CD20 (+faible).
(Le CD22 a été remplacé par le CD79b).

1.1.1.2. Syndrome lymphoprolifératif chronique B atypique
(« LLC atypique »). La morphologie des lymphocytes peut
ne pas étre discriminante par rapport a une LLC typique.

Immunophénotype : le score de Matutes est inférieur ou
égal a 3.

NB : on parle de leucémie prolymphocytaire B quand il y
aplus de 55 % de prolymphocytes. Comme aucune anomalie
chromosomique spécifique n’a encore été décrite, il est re-
commandé de la prendre en charge sur le plan cytogénétique
comme une « LLC atypique ».

1.1.1.3. Diagnostics différentiels. Autres syndromes lym-
phoprolifératifs chroniques B :

Leucémie a tricholeucocytes

Phase leucémique des lymphomes folliculaires, lympho-
mes du manteau, lymphomes lymphoplasmocytaires (lym-
phomes spléniques a lymphocytes villeux, lymphomes de la
zone marginale).

(Les syndromes lymphoprolifératifs matures T sont a trai-
ter dans un autre chapitre).

1.1.2. Criteres pronostiques

Deux classifications anatomocliniques sont couramment
utilisées (Binet et Rai), la classification Binet étant la plus
utilisée en Europe (Stades A, B, C) [Stade A : Hb > 10g/dl,
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plaquettes > 100 G/I, moins de trois aires ganglionnaires
palpables. Stade B : Hb > 10 g/dl, plaquettes > 100 G/1, plus
de trois aires ganglionnaires palpables. Stade C : Hb < 10 g/dl
et/ou plaquettes < 100 G/1].

Les patients stades B et C sont traités. Un protocole
européen impliquant un nombre limité de centres est actuel-
lement en cours d’étude pour traiter les patients stade A en
fonction de facteurs pronostiques biologiques (absence d’hy-
permutation somatique des genes des chaines lourdes des
Immunoglobulines, temps de doublement rapide des lym-
phocytes, anomalie 17p, anomalie 11q).

1.2. Bases des recommandations du GFCH

Des mitoses avec anomalies clonales sont obtenues dans
40 a 50 % des cas étudiés. On détecte des anomalies récur-
rentes par FISH dans environ 80 % des cas.

Les anomalies récurrentes les plus fréquemment obser-
vées dans la LLC (tous stades confondus) et le pronostic qui
leur est a ce jour associé sont rapportés dans le Tableau 1.

La plupart de ces anomalies peuvent &tre présentes au
diagnostic, mais peuvent aussi apparaitre au cours de la
maladie, ce qui suggere leur caractere secondaire.

L’étude cytogénétique dans la LLC est a ce jour option-
nelle, puisque n’étant pas encore décisionnelle dans le choix
thérapeutique. Cette étude est cependant recommandée, les
renseignements apportés par cet examen étant comme nous
I’avons vu importants pour le pronostic. Il est devenu évident
qu’un patient porteur de LLC stade A, avec une anomalie
chromosomique de mauvais pronostic, sera suivi de facon
plus rapprochée, méme s’il n’est pas traité.

Dans un avenir proche, cette étude cytogénétique sera
vraisemblablement indispensable pour la prise en charge des
LLC stade A, la présence d’une délétion du locus TP53 ou du
locus ATM, ou d’une trisomie 12 pouvant étre décisionnelle
pour la mise en route d’un traitement. Les stades B et C sont
en eux-mémes une indication au traitement, mais les études
en cours dans les protocoles clinicobiologiques apporteront
des précisions sur la stratégie a adopter en fonction des autres
criteéres pronostiques en particulier cytogénétiques, qui pour-
ront alors 1a aussi devenir indispensables a rechercher.

Dans le cas des syndromes lymphoprolifératifs chroni-
ques B atypiques, 1’étude cytogénétique est indispensable,
apportant des informations supplémentaires pour le diagnos-
tic, et permettant une décision thérapeutique si la découverte

Tableau 1
Les anomalies récurrentes observées dans la LLC (tous stades confondus) et
le pronostic qui leur est a ce jour associé

Caryotype FISH  Pronostic

standard (%) (%)

del(13)(q14) 9,5 55 Bon, si délétion isolée
(13;v)(ql4;v’)

del(11)(q22) (ATM) 1 18 Mauvais

trisomie 12 totale 17 16 Discuté

/partielle (12q13-21)

del(6)(q21-23) 5,5 6 ?

del(17)(p13) (TP53) 3,4 7 Le plus défavorable

d’une anomalie chromosomique oriente vers une pathologie
connue. Il reste a discuter les indications en fonction de 1’age
du patient, si celui-ci est un facteur limitant pour la mise en
route d’un traitement.

2. Principes techniques

Le caryotype est réalisé sur du sang périphérique. (Il est
possible de le faire a partir d’un prélevement de moelle).

2.1. Culture

Le temps de culture est de 72 heures ou 96 heures avec
mitogenes B : TPA ou LPS ou PKW ou TPA+IL2. Certains
utilisent aussi de la PHA en association avec un mitogene B.

Ces temps de culture conviennent aussi en cas de lympho-
mes leucémisés.

En cas de suspicion de syndrome de Richter, le caryotype
sera réalisé au mieux sur un ganglion, et on se reportera alors
aux recommandations du groupe lymphome.

2.2. Caryotype standard

Le nombre minimum de mitoses a analyser est de 20, si
une (des) anomalie(s) clonale(s) a (ont) été observée(s). Il est
sinon recommandé de compter 40 mitoses. En effet, la majo-
rité des mitoses peut étre issue de cellules normales ; il peut
aussi exister des clones minoritaires.

2.3. Hybridation in situ fluorescente (FISH)

Comme d’une part il peut étre difficile d’obtenir des mito-
ses anormales dans la LLC (non division des cellules ou
clones minoritaires), et comme d’autre part il existe des
anomalies cryptiques récurrentes, on aura recours a la FISH
dans de nombreux cas.

En I’absence d’anomalie visible au caryotype, la FISH
sera lue sur les métaphases (anomalie cryptique) et sur les
noyaux interphasiques. En cas d’anomalie observée dans un
faible pourcentage de noyaux, il est recommandé de compter
au minimum 200 noyaux. Le seuil de positivité est a valider
dans chaque laboratoire.

On pourra étre amené a explorer de fagon systématique les
régions suivantes :

* 11922 : locus du gene ATM ;

* 12 : sonde alphoide (« centromere ») du 12 (CEP12) ;

* 13q14 : D13S319, 7-D13S272 ;

* 17p13 : locus du gene TP53.

3. Indications de la FISH

A ce jour, les indications de la FISH sont optionnelles.
Si une FISH est réalisée, les indications peuvent &tre les
suivantes (Tableau 2) :

3.1. Caryotype anormal

3.1.1. En cas d’anomalie(s) clonale(s) orientant vers
une LLC : trisomiel2, del(13)(q14), del(11)(q22),
add/del(17)(p13)
* Outre les sondes jugées utiles pour préciser des anoma-
lies chromosomiques complexes observées.
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Tableau 2
Recommandations pour la prise en charge FISH dans les LLC établies par le groupe francais de cytogénétique hématologique (GFCH)
Caryotype Anomalie(s) Anomalie(s) « non classique(s) » Anomalie(s) orientant Absence d’anomalie
orientant vers une vers un diagnostic de
LLC lymphome leucémisé
+12, del(13q), t(11;14)(q13;q32)
add/del(17p), t(14;18)(q32;q21)
del(11q) del(7q)/translocation7q
FISH 17p13(TP53) LLC typique «LLC atypique »  Voir groupe lymphome ~ LLC typique  « LLC atypique »
11q22(ATM) 17p13(TP53) 17p13(TP53) 17p13(TP53)  17p13(TP53)
13q14* 11q22(ATM) 11q22(ATM) 11q22(ATM)  11q22(ATM)
13q14* 13q14 13q14* 13q14
CEP12* CEP12

Sondes : 11q22 : locus du gene ATM, 12 : « centromere » (CEP12), 13q14 : D13S319, D13S272, 17p13 : locus du géne TP53

Echec de culture : demander si possible un nouveau prélevement
“ optionnelle (mais recommandée)

* On recherchera de facon systématique par FISH les
autres anomalies récurrentes non vues au caryotype,
pouvant étre cryptiques, et ayant une valeur pronostique,
en particulier les délétions des loci TP53 (17p13) et
ATM (11g22). La recherche de la délétion 13ql4 est
optionnelle mais recommandée.

3.1.2. En cas d’anomalie(s) clonale(s) « non classique(s) »

* QOutre les sondes jugées utiles pour préciser des anoma-
lies chromosomiques complexes observées.

e Sic’estune LLC typique sur les plans morphologique et
immunophénotypique, on recherchera de fagon systé-
matique les anomalies ayant une valeur pronostique et
pouvant étre cryptiques, avec les sondes TP53 (17p13)
et ATM (11q22). La sonde 13q14 est optionnelle mais
recommandée.

* Sic’est une « LLC atypique », en plus des deux sondes
TP53 (17p13) et ATM (11g22), la recherche de la délé-
tion 13q14 peut avoir dans ce cas un intérét diagnosti-
que.

(Vraisemblablement s’il existe une trisomie 12, elle fera

partie des anomalies clonales, et il n’y a donc pas besoin de
rechercher cette anomalie de fagon systématique par FISH).

3.1.3. En cas d’anomalie(s) clonale(s) orientant vers
un diagnostic de lymphome leucémisé

t(11;14)(q13;q932)

t(14;18)(q32:q21)

del7q, translocation7q

1l faut revoir le diagnostic avec la morphologie et I’immu-
nophénotype. Puis on se reportera aux recommandations du
groupe lymphome.

3.2. Caryotype normal

¢ Si c’est une LLC typique, on utilisera les quatre sondes
TP53 (17p13), ATM (11q22), 13q14 et CEP12 permet-
tant de rechercher les anomalies récurrentes les plus
fréquentes. Les sondes 13q14 et CEP12 sont optionnel-

les (mais recommandées), puisqu’elles n’ont pas a ce
jour d’intérét pronostique.

* Si c’est une « LLC atypique », on utilisera les quatre
sondes TP53 (17p13), ATM (11q22), 13q14, et CEP12.
Les sondes 13q14 et CEP12 ont dans ce cas un intérét
diagnostique.

3.3. Echec de culture

Si c’est possible, il est recommandé de demander un autre
prélevement, une prise de sang n’étant pas un examen tres
invasif. Il existe cependant la possibilité de faire la FISH sur
noyaux interphasiques.

Pour en savoir plus
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