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

doi:10.1684/abc.2016.1177

Synthése

Ann Biol Clin 2016 ; 74 (5) : 561-7

NALES,_,
IOLOGIE
LINIQUE

Place de la cytogénétique dans la prise en charge
de la leucémie lymphoide chronique : actualisation
du Groupe francophone de cytogénétique
hématologique (GFCH)

Cytogenetics in the management of chronic lymphocytic leukemia:
an update by the Groupe francophone de cytogénétique

hématologique (GFCH)

Florence Nguyen-Khac'
Claire Borie?

Evelyne Callet-Bauchu®
Virginie Eclache*
Stéphanie Struski®

' Hopital Pitié-Salpétriere, UPMC Paris
6, Inserm UMRS1138, Paris, France
<florence.nguyen-khac @psl.aphp.fr>

2 Secteur cytogénétique
onco-hématologique, Laboratoire
d’hématologie, Hopital Paul Brousse,
Villejuif, France

3 Laboratoire de biologie moléculaire
et de cytogénétique des hémopathies,
Service d’hématologie biologique —
CBPAS, Groupement Hospitalier
Sud-Hospices Civils de Lyon,
Pierre-Bénite, France

4 Laboratoire d’hématologie et de
cytogénétique, Hopital Avicenne APHP,
Bobigny, France

5 Institut universitaire du cancer
Toulouse-Oncopole, Laboratoire
d’hématologie/Plateau technique
hématologie-oncologie, Toulouse,
France

Article recu le 24 février 2016,
accepté le 29 février 2016

Résumé. Lesanomalies cytogénétiques récurrentes acquises observées dans la
leucémie lymphoide chronique sont fréquentes, et peuvent étre associées a des
facteurs de bon ou mauvais pronostic, ainsi qu’a des mutations géniques soma-
tiques. Ces anomalies chromosomiques peuvent étre clonales ou sous-clonales.
A I’heure actuelle, seule la recherche de la délétion 17p (géne TP53) (ainsi que
la mutation du géne TP53) est obligatoire avant traitement, puisqu’elle oriente
le choix thérapeutique. Il est cependant recommandé de rechercher également la
délétion 11q (geéne ATM). Enfin la valeur pronostique des autres anomalies cyto-
génétiques, et en particulier du caryotype complexe, est encore régulierement
discutée.

Mots clés : LLC, anomalies cytogénétiques, délétion 17p, TP53

Abstract. Acquired recurrent cytogenetic abnormalities are frequent in chro-
nic lymphocytic leukaemia (CLL). They can be associated with good or poor
prognostic factors, and also with gene mutations. Chromosomal abnormalities
could be clonal or sub-clonal. Assessing the TP53 status (deletion/mutation) is
currently mandatory before treating patients. The search for 11q deletion (ATM
gene) is also recommended. Finally, the prognostic value of other chromosomal
abnormalities including complex karyotype is still debated.
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La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la plus fré-
quente des leucémies de 1’adulte. Elle est caractérisée par
une prolifération/accumulation monoclonale de lympho-
cytes B matures exprimant les marqueurs CD5S+/CD19+
dans le sang, la moelle osseuse et les organes lymphoides.
Il s’agit d’une maladie classiquement indolente sur de
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nombreuses années, avec cependant une grande variabilité
d’évolution. Une transformation en lymphome B a grandes
cellules survient chez environ 5 % des malades (syndrome
de Richter).

Depuis les années 1970, de nombreuses anomalies chro-
mosomiques ont été mises en évidence par différentes
techniques (caryotype, hybridation in sifu fluorescente
(FISH), hybridation génomique comparative (CGH) sur
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chromosomes puis sur puces (CGH-array), single nucleo-
tide polymorphism (SNP)-array) [1-12].

Ces techniques permettent de trouver des anomalies dans
plus de 80 % des LLC. En 2000, Déhner et al. proposent un
modele hiérarchique pronostique dépendant des anomalies
identifiées par FISH (délétion 17p, délétion 11q, trisomie
12, délétion 13q), la délétion 13q (si isolée) étant associée
au meilleur pronostic, la délétion 17p au plus mauvais [6].
Depuis 1’apport des nouvelles techniques de séquengage a
haut débit, des mutations récurrentes, géniques et dans des
séquences non codantes, ont été décrites dans la LLC, et
ce modele, méme s’il reste a ce jour le modele pronostique
génomique le plus accepté et le plus validé, pourrait évoluer
dans les années a venir [13-17].

Anomalies cytogénétiques

Délétion 13q14

La délétion de la région 13q14, trouvée dans plus de 50 %
des cas de LLC, est I’anomalie cytogénétique la plus fré-
quente et historiquement associée a un meilleur pronostic
quand elle est isolée [6]. Cette délétion est le plus souvent
hétérozygote. Elle peut étre homozygote, et il peut aussi
exister un mélange de cellules homo- et hétérozygotes. Il
existe une région commune délétée d’environ 550 kb sug-
gérant un role prépondérant dans la pathogénie de la LLC.
Grace a des hybrides somatiques obtenus a partir de cel-
lules de LL.C avec anomalies du chromosome 13, une région
minimale de délétion de 29 kb contenant le supposé gene
suppresseur de tumeur DLEU?2 (deleted in lymphocytic leu-
kemia) a été identifiée. Le géne DLEU2 a été largement
étudié et n’est pas considéré a ce jour comme gene sup-
presseur de tumeur dans la LLC. Un groupe de 2 miRNAs
(MIR15A et MIR16-1) sont localisés a I’intérieur de la
région minimale délétée et sont dérégulés dans 70 % des
cas de LLC. Les genes codant pour ces 2 miRNAs sont
ubiquitaires et non-codants, ils ont une fonction régulatrice
de I’expression des genes dont ils se fixent sur la partie
UTR. Dans le cas de la LLC, I’haplo-insuffisance des miR-
NAs semble jouer un role de suppresseur de tumeur et de
faibles variations d’expression du gene ont une répercus-
sion majeure sur le phénotype. Ces micro-RNAs favorisent
I’apoptose, en régulant de fagcon négative le gene BCL2 [18-
20]. Le bon pronostic associé & la « délétion 13q isolée » doit
cependant &tre nuancé pour les grandes délétions incluant
le gene RBI qui seraient associées a des LLC cliniquement
plus agressives [11].

Trisomie 12

La trisomie 12 est observée dans 11 a 25 % des cas
[3, 6, 21, 22]. La trisomie 12 est considérée comme un
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marqueur de risque intermédiaire dans le modele pro-
nostique hiérarchique initialement proposée par Dohner
et al. [6]. La trisomie 12 est associée a d’autres anomalies
chromosomiques dans plus de la moitié des cas, comme
les trisomies 18 et 19, la délétion 14q, les translocations
t(14;18), t(14;19), t(8;14) [7, 23-32]. La trisomie 12 est
considérée par certaines équipes comme une anomalie clo-
nale précoce, la LLC pouvant évoluer secondairement avec
I’apparition d’aberrations chromosomiques secondaires ou
de mutations touchant en particulier les genes NOTCHI,
TP53, et FBXW7 [33].

Délétion 11q22-23

La délétion du bras long du chromosome 11, de taille
assez hétérogene, est retrouvée chez 6 a 20 % des patients,
selon les études [6, 21]. Elle est associée cliniquement
a une lymphadénopathie importante, ainsi qu’a des fac-
teurs de mauvais pronostic comme le statut non muté
des genes IGHV [34]. Depuis la mise en place de la tri-
thérapie par rituximab-fludarabine-endoxan, les patients
avec délétion 11q ont une survie sans progression plus
courte, mais n’auraient plus une survie globale diminuée
[35].

La délétion 11q peut étre primitive ou secondaire dans
I’évolution de la maladie, mais semble &tre plus souvent
sous-clonale [33, 36]. La région critique en 11q22.3-
q23.1 contient le gene ATM (ataxia-telangiectasa mutated),
codant pour une protéine qui agit en amont de p53 dans
I’identification et la réparation de dommages de 1’ADN.
Des mutations de 1’ autre copie du gene ATM sont retrouvées
chez environ 30 % des patients et semblent avoir un impact
sur la survie et la survie sans progression des patients traités
par une chimiothérapie type fludarabine/endoxan [37-39].
La délétion 11q peut aussi impliquer le géne BIRC3, loca-
lisé en 11q22.2, a environ 6 000 kb. Le géne BIRC3 est
également muté dans de rares cas de LLC au diagnostic
(environ 5 %). L’inactivation de BIRC3 serait associée a
une résistance accrue aux chimiothérapies et est mutuel-
lement exclusive de la délétion TP53 [40]. Ces données
restent cependant a confirmer.

Délétion 17p13

La délétion du bras court du chromosome 17 [dell7p/17p-]
est identifiée chez moins de 10 % des patients au diagnostic
[41, 42]. En revanche, elle est retrouvée chez 30 a 50 % des
patients réfractaires aux traitements (notamment ceux com-
portant des analogues des purines), ce qui en fait I’anomalie
la plus fréquemment acquise apres traitement. Cette notion
de résistance aux traitements s’explique par le fait qu’en
réponse au stress cellulaire di a la chimiothérapie, la
cellule active sa voie p53. Si cette voie est fonctionnelle,
le programme de mort cellulaire par apoptose conduira a
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I’élimination de la cellule. On comprend des lors que toute
cellule dépourvue d’une voie p53 normale va s’affranchir
de ce processus apoptotique. Elle pourra méme, du fait
du traitement, accumuler des anomalies supplémentaires.
In fine, le traitement aura donc I’effet inverse de celui
escompté et conduira a la sélection clonale d’une popu-
lation cellulaire dépourvue des mécanismes apoptotiques
[42].

Plusieurs études ont démontré 1’influence de la date
d’apparition de la dell7p sur la survie globale. En effet,
détectée de novo au moment du diagnostic, la survie globale
estde 4 a 5 ans. En revanche, elle passe a 12 voire 18 mois
si I’anomalie est identifiée lors du suivi, comme anomalie
additionnelle. Par ailleurs, certaines études ont montré que
la survie sans progression et la survie globale des patients
17p- sont inversement proportionnelles a la taille du clone
17p-, déterminée par les techniques classiques de FISH
ciblée [42, 43].

Les mutations du géne 7P53 sont identifiées sur 1’autre
copie du gene chez environ 90 % des patients avec dell7p
[44, 45]. Au diagnostic, 5 % des patients présentent une
mutation détectée par technique classique de séquencage
(Sanger) sans délétion. En rechute, I’étude de populations
réfractaires ou résistantes au traitement par fludarabine
montre un taux de mutations de 7P53 de 13 a 39 % et
25-30 % des patients avec mutation 7P53 ne présentent
pas de délétion de 1‘autre allele. En 2015, Baliakas et al.
ont décrit différents types de mutations de 7P53 ayant des
conséquences fonctionnelles et un impact pronostique dif-
férents. Ils ont également montré une augmentation du taux
de mutations avec le temps [46].

Les nouvelles techniques de séquengage a haut débit et en
grande profondeur (ultra deep NGS) ont montré 1’existence
de petits clones porteurs de mutations de 7P53, qui sont
retrouvés chez moins de 10 % des patients non traités.
Meémes petits, ces clones présentent la méme valeur pro-
nostique péjorative que ceux identifiés par des techniques
plus classiques de séquencage [33, 47]. En effet, ces sous
clones représentent la population cellulaire majoritaire lors
de I’échappement thérapeutique ou de la rechute chez la
majorité des patients. Cependant, pour une faible propor-
tion des patients analysés rétrospectivement, le clone muté
pour TP53 ne s’est pas développé, ce qui suggere la coopé-
ration de plusieurs genes dans la survenue de la résistance
au traitement [48, 49].

Gain 2p

Le gain de tout ou partie du bras court du chromosome 2
est présent dans 5 a 28 % selon les séries et le stade de la
maladie [8, 12, 50]. Deux régions minimales de gain ont été
décrites, I’une impliquant le gene MYCN, I’ autre impliquant
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les genes REL, BCL11A et XPOI. Le gain 2p est associé a
des facteurs de mauvais pronostic, comme la délétion 11q
et le statut non muté des genes IGHV [50].

Caryotype complexe

Les caryotypes complexes (> 3 anomalies chromoso-
miques) sont détectés chez prés de 16 % des patients, la
fréquence variant trés probablement selon le stade de la
maladie [3, 7, 22]. Plusieurs études ont montré que les
patients avec un caryotype normal avaient une meilleure
survie que les patients avec un caryotype anormal, et que la
complexité du caryotype était associée a une survie dimi-
nuée [4, 24].

Bien qu’une association significative entre caryotypes
complexes et délétions 17p ou 11q ait été décrite [51],
Jaglowski et al. ont montré que la complexité caryotypique
conserve sa valeur prédictive dans la survie sans progression
et la survie globale [52].

Translocations chromosomiques

Les translocations réciproques ont été détectées dans ~
20 % des cas dans I’étude de Haferlach et al. [7]. Parmi
celles-ci, les translocations impliquant les locus des genes
IG (chaines lourdes (IGH) et 1égeres (IGK, IGL)), ainsi que
la bande 13q14 étaient les plus fréquentes. Contrairement
aux lymphomes, les translocations impliquant les locus /G
sont rares dans la LLC (4-9 %), et le pronostic est dif-
férent selon le partenaire impliqué. La t(14;19)(q32;q13)
— IGH/BCL3 - est associée a un pronostic défavorable,
alors que I’évolution des LLC avec t(14;18)(q32;q21) -
IGH-BCL?2 - (ou variantes) ne semble pas étre différente
des LLC classiques [25-27]. Les translocations impliquant
MYC, avec un partenaire IG ou non, sont présentes dans
moins de 1 % des LLC et sont associées a une évolution
péjorative [29].

Autres anomalies cytogénétiques récurrentes

La délétion 6q est observée dans environ 5 % des cas, sans
gene candidat identifié a ce jour [6]. La délétion 14q est
une anomalie récurrente mais rare (< 5 % des cas), et est
associée a des facteurs de mauvais pronostic comme le sta-
tut non muté des IGHYV, et a la trisomie 12 et les mutations
NOTCH 1. Dans environ 50 % des cas est retrouvée la méme
délétion del(14)(q24.1932.33), le gene ZFP36L1 pouvant
étre impliqué en 14q24 [31, 32]. La duplication 8q24 impli-
quant le locus du gene MYC est également rapportée dans la
LLC. La délétion 15q15 impliquant le gene MGA est obser-
vée dans environ 4 % des cas [12]. Enfin il est décrit dans
environ 5 % des LLC la présence de chromothripsis [53],
qui serait associée a un mauvais pronostic [12].
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Mutations géniques

Les techniques de séquencage ont permis de découvrir
de nouvelles altérations [13]. L’étude de Wang et al. par
séquencage du génome a haut débit a identifié 9 genes dans
lesquels les mutations étaient plus fréquentes : 4 étaient déja
rapportés dans la LLC (TP53, ATM, MYDS8S8 et NOTCH1)
et 5 étaient nouveaux (SF3B1, ZMYM3, MAPKI1, FBXW7
et DDX3X) [14]. D’autres mutations récurrentes sont éga-
lement décrites, comme XPOI, NFKBIE, FATI, EGR2,
POTI1, BIRC3, MEDI2 [13, 15-17].

Certaines études suggerent que ces anomalies sont asso-
ciées de facon significative aux anomalies cytogénétiques
déja connues, comme les mutations de NOTCHI et FBXW7
alatrisomie 12, celles de MYDSS8 aux délétions 13q [14, 54-
56]. Méme si les fréquences de mutations différent d’une
étude a ’autre, I’analyse de ces mutations a deux intéréts
majeurs :

— d’une part, ces mutations permettent d’entrevoir d’autres
mécanismes de résistance que 1’inactivation de p53, qui ne
représente qu’environ 1/3 des patients réfractaires. Avec
la découverte de ces nouvelles mutations, qui sont relati-
vement exclusives, la proportion de patients réfractaires a
la fludarabine seule chez lesquels on trouve une mutation
de I’'un de ces genes atteint les 70 % [57]. Il reste encore a
comprendre les mécanismes exacts concourant au pronostic
défavorable de ces patients ;

— d’autre part, elles identifient des nouvelles voies de déré-
gulation, qui n’étaient pas explorées jusqu’ici dans la LLC.
Des mutations se retrouvent dans plusieurs molécules parti-
cipant a une voie commune de signalisation, ce qui suggere
I’importance potentielle de cette voie dans la pathogé-
nie de la LLC. Ainsi, les 9 génes ciblés dans 1’étude de
Wang jouent un rdle dans des voies de signalisation impor-
tantes : réparation de I’ADN et cycle cellulaire (TP53,
ATM), signalisation de Notch (FBXW7, NOTCH1), inflam-
mation (MYDS8S, DDX3X, MAPK]), et épissage de I’ ARN
(SF3B1, DDX3X) [14].

Enfin, ces mutations pourraient avoir une valeur pronos-
tique. Rossi et al. ont proposé un modele hiérarchique pro-
nostique associant anomalies cytogénétiques et géniques,
qui devra étre validé par d’autres études [40]. Ces anoma-
lies peuvent également étre associées entre elles, et cette
combinaison pourrait 1a aussi avoir un impact péjoratif [48].

Evolution clonale

L’évolution clonale est un point clé dans le développement
et la rechute de la LLC. L’étude de séquencage whole-
exome de Landau et al. a identifié deux types d’anomalies
driver (c’est-a-dire non passageres, récurrentes et jouant
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un role dans le processus de transformation ; définition
actuelle, qui peut changer) dans les LLC : celles qui appa-
raissent comme événements précoces et essentiellement
clonales (les délétions 13q hétérozygotes, la trisomie 12,
les mutations MYD88 et NOTCHI), tandis que d’autres
apparaissent plus tard au cours de I’évolution, comme évé-
nements secondaires, et principalement sous-clonales (les
mutations TP53, ATM et SF3B1, les délétions 13q homo-
zygotes, le gain 2p) [33, 36].

Les indications de I’analyse
cytogénétique dans la LLC (tableau 1)

Caryotype

Le regain d’intérét du caryotype dans la LLC date de
I’introduction dans les cultures de mitogenes type CD40
ligand ou CpG-oligodéoxynucléotides, plus ou moins asso-
ciés a des interleukines (IL-2 et IL-4), permettant de
stimuler les cellules tumorales de la LLC et de mettre en
évidence des anomalies cytogénétiques, qui sont retrouvées
dans 80 a 90 % des cas [4, 5].

Lorsque le diagnostic de LLC est établi, le caryotype seul
(sans FISH) ne s’envisage plus car il peut étre pris malgré
tout en défaut du fait de I’existence d’anomalies cryptiques
et de clones minoritaires que la sensibilité du caryotype
ne permet pas de retrouver. L’intérét du caryotype est
donc d’apporter des informations supplémentaires a la
FISH, plus particulierement sur 1’existence d’un caryotype
complexe et la présence de translocations qui ont une valeur
pronostique, ou sur I’existence d’autres anomalies cytogé-
nétiques non recherchées par les sondes FISH classiques.
Rigolin et al. ont rapporté que les LLC avec un caryotype
anormal, sans anomalie détectée par les 4 sondes FISH,
aurait un plus mauvais pronostic [58]. Il est par ailleurs un
outil complémentaire a la FISH dans le suivi des LLC afin
d’étudier leur évolution clonale. Cependant ces données
ne modifient pas I’attitude thérapeutique a I’heure actuelle.
Le caryotype est donc recommandé dans la LLC s’il y a
une intention de traitement ou lors du suivi de la maladie.
En revanche, lors d’un diagnostic incertain, le caryotype est
alors indispensable (score de Matutes inférieur ou égal a 3).

FISH

Selon les recommandations européennes, 1’anomalie obli-
gatoire a rechercher avant tout traitement est la délétion 17p
(sonde TP53), ainsi que la mutation du géne TP53 [59]. Les
patients avec délétion 11q rechutant plus précocement, il
est également recommandé de rechercher la délétion 11q
(sonde ATM) [35].
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Tableau 1. Indications du caryotype et de la FISH dans la LLC.

Diagnostic Indispensable/

obligatoire

Recommandé

Optionnel/
protocole

Caryotype

FISH del(11)(q22)(ATM)
del(17)(p13)(TP53)

X
Gain 2p (2p16(REL), 2p24(MYCN). . .)
del(6)(g21)

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

tri12

del(13)(q14) (D13S319)

translocation IG

Avant traitement Indispensable/
(1" ligne ou rechute) obligatoire

Recommandé

Optionnel/
protocole

Caryotype X
FISH del(17)(p13)(TP53)

del(11)(q22)(ATM)

X
Gain 2p (2p16(REL), 2p24(MYCN). . .)
del(6)(g21)

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

tri12

del(13)(q14) (D13S319)

translocation IG

Caryotype : réalisé sur le sang périphérique, stimulation CpG-ODN +IL2, temps de culture recommandé : 72 h. En cas d’échec, le tenter a nouveau. Si la

LLC est atypique (score de Matutes = 3), le caryotype devient alors obligatoire au diagnostic. Si autre syndrome lymphoprolifératif circulant : voir chapitre

Lymphome. Caryotype sur moelle osseuse en cas de suspicion de myélodysplasie : voir chapitre MDS. IG : génes des immunoglobulines : 14932 (IGH), 2p12

(IGK), 22911 (IGL).
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