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Résumé. L’analyse cytogénétique (caryotype complété si besoin par les ana-
lyses FISH adéquates) est un examen indispensable lors du diagnostic d’une
leucémie aigué lymphoblastique (LAL). Elle est prise en compte dans les proto-
coles thérapeutiques actuels en raison de sa valeur diagnostique et pronostique.
Dans certains cas, d’autres techniques que la FISH (RT-PCR, RQ-PCR, index
ADN, SNP-array, MLPA. . .) peuvent compléter le caryotype, soit parce qu’elles
sont aussi informatives que la FISH, soit parce qu’elles détectent des anomalies
indétectables par FISH. Dans cet article, nous avons tenté d’établir des recom-
mandations sur les analyses FISH utilisées en complément du caryotype : choix
des sondes en fonction des résultats du caryotype, du phénotype de la leucémie
et de I’age des patients. Ces recommandations sont basées sur les données les
plus récentes de la littérature qui est également revue dans cet article sur la
base de la classification OMS 2008 complétée avec les nouvelles entités cyto-
génomiques récemment reconnues telles que les LAL Ph-like et leurs possibles
implications thérapeutiques.

Mots clés : leucémie aigué lymphoblastique, cytogénétique, diagnostic, caryo-
type, hybridation in situ (FISH)

Abstract. Cytogenetic analyses (karyotype and, if necessary, appropriate
complementary FISH analyses) are mandatory at diagnosis in acute lymphoblas-
tic leukemia (ALL) as their results are taken into account in therapeutic protocols
due to their diagnostic and prognostic values. In some cases, karyotype can be
completed by other techniques (RT-PCR, RQ-PCR, DNA content, SNP-array,
MLPA. ..) that can be equally or more informative than FISH. Here, we have
tempted to establish guidelines concerning karyotype and FISH analyses accor-
ding to the most recent data of the litterature which is reviewed here, completing
the 2008 WHO classification with the recent new cytogenomic entities such as
Ph-like ALL and indicating possible therapeutic implications.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, cytogenetics, diagnosis, karyotype,
in situ hybridization (FISH)

2016 ; 74(5) : 547-60 doi:10.1684/abc.2016.1176

Pour citer cet article : Baranger L, Cuccuini W, Lefebvre C, Luquet I, Perot C, Radford I, Lafage-Pochitaloff M. Place de la cytogénétique dans la prise en charge des
leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) de I’enfant et de I’adulte: actualisation par le Groupe francophone de cytogénétique hématologique (GFCH). Ann Biol Clin 547



dx.doi.org/10.1684/abc.2016.1176
mailto:marina.lafage@ap-hm.fr

Copyright © 2016 John Libbey Eurotext. Téléchargé par CENTRE DE DOCUMENTATION MEDICO PHARMA AGEPS le 07/10/2016.

Synthese

Lesleucémies aigués lymphoblastiques (LAL) sont des pro-
liférations clonales de cellules immatures engagées dans
la différenciation lymphoide B (LAL-B) ou T (LAL-T) et
bloquées a un stade précoce de la différenciation. Cette
prolifération a lieu dans la moelle osseuse puis envahit
les autres tissus, en particulier le sang périphérique, les
organes lymphoides (ganglions, rate et, pour les T, thy-
mus) et le systéme nerveux central. C’est une pathologie
rare (40 cas/an/million d‘habitants), mais c’est la patho-
logie maligne la plus fréquente chez ’enfant, trois fois
plus fréquente que chez I’adulte. Les LAL de lignée B
sont trois a quatre fois plus fréquentes que celles de la
lignée T : 85 % de LAL-B chez I’enfant et 75 % chez
I’adulte. Des les années 1980, 1’hétérogénéité des LAL
liée a la présence d’anomalies chromosomiques caractéris-
tiques ayant une valeur pronostique indépendante des autres
parametres cliniques et biologiques a été reconnue. La
répartition des anomalies cytogénétiques est différente chez
I’enfant et chez I’adulte, avec une majorité d’anomalies
associées a un pronostic favorable chez 1’enfant, ce qui
explique en partie la différence de pronostic entre enfant
et adulte avec un taux de guérison chez I’enfant proche
de 85 %, soit deux fois plus que chez I’adulte. La classi-
fication des LAL proposée par I’OMS en 2008 [1] reflete
cette importance en tenant compte des résultats de la cyto-
génétique lors du bilan diagnostique. Elle ne distingue
cependant que certaines anomalies cytogénétiques récur-
rentes et ce uniquement dans les LAL-B, soit du fait
de leur valeur pronostique (hyperdiploidie, hypodiploi-
die, t(9;22), t(12;21), réarrangements MLL), soit de leur
spécificité clinico-biologique (t(1;19), t(5;14)). Parmi ces
anomalies récurrentes, une place particuliere est réservée
dans les protocoles thérapeutiques aux LAL avec translo-
cation t(9;22)/BCR-ABLI (chromosome Philadelphie (Ph))
afin que ces patients puissent bénéficier d’une thérapeu-
tique ciblée dirigée contre I’activité tyrosine kinase de la
protéine chimérique BCR-ABLI1. Les autres LAL-B sont
classées par ’OMS 2008 dans un groupe sans anomalie
caractéristique (NOS : not otherwise specified). Les LA de
type Burkitt ont été exclues des LAL-B pour étre reclas-
sées avec les proliférations lymphoides B matures. Certains
marqueurs moléculaires, comme la délétion d’IKZF1 (Ika-
ros) dans les LAL-B et les LAL de type Ph-like ainsi que
de nombreuses entités cytogénétiques au sein des LAL-T
n’ont pas été intégrés dans la classification OMS de 2008,
car leur valeur clinique n’était pas encore clairement établie
[2].

La valeur pronostique de la cytogénétique des LAL per-
siste a I’heure actuelle méme si les progres thérapeutiques
ont permis d’améliorer le pronostic de certaines entités
et si de nouveaux marqueurs moléculaires a forte valeur
pronostique ont été mis en évidence. Les protocoles théra-
peutiques actuels combinent les marqueurs cytogénétiques
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et moléculaires (marqueurs cytogénomiques) établis sur les
prélevements du diagnostic mais tiennent compte égale-
ment du suivi de la maladie résiduelle (MRD pour minimal
residual disease) quantifiée par des techniques molécu-
laires ou immunophénotypiques afin de garantir une prise
en charge optimale du patient [2].

Données de la littérature

Anomalies chromosomiques et moléculaires
associées aux LAL-B (tableau 1)

Au sein des LAL-B avec anomalie cytogénétique récur-
rente, on peut distinguer les LAL avec anomalies de
structure et les LAL avec anomalies de la ploidie (anomalies
de nombre).

LAL-B avec anomalies chromosomiques
de structure

Translocation 1(9;22)(q34;q11.2) ou chromosome
Philadelphie (Ph), fusion BCR-ABLI

Identifiée a Philadelphie en 1960 dans la leucémie myéloide
chronique, cette anomalie est également présente dans les
LAL-B principalement chez I’adulte (25 % des LAL de la
lignée B), beaucoup plus rarement chez ’enfant (3 %). Le
phénotype associé, selon le Groupe européen d’immuno-
phénotypage des leucémies (EGIL), est le plus souvent BII
(CD10+), avec expression de marqueurs de la lignée myé-
loide comme CD13 ou CD33. Cette translocation entraine
la création d’un gene de fusion impliquant le géne BCR
sur le chromosome 22 et le gene ABLI sur le chromo-
some 9. ABL1 est une enzyme a activité tyrosine kinase ;
le réarrangement BCR-ABLI conduit a une dérégulation
de cette activité, qui devient constitutive. Le pronostic était
tres défavorable avant I’ arrivée d’inhibiteurs d’activité tyro-
sine kinase (ITK) comme 1’imatinib, le dasatinib ou le
nilotinib qui sont combinés avec la chimiothérapie. Le dia-
gnostic cytogénétique et/ou moléculaire doit donc étre tres
rapide (délai maximum 1 semaine). A noter I’existence trés
fréquente, dés le diagnostic, d’événements secondaires sur-
ajoutés : anomalies chromosomiques additionnelles (ACA)
dans 60 % des cas - hyperdiploidie (qui ne doit pas étre
confondue avec I’entité LAL hyperdiploide de bon pronos-
tic et qui a souvent pour trait caractéristique la présence
d’une trisomie 2), duplication du chromosome Ph, trisomie
8, délétions 7p ou 9p, monosomie 7 et, dans 80 % des cas
délétion du gene IKZF1(7p12) ([3] et références incluses).

Translocation (v, 11g23), réarrangement MLL

Ces translocations impliquent le géene MLL (mixed lineage
leukemia), renommé récemment KMT2A et situé dans la
bande chromosomique 11q23. Plus de 120 partenaires de
MLL ont été jusqu’ici identifiés [4] d’ou le terme de v
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Prise en charge des leucémies aigués lymphoblastiques

Tableau 1. LAL-B, anomalies cytogénétiques associées a une valeur pronostique.

Génes ou nhombre
modal de chromosomes

Anomalies cytogénétiques

Groupe d’age
(fréquence dans les LAL-B)

Caractéristiques
cliniques et biologiques

Pronostic favorable
Hyperdiploidie élevée
t(12;21)(p13;922)*

51 a 65 chromosomes
ETV6(TEL)-RUNX1(AML1)

Enfant (25 %)/adulte (7 %)

Enfant (25 %)/AJA
(5 %)/adulte (1 %)

BII (CD10 pos)

BIl (CD10 pos), exceptionnel
apres 25 ans

Pronostic intermédiaire
t(1;19)(q23;p13)
Translocations IGH (14q32)

en particulier celles dérégulant

TCF3(E2A)-PBX1

IGH (14q32) et CRLF2 (Xp22
et Yp11) P2RY8 et CRLF2

Enfant (5 %)/adulte (5 %)

Enfant (10 %)/AJA
(20 %)/adulte (8 %)

BIIl (p. intracytoplamique)

22 % des tIGH impliquent
CRLF2; profil Ph-like fréquent

t(4;11)(q21;923) et autres
t(v;11923) *

KMT2A-AFF1 (MLL-AF4) et
autres transcrits KMT2A
(MLL)

TCF3-HLF

24 a 29 chromosomes

t(17;19)(g22;p13)
Quasi-haploidie

Hypodiploidie 30 a 39/60 a 78 chromosomes
sévere/quasi-triploidie

Amplification Au moins 4 copies AML1 sur
intrachromosomique du 21 ou un chromosome 21 anormal
iIAMP21*

CRLF21(X;14)(p22;932)*/ Xp22 et Yp11) (indication ITK); délétion
t(Y;14)(p11;932)* IKZF1**; syndrome de Down
del(X)(p22p22)*/del(Y)(p11p11)* ou non

Pronostic défavorable

t(9;22)(q34;q11) ou Ph BCR-ABL1 Enfant (3 %)/adulte (30 %) BIl (CD10 pos), indication

d'ITK, délétion IKZF1™*

Nourrisson (80 %)/enfant Bl (CD10 neg)

(10 %)/adulte (10 %)

Enfant (2 %)
Enfant (1 %)
Adulte (5 %)/ Enfant (1%)

CIVD, hypercalcémie
Anomalies NF1 et RAS
Mutation TP53 somatique
ou germinale

Pronostic intermédiaire si
traitement intensif

Enfant (4 %)

*Anomalie cryptique ou difficile a identifier par le caryotype : a déceler par FISH et/ou PCR ;**délétion IKZF1 : taille variable, diagnostic moléculaire, 15 % des

LAL-B de I'enfant et 30-50 % de celles de I'adulte, pronostic défavorable sauf si associée a cytogénétique favorable. Abréviations : AJA : adolescent et jeune

adulte ; CIVD : coagulation intravasculaire disséminée ; ITK : inhibiteur de tyrosine kinase ; neg : négatif ; pos : positif.

(variable) dans la nomenclature OMS de ces transloca-
tions. Le partenaire principal de MLL dans les LAL-B est
le gene AFF1 (AF4), situé en 4g21 via la translocation
t(4;11)(q21;923). Les autres partenaires fréquents dans les
LAL sont MLLT3 (AF9; t(9;11)(p22;q23)) et MLLT1 (ENL;
t(11;19)(q23;p13.3)). Un réarrangement impliquant MLL
est retrouvé dans 8 % des LAL-B de I’enfant et 10 %
de celles de 1’adulte, avec un pic de fréquence chez le
nourrisson (80 % des LAL-B survenant avant 1’age de 1
an). Ces LAL ayant un réarrangement MLL n’expriment
qu’exceptionnellement le marqueur CD10, marqueur tres
précoce de la différenciation B, démontrant le caractere
extrémement précoce du blocage de la différenciation
lymphoide B. Le pronostic, globalement défavorable, est
dépendant de I’age, et du partenaire du gene MLL en par-
ticulier trés défavorable chez le nourrisson de moins de
6 mois et, chez I’adulte, plus défavorable si le partenaire
est AFFI. MLL code pour une enzyme méthylant I’histone
H3 (H3K4), qui se fixe sur I’ADN et conduit ainsi a une
activation transcriptionnelle. Les fusions impliquant MLL
coupent le gene en deux, séparant le domaine de liaison a
I’ADN du domaine enzymatique. Certains partenaires de
fusion de MLL (dont AFF1, MLLT3 et MLLT]I) participent
a la méthylation de I"histone H3 sur un autre acide aminé

Ann Biol Clin, vol. 74, n° 5, septembre-octobre 2016

(H3K79) via le recrutement de hDOT1L. Ces modifica-
tions conduisent a une surexpression d’oncogenes comme
HOXA9. Seuls de rares événements additionnels ont été
identifiés, aussi bien sur le plan cytogénétique que molé-
culaire, suggérant, avec le fait de 1’existence de leucémies
chez le nourrisson, que les réarrangements MLL seraient un
événement initiateur et suffisant dans le développement de
la leucémie ([4] et références incluses)

Translocation t(12;21)(p13;q22), fusion ETV6-RUNXI

Cette translocation est passée treés longtemps inapercgue,
malgré sa grande fréquence, du fait de son caractere
cryptique, c’est-a-dire indétectable par le caryotype, qui
cependant est anormal dans 85 % des cas (trisomie 21, délé-
tion 9p et/ou 12p, tétraploidie) ([5] et références incluses).
Le diagnostic est donc moléculaire, soit par FISH, soit par
RT-PCR, qui met en évidence la fusion entre les genes
ETV6 (TEL) et RUNXI (AMLI). Cette translocation est
présente chez I’enfant a une fréquence élevée (25 % des
LAL-B de I’enfant), mais rarement chez ’adulte (1 %),
étant exceptionnelle apres 25 ans. Elle est associée a un
pronostic favorable, avec cependant I’existence de rechutes
tardives mais qui répondent bien a la chimiothérapie.
La présence d’anomalies cytogénétiques ou moléculaires
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surajoutées ne modifie pas ce bon pronostic [6]. ETV6
code pour un facteur de transcription de la famille ETS et
RUNX]1 code pour également un facteur de transcription cri-
tique de I’hématopoiese. Le réarrangement ETV6-RUNXI
est une anomalie qualitative qui aboutit pour ETV6 a la
perte du domaine de liaison a I’ADN (ETS) et la conserva-
tion du domaine d’oligomérisation (pointed domain, PD),
pour RUNXI a la conservation des domaines de liaison a
I’ADN et a I’histone acétyltransférase p300 ainsi que du
domaine d’activation de la transcription. ETV6-RUNX1 est
un événement initiateur mais insuffisant pour déclencher
une leucémie, comme I’a montré la présence de réarrange-
ments ETV6-RUNXI et IGH identiques chez des jumeaux
monozygotes sur des bandelettes de type Guthrie des la
naissance, alors que seul I’un des deux va présenter une
LAL de ce type [7].

Translocation t(1;19)(q23;p13), fusion TCF3-PBX1

Cette translocation se trouve sous 2 formes cytogéné-
tiques : soit équilibrée (présence des deux chromosomes
dérivés, t(1;19)(q23;p13)), soit, le plus souvent, déséquili-
brée avec uniquement présence du chromosome dérivé 19 :
(der(19)t(1;19)(q23;p13)). Elle est retrouvée dans 5 % des
LAL del’enfant ou de I’adulte et implique dans 90 % des cas
les genes TCF3 (E2A) et PBX1 ([8] et références incluses).
Dans ce cas elle est associée a un phénotype pré-B (CD10+,
chaine p intracytoplasmique) et a un pronostic favorable a
intermédiaire avec les protocoles actuels de chimiothérapie,
avec un risque préférentiel de rechute dans le systéme ner-
veux central ([2] et références incluses). TCF3 code pour
les facteurs de transcription de la famille bHLH, E12 et E47,
par épissage alternatif. Ces protéines jouent un rdle essen-
tiel dans le développement des lymphocytes T et B. PBX]
est un gene de la famille Homeobox jouant un rdle critique
dans la myélopoiese. La fusion TCF3-PBX1 est une anoma-
lie qualitative qui aboutit a la perte du domaine de liaison &
I’ ADN, remplacé par celui de PBX1 (homéodomaine). Le
domaine de transactivation de TCF3 est indispensable a la
transformation. Les événements secondaires sont principa-
lement constitués par la délétion de PAX5, dans 42 % des
cas.

Dans 10 % des cas, le géne TCF3 n’est pas réarrangé en
FISH, il s’agit alors le plus souvent d’une anomalie de
type secondaire dans une LAL avec grande hyperdiploidie
ou t(9;22) [8]. Une autre translocation impliquant TCF3,
t(17;19)(q22;p13), a été identifiée dans de tres rares cas de
LAL-B de I’enfant, conduisant a une fusion TCF3-HLF. 11
s’agit d’une entité associée a une hypercalcémie et/ou a une
coagulation intra-vasculaire disséminée au diagnostic et a
un trés mauvais pronostic ([9] et références incluses).

Translocation t(5;14)(q31,;q32), IGH-IL3

Cette entité exceptionnelle est pourtant répertoriée par
I’OMS [1], sans doute en raison de sa treés forte
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hyperéosinophilie liée a une hyperexpression du gene de
I’'IL3 (localisé en 5q31), facteur de croissance de la lignée
éosinophile, placé sous le contrdle du puissant activateur
(enhancer) du gene IGH. L hyperéosinophilie majeure peut
masquer le diagnostic de LAL-B, d’autant plus que la
maladie peut se présenter sous forme de lymphome lympho-
blastique, et celui de la t(5;14) en raison de la prolifération
préférentielle des précurseurs éosinophiles réactionnels.

LAL-B avec anomalies du nombre

de chromosomes (anomalies de la ploidie)
Hyperdiploidie (51 a 65 chromosomes)

L’entit¢ OMS « hyperdiploidie » correspond a
I’hyperdiploidie élevée, de 51 a 65 chromosomes.
Ce nombre modal peut s’étendre jusqu’a 67. En revanche,
I’hyperdiploidie de 47 a 50 chromosomes n’est pas
répertoriée par I’OMS car elle est souvent associée a des
anomalies de structure et n’a pas de valeur pronostique
per se. L’hyperdiploidie 51-65 chromosomes est retrouvée
dans 25 % des LAL de I’enfant (absente chez le nourrisson)
et 7 % de celles de 1’adulte. Le nombre modal le plus
fréquent est a 54-55 chromosomes, ce qui correspond a
un index d’ADN de 1,2 [10]. Les trisomies observées
ne sont pas aléatoires et touchent préférentiellement les
chromosomes 4, 6, 10, 14, 17, 18 et 21 ainsi que le
chromosome X. Le pronostic associé a cette hyperdiploidie
est treés favorable avec, chez I’enfant, un taux de guérison
supérieur a 90 %, en particulier si le nombre modal est
supérieur ou égal a 54, soit un index d’ADN > 1,16
et/ou si I’on retrouve les trisomies 4, 10, 17 et 18 ([11] et
références incluses). La sensibilité particuliere des blastes
de cette entité au méthotrexate (antifolique utilisé dans
la chimiothérapie des LAL) est I'une des explications
de ce bon pronostic. Une récente publication du groupe
EORTC a confirmé ces données et a montré la supériorité
du caryotype sur I’index d’ADN et 1’excellent pronostic
des LAL hyperdiploides a partir de 58 chromosomes
[11]. 11 peut exister des anomalies clonales additionnelles
(ACA), anomalies de structure au sein d’un caryotype
hyperdiploide : il convient d’éliminer la présence d’un
chromosome Philadelphie, caractéristique de I’entité LAL
Ph (cf supra). En dehors du Ph, la valeur pronostique des
ACA n’a pas été démontrée. Toutefois, la présence d’un
isochromosome 17q a la rechute a été décrite comme
un facteur pronostique défavorable. La présence d’une
délétion IKZF I estrare : elle n’a pas de valeur pronostique
au sein de cette entité [6]. Le mécanisme oncogénique
sous-jacent est inconnu, mais la rareté des ACA et des
anomalies moléculaires suggere une anomalie de 1’ appareil
mitotique et le fait que les chromosomes surnuméraires
ne sont pas aléatoires suggere un mécanisme quantitatif
entralnant un avantage de sélection [12].
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Hypodiploidie (23 a 43 chromosomes)

avec ou sans duplication du clone hypodiploide

Stricto sensu, I’hypodiploidie s’applique a tout caryotype
comportant moins de 46 chromosomes. Cependant, I’OMS
ne considére I’hypodiploidie qu’a partir de 43 chromo-
somes car elle est associée a un pronostic treés défavorable,
alors que I’hypodiploidie 44-45 chromosomes n’a pas de
valeur pronostique per se, sauf s’il existe une monoso-
mie 7, facteur associé & un pronostic défavorable chez
I’enfant ([13] et références incluses). L hypodiploidie de
23 a 43 chromosomes est rare, concernant de 1 a 5 % des
patients enfants et adultes. On distingue la quasi-haploidie
(23 2 29 chromosomes) [13] et I’hypodiploidie sévere (30-
39 chromosomes) [13-15], toutes deux de pronostic tres
défavorable. Les profils chromosomiques ne sont pas aléa-
toires : la monosomie 7 est constante dans ce groupe
d’entité. Les hypodiploidies peuvent étre masquées en rai-
son d’une endoreduplication des chromosomes au sein du
clone, conduisant pour les hypodiploidies séveres a une
quasi-triploidie (60-78 chromosomes), regroupées sous le
terme hypodiploidie sévere/quasi-triploidie (Ho-Tr) et pour
la quasi-haploidie a une hyperdiploidie (50-58 chromo-
somes). Le sous-clone dupliqué peut étre le seul identifié
par le caryotype, posant un probleme de diagnostic différen-
tiel avec une grande hyperdiploidie, de pronostic totalement
différent. L’étude du profil chromosomique observé sur le
caryotype, qui montre 1’association de disomies des chro-
mosomes préférentiellement perdus (chromosomes 3 et 7
en particulier) et de tétrasomies de ceux qui n’ont pas été
perdus (chromosomes 1 et 6 pour I’entité Ho-Tr, chromo-
somes 14 et 18 pour I’entité quasi-haploidie), ainsi que
I’étude de I'index d’ADN, qui montre I’existence des 2
sous-clones dont ’'un est la duplication de 1’autre, sont
alors d’une aide tres précieuse [10, 14]. Ce mécanisme de
formation du clone quasi-triploide caractérisé par la pré-
sence de tétrasomies et de disomies a conduit des auteurs
a évoquer le terme d’hypodiploidie-hypotétraploidie pour
caractériser cette entité [16]. La fréquence de mutations
du géne TP53, localisé en 17p13, a été récemment décrite
dans cette entité qui présente le plus souvent la perte d’un
chromosome 17 [16, 17]. Certaines formes de 1’enfant pré-
sentent cette mutation sous sa forme germinale dans le cadre
d’un syndrome de Li-Fraumeni [17]. L’implication de la
voie mTOR dans les hypodiploidies ouvre une perspec-
tive thérapeutique avec des inhibiteurs de type Rapamycine
[17].

LAL-B sans anomalie cytogénétique caractéristique
(classification OMS 2008)

La classification OMS s’est arrétée aux principales
anomalies cytogénétiques. Il existe cependant d’autres
anomalies récurrentes récemment identifiées et donc non
répertoriées par I’OMS qui ont un impact pronostique,
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comme 1’amplification du chromosome 21 iIAMP21), la
t(17;19)/TCF3-HLF ou les réarrangements de CRLF2 [2].
De plus, environ 25 % des LAL B présentent un caryotype
sans évidence cytogénétique ou moléculaire d’anomalie
de type primaire : un caryotype normal ou des anomalies
de type secondaire, de nombre (+X, +21) ou de structure
(délétions 6q, 9p, 12p). Chez I’adulte, I’association d’au
moins 5 de ces anomalies dans un caryotype de LAL défi-
nit un caryotype complexe, retrouvé dans 5 % des LAL-B et
associé a un pronostic défavorable [15] ; I’utilisation d’un
protocole intensifié de type pédiatrique pourrait gommer
cet impact pronostique [18]. Au-dela de la présentation
cytogénétique, des progres moléculaires récents ont per-
mis d’individualiser de nouvelles anomalies associées ou
non aux anomalies décrites ci-dessus, comme les délétions
et mutations d’/KZF1, et des réarrangements ou des muta-
tions dans des geénes a activité tyrosine kinase comme le
gene JAK? dans le cadre de LAL présentant un profil de
type Ph-like (ou BCR-ABLI like) [2, 19].

Amplification intra-chromosomique
du chromosome 21 : iAMP21

La FISH ETV6-RUNX]1 utilisée au diagnostic des LAL-B
de I’enfant peut mettre évidence une entité de pronostic
défavorable, caractérisée par une amplification intra-
chromosomique du chromosome 21 (iAMP21), anomalie
rare entrainant une augmentation du nombre de copies
(amplification) du gene RUNXI, sur ce chromosome 21
qui apparait le plus souvent anormal au caryotype : au
moins 3 copies supplémentaires regroupées sur un chromo-
some 21 anormal (avec tres souvent délétion de séquences
subtélomériques 21q). Ces formes plus souvent retrou-
vées chez le grand enfant (4ge médian, 9 ans), dans des
cas non hyperleucocytaires, sont parfois associées a des
translocations robertsoniennes et la formation de cette
amplification fait intervenir un mécanisme de type chro-
mothrypsis (« catastrophe » chromosomique). Le pronostic
est nettement amélioré si I’on utilise un traitement de type
haut-risque ([20] et références incluses).

Réarrangement du locus IGH (14¢32)

A coté de I’exceptionnelle translocation t(5;14)(q31;q32)/
IL3-IGH, d’autres translocations impliquant le locus IGH
(chaine lourde des immunoglobulines) ont été récemment
décrites avec une dizaine d’autres genes partenaires, en
particulier les genes de la famille CEBP, de récepteurs
de cytokine comme le récepteur de I’EPO ou CRLF2,
ou de micro-ARN comme miR125B, dont 1’expression se
trouve ainsi augmentée [21]. En particulier, le gene CRLF2
(cytokine receptor-like factor 2, également appelé TSLPR :
thymic stromal lymphopoietin receptor) code pour une cyto-
kine exprimée dans les monocytes et les lymphocytes T.
Localisé dans la région pseudo-autosomique des chromo-
somes X et Y, ce géne est impliqué via 2 translocations
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cryptiques tres rares, t(X;14)(p22;q32) et t(Y;14)(p11;q32),
le mettant au contact des éléments de régulation d’IGH.
Mais son expression peut également augmenter via une
autre anomalie cryptique, délétion (X)(p22p22) superpo-
sant le premier exon non codant de P2RYS avec la phase
codante de CRLF2. Ces remaniements conduisent a une
expression aberrante de CRLF2 sous sa forme normale.
Cette anomalie est principalement associée aux LAL-B
des enfants atteints de trisomie 21 (53 % de ces cas) et
plus rarement sporadiques (7 %). Ces réarrangements sont
fréquemment associés aux mutations de JAK2 et aux délé-
tions d’JKZFI et a un pronostic intermédiaire a défavorable
[19, 22].

Délétions et mutations IKZF1(7p12)

Les délétions d’IKZF1 (Ikaros) ont été identifiées par
I’utilisation d’outils d’hybridation génomique comparative
(CGH) a haute résolution dans les LAL de I’enfant. IKZF]
code pour un facteur de transcription essentiel a la différen-
ciation hématopoiétique B. Les délétions de ce gene, totales
ou partielles, sont trés fréquemment associées a la fusion
BCR-ABLI dans le développement des LAL de la lignée B
(84 % des LAL-B BCR-ABLI+, IKZF1 restant totalement
normal dans les phases chroniques de leucémie myéloide
chronique). Elles sont moins fréquentes dans les LAL-B
BCR-ABLI négatives, de 1’ordre de 20 % mais fréquentes
dans les LAL de type Ph-like et/ou avec hyperexpression de
CRLF2[19]. Ces délétions ont pour conséquence une haplo-
insuffisance par délétion totale ou I’expression d’une forme
dominante-négative par délétion partielle. Il semble que
ces délétions représentent un risque élevé de rechute, que
la délétion soit totale ou partielle [2, 19]. Une association
entre les délétions IKZF I et les délétions du gene ERG, a été
récemment rapportée dans des LAL-B sans anomalie récur-
rente : ces formes ne sont pas associées avec un pronostic
défavorable [23]. Il faut noter également que le bon pro-
nostic des anomalies cytogénétiques de type primaire telles
que I’hyperdiploidie élevée ou les t(12;21)/ETV6-RUNX1
ne semble pas affecté par les délétions IKZF1 [6].

LAL Ph-like ou BCR-ABLI-like

Cette entité a été récemment identifiée par son profil
d’expression proche de celui des LAL Ph positive [2, 19].
Elle représente 10 a 15 % des LAL de I’enfant, 20 % des
LAL de I’adolescent et 25 % des LAL du jeune adulte. Elle
est associée a un pronostic défavorable mais la possibilité
d’utiliser des traitements de type ITK pourrait modifier ce
pronostic. En effet, des génes a activité TK sont activés soit
par réarrangements (possibilité de détection par FISH) soit
par mutation. On peut distinguer 6 sous entités au sein des
LAL Ph-like [2] :

1) Les LAL avec réarrangements de type ABLI : ces réar-
rangements impliquent les genes ABLI, ABL2, PDGFRB et
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CSF IR avec préservation de la partie 3’ kinase de ces génes
via la fusion avec un autre geéne partenaire.

2) Les LAL avec réarrangements EPOR : EPOR est trans-
loqué a proximité de I’enhancer des geénes /GH ou IGK et
voit son expression dérégulée ;

3) Les LAL avec réarrangements JAK? : la partie 3’ kinase
de JAK?2 est préservée via la fusion avec une dizaine de
genes partenaires.

4) Les LAL avec réarrangements CRLF2 : observés dans la
moitié des cas de LAL Ph-like et souvent accompagnés de
mutations de JAKI ou JAK?2 qui activent la voie JAK/STAT.
5) Les LAL avec réarrangements sporadiques de genes
tyrosine kinase (TK) : un ou quelques cas décrits comme
ceux impliquant le gene NTRK3 (réarrangé dans d’autres
tumeurs)

6) Les LAL avec mutations de la voie RAS : mutations des
genes NRAS, KRAS, PTPNI1 et NFI. Ces mutations sont
également retrouvées dans d’autres entités comme les LAL
hyperdiploides et les LAL avec réarrangement MLL.

Des traitements in vitro mais également in vivo par ITK de
type imatinib ou dasatinib sont efficaces dans les LAL avec
réarrangements de type ABLI ; des traitements par ITK de
type ruxolitinib sont efficaces in vitro et dans des modeles
cliniques de xénogreffes dans les LAL avec réarrangements
EPOR/JAK2 [2].

Délétions, amplifications, mutations

et translocations de PAX5 (9p13)

L’étude détaillée du génome par CGH a haute résolution
a révélé que PAX5, qui code un facteur de transcription
dont la fonction est critique dans la différenciation lym-
phoide B, était un géne muté ou anormal dans plus d’un
tiers des LAL-B. Ces anomalies sont tres variées. Elles
consistent principalement en une délétion mono-allélique,
soit totale, soit partielle, dans 30 % des LAL-B (la délé-
tion bi-allélique est rare) et dans 60 % des cas avec
délétion 9p, des mutations ponctuelles (7 % des LAL-
B) et plus rarement une amplification partielle, rare, ou
des réarrangements 9pl13, impliquant plus de 15 parte-
naires différents, comme les dicentriques (9;12)(p13;p13)
qui fusionnent PAX5 avec ETV6 ou d’autres dicentriques
comme les dic(9;20)(p13;q11) qui entrainent une délétion
de PAX5 ([2, 24] et références incluses). Les délétions et
autres anomalies de PAX5 n’ont pas de valeur pronostique
dans les protocoles actuels [2, 6].

Anomalies chromosomiques et moléculaires
associées aux LAL-T (tableau 2)

L’OMS 2008 n’a pas distingué d’entité génétique au sein
des LAL-T, en raison de la difficulté a affirmer une valeur
pronostique du fait de leur rareté. Actuellement, certaines
anomalies récurrentes peuvent étre prises en compte dans
les protocoles thérapeutiques, en particulier les activations
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Tableau 2. LAL-T principales anomalies cytogénétiques, fréquence et valeur pronostique™.

Pronostic relatif actuel

Geénes, transcrits
(ancien nom, localisation)

Groupe d’age
(fréquence)

Caractéristiques
cliniques et biologiques

Favorable
t(10;14)(g24;q11) et
t(7;10)(q34;924)

TCR A/D (14911) ou TCRB
(7q34) et TLX1 (HOX11,
10q24)

Enfant (7 %)/adulte (20 %)

LAL-T matures, association
ampABL1

Intermédiaire

t(v;14q11) et t(7934;v) en
dehors de 10924 (TLX1) et
8g24 (MYC)
t(5;14)(935;932)**

del(1)(p32p32)
Amplification (amp) ABL1**

t(11;19)(923;p13.3) et
t(6;11)(q27;923)

TCR A/D (14q11) ou TCRB
(7934) avec un autre géne

TLX3 (HOX11L2,5G35) et
BCL11B(14932)

STIL (SIL)-TALT (1p32)
NUP214(CAN)-ABL 1(9q34)

KMT2A (MLL,11q23)-MLLT1
(ENL,19p13) KMT2A

Enfant (13 %)/adulte (15 %)

Enfant (24 %)/adulte (13 %)

Enfant (30 %)/adulte (10 %)
Enfant (8 %)/adulte (8 %)

Enfant (10 %)/adulte (3 %)

Association ampABL1

Fréquence diminue avec 'age

Anomalie secondaire a TLX1
ou TLX3; sensibilité aux ITK

(MLL,11q23)-MLLT4
(AF6,6427)

Défavorable

Caryotype complexe Au moins 5 anomalies
chromosomiques non
caractérisées
PICALM(CALM,11q14)-
MLLT10 (AF10,

10p12)

TLX3 (HOX11L2,5G35) et

t(10;11)(p12;q914)

t(5;14)(935;932)** avec

ampABL1** BCL11B(14q32) avec
NUP214(CAN)-ABL1(9934)

Délétion 17p TP53(17p13)

t(v;8q24) Réarrangement MYC (8q24)

Adulte (7 %)

Enfant (6 %)/adulte (10 %) LAL-T immatures

Enfant (5 %)/adulte (3 %)

Anomalie secondaire
Anomalie primaire ou
secondaire ; trisomies 6 ou 7;
mutations PTEN

Adulte (3 %)
Enfant (6 %)/adulte (6 %)

* Les nouvelles stratifications thérapeutiques prennent en compte les mutations NOTCH1 ou FBXW?7, présentes dans 50 % des LAL-T (adulte ou enfant) et

associées a un pronostic favorable ; ce pronostic peut étre modulé par la recherche de mutations RAS ou PTEN (pronostic défavorable) ; ** Anomalie cryptique

détectée par FISH ou PCR.

d’ABLI [25] etles mutations ponctuelles NOTCH 1, FBXW7
mais aussi, chez I’adulte celles des genes RAS et PTEN
[26, 27]. Les anomalies cytogénétiques observées dans les
LAL-T (pour revue voir [28, 29]) sont principalement des
anomalies de structure ; les anomalies de nombre, comme
la tétraploidie, liée le plus souvent a une endoreduplication
d’un clone avec une anomalie spécifique ou non, et observée
dans 5 % des cas, n’ont pas de valeur pronostique avérée en
dehors d’exceptionnels cas d’hypodiploidie a moins de 44
chromosomes, de pronostic défavorable [13]. Les anoma-
lies de structure observées dans les LAL-T contrastent avec
celles identifiées dans les LAL-B. En effet, on retrouve une
majorité de réarrangements impliquant les locus du TCR,
comme TCRA/D (bande 14ql1) ou TCRB (bande 7q34),
secondaires a un accident de recombinaison VDJ des TCR.
En conséquence, les génes mis a proximité des séquences
activatrices des génes TCR sont surexprimés et/ou expri-
més dans des tissus dans lesquels ils ne s’expriment pas a
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I’état physiologique. On peut retrouver également des ano-
malies de structure entrainant des anomalies quantitatives,
comme lat(5;14)(q35;q32) entrainant I’hyperexpression du
gene TLX3, et des génes de fusion impliquant MLL ou ABLI
avec, dans ce dernier cas, une possibilité de thérapeutique
ciblée [25].

LAL-T avec anomalies quantitatives :
réarrangements des genes du TCR

Translocation (1;14)(p32;q11), surexpression de TALI

Cette translocation t(1;14)(p32;ql1) ou sa variante
t(1;7)(p32;q34) estrare (1 a 3 % des LAL-T). Elle conduit
a l’expression aberrante dans la lignée lymphoide de
TAL1, facteur de transcription essentiel de la différen-
ciation hématopoiétique. A coté de ces translocations, il
existe un réarrangement sur le bras court du chromosome 1,
del(1)(p32p32), conduisant a une délétion de 90 kb entre la
phase codante de TAL/ et le promoteur du gene STIL (SIL),
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situé en amont. Ce réarrangement STIL-TALI est retrouvé
dans 15 a 30 % des LAL-T selon les études, mais n’a pas
de valeur pronostique dans les protocoles actuels ([28, 29]
et références incluses).

Translocation t(10;14)(q24,q11), surexpression TLX1

Cette translocation et sa variante t(7;10)(q34;q24)
conduisent a I’expression aberrante d’une protéine de la
famille Homeobox, TLX1 (HOXI1). Elles sont retrouvées
dans 7 % des LAL-T de I’enfant et 20 % de 1’adulte et
associées a un pronostic favorable. Elles présentent une fré-
quence €levée d’ACA de nombre probablement en raison
de I’action de TLX1 sur les génes qui contrdlent I’appareil
mitotique [30]. Parmi les ACA de structure, I’amplification
NUP214-ABLI est une anomalie cryptique caractéristique
des LAL-T TLX1 ou TLX3 [25, 29, 31].

Translocation t(5;14)(q35;q32), surexpression TLX3
Cette anomalie cryptique décelable par FISH est a rappro-
cher des LAL avec réarrangement des génes 7CR car elle
entraine I’hyperexpression d’un gene de la famille Homeo-
box TLX3 (HOX11L2) localisé en 5q35 et placé sous le
controle d’une région régulatrice située en 14q32, en 3’ du
gene BCL11B. Elle est retrouvée dans 20 % des LAL-T de
I’enfant et 10 % de 1’adulte. Sa valeur pronostique serait
défavorable si elle est associée a I’amplification NUP214-
ABLI [18, 32]. A noter que le géne BCLIIB est retrouvé
muté dans 10 % des LAL-T mais sans valeur pronostique
avérée ([29] et références incluses).

Inversion (7)(p15q34) et translocation(7;7)(p15;934),
surexpression HOXA

Ces anomalies conduisent a I’expression aberrante de genes
Homeobox de la famille HOXA, principalement HOXA9,
situés en 7p15 qui se retrouvent a proximité de I’enhancer
du TCRB. Elles sont retrouvées dans 5 % des LAL T et
n’ont pas de valeur pronostique établie ([33] et références
incluses).

Translocations t(11;14)(p15;q11), surexpression
LMOI et ((11;14)(p13;q11), surexpression LMO?2

Ces translocations rares dont la valeur pronostique n’a pas
été établie impliquent toutes deux le bras court du chro-
mosome 11 ; elles conduisent a 1I’expression aberrante de
deux protéines de la famille LMO, LMO1 et LMO2. Ces
réarrangements sont fréquemment associés a I’activation de
TALI. Des anomalies chromosomiques cryptiques comme
la del(11)(p13p13) entrainant I’hyperexpression de LMO?2
ont été décrites, ce qui porte la fréquence des remanie-
ments impliquant LMO2 a 20 % des LAL-T pédiatriques
[29, 34].

Translocation(6,7)(q23;q34), surexpression MYB

Dans cette translocation rare (3 % des LAL-T) retrouvée
plus particulierement chez 1’enfant de moins de 2 ans,
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I’oncogene facteur de transcription MYB et transloqué et
hyperexprimé ; par ailleurs ce gene est remanié sous forme
de duplication cryptique dans 10 % des LAL-T [35].

Translocation(7;9)(q34,q34), surexpression NOTCH1

Cette translocation tres rare qui entraine 1”hyperexpression
du géne NOTCHI a permis d’identifier ce gene qui se
retrouve muté dans 50 % des LAL-T de I’enfant et de
’adulte : ces mutations sont associées a des formes de bon
pronostic [26, 27].

Translocation 1(8;14)(q24;ql11), surexpression MYC

Dans cette translocation, retrouvée dans 3 % des LAL-T
de I’enfant et de 1’adulte, MYC est transloqué et hyperex-
primé. D’autres translocations entrainant I’hyperexpression
de MYC sont retrouvées a égale fréquence si I’on utilise des
techniques de FISH. Ces anomalies sont retrouvées dans la
moitié des cas dans des sous-clones, en particulier dans les
formes avec trisomie 6 ou 7 qui surexpriment TALI ou LM O,
et sont associées a un risque €élevé de rechute ou ces sous-
clones deviennent majoritaires suggérant un aspect agressif
lié a ces anomalies [36]. A noter que le géne MYC est une
cible pour la protéine NOTCHI1 par un mécanisme indirect
récemment décrit [2, 37].

LAL-T avec anomalies quantitatives :
genes de fusion

Amplification ABLI/NUP214-ABLI

Les LAL-T Philadelphie positives avec réarrangement de
BCR-ABLI sont exceptionnelles mais a rechercher en rai-
son de la possibilité de traitement par ITK. Cependant
d’autres mécanismes moléculaires conduisent a une expres-
sion aberrante d’ABLI (6 % des LAL-T), principalement
sous forme d’épisomes qui entrainent la formation d’un
gene de fusion NUP214-ABLI qui est amplifié et code
une protéine a activité tyrosine kinase. Ce réarrangement
est quasiment exclusivement retrouvé en tant qu’anomalie
de type secondaire, dans les LAL-T avec réarrangement
de TLXI ou TLX3 [25, 31]. La détection de ce réarrange-
ment est donc indispensable par FISH et/ou PCR, en raison
de la possibilité d’ajouter un inhibiteur de tyrosine kinase,
comme I’imatinib. D’autres anomalies cryptiques beaucoup
plus rares activent ABLI : 1a t(9;12)(q34;p13)/ETV6-ABLI,
et la t(9;14)(q34;q932)/EMLI-ABLI, qui peut se substi-
tuer & NUP214-ABLI lors de 1’évolution de la maladie
[25]. A noter Iexistence de LAL-T avec un remaniement
cryptique del(9)(q34q34) ou t(9;9)(q34;q34) avec fusion
SET-NUP214 entralnant une hyperexpression de HOXA
[38] ; elles sont retrouvées dans 6 % des LAL-T de I’adulte
ol elles sont associées avec cortico- et chimiorésistance
mais sans impact sur la survie [39].
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Translocation t(v;11g23), réarrangement MLL

Les réarrangements de MLL sont retrouvés dans 8 % des
LAL-T [4, 30, 31]. Les principaux partenaires de MLL sont
dans ce cas MLLTI (ENL), via la t(11;19)(q23;p13.3), et
MLLT4 (AF6), via la t(6;11)(q27;923). Dans le cas des
LAL-T, le pronostic de ces translocations est intermédiaire.
Elles entrainent, elles aussi, I’hyperexpression des genes du
cluster HOXA [29].

Translocation t(10;11)(p13;q14), fusion
PICALM-MLLT10 (CALM-AF10)

Cette translocation est retrouvée dans 4 a 8 % des LAL-T
de I’enfant et 10 % de I’adulte, le plus souvent détectée par
FISH et/ou PCR. Elle entraine, elle aussi, ’hyperexpression
des geénes du cluster HOXA mais ici le pronostic est défavo-
rable, en particulier dans les formes immatures de LAL-T
(TI et TII de 'EGIL), ce qui est le cas le plus fréquent
en particulier chez I’adulte. Elle est retrouvée également
dans un faible pourcentage de leucémies aigués myéloides
de pronostic défavorable et comportant fréquemment un
réarrangement aberrant du récepteur T suggérant la trans-
formation d’un progéniteur hématopoiétique multipotent
[40].

LAL-T sans anomalie cytogénétique caractéristique

De méme que pour les LAL-B, on peut observer dans 25 %
des cas des caryotypes normaux ou présentant des anoma-
lies non spécifiques sans valeur pronostique, sauf si elles
sont associées pour former un caryotype complexe (9 %
des LAL-T) de valeur pronostique défavorable chez1’adulte
[15, 18, 41]. Ces anomalies de type secondaire sont des ano-
malies de la ploidie (hyperdiploidie 47-50, hypodiploidie
44-45, tétraploidie) ou de structure (délétions 6q ou 9p). La
délétion 9p est particulierement fréquente dans les LAL-T
de I’enfant (70 % des cas) le plus souvent a 1’état cryptique,
pouvant étre mise en évidence par FISH ; elle implique
CDKNZ2A, gene mis en jeu dans le contrdle du cycle cel-
lulaire. Une forme particulierement agressive de LAL-T,
ETP (early T-cell precursor) a été récemment identifiée
par son profil particulier aussi bien sur le plan immuno-
logique par I’expression aberrante de marqueurs myéloides
que par son profil d’expression génique proche de celui
des cellules souches hématopoietiques ou des progéniteurs
myéloides et des mutations ou délétions de RUNX! ou de
GATA3 ou de la voie JAK/STAT ce qui suggere des pos-
sibilités thérapeutiques avec des inhibiteurs de cette voie
[2, 42].

Enfin, dans les LAL-T, qu’il existe ou non une anomalie
caractéristique, il est important d’identifier les mutations
de NOTCHI et/ou de FBXW7 car elles sont retrouvées
dans pres de la moitié des cas et associées a un pronos-
tic favorable, surtout en 1’absence de mutations PTEN ou
RAS [27].
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Recommandations du GFCH
pour la prise en charge cytogénétique

Les recommandations du GFCH pour les analyses cytogé-
nétiques sont basées sur les connaissances de la littérature,
rappelées dans le chapitre précédent, en particulier les
connaissances sur les entités cytogénétiques et moléculaires
[2, 28, 29, 43—-46] et les connaissances sur les résultats des
protocoles multicentriques nationaux et internationaux. Les
recommandations pour la prise en charge cytogénétique des
LAL au diagnostic sont donc basées sur :

— le diagnostic de LAL établi lors du diagnostic (myélo-
gramme et immunophénotype) ainsi que le phénotype B
ou T de la LAL établi selon les criteres de I’EGIL [47] ; le
phénotype peut par ailleurs orienter vers une anomalie cyto-
génétique (phénotype pro-B, CD10 négatif dans les LAL-B
avec réarrangement MLL) ;

— lafréquence des anomalies cytogénétiques clonales mises
en évidence par le caryotype et par I’analyse FISH et leur
répartition selon 1’dge chez I’enfant et chez 1’adulte dans
les LAL-B (tableau 1) et T (tableau 2) ;

— la valeur pronostique indépendante de certaines de ces
anomalies qui rend le caryotype (et parfois la FISH)
indispensable avant la mise en route du traitement car
ces anomalies conditionnent la thérapeutique (anomalies
“décisionnelles™). Il faut distinguer les anomalies de haut
risque (pronostic défavorable) et les anomalies de faible
risque (pronostic favorable) qui déterminent I’'inclusion des
patients dans des bras thérapeutiques différents.

De plus, les recommandations pour la prise en charge cyto-
génétique tiennent compte :

— de l’existence d’anomalies cryptiques, invisibles au
caryotype conventionnel mais identifiables par FISH (ou
par RT-PCR) comme la t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNXI
présente dans 25 % des LAL-B de l’enfant ou la
t(5;14)(q35;932)/BCLI11B-TLX3 présente dans 20 % des
LAL-T de I’enfant ;

— du faible index mitotique des blastes de LAL qui peut
conduire a des échecs de caryotype ou a des caryotypes faus-
sement normaux dus a un avantage prolifératif des cellules
normales présentes dans le prélevement ;

— de la possibilité de compléter les caryotypes peu ou pas
informatifs par des techniques moléculaires comme la FISH
ou la RT-PCR ;

— de la possibilité de détecter une grande partie des
aneuploidies décisionnelles (haploidie, hypodiploidies
séveres-paratriploidie et hyperdiploidie > 50) par cytomé-
trie en flux (quantification d’ADN donnant I’index ADN)
ou par CGH array (avec une sensiblité moindre que celle
de I'index d’ADN) ;

— de’existence d’anomalies parfois difficiles a détecter sur
des caryotypes de qualité suboptimale telles que certaines
translocations impliquant 11q23 (géne MLL) d’autant plus
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Tableau 3. Recommandations du GFCH pour la prise en charge cytogénétique des LAL-B au diagnostic en dehors des LA type Burkitt*.

Caryotype informatif Caryotype Caryotype informatif mais

non informatif anomalies non spécifiques
t(9;22)(q34;911) ou Ph/BCR-ABL1 Normal Anomalies de type secondaire : 6g-, 9p-,12p-. ..
t(4;11)(921;923)/MLL-AF4 (AFF1) ou hypodiploidie 41-45, hyperdiploidie 47-50,
t(1;19)(q23;p13)/E2A(TCF3)-PBX1 échec tétraploidie. . .

t(17;19)(922;p13)/ TCF3-HLF
hyperdiploidie > 50 avec profil typique
hypodiploidie 30-39/paratriploidie 60-78
parahaploidie 23-29 chromosomes

Si possible demander un
nouveau prélévement pour
caryotype

hyperdiploidie > 50 mais avec profil atypique
remaniements de structure non spécifiques
points de cassure évocateurs d’une translocation
variante, anomalie de structure du 21 évocatrice
d’une iAMP21

FISH (1) obligatoire

BCR-ABL1

E2A(TCF3)-HLF si t(17;19)(q22;p13)
FISH recommandée

MLL(KMTZ2A) si t(v;11923)
E2A(TCF3)-PBX1 si t(1;19)(q23;p13)

FISH (1) obligatoire

BCR-ABL1 (2) ; MLL (KMT2A) (3) ; TEL(ETV6)-AML1(RUNX1) (4) ; iAMP21 (4) ;
(E2A)TCF3-HLF (5)

FISH recommandée

Si échec ou doute sur 19p : E2A(TCF3)-PBX1 (5)

IGH et si doute sur 8g24 : MYC (6) ; PDGFRB (7)

FISH optionnelle

CSF1R; JAK2; EPOR ; ABL2 (7) ; CRLF2; P2RY8 (8)

*Caryotype sur moelle obligatoire au diagnostic et a la rechute ; caryotype sur sang en complément si blastose sanguine. 1. FISH ou autre technique informative
(selon l'organisation locale) ciblée sur les anomalies sous-citées avec ordre de réalisation en fonction de la qualité du caryotype, des anomalies décelées, de
I'age du patient, de 'immunophénotype de la LAL ; si possible, confirmer une anomalie décisionnelle par 2 techniques. 2. BCR-ABL1 : trés fréquente chez
I'adulte, indication d'ITK ; la FISH BCR-ABL peut permettre également de détecter des LAL-Ph like impliquant BCR ou ABL. 3. MLL(KMT2A) : FISH permet de
déceler tous les remaniements MLL ; RT-PCR systématique : MLL-AF4 (AFF1). 4. TEL(ETV6)-AML1(RUNX1) : anomalie cryptique ; diagnostic obligatoire chez
patients d’age < 25 ans ; FISH TEL(ETV6)-AML1(RUNXT1) permet aussi la détection d'iAMP21 (au moins 3 copies supplémentaires de RUNX1 regroupées sur
un chromosome 21 anormal) et les gains de chr 21 associés aux hyperdiploidies ou paratriploidies : dans ce dernier cas compléter par index ADN et/ou FISH :
- diagnostic hypodiploidie 30-40/paratriploidie : cen 7 (x1 dans clone hypo) avec cen1 ou cen6 (x4 dans clone paratriplo) ; (NB : cen 3 x 1 dans clone hypo) ; -
diagnostic hyperdiploidie > 50 vs paratriploidie : sondes cen1ou cen6 (x4 dans clone paratriplo) et cen4 ou cen17(x3 dans clone hyperdiplo) a combiner NB :
détection monosomie 7 avec sondes du 7 (centromérique couplée si possible avec une sonde du 7q). 5. E2A(TCF3)-PBX1 : pour déceler les t(1;19)(q23;p13) ;
la FISH TCF3 peut aussi détecter les t(17;19)(q22;p13)/TCF3-HLF : LAL de I'enfant de haut risque. 6. Réarrangements 14q32//GH : si positif éliminer un
réarrangement IGH-MYC qui peut révéler une LAL type Burkitt ; MYC peut aussi se réarranger avec /IGK ou IGL. FISH MYC obligatoire si présence d'lG
de surface a 'immunophénotype. Les réarrangements 14q32//GH, peuvent étre associés a des remaniements cryptiques de CRLF2 et de génes TK, dans
le cadre de LAL Ph-like. 7. Réarrangements de génes TK, souvent cryptiques, dans le cadre de LAL Ph-like ; possibilité de traitement par ITK ; détection
de réarrangements BCR ou ABL par sonde BCR-ABL double fusion. 8. Réarrangements CRLF2/P2RY8 (Xp22,Yp11) cryptiques et souvent associés a des
mutations dans des génes TK.

que parmi les remaniements MLL, seule la t(4;11)(q21;q23)
est recherchée systématiquement par RT-PCR ;
— de I’existence d’anomalies de nombre ou de structure
de type secondaire, c’est-a-dire le plus souvent associées
a des anomalies de type primaire, le pronostic étant 1ié¢ a
I’anomalie de type primaire ; toutefois, certaines anoma-
lies de type secondaire peuvent influencer la thérapeutique
comme dans les LAL-T :
e I"amplification ABLI dont1’équivalent moléculaire est
le géne de fusion NUP214/ABLI qui confére une sensi-
blité aux ITK (inhibiteurs de tyrosine kinase) ;
e 1’association de plusieurs anomalies (au moins 5 ano-
malies) au sein d’un caryotype complexe sans anomalie
spécifique, facteur qui reste de pronostic défavorable
dans les LAL-T avec les thérapeutiques actuelles.
Ces recommandations sont consignées dans les tableaux 3
et 4 pour les LAL B et T respectivement. Ces tableaux
tiennent compte du caractere obligatoire du caryotype

556

et des résultats de ce dernier (informatif, non informa-
tif ou peu informatif) pour établir les analyses FISH a
réaliser en fonction des criteres énoncés plus haut. On
distingue des analyses FISH obligatoires (indispensables
a réaliser car décisionnelles), recommandées (par la plu-
part des protocoles thérapeutiques actuels) et optionnelles
(données treés récentes de la littérature donc non vali-
dées par des études indépendantes ou anomalies fréquentes
non décisonnelles mais qui peuvent servir de marqueur
pour confirmer une rémission complete (cf fin de cha-
pitre).

Dans tous les cas, 1’étude du caryotype conventionnel est
I’examen essentiel car il explore le génome entier, aussi
bien pour les gains et les pertes que pour les remaniements
chromosomiques. Les analyses cytogénétiques complé-
mentaires doivent tenir compte de 1’d4ge du patient, du
phénotype de la LAL établi selon ’EGIL, de la fréquence
des anomalies, de leur valeur pronostique et des possibilités
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Tableau 4. Recommandations du GFCH pour la prise en charge cytogénétique des LAL-T au diagnostic*.

Caryotype informatif Caryotype Caryotype informatif
non informatif mais anomalies non spécifiques***
9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1 (1) Normal Anomalies de type secondaire : 6g-, 9p-,12p-, 17p-,
v;14q11)/TCRAD; inv ou ou hypodiploidie 41-45; hyperdiploidie 47-50. ..
7q34;v)/ TCRB échec Remaniements de structure non spécifiques

Points de cassure évocateurs d’une translocation
variante

Si possible, demander
7;10)(q34;924)/TLX1 (2,1) un nouveau prélévement
10;11)(p12;q14)/PICALM-MLLT10 (3)

t(v;11923)/KMT2A (MLL) (4)

Y
Y
Y
1(10;14)(q24;q11) ou
Y
Y

FISH** obligatoire

BCR-ABL1(1);
ampABL1/NUP214-ABL1 (1)

FISH recommandée

KMT2A (MLL) si t(v;11q) et, si négatif
PICALM/MLLT10

FISH obligatoire

BCR-ABL1 (1) ;

ampABL1/NUP214-ABL1 (1)

FISH recommandée

TLX3(5,1); TLX1 (2,1) ; KMT2A (MLL) (4) ; PICALM-MLLT10 (3) ; MYC (6)

FISH optionnelle
TP53(7) ; TCRB; TCRA-D; SIL-TAL1 (8) ; CDKN2A/B (9)

*Le caryotype sur moelle est obligatoire au diagnostic et a la rechute ; si blastose circulante, un caryotype sur sang peut étre réalisé en complément du caryotype
sur moelle. **L’ordre des analyses FISH a réaliser est indicatif : il peut étre modifié en fonction des disponibilités FISH ou autre technique informative dans
chaque centre et des résultats du caryotype (qualité, anomalie suspectée. . .). Si possible diagnostic d'une anomalie décisionnelle ou avec valeur pronostique
par 2 techniques différentes. (1) L’analyse FISH BCR-ABL1 permet de rechercher une exceptionnelle LAL T BCR-ABL1 positive ou une amplification ABL1
qui correspond au transcrit NUP214-ABL 1 (indication d'ITK) et qui est associée aux formes TLX7 et TLX3 . Cette amplification ABL1 est une anomalie de type
secondaire donc parfois présente dans un sous-clone minoritaire difficile a déceler. (2) Pronostic favorable de la t(10;14)(q24;q11) et t(7;10)(q34;924)/ TLX1.
(3) Pronostic défavorable de la t(10;11)(p12;q14)/PICALM-MLLT10 (CALM-AF10) surtout si LALT immature (T1 ou T2). (4) KMT2A (MLL) : valeur pronostique
non établie dans les LAL-T mais anomalie primaire et pas de dépistage PCR. (5) Pronostic défavorable de la translocation cryptique t(5;14)(q35;932)/ TLX3 si
association avec ampABL1/NUP214-ABL1. (6) MYC : réarrangement du locus de type primaire comme 1(8;14)(q24;q11) ou secondaire ; valeur pronostique
défavorable ; pas de diagnostic PCR. (7) TP53 %! : del(17p), anomalie de type secondaire associée a un pronostic défavorable dans les LAL T de 'adulte. (8)
SIL-TAL1 : pas de valeur pronostique mais anomalie de type primaire non identifiable au caryotype ; diagnostic PCR ou FISH (9) CDKN2A/B %' : del(9p), pas
de valeur pronostique avérée mais anomalie de type secondaire trés fréquente, souvent a I'état cryptique. ***NB : complexité > 5 anomalies au caryotype, et
absence d’anomalie spécifique : facteur défavorable dans les LAL-T de I'adulte.

techniques de chaque centre. L hybridation in situ fluores-
cente (FISH) sur métaphases doit étre considérée comme
un complément et le recours a ’hybridation in situ sur
noyaux interphasiques est a déconseiller comme seul exa-
men cytogénétique a cause des difficultés d’interprétation
des résultats.

Si le caryotype est informatif et repere les anomalies signi-
fiantes pour le choix du traitement, le recours a la FISH n’est
pas indispensable, compte tenu des autres examens prati-
qués sauf s’il existe des discordances (par exemple RT-PCR
négative pour BCR/ABLI alors qu’il existe un chromosome
Ph dans le caryotype conventionnel) ou si des anomalies de
type secondaire cryptiques peuvent étre prises en compte
dans la prise en charge thérapeutique (indication d’ITK
pour I"amplification ABLI dans les LAL-T). Par ailleurs,
dans la mesure du possible, il est souhaitable de valider
une anomalie décisionnelle par 2 techniques différentes (par
exemple caryotype et FISH ou caryotype et RT-PCR pour
le diagnostic de LAL Ph positive).

Si le caryotype est non informatif car normal ou en échec,
les techniques de FISH a mettre en ceuvre doivent tenir
compte des données clinico-biologiques du patient (ainsi
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que des éventuels résultats disponibles (index ADN, RT-
PCR). La FISH permet de rechercher/valider la présence
d’un réarrangement parfois non détecté sur le caryotype car
présent dans un clone minoritaire peu proliférant (comme
BCR-ABLI dans les LAL-B). De méme la recherche
d’un remaniement de MLL pour détecter une translocation
t(4;11) ou une autre translocation impliquant MLL devient
indispensable dans les LAL-B. Les discordances caryo-
type/cytométrie en flux (CMF) doivent aussi étre contrdlées
par FISH. Les techniques FISH permettent de confirmer
I’existence d’une aneuploidie (soit hyperdiploidie > 50, soit
hypodiploidie sévere/quasi-triploidie, soit quasi-haploidie)
décelée par CMF ou par CGH-array.

Si le caryotype est informatif mais ne détecte pas
d’anomalie spécifique majeure (6q-, 9p-, 12p-, translo-
cation inhabituelle), la recherche par FISH d’anomalie
de structure stratifiante ou décisionnelle est recomman-
dée. Dans les LAL-B, elle est indispensable si on a des
arguments pour penser a la possibilité d’une translocation
Ph+ variante ou d’une translocation variante impliquant
MLL ou d’une anomalie cryptique sous-jacente, comme
ETV6/RUNXI chez I’enfant.
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Dans les LAL-B (tableau I), les anomalies de pronos-
tic défavorable déterminantes pour le choix thérapeutique
sont :
— latranslocation t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABLI ou chromo-
some Philadelphie (Ph) qui est I’indication d’un traitement
basé sur les ITK de type imatinib ;
— la translocation t(4;11)(q21;q23)/MLL-AFFI et autres
anomalies MLL ;
— la translocation t(17;19)(q22;p13)/TCF3-HLF ;
— les hypodiploidies a moins de 44 chromosomes :

e para-haploidie (24-29 chromosomes) ;

e I’hypodiploidie severe (30-39 chromosomes)/para-

triploidie (64-79 chromosomes) ;

e I’hypodiploidie a 41-43 chromosomes ;
— I’amplification intra-chromosomique du 21 ou iAMP21
dont le pronostic est toutefois grandement amélioré si I’on
applique un traitement de type intensifié.
Les anomalies de bon pronostic, prédictives d’une bonne
réponse thérapeutique, déterminent I’inclusion dans un bras
thérapeutique allégé dans certains protocoles de 1’enfant :
— I’hyperdiploidie > 50 avec profil standard de gains chro-
mosomiques (+X,+4,+6,+10,+14,+17,+18,+21) ; les cas
avec au moins 54 chromosomes étant considérés comme
les plus favorables ;
— la t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNXI dans les LAL-B de
I’enfant.
Les protocoles actuels tiennent également compte des
délétions IKZF1 (lkaros) qui sont associées a un pro-
nostic défavorable sauf si elles sont retrouvées dans des
cas a cytogénétique favorable (hyperdiploidie > 50 ou
t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNX1 ) ou si elles sont associées
a une délétion du gene ERG [23].
Dans les LAL-T (tableau 2), 1a valeur pronostique des ano-
malies cytogénétiques est moins clairement établie que dans
les LAL-B.
Toutefois :
— la t(10;14)(q24;q11) ou sa variante t(7;10)(q34;q24) qui
entralnent une surexpression de 7LX/ sont considérées
comme de pronostic favorable ;
— la translocation t(10;11)(p13;q14), qui entraine une
fusion PICALM-MLLTI0 (CALM-AFI10) est considérée
comme de pronostic défavorable ;
—la t(5;14)(q35;932)/BCLIIB-TLX3 est considérée
comme de pronostic défavorable si elle est associée a une
amplification ABLI/NUP214-ABLI.
Une partie des protocoles actuels tiennent également
compte des mutations NOTCH I et/ou FBXW?7 qui sont asso-
ciées a un pronostic favorable sauf si elles sont associées a
une mutation des génes RAS ou PTEN.
La cytogénétique ne s’applique pas pour le suivi de la mala-
die résiduelle (MRD) dans les LAL. Exceptionnellement,
elle peut étre réalisée :
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— en cas d’absence de marqueur moléculaire ou immuno-
phénotypique, pour confirmer la rémission compléte dans
les phases précoces du traitement (apres I’induction) ;

— ou pour lever le voile en cas de discordance entre ces
2 techniques de prédilection mais ce uniquement pour des
valeurs élevées de MRD (supérieure ou égale a 1072).
Mais la plus grande prudence s’impose dans la lecture et
I’interprétation des noyaux interphasiques.

Lors de la rechute, le caryotype est recommandé ainsi que
la FISH spécifique de I’anomalie trouvée lors du diagnostic
(en cas d’anomalie cryptique). Certaines anomalies de type
secondaire peuvent apparaitre lors de la rechute : si elles
ont une implication thérapeutique, il faut les rechercher
(exemple : amplification ABLI ou autre anomalie ABLI
dans les LAL-T TLXI ou TLX3). Plus rarement, des ano-
malies de type secondaire comme les délétions 9p ou 12p
peuvent disparaitre lors de la rechute car celle-ci survient
dans un clone de type « ancestral » (qui préexistait a celui
qui a émergé lors du diagnostic)

Moyens cytogénétiques
a mettre en ceuvre

Ils sont consignés dans le Guide des bonnes pratiques de
cytogénétique disponible sur le site de I’ACLF (version
2014). On en rappelle ci-dessous les grandes lignes et les
particularités.

Caryotype

Les particularités techniques pour optimiser les résultats de
caryotype dans les LAL sont :

— Caryotype sur moelle indispensable avant tout traite-
ment ;

— Le caryotype sur sang est possible si le prélevement
médullaire est impossible (fibrose médullaire importante)
et 8’1l existe des blastes circulants en nombre suffisant ;

— Culture courte de 16 a24h (J1) sans mitogenes ou facteurs
de croissance ;

— Si possible 2 techniques : avec et sans synchronisation
(car celle-ci peut gé€ner la prolifération des blastes, en raison
des produits utilisés) [48] ;

— Délai de rendu de résultat rapide (si possible 7 jours maxi-
mum) afin de pouvoir étre pris en compte dans les décisions
thérapeutiques parfois treés précoces (introduction d’ITK
type imatinib dans les LAL Ph positives).

FISH

Complémentaire du caryotype, réalisée sur le culot cytogé-
nétique.

Si ce culot est insuffisant, 1’analyse FISH peut étre réa-
lisée sur des lames de frottis médullaire ou d’apposition
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ganglionnaire ou des cytocentrifugations a partir de pré-
levement envahi. Toutefois, 1’interprétation est beaucoup
plus délicate en raison de 1‘absence de métaphases et des
éventuelles déformations nucléaires liées au frottis ou a la
cytocentrifugation.

Les sondes utilisées doivent étre interprétables sur noyaux
car, dans les LAL, le clone anormal a souvent un index
mitotique tres faible.

Pour la plupart des anomalies décisionnelles, il existe des
sondes commerciales tres fiables.

Pour les anomalies décisionnelles, il est souhaitable de
rendre le résultat FISH dans les 7 jours. Afin de pal-
lier un éventuel caryotype non informatif, on est parfois
amené a programmer une analyse FISH en parallele de
I’établissement du caryotype (FISH BCR/ABLI).
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