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RESUME :

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un type de cancer du sang qui affecte les cellules
souches hématopoietiques de la moelle osseuse. Elle est caractérisée par la production
excessive de globules blancs immatures, appelés cellules blastiques, qui remplacent

progressivement les cellules sanguines normales.

La LMC est principalement causée par une anomalie chromosomique appelée chromosome
Philadelphie (Ph). Ce chromosome résulte de I'échange de matériel génétique entre les
chromosomes 9 et 22: 1(9;22)(g34;q11.2), ce qui conduit a la création d'un gene anormal
appelé BCR-ABL. Ce gene produit une enzyme qui stimule la prolifération des cellules

souches hématopoiétiques, entrainant ainsi la surproduction de cellules immatures.

Dans notre travail de recherche se résume en une étude bibliographique ayant pour objectifs
dans un premier temps de tirer les données épidémiologiques, cliniques, biologiques,
cytogénétiques et de biologie moléculaire dans le diagnostic et le suivi de LMC. De plus, on a
mis en évidence I’'intérét et 1’indispensabilité de la RT-PCR Mutiplex dans le suivi

moléculaire chez les patients atteint de LMC.

Comme nous n’avons pas la chance de réaliser une étude pratique, a cause du manque de
réactifs et/ou de matériels, on a présenté des résultats émanant d’études algériennes qui ont été

ensuite discutés en fonction des données de la littérature.

Mots clés : LMC, t(9;22)(q34;911.2) , fusion transcript BCR-ABL 1, RT-PCR Multiplex.



SUMMARY

Chronic myeloid leukemia (CML) is a type of blood cancer that affects hematopoietic stem
cells in the bone marrow. It is characterized by the excessive production of immature white

blood cells, called blast cells, which gradually replace normal blood cells.

CML is mainly caused by a chromosomal abnormality called the Philadelphia (Ph)
chromosome. This chromosome results from the exchange of genetic material between
chromosomes 9 and 22: 1(9;22)(g34;911.2), which leads to the creation of an abnormal gene
called BCR-ABL. This gene produces an enzyme that stimulates the proliferation of

hematopoietic stem cells, resulting in the overproduction of immature cells.

In our research work is summarized in a bibliographic study in the first objectives was to
extract the epidemiological, clinical, biological, cytogenetic and molecular biology data in the
diagnosis and follow-up of CML. In addition, In addition, the interest and essentiality of

Mutiplex RT-PCR in the molecular monitoring of patients with CML has been demonstrated.

As we do not have the chance to do a practical study, because of the lack of reagents and/or
materials, we have presented results from Algerian studies which were then discussed

according to the data of the literature.

Keywords: CML, t(9;22)(q34;911.2) , transcrits de fusions BCR-ABL 1, RT-PCR Multiplex,
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INTRODUCTION

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome myéloprolifératif caractérisé par
I'accumulation de cellules progénitrices myéloides dans la moelle osseuse, le sang et les tissus
corporels. C'est une maladie trés rare dans le monde, représentant environ 15% de tous les

cas.

Toutes les leucémies. Elle se caractérise par une anomalie génétique acquise. Dans LMC cette
anomalie est la découverte d'un chromosome anormalement petit, le chromosome de
Philadelphie, causé par une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. Le
chromosome 22 résultant porte un gene d'une fusion anormale appelée BCR-ABL qui produit

une activité protéique chimérigue avec une tyrosine kinase (1).

La leucémie myéloide chronique est une maladie sanguine "chronique” comportant trois
phases cliniques : la premiére est une phase chronique structurée relativement bénigne qui
peut durer des années, suivie d'une phase accélérée et enfin d'une phase fatale (phase

balistique).

Le diagnostic de leucémie myéloide chronique repose le plus souvent sur des arguments
cliniques (age, splénomégalie essentielle) et hématologiques. Il est confirmé soit par la
recherche de chromosomes PH en cytogénétique, qui peut détecter des aberrations
chromosomiques complémentaires (ACA), soit par FISH, qui peut également détecter des cas
de PH et des délétions ABL masquées. La biologie moléculaire utilise la RT-PCR qualitative

pour détecter de maniere fiable les transcrits de fusion bcr-abl

Dans notre travail de recherche se résume en une étude bibliographique ayant pour objectifs
dans un premier temps de tirer les données épidémiologiques, cliniques, biologiques,
cytogénétiques et de biologie moléculaire dans le diagnostic et le suivi de LMC. De plus, on a
mis en évidence I’intérét et I’indispensabilit¢ de la RT-PCR Mutiplex dans le suivi

moléculaire chez les patients atteint de LMC.



CHAPITRE 1: GENERALITES SUR LA LMC



1.1 Rappels

1.1.1 Moelle osseuse, la lignée myéloide et la lignée lymphoide :

La moelle osseuse (MO) est un organe chez ’adulte pesant entre 1,6 kg et 3 kg, situé¢ dans la

cavité médullaire des os suivants :

- Lesos plats (créane, ilium, os du bassin, cétes, sternum et colonne vertébrale (1).

- Les os longs comprennent ; I’os le plus long en largeur tel que le fémur (le plus gros os
du corps humain), ces os fonctionnent pour supporter le poids du corps et son
mouvement. Son emplacement principal est la structure osseuse des extrémités, qui
comprend les extrémités des os des membres inférieurs (tibia, péroné, fémur) et les

extrémités supérieures (humérus, radius, zinda) (2).

La moelle osseuse est constituée de cellules souches hématopoiétiques multipotentes

my¢loides et lymphoides, qui sont 1’origine de toutes les cellules du sang.
- Lalignée myéloide donnera :

-Plaquettes qui aident au processus de coagulation du sang,

- Les globules rouges qui transportent 1’oxygéne,

- Deux types de globules blancs : les granulocytes (ou cellules polymorphonucléaires) et les

monocytes, jouent un réle dans le systéme immunitaire qui combat les infections.

- La lignée lymphoide donnera : elle est I’origine d’un autre type de globules blancs :

les lymphocytes Jouent un rdle dans les processus du systéme immunitaire (Figure 1).

(3)
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Figure 01. Compartiments de I’hématopoiése et de la leucémie my¢loide (4).

1.1.2 La leucémie, un cancer

La leucémie est caractérisée par des troublés sanguins caractérisés par une prolifération
cellulaire anormale de leucocytes (5.6).

La maladie est localisée dans la moelle osseuse, la source des cellules sanguines (globules
blancs, globules rouges et plaquettes). Le cancer survient lorsque les cellules normales de la
moelle osseuse mutent (7).



1.1.3 La leucémie myéloide chronique (LMC)

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne rare appartenant au
groupe de néoplasies myéloprolifératives (8), qui construisent potentiellement des globules
blancs au stade de la différenciation. La maladie peut étre transmise entre deux principaux
types de maladies : la maladie peut affecter aigué et chronique (9).

Le terme « chronique » décrit la progression progressive ou graduelle Lente, et « myéloide »

indique qu’il provient des cellules my¢loides.

Dans la leucémie myeéloide chronique, la moelle osseuse produit beaucoup trop de cellules
sanguines myéloides a différents stades de maturation, comprenant notamment des cellules
connues sous le nom de granulocytes, de métamyélocytes et de myéloblastes immatures. Les
plaquettes et les basophiles (différentes cellules myéloides responsables, en partie, des
réponses allergiques) sont souvent également en exceés lors du diagnostic. La production
excessive de cellules sanguines myéloides dans la moelle osseuse empéche la production
normale de globules rouges, dont le role dans le transport de I’oxygene a destination des
cellules de I’organisme est essentiel. Cette surproduction peut aussi réduire le nombre de
plaquettes (thrombocytopeénie). Or, les plaquettes sanguines jouent un rdle crucial en cas de

saignement (10).

La LMC est diagnostiqué chez les patients lorsque 1’on retrouve plusieurs symptomes tels
gue : manque de tonus ou anémie, saignements, douleurs ou inconfort au niveau de
I’abdomen, ainsi qu’une perte d’appétit, un peu de poids et des nausées, puis des signes de
paleur apparaissent, des ecchymoses a la suite de numération plaquettaire insuffisante,
hypertrophie de la rate, lymphadénopathie, fievre, lésions cutanées, essoufflement, douleurs

osseuses, satiété précoce (10).

La plupart des patients subissent une numération formule sanguine, la leucopénie (le nombre
de globules blancs circulant dans le sang) est plus élevée que la normale (11). En plus du
déséquilibre génétique, de sorte que deux chromosomes échangent par erreur des parties de
leurs génes, ce qu’on appelle la translocation réciproque. Pour LMC, les genes du
chromosome 9 sont permutés avec les génes du chromosome 22, le géne de la leucémie
d’Abelson (ABL) sur le chromosome 9 et le géne BCR porté sur le chromosome 22 formant

le chromosome de Philadelphie (translocation des chromosomes 9 et 22, En bref t(9 ;22)).



Cette mutation peut étre détectée dans 95% des patients qui souffrent de LMC, elle provoque
un dysfonctionnement de I’enzyme tyrosine kinase, qui induit un comportement anormal des
cellules atteintes. Cela se traduit par la formation de cellules immortelles, le renouvellement et
la reproduction accélérée. La LMC touche un peu plus les hommes que les femmes, et avec

I’age, le risque de développer une leucémie myéloide chronique augmente (12).
Quant au développement de la LMC, il passe par trois stades fondamentaux :

- Stade chronique : A ce stade, la plupart des patients recoivent un diagnostic de la
maladie. Au cours de cette étape, la leucémie se développe lentement et il y a peu ou
pas de symptdmes de leucémie. Certains globules blancs anormaux restent dans la
moelle osseuse et le sang. En 1’absence de traitement, cette étape Se poursuit au
rythme de quatre ans.

- Phase accélérée : I’augmentation des pourcentages de globules blancs correspond a des
anomalies du sang et de la moelle osseuse, et & une augmentation de la charge BCR-
ABL ou a I’apparition de nouvelles anomalies chromosomiques. Les symptémes non
spécifiques sont plus fréquents, tels que la fatigue et la 1éthargie, I’appétit involontaire
et la fievre (13).

- Le stade dit « d’éclatement » ou la phase blastique de la maladie, qui est atteint
lorsqu’il y a plus de 30 % de cellules anormales dans le sang. Au-dela du jeu de la vie
du patient (14).
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Figure 02. Translocation t(9; 22)-(g34.1 ; q11.2) et les différents transcrits du géne
chimeére Bcr-Abl dans la LMC (15).

1.2 Epidémiologie

La LMC représente 15% des leucémies de I’adulte, avec une incidence évaluée entre 10 et 15

cas/million/an, sans aucune restriction géographique majeure ou différence ethnique (16).

Cette incidence est faible en Algeérie, mais, a commencé a augmenter ces derniéres anneées.

Une étude épidémiologique de 1994 a 2004 a montré une augmentation de 0,19 cas en 1994 a

0,4/100 000 habitants en 2004. La répartition annuelle des nouveaux cas de leucémie

myéloide chronique est passée de 53 en 1994 a 130 en 2004, soit une moyenne de 88

nouveaux cas par an. L’étude a montré une 1égere prédominance masculine, avec un ratio de

1,12. L’age moyen au diagnostic est de 44 ans Selon la Société Algérienne d’Hématologie

(SAH), il y a 250 nouveaux cas par an (17).




Le premier registre des cancers a été créé en France en 1975. (19) En 2012, 807 nouveaux cas
de LMC ont été recensés, soit une incidence estimée entre 0,6 et 1 pour 100 000 habitants. De
plus, les personnes de plus de 50 ans ont une nette prédominance masculine. Quant aux
enfants et adolescents, elle est moins fréquente puisqu’elle ne représente que 3 % des

nouveaux cas diagnostiqués. Leucémie infantile (18).

LMC aux Etats-Unis en 2021 : environ 9 110 nouveaux cas ont été diagnostiqués (5150
hommes, 3960 femmes) et environ 1220 Mourront de la LMC (680 hommes et 540 femmes)
Environ 15 % de tous les nouveaux cas de leucémie sont des leucémies myéloides chroniques
(20).

1.3 Historique

Le Francais Alfred Velpeau a décrit le premier cas de leucémie en 1827, il a observé chez un
patient un agrandissement de la rate et du foie associé a de la fiévre, une faiblesse généralisée,

ainsi qu’un sang épais (22).

La LMC a été premicerement décrite par Hughes Bennett en 1840, un médecin d’Edinburgh,
qui pensait que la maladie était une infection. Lorsqu’il étudiait des patients décédés, il
constata un lien entre les signes cliniques : la splénomégalie, I’hépatomeégalie et le sang qu’il
qualifie de « suppurant » ou méme de « sang blanc ». Quelques semaines plus tard, R.
Virchow, qui a publié un cas similaire, a postulé que la maladie n’était pas infecticuse et a
estimé que la cause de la maladie était une altération dans I’hématopoiése. Il a inventé le
terme descriptif « Weisses blut » ou « sang blanc » qui est devenu en allemand « Leukamie »
(23).

Plus tard, Alfred Donneé décrivit le cas d’un patient présentant a 1’autopsie une hypertrophie
de la rate et dont le sang semblait semi-purulent au microscope. La premiere description de
leucémie fut néanmoins créditée a John Hughes Bennett décrivit la leucémie & Edimbourg en
1845 (22).

En 1846, Fuller a décrit le premier cas de diagnostic chez un patient vivant et le terme de «
leucocythaemia » a été proposé en 1848. Neumann, en 1870, affirme que ’origine des cellules

responsables de cette pathologie est la moelle osseuse (24).



La prochaine grande avancée dans I’histoire de la leucémie myéloide chronique aura lieu 100
ans plus tard. Au début des années 1960, avec I’avénement de la cytogénétique, deux
chercheurs Philadelphie : Peter Nowell et David Hungerford découvrent un petit chromosome
dans les cellules tumorales de patients atteints de LMC. Ils ont donné le nom de la ville
trouvée : Philadelphie (Ph). C’est la premicre fois qu’une anomalie chromosomique est liée a
une maladie maligne (25), cette translocation réciproque t(9;22)(q34.12;911.23) se trouve
dans les cellules leucémiques des patients atteints de LMC et est elle a été décrite par Janet
Rowley, en 1974, comme la premiére anomalie cytogénétique acquise et caractérisation du
processus tumoral (21). Avec I’avénement de la technologie Molécule, proto-oncogéne ABL
(Abelson) présente au niveau de rupture Le chromosome 9 a été identifié par De Klein en
1982. (26, 28)

A partir de 1996, 1’équipe de Drucker a commencé un essai clinique en phase chronique d’un
inhibiteur de la tyrosine kinase dans le traitement de la leucémie myéloide chronique. En
1998, les laboratoires Novartis ont lancé un médicament anti-tyrosine Kinase qui agirait
précisément au niveau de la protéine abl. Ce médicament est I’imatinib qui a révolutionné le

traitement de la leucémie myéloide chronique (27).
1.4 Etiologie

L’¢étiologie de la leucémie myé¢loide chronique est plus ou moins connue a ce jour, alors que
I’anomalie génétique a 1’origine de la maladie n’est pas héréditaire mais acquise avec le
temps. L’étude a montré qu’il n’y avait pas de données dans le registre du cancer et le registre
suédois de la LMC multigénérationnelle (29). En particulier, plusieurs facteurs peuvent
contribuer a cette condition, y compris : Facteurs génétiques : Le regroupement familial a été
décrit dans divers types d’anémie pernicieuse, en particulier dans la leucémie lymphoide
chronique et le lymphome. Les clusters regroupent souvent plusieurs types de leucémies
lymphocytaires spécifiques, et aucune étude génétique n’a documenté de tels clusters de
LMC. Facteurs environnementaux : jouent un réle dans le risque de LMC. De fortes doses de
rayonnement. La chimiothérapie ionisante et le cancer peuvent également étre a 1’origine d’un
déficit immunitaire acquis ou humoral (30). Parmi ces facteurs : Le rayonnement ionisant était
le seul facteur de risque. Il existe une association bien établie entre le développement du
my¢lome cancéreux chronique et le niveau d’exposition aux radiations chez les survivants du

bombardement atomique d’Hiroshima (31). Il a été rapporté que les produits contenant du



benzeéne étaient significativement associés a une augmentation de la morbidité et de la
mortalité (32).

1.5 Aspects cliniques

La LMC passe par trois stades fondamentaux au cours de son développement normal. Ces

phases sont la : phase chronique, la phase accélérée et enfin la phase blastique.
La phase chronique :

Comme pour la premiere étape, qui dure plusieurs années (3 a 5 ans en moyenne) les cellules
sont surveillées durant cette phase la moelle osseuse et le sang contiennent moins de 5% de
blastes et les plaquettes sanguines sont encore a un taux normal. Il y a du sang blanc a ce
stade et une hypertrophie de la rate est observée. La plupart des patients présentent des

symptomes tels qu’une perte de poids et des douleurs abdominales (33).
Phase d’accélération :

Correspond a la transition entre la phase chronique et la phase blastique. Sa duréel2 a 18 mois
en moyenne. (34). Elle est caractérisée par échec du traitement, aggravation de I'anémie,
thrombopénie ou thrombocytose progressives ou aggravation persistante de la splénomégalie,
évolution clonale, augmentation des basophiles du sang, et augmentation des blastes osseux

ou sanguins (jusqu'a 19%). (35)

La phase plastique : Celle-ci est considérée comme le stade ultime de la maladie, semblable
a la leucémie aigué myéloide, qui survient aprés un delai moyen de 4 ans dans la progression
de la maladie (sans traitement) et entraine la mort dans 2 a 6 mois apres le diagnostic des
cellules blastocytaires.(36) Correspond cliniquement a une augmentation des signes de la
phase accélérée, tels que (situation générale variable, splénomégalie, anémie,
thrombocytopénie, myélofibrose) et parfois a des signes d’insuffisance médullaire et de
syndromes néoplasiques (fiévre, hépatomégalie, gonflement des ganglions lymphatiques,
douleurs osseuses) peut survenir de maniére explosive, c’est-a- dire de la phase chronique a la
phase aigué sans passer par la phase accélérée (37).Elle est déterminée par la présence de plus

de 20 % de Explosions de moelle osseuse (34)
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CHAPITRE 2 : LMC ET BIOLOGIE MOLECULAIRE
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2.1 Physiopathologie moléculaire :
La prolifération est due a une anomalie acquise de la cellule souche hématopoiétique : c’est
une anomalie cytogéneétique due a la présence du chromosome Philadelphie (phl) qui résulte

d’une translocation réciproque entre le chromosome 9 et le chromosome 22,

t(9;22)(g34.12;q11.23), et qui est quasi constante dans la LMC.

Toutes les cellules d'origine myeloide, granuleuses, érythroblastiques, mégacaryocytaires,
ainsi que les lymphocytes B sont porteuses de la translocation t( 9 ;22). Cette anomalie , la t(9
;22) met en contact un site oncogene ( ABL) situé sur le chromosome 9 et une région du
chromosome 22 appelée < major break cluster région > (M-BCR) mise en évidence sur le
caryotype des cellules médullaires et surtout par les techniques de biologie moléculaire :
chromosome de Philadelphie , il s’agit d’un géne hybride BCR-ABL dont le produit est un
ARN messager dont la traduction code pour une protéine responsable de son activité
oncogene ,dont I’activité tyrosine kinase est un ¢lément essentiel de sa fonction leucémogéne
(39,40).
2.1.1 Le chromosome de Philadelphie:

Une anomalie chromosomique acquise, le chromosome dit de Philadelphie (Phl), est
caractéristique de la LMC. Le terme Philadelphie vient du fait que le raccourcissement du
bras long du chromosome 22 a été décrit a Philadelphie, en 1960. Cette translocation
réciproque entre les bras longs des chromosomes 9 et 22 a constitué le premier marqueur
chromosomique décrit dans une affection maligne (40).

Cette translocation, notée par les scientifique par la formule t(9;22)(q34.12;q11.23), aboutit a la
fusion de deux génes normaux, ABL1 du chromosome 9 et BCR du chromosome 22. Les

points de cassure se situent :

- Sur le chromosome 9 en amont de 1’exon 2 de 1’oncogéne d'Abelson ABL1 est localisé
en position 9934. Son nom est dérivé de son homologue viral, le géne Abelson (v-
ABL), responsable d’une forme de leucémie chez la souris.

- Sur le chromosome 22, au niveau du géne BCR (Break Cluster Region). Le gene BCR,
positionné sur le bras long du chromosome 22, a été découvert en clonant la région
appelée Major-Break point Cluster Region ou M-BCR, lieu de la majorité des points

de cassure.
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Figure 04. Le chromosome de Philadelphie (39)

2.1.2 Fonctions de la protéine ABL

Le gene ABL code une protéine tyrosine kinase de 145 kDa, sans fonction de récepteur (cette
protéine est I'nomologue de I'oncogene v-abl du virus leucémogéne murin Abelson). Elle est
exprimée de facon ubiquitaire et est retrouvée dans le noyau et dans le cytoplasme. Dans le
compartiment nucléaire, Abl joue un role de régulateur négatif du cycle cellulaire. Lors de la
phase GO, Abl se lie a ’ADN et forme un complexe avec des protéines inhibitrices du cycle
telles que pRb (protéine du rétinoblastome). Lors de la transitionG1/S, la protéine pRb est
phosphorylée et se dissocie d’Abl, ce qui permet son activation. Quand elle est localisée dans
le cytoplasme, la protéine Abl joue un réle important dans la croissance et la prolifération
cellulaire, participant a la transduction du signal initiee par certains récepteurs aux facteurs de

croissance (40,41).

La région N-terminale de la protéine comporte deux domaines d'interaction SH2, SH3, ainsi
que le domaine catalytique SH1 qui présente l'activité tyrosine kinase. Un domaine central
riche en prolines permet des interactions avec des protéines possédant des domaines SH3, a
I'exemple de la protéine Crk. La région C-terminale présente un domaine de liaison a 'ADN

(DNABD), trois signaux de localisation nucléaire NLS et un site de liaison a I’actine.

14
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Figure 05. La proteine ABL (41).

Dans le cas normal, ABL se trouve dans un état inactif a cause de I’interaction a la kinase «
auto-inhibition ». Il peut étre activé par l’intervention d’autres protéines, dont d’autres
kinases, qui s’associeront a I’ABL, et viseront a la rouvrir, modifiant ainsi sa conformation de

sorte que son substrat et I’ATP puissent avoir un acces au site de phosphorylation.

La protéine ABL est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, la réponse au stress
génotoxique et la transmission de l'information passant par les intégrines. En plus, La protéine

ABL peut induire I’apoptose en stabilisant la protéine p73 et/ou la protéine p53.

Figure 06. DTK d’ABL et mécanisme d’action (42)

2.1.3 Fonction de la protéine BCR :

Le géne bcr code pour deux protéines de 160 et de 130 kDa, provenant de la traduction de
deux ARNm de 6,7 et de 4,5 kb. La protéine BCR a une expression ubiquitaire avec des
quantités élevées au niveau des cellules hématopoiétiques et du cerveau 35. Elle est
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essentiellement cytoplasmique mais, dans certaines phases du cycle, elle est aussi détectable
dans le noyau ou elle pourrait se lier a 'ADN (42). Les fonctions biologiques normales de la

protéine BCR sont encore mal connues.
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Figure 07. La protéine BCR (43)

La région N-terminale présente un domaine sérine/thréonine kinase et un domaine
d’oligomérisation. Le domaine d’oligomérisation est responsable de I'homotétramérisation de
la molécule et est indispensable a l'activité transformante de la molécule . On retrouve dans la
région centrale un domaine composé de séquences DBL-like et homologues a la pleckstrine
qui stimulent I'échange GTP-GDP par les Rho-GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor).
La région C-terminale présente des séquences homologues aux domaines catalytiques des
protéines GAP (GTPases-activating protein) agissant sur Rac et régulant la polymérisation de
I'actine ainsi que l'activité NADPH oxydase des macrophages et granulocytes neutrophiles. La
protéine BCR peut étre phosphorylée sur plusieurs résidus tyrosyl notamment, dans la région
N-terminal, sur le résidu Tyr 177 qui lui permet d’interagir avec différentes protéines

adaptatrices via leur domaine SH2 (43).
2.1.4 Le géne de fusion hybrid BCR/ABL1:

Le gene chimeriqgue BCR-ABLI résulte de ’hybridation du segment 5> (N-terminal) du gene
BCR et du segment 3’ (C-terminal) du géne ABL1. Il sera transcrit en ARN messager BCR-
ABL1 qui sera ensuite traduit en une protéine oncogénique BCR-ABL1 dotée d’une forte
activité enzymatique tyrosine kinase. Cette protéine de fusion BCR-ABLL1 est localisée au
niveau cytoplasmique. On parle d’une activité tyrosine kinase active de fagon constitutive car
la conservation du domaine 1B issu de BCR lui confére une capacité de dimerisation. Elle
possede également une capacité d’auto-activation par transphosphorylation. La perte de la

région N-terminale, comprenant la partie régulatrice inhibitrice d’ABLI1, empéche la
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régulation négative de cette protéine. En résulte ainsi une activation permanente de la tyrosine
kinase d’ABLI.

Alors que les points de cassure dans ABL1 se situent généralement entre les exons la et 1b
(44), il existe differents points de cassure possibles sur le géne BCR, entrainant ainsi des
transcrits de taille variable

Le point de cassure se situant majoritairement (95 % des cas) dans la région M-BCR, on
observe deux types d’ARNm BCR-ABL1, el13a2 (ou b2a2) ou el4a2 (ou b3a2) suivant si le
point de cassure se situe dans I’intron 13 ou 14 de BCR. Ces deux ARNm seront traduits
ensuite en la méme protéine de fusion de 210 kDa : la p210 BCR-ABL1.Dans de plus rares
cas, le point de cassure se situe dans une zone difféerente, aboutissant a une protéine de fusion
de poids moléculaire différent. Si le point de cassure se situe entre Les exons 1 et 2 de BCR,
dans la région m-BCR (< 5 % des cas de LMC), ’ARNm (ela2) codera Pour une protéine de
fusion possédant un poids moléculaire de 190 kDa dite p190 BCR-ABL1. Cette protéine est
retrouvéee beaucoup plus fréeguemment dans les leucémies aigués Lymphoblastiques (LAL) a
chromosome Philadelphie. Si le point de cassure se situe entre les Exons 19 et 20, région p-
BCR (<1 % des cas de LMC), ’ARNm (el9a2) sera traduit en une Protéine de fusion de 230
kDa, dite p230 BCR-ABLL1.

Plus rarement le point de cassure dans ABL1 peut survenir dans ’intron2 entrainant alors la

Juxtaposition de 1’exon 13/14 de BCR avec I’exon 3 d’ABL1 (el13a3, e14a3) (45).
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CHAPITERE 3: DIAGNOSTIQUE DE LMC
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3.1 Diagnostic biologique :
3.1.1 Hémogramme

L’hémogramme ou Numération—Formule Sanguine (NFS) est le test biologique pour La

référence qui seule permet de rappeler la LMC (39, 40).

Une hyperleucocytose a prédominance surtout granulocytaire (au moment du

diagnostic le taux des leucocytes est généralement de 1’ordre 100.10%litre pour une

normale comprise entre 4. 10%litre et 10.10%litre)

- Une anémie (taux d’hémoglobine inférieur a 11g/dl, dont la norme varie entre 129/l et
18g/l),

- Une thrombocytose, le taux normal des plaquettes varient entre 400.10%litre & 700.
10%/litre pour une valeur normale comprise entre 150.10%litre et 400.10%litre)

- Thrombopénie, cas rare pour les pateints LMC, dont, le taux des plaquettes est tres
inférieurs de limite inferieur 150. 10° /litre

- La myélémie est la présence de nombreuses cellules jeunes immature dans le sang,

pour la phase chronique elle est moins de 6%, pour la phase accélérée est entre 6% a

30% et la a phase blastique elle est plus de 30% (116).

Figure 09. Aspect du frottis sanguin et de I’étalement médullaire, (b) montrant une
hyperplasie granuleuse pour une LMC en Phase chronique (39)
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3.1.2 Myélogramme

Cette dernicre est ['un des tests qui étayent I’hypothése diagnostique de la LMC, car elle
montre une cellularité accrue de la moelle osseuse, une hyperplasie granulomateuse marquée
et moins de 10 % de gonflement de la moelle osseuse en phase chronique. Nombre et volume
de mégacaryocytes. Cet examen est trés important pour déterminer le stade de la maladie, et
pour mettre en place le traitement initial, une ponction est réalisée au niveau de 1’ilium sous

anesthésie locale, sous trocart de Mallarmé (41,42).

Figure 10. Myélogramme montrant une hyperplasie granuleuse(43)

3.2 Diagnostique cytogénétique

Le sujet de cette étude est le chromosome de Philadelphie (Ph), qui représente une grande
proportion de 95 % des patients atteints de leucémie myéloide chronique. Cependant, les
patients de LMC a la phase blastique, qui est considéré comme un échec au traitement et un
critére d’évolution de la maladie, présentent d’autre type d’anomalie chromosomique en plus
de la translocation réciproque t(9;22)(g34.12;911.23), par exemple, la duplication du
chromosome Philadelphie, les trisomies 8 et 19 et un isochromosome (17q), t(1 ;21), t(7 ;17),
t(8;17),1(2;12) ; ...... etc. (51,48)
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3.3 Cytogénétique moléculaire, Technique FISH (Hybridation in situ par

fluorescence):

La FISH est un test volontaire qui détecte les chromosomes masques par les caryotypes
conventionnels (44). 1l nous montre clairement le géne de fusion BCR-ABL dans le noyau et
nécessite I'utilisation de sondes avec des colorants fluorescents. Pour différencier les génes
BCR et ABL de premiére génération, nous avons utilisé deux types de colorants fluorescents
(rouge et vert) et jaune pour détecter le point de fusion en présence d’une translocation sur le

dérivé 22q (45).

Le test, utilisé sur des eéchantillons de sang, détecte 95 % des cellules capables de réarranger
BCR-ABL. Il est également utilisé dans les cas difficiles, car, la majorité des cas confiant de
caryotype normal (46,47) Bien que I’imagination directe soit basée sur les génes de fusion
BCR-ABL1 dans le noyau (interphase FISH) ou en mitose (métaphase FISH), ce dernier est
requis en cas de leucémie myéloide chronique a chromosome PH négatif et doit étre couplé au
caryotype. Il s’agit d’une technique plutot ciblée qui ne permet pas d’analyse la totalit¢ du
génome et donc ne permet pas la détection d’anomalies chromosomiques supplémentaires
(49, 50) puisque, la technologie repose sur le principe de I’utilisation d’un capteur fluorescent
qui se lie a I’acide désoxyribonucléique (ADN). Ceci a été fait en utilisant des sondes
capables de détecter les genes BCR et ABL. Chaque sonde est associée a un colorant
fluorescent spécifique, ou chaque couleur identifie le chromosome (9 ou 22) de chacun des

deux génes, et ’oncogéne BCR-ABL peut étre détecté en superposant ces deux couleurs.

Figure 11. Le résultat FISH de la translocation t(9 ;22). A : FISH interphasique. B : FISH
métaphasique (illustration du métaphase d’un de nos patient présentant la translocation t(9,22)
avec la sonde dual FISH.(52)
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3.4 Biologie moléculaire :

Le diagnostic moléculaire permettra 1’identification et la quantification des transcrits BCR-
ABL qui existe dans la moelle osseuse et le sang. Ceci est indispensable pour assuré le bon
suivi moléculaire des patients atteint de LMC, avec la possibilit¢ de changement

thérapeutique a temps avant sa formation aigue.
3.4.1 Le Southern-blot

Cette méthode a été la premiere disponible pour l'analyse moléculaire de la translocation
BCR-ABL. Elle permet la mise en évidence des réarrangements chromosomiques de BCR-
ABL sous forme de modifications des fragments obtenus apres digestion enzymatique et

hybridation avec une sonde BCR.

Cette technique consiste tout d’abord a digérer I’ADN par des enzymes de restriction, le
fragmenter puis le colorer. On effectue une électrophorése pour séparer les fragments, une
dénaturation de I’ADN bicaténaire, puis on réalise le transfert de I’ADN sur une membrane en
nitrocellulose. On met en contact [’échantillon avec une sonde marquée (composés
radioactifs, fluorescents) spécifique, ici le gene BCR. Aprés hybridation, la sonde en exces est

¢liminée et I’hybridation est visualisée sur un film autoradiographique.

Cette technique est actuellement peu employée en pratique quotidienne et a été largement
supplantée par la RT-PCR (53).

3.4.2 RT-PCR (Polymérase Chain Reaction en temps réel ou quantitative) Multiplex :

La RT-PCR multiplex posséde des avantages considérables par rapport a la RT-PCR
conventionnelle notamment en termes de gain de temps de réalisation (Technique plus
rapide), et de sensibilité (seuil de détection 0,1%) grace a I’utilisation de plusieurs amorces de
maniere simultanée, elle permet de détecter plusieurs transcrits de fusion BCR-ABLL. Par
exemple, le Kit seeplex™ Leukemia BCR/ABL (Seegene, Seoul, Korea) permet en utilisant
plusieus amorces de détecter huit (08) types de transcrit dans une seule réaction de PCR:
Mb2a2, Mb3a2, mela2 et les autres variant, blal, b3a3, e19a2, b2a3, c3a2 et ela3. (108,109)

Les transcrits BCR/ABL1 peuvent étre détectés par RT-PCR dans la moelle osseuse ou

échantillon de sang afin que les résultats puissent étre exprimés sous forme de ratio
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transcritsBCR-ABL1/ABL1, ce dernier est un ratio trés important a surveiller les patients
traités peuvent étre évalués pour une maladie résiduelle minimale, sang ou moelle osseuse,

pour déterminer la réponse au traitement. (54-56).

La RT-PCR est basé sur le principe de I’amplification par PCR de I’ADN complémentaire
(ADNc), qui est généré a partir de I’ARN de la séquence d’ADN cible a 1’aide d’enzymes
spéciales. Quant a I’extraction de I’ARN, c’est une étape plus difficile en raison de la
sensibilité des molécules analysées par les ribonucléases, et le processus nécessite trois étapes
La premiere étape de la lyse cellulaire peut conduire a la libération d’ARN, suivie de
I’élimination des protéines de la solution a I’aide d’une technique appelée phénol
chloroforme, qui utilise un outil simple et rapide, suivie d’une étape d’inhibition de la
transcription inverse en stimulant la polymérase et La destruction ou 1’altération de I’ARN
hybridé par taq utilise deux types de complément, I’un pour BCR et 1’autre pour ABL. (57)
(58) 1l permet également I’analyse des produits de la réaction en chaine de la polymérase de
deux maniéres, I