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Introduction

La premiére description d’une leucémie a été publiée en 1827 par 1’anatomiste

francais

Alfred Armand Louis Marie Velpeau a la suite de I’examen du cadavre d’un homme agé
de

63 ans décedé suite & une maladie qui a duré 2 ans, pendant laquelle il présentait une
distension abdominale. L’autopsie a objectivé une hypertrophie hépatosplénique
(probablement une transformation aigué d’un processus myéloprolifératif chronique).

La découverte de la fonction hématopoiétique de la moelle osseuse par Ernst
Neumann en 1869 a conduit au concept de leucémie myélogene et a une classification
en trois formes (myélogéne pure, splénique et lymphatique avec trouble de la moelle).

Otto Naegeli 1900 a permis par la suite d’identifier les « myéloblastes »
précurseurs des myélocytes et les a distingués des « lymphocytes » et a décrit « la
leucémie myéloblastique » une entité qui se substituait naturellement au diagnostic du
mélange de deux leucémies. La classification des leucémies en une série de variétés
distinctes s’est imposée du simple fait de leurs diversités cytomorphologiques.

Cette constatation a débouché sur la réunion d’un groupe de travail composé
d’hématologistes frangais, américains et britanniques en 1974, leurs travaux ont
conduit & la publication en1976 de la classification franco-américano-britannique «
FAB » fondée sur I’examen de lames colorées et I’emploi de réactions cytochimiques,
et qui a permis de dissocier les leucémies myéloides des leucémies non myéloides «
lymphoblastiques ».

En 2001, ’OMS a proposé une classification en ajoutant des données
génétiques et cliniques sur les criteres de la classification FAB, ainsi qu’une
actualisation des données en 2008.(Adnaoui, 2014).

La leucémie aigué est une hémopathie maligne caractérisée par une infiltration
et une prolifération de cellules hématopoiétiques immatures qu’on appelle : blastes, la
moelle osseuse,le sang et les tissus. On classe les leucémies aigués selon 1’origine des
blastes lorsque les blastes sont d'origine de la lignée myéloide on dit que c'est une

LAM et lorsqu'ils proviennent de la lignée lymphoide on dit que c'est une LAL.

La leucémie aigué est la forme du cancer pédiatrique la plus fréquente qui couvre 30 a

35% des cas de pathologie maligne chez I'enfant. Les travaux biologiques notamment
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dans la génétique moléculaire ont rapporté beaucoup de progres dans la compréhension de

la leucemogenese. Le taux de guérison des leucémies ne cesse de s'améliorer grace aux
techniques de biologie moléculaire qui ont permis de détecter les formes les plus
persistantes de cette pathologie.

Dans notre travail nous nous sommes intéressés a la leucémie aigué d’origine
lymphoide (LAL) chez I’enfant. Notre document est divisé en deux grandes parties : la
premiére étant une étude bibliographique résumant les différents eléments de recherche
évoqués dans la littérature, en traitant la clinique, 1’épidémiologie, les
physiopathologies y compris 1’aspect génétique et les différentes anomalies
responsables de 1’apparition de cette pathologie. La deuxiéme partie est une étude
moléculaire qui consiste a extraire I’ADN des patients et d’étudier I’implication du

polymorphisme du gene ECA chez des enfants leucémiques.

Notre but est d’étudier la corrélation entre le polymorphisme du gene de ’ECA
et la leucémie aigue lymphoide infantile.

Le but général de cette étude reste 1’apport d’un plus a la compréhension et a la
familiarisation avec cette maladie pour une meilleure prise en charge des enfants

souffrant de cette maladie.
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. Généralité

I.1.Le sang

Le sang est un liquide organique mis en mouvement (aspiré et refoulé) par le
ceeur et qui circule dans toutes les arteres, les veines et les capillaires. Il est composé de
plasma, de globules blancs (leucocytes), de globules rouges (érythrocytes) et de
plaquettes (thrombocytes).

Le sang est l'un des trois principaux liquides de l'organisme (les deux autres sont les
liquides situés autour et a l'intérieur des cellules). Il transporte I'oxygéne, les nutriments
et les messagers hormonaux a chacune des cellules de l'organisme et les déchets
provenant de celles-ci. Il a également un role dans la défense de I'organisme contre les

corps étrangers. (Gairard et al, 2007).
I.1.1. Le plasma

I1 s'agit de la partie liquide du sang. Il est composé a 91% a 92% d’eau salée. Il
transporte les globules rouges, les plaquettes et les globules blancs dans tout le corps.
On appelle cela le systeme vasculaire, I’ensemble de nos vaisseaux sanguins. Il apporte
toutes les substances nutritives dont nos tissus ont besoin et il récupére en retour leurs
déchets pour les transporter vers les organes destinés a les éliminer.(Mathew et al,
2021).

1.1.2. Les éléments figurés (Cellules)

Le sang est composé de cellules sanguines en suspension dans le plasma.
L’ensemble est contenu dans les vaisseaux sanguins. Le volume total du sang d’un
adulte humain est de 5 litres. Les cellules en suspension représentent 45% du volume
total, ce qui correspond & I’hématocrite. Leur morphologie peut étre étudiée sur un
frottis coloré au May Griinwald Giemsa (MGG).

Il existe plusieurs types cellulaires : les globules rouges ou hématies, les
globules blancs ou leucocytes (se répartissent en : polynucléaires ou granulocytes,
monocytes, lymphocytes), les plaquettes.

Les éléments figurés du sang ont des durées de vie limitées ; il existe un

équilibre dynamique entre leur production (I'hématopoiése et la lymphopoiése) et leur
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destruction. L"hématopoiése est la production des précurseurs sanguins (prolifération,
différenciation et maturation) et se déroule dans les organes hématopoietiques (moelle
osseuse chez l'adulte, foie et rate chez I'embryon). La lymphopoiese comprend la
production des précurseurs lymphoides qui se passe au niveau de la moelle osseuse.
Elle se termine par la maturation des lymphocytes dans le thymus pour les lymphocytes
T et par la prolifération des cellules dans les organes lymphoides secondaires (WB1).

1.1.2.1. Les hématies ou les globules rouges

Les globules rouges, aussi appelés hématies ou érythrocytes, sont les cellules du
sang chargées du transport de I’oxygéne. Plus précisément, c’est le pigment qu’elles
contiennent, I’hémoglobine, qui se lie a I’oxygene pour 1’apporter a toutes les cellules
de I’organisme.

Les globules rouges sont des cellules particuliéres, dépourvues de noyau. Elles sont
produites dans la moelle osseuse par les cellules souches hématopoiétiques et vivent
normalement 120 jours, avant d’étre détruites.

Elles ont une forme de « disque biconcave », facilement reconnaissable, et une couleur
rouge due a la grande quantité d’hémoglobine qu’elles renferment (Fig.1)

(WB1) ;(Gairard et al, 2007).

(a) ' (b) |

Figure 1 : les hématies, (a) : sous microscope électronique a balayage; (b) : sous

microscopie optique unf3s (campus.cerimes.fr).
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1.1.2.2. Les polynucléaires Neutrophiles (PPN)

Ce sont les polynucléaires les plus nombreux 40 & 75 % de I'ensemble des
globules blancs. Leur durée de vie est de l'ordre de 24 heures. Leurs granulations

spécifiques sont neutrophiles.

En microscopie optique (fig. 2), ce sont des cellules d'environ 12 um de diamétre, le noyau

En

est généralement trilobé mais le nombre de lobes varie de 2 a 5 lobes et est un indice de
maturation de la cellule. La formule d'Arneth est la répartition des polynucléaires
neutrophiles en fonction du nombre de lobes. Le cytoplasme apparait clair, non
colorable au MGG. En effet, les granulations azurophiles ne sont colorables que par la
mise en évidence spécifique de la myélopéroxydase.

microscopie électronique, le noyau a une chromatine dense, le cytoplasme contient
deux types de granulations : les granulations non spécifiquesou primaires,
azurophiles qui renferment une myélopéroxydase, des hydrolases acides et du
lysosyme et des granulations spécifiques secondaires, neutrophiles, de petite taille
(0,3 20,8 um) éparses dans le cytoplasme. Ces granulations sont dépourvues d'enzymes
lysosomiales et de péroxydases mais contiennent du lysosyme et de la collagénase. Il
existe en périphérie de la cellule une bande riche en filaments d'actine.

La fonction de ces neutrophiles est la défense non spécifique de I'organisme et
notamment la lutte anti-bactérienne. Cette fonction est permise par les propriétés des
neutrophiles : les phénomenes de diapédése leur permettent de quitter le milieu sanguin
en passant entre les cellules endothéliales. Ces phénomeénes sont assurés grace a des
cytokines sécrétées sur le lieu de l'infection, notamment l'interleukine 8 (IL-8) qui
active les polynucléaires neutrophiles et par les molécules d'adhésion qui apparaissent a
la surface du polynucléaire et se lient a leur ligand spécifique situé sur les cellules
endothéliales. (WB1) ;(Shah et al, 2017).
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Figure 2 : Les Polynucléaires Neutrophiles sous le microscope optique

unf3s (campus.cerimes.fr)

1.1.2.3. Les polynucléaires Eosinophiles (PNE)

Ces cellules représentent 1 a 3 % des globules blancs. Elles ont une demi-vie
dans le sang circulant de 4 a 5 heures puis passent dans les tissus (peau, poumon,
tractus digestif) ou elles restent 8 a 10 jours. La proportion d'éosinophiles dans les
tissus est 100 fois plus importante que celle du sang.

En microscopie optique (fig. 3), leur diamétre est de 10 a 14 pum, le noyau est
généralement bi-lobé, le cytoplasme apparait en orangé au MGG, d'aspect granuleux a
cause de la présence des granulations spécifiques. Ces granulations sont volumineuses
et acidophiles. En microscopie électronique, les granulations spécifiques, éosinophiles
sont volumineuses, de 0,5 a 1,5 um de diametre et contiennent une matrice granulaire
au sein de laquelle se trouve une formation cristalloide allongée. Ces granulations
contiennent une péroxydase (différente de la myélopéroxydase des neutrophiles) et des
hydrolases acides.

Ces cellules participent en synergie avec d'autres cellules, aux réactions
d'hypersensibilité immédiate et retardée. Elles ont a des degrés moindres que les
neutrophiles des propriétés de bactéricides et de phagocytose. Elles interviennent
essentiellement dans la destruction des parasites par I'intermédiaire de protéines de haut
poids moléculaires (Eosinophil Cationic Protein - ECP et la Major Basic Protein -

MBP) contenues dans les cristalloides des granulations. La membrane plasmique
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possede un récepteur pour les immunoglobulines de type IgE et pour I'histamine.
(WBL1).
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Figure 3: Les Polynucléaires Eosinophiles sous le microscope optique

unf3s (campus.cerimes.fr)

1.1.2.4. Les Polynucléaires Basophiles (PNB)

Les PNB sont les moins nombreuses des polynucléaires, (0 a 1 % de I'ensemble

des globules blancs). La durée de vie de ces cellules est de 3 a 4 jours.
En microscopie optique (fig.4), ces cellules ont un diametre de 10 a 14 um. Leur noyau est
irrégulier. 1l peut prendre un aspect de tréfle, qui est généralement masqué par les
nombreuses granulations métachromatiques (prennent une coloration rouge avec les
colorants acides comme le bleu de toluidine ou le bleu alcian) qui apparaissent
pourpres au MGG. En microscopie électronique, les granulations apparaissent
homogeénes, formées de petits grains denses entourés d'une membrane. Ces
granulations  basophiles  contiennent de  I'histamine et de [I'héparine
(glycosaminoglycanes sulfatés). Les PNB sont les cellules des manifestations
allergiques de type immédiat.

La membrane plasmique des basophiles posséde des récepteurs pour le
fragment Fc des immunoglobulines de type IgE. De ca fait, les IgE fabriquées de facon
spécifique contre un allergene sont fixées a la membrane des basophiles. Quand il y a a
nouveau contact avec l'allergéne, le pontage des IgE par l'allergéne provoque la

dégranulation des basophiles, responsable des manifestations allergiques (WB1).
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Figure 4 : Les Polynucléaires Basophiles sous le microscope optique

unf3s (campus.cerimes.fr)

1.1.2.5. Les monocytes (Mono)

Un monocyte est une cellule sanguine de type globule blanc. Les monocytes
sont de grosses cellules sanguines (de 20 a 40 micrometres de diamétre) mobiles
produites par la moelle osseuse (fig.5), a partir des cellules hématopoiétiques, et plus
particulierement a partir des monoblastes. Ce sont des leucocytes jeunes, qui
interviennent dans la phagocytose et I'némostase (coagulation). Lorsqu'ils quitteront la
circulation sanguine, les monocytes évolueront ensuite en différents types de
phagocytes : les macrophages dans le tissu conjonctif, les microgliocytes dans le
systeme nerveux central, les ostéoclastes dans I'os (WB2) ;(Ziegler-Heitbrock, 2015).
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Figure 5 : Les monocytes sous microscopie optique

unf3s (campus.cerimes.fr)

1.1.2.6. Les lymphocytes (Ly)

Les lymphocytes sont un type de globules blancs qui exercent une fonction
immunitaire majeure dans la défense de l'organisme face a I'agression par des agents
microbiens extérieurs. Ils sont produits dans la moelle osseuse et circulent dans le sang
et les vaisseaux lymphatiques (fig.6). Il existe plusieurs types de lymphocytes, dont
deux principaux, les B et les T, le troisieme étant représenté par les lymphocytes du

groupe NK (Larosa et Orange, 2008)

Figure 6 : Les lymphocytes sous microscopie optique

unf3s (campus.cerimes.fr)



Partie bibliographique

1.1.2.7. Les plaquettes (Pq)

Les plaquettes, aussi appelées thrombocytes, sont des éléments retrouvés dans
la circulation sanguine. Elles sont surtout connues pour leur réle dans la coagulation du
sang, et s'activent en cas de lésion vasculaire afin de stopper une hémorragie. 1l ne
s'agit pas de cellules a proprement parler, mais de fragments énucléés issus du
fractionnement de grosses cellules appelées mégacaryocytes (fig. 7).(Strassel et al,
2020).

La principale fonction des plaquettes est de déclencher la coagulation du sang
lors d'une lésion vasculaire. La blessure active les thrombocytes qui libérent alors des
facteurs de coagulation. S'ensuit une cascade de réactions aboutissant a la formation
d'une protéine, la fibrine, qui permet la formation d'un caillot sur les lieux de la Iésion,
bloquant alors la sortie du sang. Ce caillot est éliminé une fois la cicatrisation opérée
(WB2).

Figure 7 : Les plaquettes sous microscopie optique

unf3s (campus.cerimes.fr)
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1.2. La moelle osseuse

La moelle osseuse correspond au tissu situé au milieu des os de I'organisme. On
distingue deux sortes de moelle osseuse : la moelle rouge et la moelle jaune.

v La moelle rouge est une moelle active ayant des fonctions majeures dans la formation
des globules rouges, des plaquettes et de cellules immunitaires qui vont entrer en jeu
dans la défense de I'organisme. Cette moelle est active dans tous les os chez le jeune
enfant, mais son activité diminue avec le temps, elle n'est active a I'dge adulte
quasiment exclusivement que dans certains os plats ou courts, dits spongieux.

v" Dans les autres os dits os longs, une cavité centrale appelée cavité médullaire est de
composition graisseuse : c'est la moelle jaune. Plus globalement, I'hnématopoiese
désigne I'ensemble des mécanismes aboutissant a la production continue et régulée des
cellules sanguines ayant pour but d'assurer I'équilibre du tissu hématopoiétique

La moelle osseuse, que I'on appelle aussi "moelle rouge” ou moelle
hématopoiétique, est le lieu ou se déroule I'hématopoiése. Elle ne doit pas étre
confondue avec la moelle épiniére qui est au centre du systéme nerveux. "Jusqu'a lI'age
de 4 ans, la moelle osseuse se situe dans tous les 0s. Chez I'adulte, on la trouve dans le
sternum, les c6tes, les clavicules, I'os iliaque et les os longs (épiphyses du fémur et de
I'numérus)", précise I'nématologue.

La moelle osseuse est le siege de I'hématopoiése. Schématiquement, on distingue trois
compartiments fonctionnels :

Cellules souches hématopoiétiques (CSH) : ce sont les cellules meres de toutes les
cellules de la moelle osseuse et au final du sang. Elles ont trois fonctions principales:

- Elles sont capables d'auto renouvellement pour maintenir le stock de cellules sanguines a
vie.

- Elles sont dites pluripotentes, c'est-a-dire qu'elles sont capables de donner naissance aux

précurseurs de toutes les lignées hématopoiétiques.

- Elles sont dotées d'une capacité d'engagement en différenciation pour conduire en

plusieurs étapes aux cellules du sang.

Ce sont les CSH qui permettent la reconstitution de toute I'nématopoiese lors d'une greffe

de moelle osseuse.
Progéniteurs : il s'agit des cellules engagées dans une lignée mais non reconnaissables au

microscope.

> [ 1l <
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Précurseurs : reconnaissables au microscope, elles vont donner naissance aux cellules

différenciées matures du sang. (WB?3).

I1. Epidémiologie
11.1. Epidémiologie descriptive

Les leucémies aigués lymphoides (LAL) et myéloides sont des affections hémopathiques
malignes (Fig. 8).

La LAL est le cancer pédiatrique le plus fréquent environ 30% dans 1’ensemble des cas
(Faraj et al, 2016).

Une pathologie qui affecte la production de cellules sanguines l

Cellules
& souches 2 En cas de leucémie, des cellules immatures
proliferent dans le sang (blastes, précurseurs
des lymphocytes B ou T, dans 9 cas sur 10)
IBias!es

Moelle
osseuse

3

Plaquettes La présence des blastes
P
empeche le développement
des globules rouges
qui transportent 'oxygéne
et des plaquettes
qul aident le sang
Les cellules souches, a coaguler
contenues dans la moelle
osseuse, produisent les cellules sanguines
qui sont a l'origine des giobules blancs, des globules

rouges et des plaquettes. Bustration : Sophie Jacopin

Figure 08: Une pathologie qui affecte la production de cellules
sanguines(https://sante.lefigaro.fr)
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11.1.1. Leucémies aigues lymphoides (LAL)

La fréquence des LAL atteint un pic maximum chez I’enfant entre I’age de 2 ans a Sans est
plus marqueé chez les garcons que les filles. L'incidence globale des LAL varie selon les
pays.

En France, I’incidence standardisée des LAL est de 34,3 cas par million d'enfants et par an
soit 500 a 600 nouveaux cas diagnostiqués chaque année contre 6000 au Etats-Unis

Le pic d'incidence des LAL en France et aux Etats-Unis est situé entre 2 et 5 ans.

(Naour, 2015)

Dans les pays occidentaux les LAL ont une incidence supérieure a 6 avant 1’age de 4ans
avec un pronostic meilleure que celui de I’adulte et le taux de survie est amélioré
régulierement.
(Liesner et Goldstone 1997) ; (Raidelet, 2015).
Selon les chiffres publiés en 2015 dans le rapport du Groupe franco-africain d’oncologie
pédiatrique (GFAOP), chaque année, environ 1200 a 1300 cas de cancers pédiatriques sont

diagnostiqués chez I’enfant en Algérie, ce nombre risque d’atteindre les 1450 cas a I’horizon de
2025.(Aggoune,2020)

11.L1.1.1. LAL de la lignée B

Les LAL B sont plus fréquentes et de meilleur pronostic que les LAL T dans les
pays occidentaux. En pédiatrie les LAL B constituent environ 80% des LAL. Leur pic
de fréquence se situe entre 2 a Sans. L’incidence globale des LAL varie dans les pays;
I’incidence la plus élevée est observée dans les populations hispaniques (Costa-Rica et
Los Angeles) (5,94 et 5,02 respectivement), et I’incidence la plus basse en Afrique
Noire (1,18 et 1,61 pour 105 enfants de moins de 15 ans). Les LAL sont moins
fréquentes chez les enfants américains de race noire par rapport a ceux de race
blanche.(Faraj et al, 2016).

11.L1.1.2. LAL de la lignée T

Les LAL T sont des affections malignes rares qui touchent les precurseurs
lymphoides T mais sont plus graves et représentent environ 10 a 15% des LAL
pédiatriques. Les LAL-T prédominent chez les enfants a 1’adolescence ou chez les
préadolescents et restent rares avant 5 ans. Le sex-ratio atteint 4 pour les LAL-T (Il est
de 1,2 pour les LAL-B.( Asnafi ,2015) ; (Faraj et al,2016).
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I11. Physiopathologie
111.1. L’hématopoiése

L'hématopoiése et I'ensemble des mécanismes impliqués dans la production et
le remplacement continu des cellules sanguines a partir d'une cellule hématopoiétique
souche incluant (Fig.9):

Des cellules spécialisées dans la croissance des cellules de I'hématopoiése.
L'auto renouvellement des cellules souches de I'hématopoiése.

L'intervention des molécules extracellulaires (facteurs de croissance).

La différenciation vers I'une ou l'autre des cellules souches de I'hnématopoiese

(Jagannathan-Bogdan et al, 2013).

Cellules normales pr Cellules
= -~ O Lymphooyies lymphoides
'Globules )
blancs | -~
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combattent
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Y.Globules ’ Basophiles

rouges

qui transportent a Neutrophiles Cellules
Foxygéne vers N myéloid

les tissus

\ '
| L
J \
. {Plaquettes ) .
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le sang pour
controler 1
\Je saignement | 7 'y ‘;

Figure 9 : Les mécanismes d’hématopoiese (http://recap-ide.blogspot.com)
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111.1.1. Cellules de I’hématopoiése :
Il existe 4 types cellulaires impliqués dans I’hématopoiese :
111.1.1.1. Les cellules souches pluripotentes (Stem cells)

Les cellules pluripotentes sont capables de se diviser indéfiniment, de s'auto-
renouveler, c'est-a-dire de se multiplier sans se différencier, ce qui permet de garder un

pool de cellules, de donner naissance a n'importe quelle cellule (Faraj et al, 2016).

111.1.1.2. Les progeniteurs

Des cellules capables de se proliférer sans s'auto-renouveler ; sont Iégerement
différenciées mais on est incapable de les reconnaitre au microscope, on les reconnait
par leurs marqueurs de surface ; sont habituellement déterminées et déja engageées vers
une seule lignée cellulaire. Ces cellules ont la particularité de subir de nombreuses
divisions entre la cellule souche qui leur a donné naissance et les cellules différenciées,
et subissent une différenciation progressive, ce qui permet a une cellule souche
totipotente de donner naissance a une cellule irréversiblement destinée a se différencier

en cellule de la lignée Lymphoide ou Myéloide .(Faraj et al, 2016).

111.1.1.3. Les précurseurs

Cellules facilement reconnues morphologiquement sous microscope au
Giemsa. On ne les trouve jamais dans le sang circulant, sauf en cas de pathologie. Ce

sont des cellules en cours de maturation.

Les différents précurseurs : les myéloblastes (Futurs polynucléaires), les proérythroblastes
(Futurs hématies), les mégacaryoblastes (Futurs plaquettes), les lymphoblastes (Futurs

lymphocytes), les monoblastes (Futurs monocytes)(Wb5) ; (Faraj et al, 2016).

111.1.1.4. Les cellules matures
Cellules terminales spécialisées et fonctionnelles.
Modifications spécifiques (noyau, membranes ...).
Les différentes lignées :
- Lignée érythrocytaire.

- Lignée plaquettaire.



Partie bibliographique

- Lignée granulo-monocytaire.
Ces lignées produisent : les polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles et les
monocytes (wbb) ;(Faraj et al, 2016 ).

111.1.2. Etapes de I’hématopoiése

L’hématopoieése embryonnaire consiste en 2 programmes: primitif et définitif
qui different en termes de potentiel de développement. Le développement
hématopoiétique se déroule dans différents organes (Quelen, 2011) ; (Sturgeon et al,
2014).

111.1.2.1. Hématopoiese primitive
C'est une hématopoiese extra embryonnaire se déroule dans le sac vitellin a
partir du 18°™ jour de la grossesse de la gestation jusqu'a la 8°™ semaine.
(Quelen ,2011) ;(Faraj et al, 2016).
111.1.2.2. Hématopoiese definitive
C'est une hématopoiése embryonnaire du foie feetal, du thymus de la rate puis

finalement dans la moelle osseuse (Quelen, 2011).

I11.2. Leucémogénese

Le systeme hématopoiétique est composé de plusieurs compartiments
cellulaires allant des cellules souches hématopoiétiques aux cellules sanguines matures.
Le maintien de I’homéostasie de ce systéme nécessite plusieurs mécanismes de
régulation passant par plusieurs étapes (prolifération, différentiation et apoptose)
(Adnaoui, 2014).

L’altération de 1’'une de ces étapes peut conduire au processus de leucémogénese, qui
est un mécanisme multi-étapes responsable de la transformation d’une cellule
hématopoiétique normale en cellule leucémique (Adnaoui, 2014).

La leucémogénése peut survenir a n’importe quel stade de ’hématopoiese, depuis la
cellule souche pluripotente jusqu’aux précurseurs déja bien engagés dans une lignée
précise.

Au cours de ce processus, il y’a une transformation maligne d’une cellule devenue
incapable de se différencier en réponse aux stimulis physiologiques normaux, et qui se
multiplie indéfiniment donnant naissance a un clone leucémique avec absence de la
différenciation cellulaire, entrainant ainsi une défaillance de 1’hématopoiése normale

(Adnaoui, 2014).
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Cette pathologie se développe dans la moelle osseuse, mais peut s’étendre au sang
(présence des blastes circulants dans certaines leucémies) ou a d’autres organes non
hématopoiétiques (peau, gencives, systeme nerveux central...) (Adnaoui, 2014).

L’accumulation des cellules leucémiques n’est pas seulement causée par le taux important
de la prolifération des cellules malignes, mais aussi par la perte de la capacité de la
différenciation en cellules matures, ce qui donne aux cellules leucémiques un avantage

de survie lié a un échappement a I’apoptose (Adnaoui, 2014).

IV. Diagnostic et symptdmes

Le terme « leucémie » signifie la présence dans le sang, des cellules anormales
provenant de la moelle osseuse qui est le siége de I’hématopoicse.
Le terme « lymphoblastique » se rapporte aux cellules impliquées dans la maladie : les

lymphoblastes, qui a 1’état normal, participent aux défenses de 1’organisme.

Le terme « aigué » signifie que la maladie s’installe rapidement : quelques jours ou
quelques semaines entre les premiers symptémes et le diagnostic.

Le diagnostic des LAL repose sur la numération formule sanguine (NFS), effectuée par
une prise du sang, et sur un autre examen de la moelle osseuse appelé myélogramme
ce dernier est réalisé sous anesthésie locale, en insérant une aiguille creuse dans 1’os
du sternum (os plat situé au milieu de la poitrine) ou de la partie saillante de la hanche.
Une petite quantité de moelle est alors aspirée, dans le but d’analyser par différents
examens cytogénétiques des noyaux lymphoblastiques anormaux (WB6).

IV.1. Aspects cliniques des leucémies aigues de I’enfant

IV.1.1 Symptdmes liés a I’insuffisance médullaire

L’incapacité de la moelle osseuse a fabriquer les cellules sanguines normales
est un signe révélateur d’une leucémie en raison de la prolifération anarchique des
cellules leucémiques qui envahissent cette derniére.

Celle-ci ne peut alors plus fonctionner correctement et notamment assurer la production

des cellules sanguines normales .(Wb6) ; (Jean-Marc 2015).
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L’insuffisance médullaire qui se caractérise par :
A. Un syndrome anémique

Diminution du taux des globules rouges et de I’hémoglobine en dessous de 110g/L
chez I’enfant. L’anémie se traduit cliniquement par une fatigue, une paleur, un
essoufflement et des palpitations. (Wb6) ; (Jean-Marc, 2015).

B. Un syndrome hémorragique (liée a la thrombopénie)

Diminution du taux des plaquettes en dessous de 150 g/L, les conséquences d’une
thrombopénie sont les saignements, en particulier au niveau des muqueuses
(saignements de nez, des gencives) et de la peau (hématomes ou « bleus » au moindre
choc).

(Wb6) ; (Jean-Marc, 2015).

C. Un syndrome infectieux lié a la neutropénie

Baisse des polynucléaires neutrophiles (neutropénie) en dessous de 1500/mm?3 chez
I’enfant, ce qui augmente de facon importante le risque et la sensibilité¢ de I’organisme
aux

infections, notamment pulmonaires.(Wb6) ; (Armari, 2004).

1V.1.2 Symptomes de Pinfiltration tumorale
Le syndrome tumoral est le résultat d’une infiltration blastique, ce dernier peut se
manifester par :
Adénopathies superficielles ou profondes.
Une hypertrophie des organes lymphoides (ganglions, foie, rate) splénomégalie,
hépatomégalie.
Douleurs osseuses, une boiterie ou I’'impotence fonctionnelle d’un membre peut étre
révélateur d’une leucémie aigué.
Une hypertrophie gingivale.
Localisations cutanées : lésions d’hématodermie.
Localisations neurologiques : signes méningés, déficit moteur.
Localisations testiculaires (essentiellement lors des rechutes).

Les autres localisations sont beaucoup plus rares.(Lengliné et Azoulay, 2011).
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V. Classification des leucémies aiguies

V.1. Définition

Les blastes sont des cellules hématopoiétiques bloquées a un stade précoce de
différenciation, ayant perdu toute capacité de maturation terminale.

Les leucémies désignent la prolifération clonale et maligne des blastes qui se multiplient
d’avantage des autres types de cellules hématopoiétiques au sein de la moelle osseuse
ou ils s’accumulent et répriment ainsi I’hématopoi¢se normale.

Ces leucémies sont dites aigues (LA) lorsque plus de 20% de la moelle osseuse est
envahie.

(Naour, 2015).

V.2. Classification des LAL

Il existe actuellement deux types de classifications pour les LAL : La classification FAB et
la classification OMS.
V.2.1. Classification des LAL selon POMS

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) en 2001a donné une classification
des tumeurs hématopoiétiques et lymphoides basée sur les criteres morphologiques,
cytochimiques, Immunophénotypiques, et cliniques des hémopathies. Pour but de
distinguer entre les néoplasmes de cellules précurseurs de ceux composés de cellules
fonctionnellement matures.

Selon ces caractéristiques ’OMS scinde les LAL en deux catégories suivant la lignée
touchée par la leucémie. On distingue ainsi les LAL-B des LAL-T et LAL de lignée
ambigué.

Cette classification a été mise a jour en 2008 afin d’y adjoindre de nouvelles informations
cliniques et scientifiques et de redéfinir des critéeres de diagnostic précédemment
établis.

(Vardiman, 2010) ;(Naour, 2015).
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leucémies aigues lymphoides B avec t (09 ; 22) (934 ; q11.2) : rares chez I’enfant (3 a
4%).
leucémies aigues lymphoides B avec t (01 ; 19) (q23 ; p13.3) : représentent 6 % des cas
de LAL B chez I’enfant. pronostic péjoratif.
leucémies aigues lymphoides B avec anomalies du géne MLL (11 g23) : leur
fréquence chez I’enfant est estimée a 2-3 %, mais elles constituent 60 % environ des
LAL B de I’enfant de moins del an.

leucémies aigues lymphoides a cellules de Burkitt

Les formes leucémiques pures sont rares et ont été jusqu’a présent analysées

avec les formes a forte masse tumorale que I’OMS individualise comme phases

leucémiques de lymphome de Burkitt.

leucémies aigues lymphoides T avec t (05 ; 14) (935 ; q32) : présentent dans 25 %

des LAL T de I’enfant. Sont de mauvais pronostic.

Classification des leucémies aigues lymphoides sur la présence d’anomalies

génétiques récurrentes

Leucémies aigués lymphoides hyperdiploides a plus de 50 chromosomes (entre 51
et 64)

Leur fréquence est estimée a 20-25 % des LAL chez I’enfant (surtout entre 2 et 10 ans).

Il s’agit le plus souvent de LAL communes (BIl) non hyperleucocytaires bon pronostic

leucémies aigués lymphoides hypodiploides a moins de 45 chromosomes, leur

fréquence est estimée a 5 % environ.

Il s’agit habituellement de LAL B communes (BII) mais parfois aussi de LAL T dans 20%

des cas de mauvais pronostic. (Vardiman 2010) ;(Imbert, 2015).

leucémies aigues lymphoides B avec t (12 ; 21) (p13 ; q22) : fréquentent dans 25 % des
cas de LAL B de I’enfant. Pronostic favorable.

leucémies aigues lymphoides sans anomalies génétiques significatives

D’autres anomalies cytogénétiques sont mises en évidence dans les LAL, mais
elles ne sont pas associées a des entites particuliéres. Il existe en outre des LALBou T

pour lesquelles aucune anomalie génétique n’est actuellement détectée.

(Vardiman 2010) ;(Imbert, 2015).
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V.2.2. Classification franco-américano-britannique « FAB »

La classification FAB est de moins en moins utilisée. Elle classait les LAL en
trois types : LAL 1, LAL 2, et LAL 3 en fonction de la morphologie des blastes
(tableau 1).

Tableau 1 : Cytologie LAL, classification « FAB » (elizabeth-savage, 2014).

TYPE LAL1 LAL2 LALS3 (Burkitt)
La taille Petite, Grande, Grande,
dispersé hétérogene homogéne
e, fine
Noyau régulier, irrégulier, régulier, rond ou
normal encoche ovale
Chromatine Homogéne Variable Variable
Nucléole 0 ou 1, petit 1 ou +, 1 ou +,
Volumineux Volumineux
Cytoplasme Basophile Variable,parfois Tres intense
faible intense
Vacuoles présence présence Présente et
variable variable volumineuse
s
Rapport Elevé moins élevé moyen
N/P
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Remarques

La catégorie L3, LAL a cellules de type Burkitt, est désormais considérée comme une
phase leucémique du lymphome de Burkitt.
N/P : Ce rapport tente d'évaluer I'importance du noyau dans la cellule et il est

diversement exprimé. (Wb7).

V1. Anomalies génétiques retrouvées dans les LAL

Les anomalies génétiques primaires sont des évenements cruciaux de la
leucémogenése, sont les responsables de l'initiation d'un clone pré-leucemique qui va
progresser en une veéritable LAL.

Ces anomalies primaires désignent le plus des translocations ou des aneuploidies (gain ou
perte de plusieurs chromosomes entiers). Elles sont présentes dans toutes les cellules y
compris le clone leucémique (Pui et al, 2011).

Les anomalies secondaires ne sont détectées que dans un sous-ensemble des cellules
leucémiques ; sont la source de sous ramifications sous-clonales complexes qui
correspondent a des anomalies du nombre de copies (souvent des microdélétions) et a

des mutations ponctuelles (Moorman 2016).

VI1.1. Anomalies génétiques retrouvées dans les LAL-B
- ETV6-RUNX1/t(12;21)(p13;022)

Les translocations ETV6-RUNX1 représentent 25 % des LAL-B de I’enfant. Elles
sont associées a une survie a 5 ans trés favorable de 96%. C'est la plus fréquente des
translocations retrouvées dans les LAL B2.

C’est une translocation aboutissant au géne de fusion TEL-AMLL. Il est généré par la
translocation t(12;21)(p13;g22). Ce gene de fusion est rencontré dans 25 % des
leucémies lymphoblastiques a cellules B. Cette mutation peut étre déja présente dans le
sang du cordon ombilical et conférer aux cellules souches mutées la capacité de se
renouveler et d’inhiber les phénomenes d’apoptose (Wh8) ;(Baranger et al, 2016).

KMT2A (MLL) : Lysine Methyltransferase 2A 11923.3

Les translocations KMT2A ont une prévalence forte aux ages extrémes de la vie :

chez les nourrissons < 1 an ou elles representent prés de 80% des cas.
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Le gene KMT2A, situé au niveau 1123, subit des réarrangements avec de trés nombreux
génes partenaires. Notamment, AFF1 (AF4), MLLT1 (ENL), MLLT4 (AF6), MLLT3
(AF9) et MLLT10 (AF10) représentent plus de 85% des cas dans les LAL.

La FISH du locus 11923 avec une sonde break-apart est la méthode de détection la plus

appropriée (Wb8); (Baranger et al, 2016).

Exemple

- AF4-MLL /t (4;11)(q21;923)

C’est une translocation impliquant le géne MLL (11g23) du chromosome 11 et le
gene AF4 (4921) du chromosome 4. Le gene de fusion conduit a la production d’une
cellule B immature (CD19+). Elle touche I'enfant tres jeune et peut méme aboutir,
parfois, a une leucémie congénitale, c’est-a-dire se développant avant I'dge d'un an

(Wb8) ;(Baranger et al, 2016).

- BCR-ABL1 /t(9;22)(q34;q11)

La translocation BCR-ABL1 est rare chez ’enfant avec une prévalence inférieure a 3%.
Cette translocation constitue un biomarqueur prédictif primordial car elle peut
permettre la mise en place d’une thérapie ciblée avec un inhibiteur de tyrosine kinase,
tel que I’imatinib ou le dasatinib. En effet, les inhibiteurs de tyrosine kinases inhibent
directement I'effet leucémogene de I’oncoprotéine BCR-ABL1 en combinaison avec la
chimiothérapie standard. Cette stratégie produit des résultats significativement
supérieurs a la chimiothérapie seule chez les patients de tout age (Whb8) ;(Baranger et
al, 2016).

- TCF3-HLF/t (17;19)(q22;p13.3)

La translocation TCF3-HLF est exceptionnellement retrouvée, avec une estimation a 0,1%
des cas. Cette translocation est associée a une hypercalcémie et a des coagulopathies.
(Wb11) ;(Baranger et al, 2016).

- IL3-IGH /1(5;14)(931;932)

Parmi les translocations d’IGH (Immunoglobulin heavy), les translocations IL3-IGH sont
majoritaires.

Leur fréquence est faible parmi les enfants de moins de 10 ans (<3%).

Ces LAL sont associées a une hyperéosinophilie du fait de I’hyperexpression de I’IL3.
(WDb8) ;(Baranger et al, 2016).
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TCF3-PBX1 /t(1;19)(q23;p13)

La fréequence des t(1;19)(g23;p13) est proche de 5% des LAL-B de I’enfant. L’anomalie
correspond a une fusion de genes codant pour des facteurs de transcription, facilement
identifiée par FISH, RT-PCR et cytogénétique car elle apparait souvent déséquilibrée

au caryotype (Whb8) ;(Baranger et al, 2016).

- «Faible hypodiploide » (Low hypodiploidy) : 30-39 chromosomes
Les faibles hypodiploidies sont définies par une perte chromosomique résultant en un nombre
modal compris entre 30-39 chromosomes. Les clones sont typiguement monosomiques pour les
chromosomes 3, 7, 15, 16 et 17 tandis que les chromosomes 1, 6, 11 et 18 sont volontiers
diploides.
On y retrouve des altérations de TP53 (Tumor Protein P53), CDKN2A/B et RB1, et des
mutations/délétions de IKZF2 (IKAROS Family Zinc Finger 2) (Baranger et al,
2016).

- Hyperdiploidies (51 a 65 chromosomes)

La fréquence des LAL-B hyperdiploides chez I’enfant est de 25%. Les hyperdiploidies
sont caractérisees par des trisomies non aléatoires touchant essentiellement les
chromosomes X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 et 21 qui représentent plus de 75 % des gains.

Elles sont détectées communément par le caryotype, mais un index d’ADN supérieur a
1,16 en CMF est un argument orientant vers ce type d’anomalie. (Wb8) ;(Baranger et
al, 2016).

- Hypodiploidie

L’entité des hypodiploidies contient deux sous-groupes qui montrent une propension a
subir une duplication chromosomique, créant ainsi un dilemme diagnostique lorsque le
sous clone hypodiploide est dupliqué, ce qui peut amener a le confondre avec une LAL
hyperdiploide. Les LAL « near haploidy » tout comme les « low hypodiploidy »
montrent une activation des voies de signalisation Ras et de la phosphoinositide 3 -
kinase (PI13K). Toutefois, ces deux sous-groupes sont généralement
distingués les uns des autres. Le motif chromosomique perte/gain y est distinct
(Wb8) ;(Baranger et al, 2016).
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- «Haploidie proche » (Near haploidy): moins de 30 chromosomes
L’haploidie proche est présente dans environ 1% des LAL de I’enfant <15 ans mais jamais
retrouvée chez le nourrisson.
Elle est definie par une perte chromosomique massive résultant en un nombre modal de
moins de 30 chromosomes. Les chromosomes sexuel X/Y et les chromosomes 10, 14,
18, et 21 sont le plus souvent conservés. Fréeqguemment des mutations activatrices de

Ras sont retrouvées ainsi que des altérations d’IKZF1. (Wb8) ;(Baranger et al, 2016).

-  LAL-B « others »

Environ un quart des LAL-B regroupées sous le terme de « B others » ne sont concernées
par aucune des anomalies mentionnées ci-dessus.

Néanmoins, une multitude de microdélétions touchant des genes clés dans la pathogénéese
ont été découvertes par SNP-array (Single Nucleotide Polymorphism, puces pour
polymorphisme des nucléotides) dans les LAL, alors qu’elles ne 1’étaient pas par
cytogénétique conventionnelle. Ces microdélétions résultant de 1’activité aberrante du
systtme de la recombinase, correspondent aux altérations génétiques les plus
fréquentes au sein des LAL. (Wb8) ;(Baranger et al ,2016).

- Amplification intrachromosomique du chromosome 21 (IAMP21)

La caractéristique constante de tous les cas d’iAMP21 est I'amplification du locus situé en
RUNX1 21g22.12, qui fournit la base pour une détection appropriée par FISH en
utilisant des sondes spécifiques de locus.

La définition acceptée internationalement de I’iAMP21 est la présence de trois copies
supplémentaires du gene RUNX1 sur un seul chromosome 21 anormal, ce qui
correspond a au moins 5 signaux par cellule. La fréquence rapportée de présentation de
cette anomalie est de 2% chez les enfants. (Wb8) ; (Baranger et al, 2016).

- Délétion d’IKZF1

IKAROS Family Zinc Finger 1 7p12.2

Les délétions d’IKZF1 se produisent dans 15% des cas pédiatriques ; mais elles sont plus

fréquentes chez les patients avec transcrit BCR-ABL1 (supérieur a 60%).
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Le motif de suppression varie entre les patients, mais les deux types de délétions les plus
courants sont d’une part la perte des exons 4 a 7 chez 37 % des patients, associée aune
activité oncogénique, et d’autre part la perte des exons 2 a 7 chez 20 % des patientsqui
résulte en une transcription aberrante empéchant la traduction de débuter.

Elles sont associées, le plus souvent, a un age plus éleve, une hyperleucocytose, une MRD

positive

Les délétions d’IKZF1 sont plus fréquentes apres rechute indiquant ainsi un réle possible
dans les récurrences. Les cellules correspondant au clone de rechute sont souvent
présentes comme sous-populations minoritaires au moment du diagnostic ce qui
suggere que les cellules responsables de la rechute sont ancestrales aux cellules
leucémiques primaires. Les anomalies génomiques qui contribuent aux rechutes des
LAL seraient ainsi sélectionnées pendant le traitement. (Wb8) ;(Baranger et al, 2016).

- Délétion d’ERG : Gene lié a Ets 21g22.2

Certaines LAL-B exposent une délétion focale d’ERG, qui code pour un facteur de
transcription contenant un domaine ETS.

Plusieurs études ont maintenant identifié un sous-groupe distinct de patients atteints de
LAL-B pédiatriques caractérisé par une délétion monoallélique du gene ERG.

La présence d’une délétion de ERG semble définir un sous-groupe distinct parmi les LAL-
B « others », cette anomalie semble étre un événement sous-clonal qui peut étre perdu
ou acquis entre le diagnostic et la rechute (Wb8) ;(Baranger et al. 2016).

-  BCR-ABLI1-like (Ph-like)

L’entité des translocations BCR-ABL1-like a été identifiée en utilisant différentes

approches permettant de déterminer I’expression génique globale.

Les LAL Ph-like sont BCR-ABL1 négative mais ont un profil d’expression génique
similaire aux LAL BCR-ABLL. Elles possédent une altération des génes codant pour
des facteurs de transcription de la lignée lymphoides B, le plus communément IKZF1.

(Wb8) ; (Baranger et al. 2016).

V1.2. Anomalies génétiques retrouvées dans les LAL-T

- Elles sont moins fréquentes.
- Elles ne représentent que 15 % des LAL de I’enfant.

- Elles sont caractérisées par une leucocytose élevée et un syndrome tumoral important,
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en particulier thymique (Wb8).

- Les réarrangements du gene TAL-1

Les remaniements du géne TAL-1, localisé en 1 p32, sont retrouves dans 20 a 30 % des
LAL-T de I'enfant, dont ils constituent une des anomalies les plus fréquentes. Deux
types de réarrangement aboutissent a la surexpression de TAL-1 (Wb8).

- Latranslocation t(5;14)(q35;932) et surexpression du gene HOX11L 2

Récemment, les analyses par FISH ont permis d'identifier cette nouvelle translocation.
Elle est retrouvée dans 25 % des LAL de la lignée T de I’enfant. Cette anomalie
implique de maniére constante le géne Ran BP17, localisé en 5935. Cette translocation

induit une surexpression du gene HOXI1L2, localisé, lui aussi, en 5935 (Wh8).

- Précurseur préecoce des cellules thymiques (ETP)

Par définition, les blastes des ETP-LAL expriment le CD7, au moins un marqueur
myeéloide ou de cellule souche mais ni le CD1a ni le CDS8. Elles représentent 12 a 15%
des LAL-T de I’enfant (Baranger et al, 2016).

Les autres translocations

Elles sont trés nombreuses et beaucoup restent a découvrir. A titre d’exemple, on peut citer

les translocations t(11;14)(p13;q11), t(8;14)(q24;q11) et t(10;14)(g24;911) (Wh8).
V1. 3. Pronostic

Le profil génétique complet des patients présentant une LAL permet d’identifier les
anomalies qui répondent mieux aux traitements et les classer selon leur
pronostic.(Tableau?2)

(Wb8) ; (Naour, 2015) ; (Baranger et al. 2016).

- Classification des anomalies selon leur pronostic :

Bon pronostic

» ETV6-RUNX1/1(12;21)(p13;022) .
» Hyperdiploidie (51 a 65 chromosomes).
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Pronostic intermaidiare

> TCF3-PBX1/1(1;19)(q23;p13).
Mauvais pronostic

> KMT2A (MLL).
BCR-ABL1/ t(9;22)(q34;q11).
TCF3-HLF/t(17;19)(q22;p13.3).

Hypodiploidie.

YV V VY V¥

«Haploidie proche» : moins de 30 chromosome

Y

«Faible hypodiploide » : 30-39 chromosomes.

IL3-IGH /t(5:14)(q31;932).
Amplification intrachromosomiquedu chromosome 21(iIAMP21).
Délétion d’IKZF1.

Précurseur précoce des cellulesthymiques (ETP).

YV VWV V VY V¥V

La translocation t(5;14)(g35;932) et surexpression du géne HOX11L2 .

VII. La prise en charge des leucémies aigués lymphoblastiques (LAL)

Les traitements des LAL different considérablement selon le type
de leucémie développée chez I’enfant et 1’¢laboration du protocole thérapeutique est
étroitement liée aux avancées de la recherche en oncopédiatrie. La durée du traitement
dure en moyenne 2 a 3 ans. Ce traitement est basé sur une polychimiothérapie
(association de plusieurs médicaments de chimiothérapie) et se déroule en trois phases
(WD9) :

La phase d’induction
Dure environ 35 jours en milieu hospitalier. Vise une destruction maximale des
cellules leucémiques. Le protocole du traitement dans cette phase repose sur 4
médicaments : des corticoides et trois molécules anti tumorales (vincristine,
daunorubicine et asparaginase).
Ce type de protocole a permis d’avoir un nombre de cellules anormales inférieur a 5 %

sur le myelogramme dans 98 % des cas et les principaux symptémes disparaissent.
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Les cellules anormales résiduelles (qu’on ne voit plus au microscope) doivent
cependant étre éliminées pour éviter la rechute. C’est la raison pour laquelle les
traitements complémentaires suivants sont absolument nécessaires (Wb9) ;(Jean-
Marc, 2015).

La phase de consolidation et d’intensification

D’une durée de 4 a 8 mois, cette deuxiéme phase de traitement peut étre réalisée en
hospitalisation de jour.

Avec certains médicaments, de courtes hospitalisations sont toutefois nécessaires.
Le traitement consiste en 1’administration de la méme poly chimiothérapie utilisée dans
la phase d’induction, ou passer par l’utilisation d’autres médicaments.
Ainsi, lors de la période de consolidation (8-12 semaines), d’autres molécules anti
tumorales peuvent étre administrées (cyclophosphamide, étoposide, méethotrexate,
mercaptopurine, cytarabine...). Les choix thérapeutiques dépendent notamment du type

de LAL dont est atteint I’enfant (Wb9) ;(Jean-Marc, 2015).

La phase d’entretien ou de maintenance

Pendant 18 a 24 mois, un traitement a base de méthotrexate et de mercaptopurine
est administré par voie orale.

L’enfant peut alors reprendre une vie normale et retourner a 1’école. Cependant, il
garde une certaine fragilité par rapport aux infections.

A la fin de ces trois phases de traitement et pendant au moins les cing années
suivant le diagnostic, une surveillance particuliére est requise afin de dépister toute
rechute éventuelle (Wb9) ;(Jean-Marc, 2015).

Evolution pour la leucémie aigtie lymphoide
Le taux de guérison des leucémies ne cesse de s'améliorer, grace a une
meilleure caractérisation de la maladie par des techniques de biologie moléculaire, et a
la detection des formes plus résistantes par le suivi de la maladie résiduelle, les
traitements eux aussi s'améliorent, et de nouvelles thérapies se développent pour les
formes les plus graves. La recherche ne cesse d'avancer et de permettre de guérir plus

de patients, tout en essayant de diminuer les toxicités des traitements (Wb10).
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VIII. L’enzyme de conversion de I’angiotensine
VIII.1.Protéine de P’ECA
L’ECA est une enzyme ubiquitaire, a Zinc, ancrée sur la face externe de la membrane
plasmique des cellules endothéliales et de distribution tres large
(Laraqui, 2006) ; (Tchelougou,2013)
Elle est connue sous différentes dénominations, comme la dipeptide carboxypeptidase ou
la peptidylpeptide hydrolase ou Kininase Il (EC 3.4.15.1)
(Laraqui, 2006 ); (Lefebvre, 2008).

On lui connait de nombreux substrats: angiotensine I, bradykinine, enképhaline. La
Séquence complete en acides aminés de I’ECA a été déterminée. Elle existe sous trois formes:
une forme membranaire, pourvue de peptide d’ancrage, de poids moléculaire 160 kDa,
une forme circulante soluble 1égérement plus petite, qui résulte d’un clivage protéolytique
au niveau de la partie ancrée a la membrane cellulaire, de PM 140 kDa, et une forme
testiculaire de PM 90 kDa.
L’ECA est une protéine hautement glycosylée (les sucres représentent selon les formes
20 a30% du poids moléculaire de I’enzyme). L’ECA est synthétisée sous forme d’un
précurseur avec un peptide signal qui est clivé pour donner la molécule mature
(Laraqui, 2006 ); (Diall, 2011).

VIIIL.2. Structure de PECA

L’¢tude de la séquence de ’ECA membranaire met en évidence une structure protéique
comportant quatre domaines distincts: un court domaine intracellulaire carboxy-terminal de 24
acides aminés; un domaine transmembranaire hydrophobe de 20 acides aminés servant
d’ancrage de la protéine dans la membrane cellulaire; deux domaines extracellulaires montés en
séries, ayant entre eux une forte homologie (60%) et possédant chacun un site actif pouvant lier
le zinc.

On sait par ailleurs qu’une seule molécule d’inhibiteur se lie a chaque molécule d’ECA,
et on pense que probablement un seul de ces deux sites est réellement actif in vivo

(Laraqui, 2006).
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Figure 10 : structure de ’ECA (Protein Data Bank)

VII1.3. Rble de PECA
La fonction majeure de I’ECA est d’hydrolyser les deux derniers acides aminés de
I’extrémité carboxy-terminale des peptides. Son activité enzymatique est dépendante de la
présence d’anions (Laraqui, 2006). La présence de 1’atome de zinc et du chlore qui, modifiant la
conformation allostérique du site actif, lui donne sa spécificité pour les substrats dipeptidiques
(Hordé, 2014).
L’ECA joue un double rdle : elle transforme 1’angiotensine I en angiotensine II, et
elle dégrade la bradykinine en kinines inactives et les peptides neuronaux : substance P,
enképhalines, la LH-RH. Un taux élevé d’ECA dans le plasma ainsi que dans les parois des
vaisseaux favoriserait la formation d’angiotensine II et la dégradation de la bradykinine

(Baudin, 2005) ;( Leclerc et al, 2013).

VIIL.4. Géne de PECA

Le géne est localisé sur le chromosome 17923, mesurant environ 21 Kb et constitué de
26 exons. Deux promoteurs donnent lieu a: une ECA somatique largement distribuée dans
I’organisme, en utilisant les exons 1 a 26 sauf I’exon 13, et par épissage alternatif a une ECA
testiculaire, utilisant les exons 13 a 26, qui est requise pour la fertilité masculine
(Sayed- Tabatabaei et al, 2006).

La longueur des exons varie de 88 pb (exon 16) a 481 pb (exon 26).
La taille des introns varie de 150 pb (introns 17 et 25) a 2000 pb (intron 20). Son transcrit mature,
ayant une taille de 4.3 Kb, est traduit en un peptide de 1340 acides aminés (Laraqui,2006).
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Gene ECA
Chr. 17q21 Exons 1 8 15 17 21 26
Polymorphisme /D
(287 bp)
s “ >

Figure 11 : Locus du polymorphisme génétique de ’ECA
(Lefebvre, 2008)

VIILS. Polymorphisme génétique de ’ECA

Le clonage de I’ADNc de ’ECA a permis d’identifier un polymorphisme
d’Insertion (I)/Délétion (D) d’un fragment intronique de 287 pb, riche en séquence Alu, au sein
de I’intron 16 (Soubrier et al, 1988).

La séquence Alu appartient a une famille d’ADN modérément répétitive possédant en
général un site de restriction pour I’enzyme Alul.

Elle comporte 300 000 copies de 300 pb, retrouvées tout au long du génome, méme
dans les introns des genes comme pour I’ECA. La fonction de ces sequences Alu est actuellement
inconnue et un réle éventuel dans la réplication n’est pas encore prouvé. La présence singuliére de

formes délétées ou insérées pour une séquence de 190 pb reflete I’existence de deux alleles: 1

(Insérée) de 490 pb et D (Délété) de 190pb et définit le polymorphisme du géne ECA I/D.

Trois génotypes sont possibles, deux homozygotes (11 et DD) et un hétérezygote (ID)
(Laraqui, 2006), ce polymorphisme I/D affecte fortement le taux plasmatique de I’'ECA, mais son
mécanisme d’action est probablement lié¢ a un déséquilibre de liaison avec un autre polymorphisme
plutot qu’a un effet direct puisque le polymorphisme I/D est localisé dans un intron (Rigat, 1990).

Cependant, Plus récemment, d’autres polymorphismes ont été mis en évidence sur le
géne d I’ECA situé sur des regions variables de ce dernier: (T-5491C, T-93C, a-240T, T237C,
4656CT2/3).

Ces polymorphismes ne sont pas encore identifies comme fonctionnels et leur
relation a une éventuelle pathologie est en cours d’étude. Il existe une relation directe entre le
génotype de I’ECA et son phénotype. Cette relation génotype-phénotype est transmissible, en

application des lois de Mendel (Laraqui, 2006).
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VIIL.6. Expression de I’angiotensine II dans les tumeurs
L’angiotensine II (AnglIl), peptide biologiquement actif du systéme rénine-angiotensine
caractérisé pour son vasoactivité. Depuis, de nombreuses études ont illustré son effet sur diverses
fonctions cellulaires, dont la prolifération. L’ AnglI (8 acides aminés) est produite dans la
circulation (endocrine), mais aussi localement (paracrine), notamment a la surface des cellules
endothéliales. Ce peptide est produit par un mécanisme, faisant intervenir la coupure
enzymatique de précurseurs inactifs par une métalloprotéase: I’enzyme de conversion de

I’angiotensine (ECA) qui clive I’ Angl.

L’ AnglI a de nombreuses cibles cellulaires, parmi lesquelles les cellules endothéliales et
les cellules musculaires lisses des vaisseaux. Elle exerce son action par I’intermédiaire de
récepteurs appartenant a la superfamille des récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G hétérotrimériques (RCPG). L’ Angll se lie a deux récepteurs : AT1R,
exprimé de fagon prédominante chez 1’adulte, et AT2R, exprimé chez le foetus et dans des
situations de remodelage tissulaire. Les effets physiologiques d’ Angll sont majoritairement
attribués a ATIR, AT2R étant considéré comme un récepteur régulateur. L’ Angll régule
positivement la prolifération et la migration cellulaires par I’intermédiaire d’ATIR, tandis

qu’AT2R exerce un contrdle négatif sur ces fonctions (Nouet, 2000).

Reécemment le systéme Angll, a été mis en évidence dans différentes cellules
Cancéreuses (Nelson et al, 2003 ); (Anguelova et al, 2005).
Outre une élévation de la synthése du peptide, une régulation positive de 1I’expression du
récepteur est couramment observée. C’est ainsi qu’une augmentation de 1’expression de composants
du systéme Angll a pu étre reliée a I’invasivité de certaines tumeurs (adénome colorectal, cancers du
sein et de la prostate).
Notamment dans le cas de cancers de la peau ou de carcinomes cervicaux. Les
récepteurs d’Ang II surexprimés dans les cellules tumorales sont essentiellement du sous-type AT1R,
méme si une augmentation de I’expression d’AT2R a été observée dans les cancers du sein,

suggeérant une éventuelle participation des deux sous types de récepteurs a la progression tumorale.
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IX. Patients et méthodes

IX.1. Patients

Nous avons établis une étude de type cas-témoins, qui a porté sur un témoins et six patients
présentant une LAL.

Cette étude vise la recherche du polymorphisme du géne de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ECA) et son impact sur la leucémie infantile.

IX.1.1. Recrutement de la population des patients

Nos patients sont au nombre de six. Il s’agit de sujets infantiles de deux sexes agés de six
mois a sept ans atteints de leucémie aigue dont le diagnostic a été pose et confirmé par

le médecin traitant.

IX.1.2. Recrutement des témoins

Le témoin est issu de la population générale, présumé en bonne santé age de quinze ans.
IX.2. Methodes

1X.2.1. Questionnaires et enregistrement des patients (Annexe 2)

Un recueil de données a été effectué au niveau du service concerné a partir du dossier
médical du patient. Nous avons €élaboré un questionnaire composé de 6 parties (annexe 01):

1. Identité du sujet.

2. Etat général du sujet.

3. Histoire de la leucémie.

4. Antécédents Familiaux de la leucémie.

5. Examens paracliniques réalisés par chaque patient.

6. Traitement.
Un consentement éclairé a été signé par les témoins et les patients. (Annexe 1)

- L’étude moléculaire

L'étude moléculaire est réalisée sur le sang des malades au niveau du laboratoire de
recherche de biologie moléculaire et cellulaire de 1I’Université des Fréres Mentouri
Constantine.

- Prélevement sanguin
Les prélévements sanguins préconisés pour ’extraction d’ADN ont été recueillis dans un

tube en présence d’EDTA (en quantité de 6 a 10 ml, ’EDTA : est un agent chélateur
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des ions divalents nécessaires aux fonctionnements des nucléases, il est donc couramment
employé comme inhibiteur indirect des DNAses).
1X.2.2 .Extraction d’ADN

Toutes les études génétiques nécessitent la disposition d’échantillon d’acides nucléiques,
les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN, la méthode employée

dans notre étude utilise le solvant inorganique NaCl.

- Principe

L’extraction de ’ADN consiste en 1’isolement de leucocytes du sang total par une lyse
hypotonique des globules rouges, ils seront ensuite traités par :

- Un détergeant sodium Dodécyle sulfate (SDS) qui posséde une action lytique sur les
membranes cellulaires, il inhibe les nucléase et dénature les protéines par destruction
de leur structure tertiaire.

- Une protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.

Dans le lysat, I’ADN nucléaire ainsi libéré est associé aux différentes protéines qui seront
digérées et éliminées par précipitations au NaCl.

Le surnagent ainsi récupéré est traité par de I’éthanol pur, dans lequel une pelote de ’ADN
se forme par précipitation I’ADN est solubilisé en phase aqueuse (Tris EDTA 10 :1) sa
pureté ainsi que sa concentration sont estimées par spectrophotométries.

L’ETDA : est un agent chélateur des ions divalents (tels que Mg2+) nécessaires au
fonctionnement des nucléases. Il est donc couramment employé comme inhibiteur
indirect des DNAses. (Annexe 3).

1X.2.3. Recherche du polymorphisme de ’ACE
La recherche du polymorphisme du gene de I’ACE a été effectuée par une simple

amplification par la technique de PCR suivie d’un contréle sur un gel d’agarose.

s Amplification par PCR

La PCR, Polymerase Chain Reaction ou réaction de polymérisation en chaine : est un outil
fondamental de la biologie moléculaire. C’est une technique d'amplification
enzymatique permettant d'obtenir un grand nombre de copies identiques d'un fragment
d'’ADN.

Rl

% Principe de la PCR
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Le principe de la PCR s'agit de réaliser une succession de réactions de réplication

d'une matrice double brin d'ADN qui se répétent en boucle, comportant chacun
trois paliers de température. De plus, chacun de ces paliers est caractérisé par une
réaction chimique distincte.

L'astuce consiste a utiliser les produits de chaque étape de synthése comme
matrices pour les étapes suivantes, au lieu de les séparer afin de ne réutiliser que la
matrice originale. Au lieu d'étre lineaire, I'amplification obtenue est exponentielle. En
moyenne une PCR comporte entre 20 et 40 cycles. Et chagque cycle est composé de 3

étapes.

0,

% Préparation du milieu réactionnel de la PCR
Un milieu réactionnel de la PCR ou un mix de PCR a été préparé (tableau 3). Le
mix comprend des désoxyribonucléotides triphosphates, une enzyme d’amplification in
vitro (La Tag polymérase), un environnement réactionnel (tampon, MgCl2, H20) et
deux amorces oligonucléotidiques.
Séquences des amorces utilisées pour I’amplification du géne ECA :
ECA 1R (Reverse): 5' CTG GAG ACC ACT CCCATCCTT TCT 3
ECA 1F (Forward): 5 GAT GTG GCC ATC ACATTCGTC AGAT 3
Le volume du mélange, dépend du volume de la PCR (volume final de
chaque tube 10 pl) et du nombre de tubes (ne pas oublier les témoins) et toujours
prévoir 1 tube de plus que nécessaire.
Composition du mélange : 10 pl (volume final) = 9ul (mix) + 1ul ADN (I’ADN 100
pg/mi

Tableau 2 : Préparation du MIX

Solutions meéres Quantité en (ul)
Tampon 10 x 1
dNTP's 2mM 0.3
MgCl> 50 mM 1.6
ECA1RO0,76 1
ECA1F0,71 1

H20 4.02
Taq Dna pol 0.8
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> Déroulement des cycles de la PCR :
Le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par un thermocycleur Eppendorf et les
conditions d’amplification étaient comme suit (tableau 4) : une dénaturation initiale a
94 °C pendant 5 minutes, suivie de 35 cycles de PCR, comprenant chacun une
dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes, une hybridation a 57 °C, une élongation a

72 °C pendant 30° secondes et enfin une élongation finale a 72 °C pendant 3 minutes.

Tableau 3 « : Programme utilisé au thermocycler

Nombre de Etapes Température Duré
Cycles (C°)
X1 Dénaturation 94 5 min
initiale
Dénaturation 94 30 sec
Hybridation 57 30 sec
X37 .
Elongation 72 30 sec
X1 Elongation 72 3 min
finale

VI11.2.2. Contr6le des produits de la PCR (Annexe 4)
+ Préparation du gel d’agarose
Le contrble de la PCR a été réalisé sur un gel d’agarose a 2 % donc en mélangeant
2 g d’agarose et 100 ml du TBE 1X (Tris Borate EDTA) additionné de 10 pl du BET
(Bromure d’éthidium). Le gel est déposé sur un plateau d’une cuve d’électrophorese

horizontale ou 1’on a déposé un peigne. Nous laissons le gel se polymériser a I’air libre.

+ Migration électrophorétique et révélation de la PCR

Le Contréle de la taille des fragments amplifiés a éte effectue par une
électrophorese horizontale sur un gel d’agarose a 2 %. Dans chaque puits du gel, nous
avons déposé 1 ul de produit d’amplification en présence de 1 pl d’un tampon de

charge qui permet d’alourdir les fragments et de suivre le front de migration.
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Parallélement un échantillon sans ADN (blanc), est inclus dans la série a amplifier
et sert de contrble négatif (-). Un marqueur de poids moléculaire est déposé dans le
dernier puits pour déterminer approximativement la taille des fragments.

Le dépot se fait du c6té cathode (-) et le systéme est soumis a une migration sous un
courant de 100 volts pendant 30min.

Apreés la migration, le gel est soumis au rayon UV dans un transiluminateur. Les
molécules de BET fixées a ’ADN émettent une lumiére visible (fluorescence) et
photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de
bandes fluorescentes. Ce controle permet aussi de confirmer I’amplification de notre
ADN et d’exclure toute contamination d’ADN survenue au cours de la PCR grace au

puits contenant le blanc.
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X. Résultats et discussion

Le profil de migration électrophorétique a révélé 1’existence de 2 génotypes :

L’ADN de I’individu 2’ correspond au génotype hétérozygote ID (I’apparition de deux
bandes de 190 pb et 490 pb) tandis que les profils 1°, 3°, 5° (une seule bande de 190 pb)
correspondent au génotype homozygote DD (Figure 10).

490pb

190pb

Figure 12 : Photographie du profil électrophorétique des fragments amplifiés par

PCR du gene ECA sur gel d’agarose a 2%.

On a eu la chance de recueillir 7 échantillons de prélevements sanguins des
enfants leucémiques &gés entre 6 mois et 7 ans (et un témoin « 15 ans ») au niveau du
laboratoire d'hémobiologie du CHU de Constantine.

Dans un premier temps, avons accédé a une extraction d'’ADN leucocytaire, cette étape
a été réussite pour 4 échantillons seulement a cause de la quantité insuffisante du sang
des enfants leucémiques, cette quantité est récupérée de leurs tubes de prélévements de
leurs examens biologiques et on n’a pas pu les repiquer encore une fois suite a leur bas

age et leur état de santé.

Le but principale de cette étude génétique est la mise en évidence d’une corrélation

entre le polymorphisme I/D du gene ECA et la leucémie aigué lymphoblastique .
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Depuis quelques années, des recherches ont été entreprises sur le polymorphisme dans le
géne de ’ECA, qui semble étre un excellent marqueur de risque d’IDM (infarctus du
myocarde). Ce polymorphisme 1I/D est le fait de la présence ou de Il'absence d'un

fragment de 287 pb au niveau de I'intron 16 de ce géne.

Le géne ECA code pour 2 iso- enzymes : Iso-enzyme ECA somatique qui s’exprime
dans les cellules endothéliales vasculaires, les cellules épithéliales des reins et les
cellules de Leydig des testicules. Le deuxiéme Iso-enzymes ECA germinale ne
s’exprime que dans les spermatozoides.

Il a était démontré que le polymorphisme de I’enzyme de conversion de
I'angiotensine(ECA) semble étre corrélé au risque d'infarctus du myocarde. Cet impact
était le but d’une étude sur une population tunisienne étalée sur un groupe de 36
patients atteints d'IDM et un groupe de 37 individus témoins. L’amplification de leur
ADN leucocytaire par PCR a indiqué une prédominance du génotype DD dans le
groupe des patients atteints par rapport au groupe des témoins. Le génotype DD
apparait donc comme un facteur prédisposant a I'lDM ce qui nous donne la possibilité
de considérer I'ECA comme facteur de risque d’IDM dans cette population. Le
génotype ID était plus fréquent chez les témoins que chez les atteints donc il aurait un
effet cardioprotecteur contre I''DM.(Mehri et al, 2005).

Dans notre étude nous avons pris le polymorphisme du gene ECA comme marqueur
génétique, puisque nous ne disposons pas des amorces pour d’autres génes (comme par
exemple TEL-AML1, KMT2) dans notre laboratoire. Les résultats indiquent que deux
patients sur trois et le témoin ont montré un génotype DD et un seul patient avec un
génotype ID. L’effectif trés réduit de notre population ne permet pas de tirer une
conclusion affirmative ou confirmative concernant I’implication du polymorphisme I/D

du géne ECA dans la leucémie aigué lymphoblastique infantile.
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Conclusion et Perspectives

La leucémie aigué lymphoblastique (LAL) est un cancer du sang et de la moelle osseuse.
Les enfants leucémiques souffrent généralement d’une fiévre, de la fatigue, 1'apparition
d'ecchymoses, des problemes de saignement, des infections et d'autres problémes, ce qui

rend leur vie trés difficile.

LAL est parmi les maladies les plus fréquentes, elle représente 35% des
pathologies maligne chez I'enfant. Le diagnostic des LAL repose sur la numération
formule sanguine (NFS), effectuée par une prise du sang, et sur un autre examen de la
moelle osseuse appelé myélogramme. Les travaux de biologiques moléculaire ont

rapporté beaucoup de progres dans la compréhension de la leucemogenese.

Notre travail de recherche a consisté en une étude avec deux volets : une étude
bibliographique dont nous avons traité 1’aspect clinique, épidémiologique,
physiologique et génétique de cette pathologie (LAL). Dans le deuxieme volet, nous
avons réalisé une étude génétique par une extraction d’ADN leucocytaire et une PCR
afin de mettre en évidence une corrélation entre le polymorphisme 1/D du gene ECA et

la leucémie infantile.

Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre le polymorphisme 1/D du gene ECA
et la leucémie aigué infantile lymphoide, puisque I’effectif de notre population était

trés infime.

A la lumiére de ce travail de recherche et les résultats obtenus, laissent entrevoir

de nombreuses perspectives afin d’approfondir et compléter ce travail :

- Etendre I’étude sur une population trés vaste, permettant un traitement statistique
des données afin de mettre en évidence des corrélations entre les paramétres mis en
causes et le polymorphisme d’ECA.

- Etudier les autres génes impliqués dans la leucémie aigué infantile lymphoide tels
que : TEL-AML1, KMT2.

- Appliquer d’autres techniques moléculaires plus sophistiquées et plus précises (tels
que le séquencage des genes) pour tirer beaucoup d’informations sur cette

pathologie ce qui permet 1’amélioration de la qualité du traitement.
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Annexe | : Fiche de consentement du patient

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére Algérien de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Constantine 1
Faculté des sciences de la nature et de la vie
Département de Biologie Animale

Fiche de consentement du patient

Je soussigné, MonSICUT,.......o.vvviieiiiiiieeieeineann, certifie avoir recu la note d’information concernant
I’étude citée ci-dessus.

Il m’a clairement été précisé que je suis entiérement libre d’accepter ou de refuser de participer a cette
recherche.

Je certifie avoir compris 1’objectif et les modalités de cette étude. Je donne mon accord pour la
participation a cette étude.

Sur les examens a caractéristiques génétiques realises a partir du sang qui m’a été prélevé le

Enfin, j’ai compris que je ne recevrai aucune indemnité pour ma participation a cette étude.

Signature du patient

En I’absence d’autonomie de lecture et d’écriture de Monsieur........................... , la tierce personne
identifiée ci-dessous, atteste avoir personnellement et fidélement fait savoir au patient, la notice

d’information et le présent formulaire de consentement et ainsi elle recueille son accord pour signer.

Tierce personne

Signature

Signature du médecin traitant
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Annexe Il : Questionnaire
Fiche de renseignements du patient

|. Identification :

eSexeM [ ] F [ ]

© OTIZINAITE €.\ttt ittt ettt e et et et et et e et et e e et et e te et eaeaneenaans
© LIBU U8 TESIARINCE. ...ttt e,
e Hospitalisé Ie ...... [oe.... [oviiiiiaiinin NOdu doSSIer. ...t
e ATCDs oncologiques familiaux
- Non ]
- Non précisés L]
- Oui [ ]
e Consanguinité OUI [ ] NOoN [ Non précisée [ ]
e Adressé par :
- pédiatre [ ]
- Généraliste [ ]
- Référé ]

e 11. Diagnostic clinique :
Motif de consultation.....................

Date du ler symptome....... [oen.. [ooi.
Date du diagnostic......... [oin.. [oviene.

e Syndrome d’insuffisance médullaire :

- Paleur OUI ] NON [

- Hémorragie OUI [ ] NoN [
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e Syndrome tumoral :

- Fievre OUI ] NON ]
- Splénomégalie OUI [ NON [
- Hépatomégalie OUI [ ] NoN ]
- Adénopathies OUI [ ] NoN ]
- Hypertrophie gingivale OUI [ ] NON [
- Infiltration testiculaire oUl L1 NoN [
- Douleurs osseuses OUI ] NoN [
[ 1]

- Autres
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Annexe |11 : La méthode d’extraction d’ADN au NaCl

Etapes de I'extraction et la purification de I'ADN

Préparation des leucocytes

Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total (5ml) et compléter a 30 ml avec du TE 20 :5. Laisser 10
min dans la glace.

Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité au fond de tube.

Rajouter le TE 20: 5 au culot jusqu’a 20ml, agiter pour le remettre en suspension et laisser 10 min dans la
glace.

Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes.

Remarque : Si on s’arréte a ce niveau, les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du TE 10 :1 et les

conserver a -20°C dans un congélateur.

Extraction de ’ADN

Décongeler les leucocytes et les centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm si on les a gardé
préalablement.

Aprés obtention d’un culot de leucocytes : Dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de
les prendre complétement et les mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2).

Ajouter 200 pL de SDS a 10% (100 g SDS + 1000 ml H20)

Ajouter 100 pL de protéinase K a 10 mg / ml.

Dans I’étuve, Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

Le lendemain ; refroidir dans la glace.

Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter rigoureusement a la main.

Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

Centrifuger 15 min & 2500 rpm.

Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume d’éthanol absolu
(100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs fois: la formation de la
méduse visible a I’ceil nu . (laisser éventuellement 30 min & —20°C si la pelote d’ADN ne se forme
pas).

Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans I’éthanol a 70% dans un
tube nunc (eppendorf) stérile.

Solubilisation de ’ADN

L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 uL de TE 10:1 selon la grosseur de la pelote et

la concentration souhaitée.
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- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a dissolution
complete (de 1 jusqu’a 3 jour).

- Evaluation de la pureté et quantification de la concentration d’ADN :

- Lapureté de I'ADN et sa concentration sont estimées par spectrophotométrie a UV.

- Lapureté de I'ADN est déterminée par le rapport de DO26onm/ DO2gonm. La densité optique ou DO a
260 nm des solutions diluées au 1/100 est utilisée également pour le dosage de I’ADN, ce qui
permet de calculer sa concentration, sachant que 1unité DO correspond a 50 mg/ml d’ADN.

- La pureté de I’ADN est essentielle. Dans le cas ou I’ADN est contaminé (par des protéines ou de
I’ARN) , ce dernier ne laisserait pas aboutir a un bon résultat dans les étapes suivantes de son
analyse par PCR.

- La qualité de I’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de taille des molécules d’ADN par électrophorése sur

gel d’agarose 0,8% soumis sous tension d’un courant électrique de 100 volt pendant 2h.

Tampons et solutions pour ’extraction de ’ADN

- TE20:5(Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) autoclavé
- Tris 2422 ¢
- EDTA: 1.86g/m gsp 1L.

- SDSa10%:
- 1009 SDS
- 1000 ml H20

- Tampon de lyse :
- NaCl 400 mM

- EDTA2mM

- Tris 10mM

- PH8.2

- Protéinase K 10 mg/ ml.

- NaCl4M

- Ethanol absolu 100% froid

- Ethanol 70%.

- TE10:1( Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4) autoclavé

- Tris 0.606 g
- EDTA: 0.187g/m gsp 500 ml.
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Annexe IV : Tampon et solutions pour I’électrophorése

Electrophorese : controle de PCR :
Nous utilisons des mini-cuves d'électrophorése MUPID (Eurogentec), qui permettent d'avoir un résultat en 30
min.
La migration et le gel sfont dans du Tampon Tris Borate EDTA TBE 1 xpréparé apartir d’une dilution
1/10 de TBE 10X. Le TBE est préparé dans notre laboratoire sous forme de solution mére de concentration
10 x, nous devons diluer un volume (1x) suffisant a notre manipulation.

- Préparation du gel 2% :
On mélange 2g d’agarose avec 100 ml du TBE 1x , faire fondre I'agarose dans un microonde, ajouter une
goutte de Bromure d'Ethidium a 10 pg/ml (BET) , refroidir et couler le gel aprés avoir monté le systéeme
électrophoretique sans oublier de mettre un peigne afin de creuser les puits ( travailler attentivement de
préférence sous la hotte ).

- Dépdts des échantillons sur gel :
Sur un ruban de parafilm : 10 pl de produit de PCR+ 2 ul de tampon de charge. Prendre le mélange pour chaque
produit de PCR et le déposer a I’intérieur de puits délicatement pour ne pas abimer le gel. Recouvrir le gel de
TBE 1 x déposer les échantillons, lancer la migration a 100V pendant 30 min.Passer au transilluminateur pour la

réveélation sous UV du profil des ADN et les photographier.

- Tampon TBE 10X:
pour 1 litre de Tampon TBE 10X les quantités a utiliser sont les suivantes

- Tris base 108 g
- Acide borique  55g

- EDTA 9.3g
- H20 gsp 1 litre
- pH8.0

On prépare une solution stock de TBE 10 X que I’on dilue 10 fois (TBE1X)
- Solution de bromure d’étidium (BET) :
le BET est utilisé dans le gel a concentration finale de 10mg/ml
- Solution de dépét :

-Bleu de bromophénol 20mg
-Tris 2 mi
-Glycérol 5ml

- H20 10ml



Résumé

Abstract

The deregulation of hematopoietic homeostasis seems to be the cause of hematological
malignancies such as leukemias, known as blood cancers; among these leukemias there
is the infantile acute lymphocytic leukemia (ALL). This hematological malignancy is
characterized by an infiltration and proliferation of immature hematopoietic cells called
blasts in the bone marrow, blood and tissue. Several gene factors underlie B-ALL and
T-ALL, and may serve as prognostic markers.

The management of children with leukemia includes three phases of treatment: incubation
phase, maintenance phase, consolidation and intensification phase and then the
maintenance phase.

Our work focuses on childhood acute lymphocytic leukemia. We managed to collect 7
blood samples from leukemic children aged between 6 months and 7 years and a
healthy control (a 15 year old boy) at the haemobiology laboratory of the CHU of
Constantine. After extraction of leukocyte DNA by the NaCl technique, we studied the
impact of the 1/D polymorphism of the ACE gene on childhood acute leukemia, using
the PCR technique. The PCR result showed an electrophoretic profile consisting of two
genotypes: a homozygous DD genotype and a heterozygous ID genotype.

The results obtained are not sufficient to show the involvement of this polymorphism in
ALL. Extending the study on a larger population will surely allow to reach relevant
conclusions in the future.

Key words : Childhood acute lymphocytic leukemia, Genetic abnormalities, Hematopoietic

cells, ACE gene 1/D polymorphism.
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Meémoire pour I’obtention du dipléme de Master en Génétique

La dérégulation de I’homéostasic hématopoiétique semble étre la cause des hémopathies malignes tel
que les leucémies dites cancer du sang ; parmi ces leucémies il y a la leucémie aigiie lymphoide infantile
(LAL). Cette hémopathie maligne est caractérisee par une infiltration et une prolifération de cellules
hématopoiétiques immatures appelées : blastes dans la moelle osseuse, le sang et les tissus. Plusieurs
facteurs géniques sont a I’origine des LAL-B et des LAL-T, et peuvent servir comme marqueurs de
pronostic.

La prise en charge des enfants leucémiques comprend trois phases de traitements: phase
d’incubation, phase d’entretien, phase de consolidation et d’intensification puis la phase de maintenance.

Notre travail s’intéresse a la leucémie aigiie lymphoide infantile. Nous avons réussi a rassembler 7
prélévements sanguins des enfants leucémiques agés entre 6 mois et 7 ans et un témoin sain (un garcon
de 15 ans) au niveau du laboratoire d'hémobiologie du CHU de Constantine. Aprés une extraction d’ADN
leucocytaire par la technique au NaCl, nous avons étudié¢ 1’impact du polymorphisme I/D du géne de I’ECA
sur la leucémie aigie infantile, en utilisant la technique de la PCR. Le résultat de la PCR a montré un profil
éléctrophorétique constitué de deux génotypes : un génotype homozygote DD et un génotype hétérozygote
ID.

Les résultats obtenus ne sont pas suffisants pour montrer 1’implication de ce polymorphisme dans la LAL.
Etendre 1’étude sur une population plus large, va permettre surement d’arriver a des conclusions pertinentes

dans le futur.
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