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I ntroduction

La Leucémie Myéoide Chronique (LMC) est une hémopathie maligne appartenant au groupe
des Syndromes Myél oprolifératifs Chroniques (SMPC). Il s’agit d’une prolifération monoclonale
affectant la cellule souche pluripotente hématopoiétique, prédominante sur la lignée granuleuse.
Elle est trés bien caractérisée depuis la découverte d’un petit chromosome anormal, le
chromosome Philadelphie, issu de la trandocation réciproque entre le chromosome 9 et le
chromosome 22 (Nowell et Hungerford, 1960), le chromosome 22 qui résulte porte un gene de
fusion anormal appelé BCR-ABL produisant une protéine chimérique, doué d’activité tyrosine
kinase (Rowley, 1973), aux propriétés oncogéniques, et qui est a I’origine de la majeure partie des
phénomenes qui menent a la transformation leucémique. Cette anomalie cytogénétique
est considérée aujourd’hui comme I’élément clef du diagnostic de cette hémopathie (Mahon, 2001).

La LMC est une hémopathie « chronique » qui présente généralement trois phases cliniques :
la premiere est une phase chronique d’installation relativement bénigne qui peut durer plusieurs
années, suivie d’une phase d’accélération et, enfin, d’une phase d’acutisation (crise blastique) fatale
en I’absence de traitement. La premiere médication utilisée dans ce contexte était la chimiothérapie
(busulfan, hydroxyurée), puis I’interféron alpha, plus efficace. Au début du 21°™ siécle,
I’introduction dans la thérapeutique des inhibiteurs de tyrosine kinase, I’lmatinib, de premiere
génération, puis le Dasatinib, le Nilotinib de seconde génération, a compléement révolutionné la
prise en charge de cette maladie (Brummendorf et al., 2008).La encore, la cytogénétique permet
d’évaluer I’efficacité du traitement par le suivi de la maladie résiduelle (Deininger et al., 2016).
L’analyse hématologiqueet cytogénétique (classique et moléculaire), complétée éventuellement par
des techniques pointues de biologie moléculaire permettent un suivi correcte de la LMC et une
meilleure prise en charge des patients. Mais, ce sont les caractéristiques clinigques et biologiques, et
surtout le chromosome Philadel phie, marqueur de la maladie, et son équivaent moléculaire, qui ont
permis de définir les différents critéres de réponse au traitement (Deininger et al., 2016 ; Sorel et

al., 2017).



I ntroduction

Les objectifs de notre travail de recherche sont :

Faire une recherche bibliographique sur le sujet et rédiger un document de synthése sur ces
hémopathies complexes en mettant I’accent sur I’épidémiologie, I’étiologie ainsi que sur les
mécanismes moléculaires de la leucémogenese. L’apport de la cytogénétique et de la

biologie moléculaire dans la prise en charge des LM C serarichement illustre.

Faire le tour les diverses techniques hématologiques, utilisées pour le diagnostic et la prise

en charge des LM C au niveau du service d’hématologie du CHU Benbadis - Constantine.

Utiliser, au niveau du Centre de Recherche en Biotechnologies (CRBt), les techniques de
cytogénétique classique pour la recherche du chromosome Philadel phie et ce dans le cadre

de laconfirmation du diagnostic dela LMC et du suivi de lamaladie résiduelle.
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Chapitrel Sang, moelle et hématopoiése

- Lesang:

Sang en latin sanguis, est un tissu conjonctif spécialisé, d’origine meésenchymateuse,
de consistance liquide et de couleur rouge due a la présence trés majoritaire de globules
rouges, ou hématies, riches en hémoglobine. Légérement alcain (pH 7,35 a 7,45), il a une
saveur salée, et son odeur, qui est toute particuliéere, est un peu nauséeuse. Les cellules qui le
composent sont en suspension dans le plasma; un liquide complexe congtitué d'eau, de sels
minéraux et de molécules organiques. Apres coagulation, le plasma dépourvu de fibrinogéne
constitue le sérum. Le sang remplit le systeme vasculaire entier composé de vaisseaux
artériels et veineux. Ce tissu trés particulier assure le transport des gaz respiratoires (par les
hématies), la défense de I’organisme (parles leucocytes) ains que la cicatrisation (par les
thrombocytes) (Norbertet et al., 2014 ; Azzouz, 2017).0n distingue dans le sang deux parties
essentielles:

- La phase liquide (plasma) :la phase liquide du sang, le plasma, représente 55% du
volume sanguin, est composée d'eau (90%) et de substances solubles ; protéines
(albumine, globulines), glucides, lipides et sels minéraux. Sorti du systéme vasculaire
ou sous l'effet de certains stimuli, le plasma coagule; I'une de ses protéines, le
fibrinogéne, soluble, se transforme en une molécule insoluble, la fibrine. Ce qui reste
liquide aprés coagulation du plasma est le sérum. Le plasma garantit la pression
oncotique par le biais des protéines (I'albumine en particulier), assurant ainsi e maintien
du plasma dans le systéme vasculaire. Différentes protéines du plasma participent a
I’hémostase, a la défense de [I’organisme visavis des agents infectieux
(immunoglobulines) ainsi qu’au transport de diverses molécules (Chesnel, 2013).

- Les ééments figurés (cellules) : le sang contient des cellules anucléées, les hématies
(égdement nommées globules rouges ou érythrocytes), des cedlules nucléées, les
leucocytes (ou globules blancs: Polynucléaires Neutrophiles (PNN), Polynucléaires
Eosinophiles (PNE0), Polynucléaires Basophiles (PNB), Monocytes (Mono) et les
lymphocytes) et des fragments de cytoplasme, les plaguettes(ou thrombocytes). Leur
origine est médullaire, provenant toutes d'une méme Cellule Souche Hématopoiétique
(CSH) pluripotente, aprés intervention directe ou indirecte de facteurs de croissance
hématopoiétiques agissant sur la différenciation et la maturation de lignées cellulaires
meédullaires, avec passage dans le sang d'é éments ayant fini leurs maturations (Chesnel,
2013).



Chapitrel Sang, moelle et hématopoiése

[I- Lamoedleosseuse:

La moelle osseuse est un tissu vivant, spécialise, également d’origine
mésenchymateuse, a consistance “onctueuse”, situé au centre des os, responsable de la
production des différents types de cellules sanguines. Ce tissu, anatomiquement diffus, sétend
al'intérieur des espaces médullaires des os du squel ette, séparé du tissu osseux proprement dit
par une couche mésenchymateuse particuliere, I'endoste. Dans cette couche, ostéoclastes et
ostéoblastes assurent un remaniement perpétuel du tissu osseux. La moelle osseuse est
composée d’un tissu hématogene (hématopoiétique ou moelle rouge) et d’un tissu adipeux

(graisseux ou moelle jaune) (Nicolas et al., 2013).

- La moelle rouge: véritable construction hématogéne composée de différentes
structures en disposition concentrique, composée de I’extérieur vers I’intérieur d’un
cadre osseux (ostéocytes, ostéoblastes et ostéoclastes), d’un compartiment vasculaire,
d’un microenvironnement ou trame conjonctivo-vasculaire et enfin d’un parenchyme
hématopoiétique. La moelle osseuse hématopoiétique assure plusieurs fonctions :
hématogene (production des cellules du sang), immunologique (organe lymphoide
primaire, lieu de différenciation et de maturation des lymphocytes B) et ostéogene
(formation, croissance et remodel age du tissu 0sseux).

- La moelle jaune: tissu adipeux, elle provient de la transformation de la moelle rouge
dont la croissance est acheveée. Elle est formeée de grosses cellules adipeuses (96%), sa
principale fonction est celle d’une réserve de lipides.

- Lamoellegrise: c’est un tissu fibreux qui se trouve chez les personnes agées. En effet,
les tissus hématopoiétiques et adipeux peuvent se transformer secondairement en un

tissu conjonctif de type fibreux (Michel, 2005).

La moelle va étre localisée différemment, suivant qu’on parle du feetus, d’un nouveau-né,
d’un jeune ou d’un adulte : chez le feetus, elle est située a I’intérieur de toutes les cavites
osseuses. Chez I’adulte, on la trouve dans les logettes de I’0s spongieux de certaines
épiphyses, dans les vertebres, les cotes, les os plats (sternum, os iliaque) et le crane.
Un baancement existe entre la moelle hématogene et la moelle adipeuse. L'involution
médullaire, se produit avec I’age, et se traduit par une réduction progressive de la moelle
rouge hématogene, remplacee par la moelle jaune adipeuse. La moelle grise s’installe

progressivement au-dela de 60 ans (Michel, 2005 ; Nicolas et al., 2013).



Chapitrel Sang, moelle et hématopoiése

II1- Hématopoiese:
3-1- Définition :

L’hématopoiese est un ensemble de meécanismes assurant la production continue et
régulée des cellules sanguines matures, spécialisées, ayant une durée de vie limitée (1 a 3j
pour les PNN, 7 a 10j pour les plagquettes, 120j pour les hématies et quelques mois pour les
monocytes et les lymphocytes) et incapables de se renouveler. Ce processus a lieu des
I’embryogenése et se poursuit durant toute la vie adulte d’un organisme. La production de
cellules sanguines est quantitativement trés importante ; chaque jour sont renouvelés 1% des
hématies, 10% des plagquettes et presque la totalité des granulocytes. L'hématopoiese
s’effectue a partir de cellules souches indifférenciées (CSH), dont certaines d'entre elles vont
se différencier pour générer les diverses lignées (Binet et al.,, 2011; Imrani,
2013).L’hématopoiese s’effectue en différents endroits, en fonction de I’age :

- La phase primordiale : I’hématopoiése “primitive” débute dés la troisiéme semaine du
développement embryonnaire dans la paroi du lecithocéle secondaire, dans le sac
vitellin puis dans la région Aorte-Gonade-Mésonéphros. A ce stade embryonnaire,
cette hématopoiéese a pour but la formation des globules rouge nucléés (érythrobl astes).
Phase hépato-spléno-thymique: cette phase débute dés le deuxiéme mois
du développement embryonnaire. En effet, les CSH vont coloniser le foie fcetal, le
thymus, la rate et enfin la moelle osseuse ou elles s’installent de maniere définitive, et
gui vont se mettre a produire des érythrocytes, des granulocytes et des lymphocytes.

- Phase médullo-lymphatique: débute entre le deuxiéme et le troisiéme mois de
grossesse et se poursuit ainsi toute la vie. Apres la naissance, I'hématopoiese se déroule,
dans la moelle des os, et en particulier, chez I'adulte, dans I'os sternal, les os iliaques et
latéte du fémur (Azzouz, 2017).

3-2- Les compartiments de I’hématopoiése :

La cascade hématopoiétique comprend quatre compartiments représentant des stades de
différenciations séquentiels, mais qui senchainent de facon discréte. Ces différents types de
précurseurs possedent chacun des caractéristiques d'auto-renouvél ement, de prolifération et de
différenciation distincte. Ce processus comprend |’auto-renouvélement des cellules souches,
I’engagement de ces cellules, progressivement dans des lignées spécifique et la différenciation
et maturation des progeéniteurs engagés en cellules sanguines fonctionnelles (Binet et al.,
2011 ; Azzouz, 2017).
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Cellules souches hématopoiétiques : les cellules souches totipotentes sont localisées
dans la moelle osseuse, possedent trois propriétés fondamentales : une capacité de
reconstitution de I’hématopoiese myéloide et lymphoide chez la souris, une capacité
d’auto-renouvelement permettant le maintien et I’amplification de la population des
CSH ainsi qu’une pluripotence ou potentiel de différenciation multi-lignage permettant
la génération continue des cellules matures du sang. Les CSH générent le Progéniteur
Multi-Potent (PMP) qui se différencie en progéniteurs érythro-myéloides (CFU-
GEMM) ou en progeéniteurs lymphoides (CFU-L).

Les progéniteurs: ce compartiment comprend des cellules immatures multipotentes
et possedent une grande capacité de prolifération, ainsi que des progéniteurs matures qui
ont un potentiel de prolifération et de différenciation plus restreint. Les progéniteurs
perdent progressivement leur capacité d’auto-renouvelement au fur et a mesure de leur
avancement dans la différenciation.

Les précurseurs: premieres cellules morphologiquement identifiables de chague
lignée. Ce ne sont plus des cellules souches car elles ont perdus toute capacité d’auto-
renouvelement. Le but des précurseurs est la multiplication et la maturation cellulaire.
Les progéniteurs expriment a leur surface la sialomucine CD34 et représentent environ
1% des cellules mononuclées médullaires. L'absence d'expression de CD38 caractérise
lafraction des progéniteurs les plus immatures (cellules CD34+ CD38-).

Les cellules matures: cellules terminales, matures et fonctionnelles qui vont passer
dansle sang (Binet et al., 2011) (figure 01).
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Figure 01 : organisation des compartiments de I’hématopoiése (L acombe, 2005).
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3-3- Régulation de I’hématopoiése :

L’hématopoiese est trés finement régulée afin que chaque élément figuré du sang soit

produit en quantité et en temps voulus. Cette régulation de I’hématopoiése est complexe et

dépend essentiellement de facteurs de croissance et de I’existence d’un microenvironnement

meédullaire composé de matrice extracellulaire et de cellules stromales : fibroblastes, cellules

endothéliales et adipocytes. Schématiquement, trois ééments jouent un réle important pour

obtenir une hématopoiéese correcte et controlée :

L e microenvironnement médullaire : le microenvironnement médullaire participe a
I'organisation générale de la moelle. 1l donne aux cellules souches les conditions
anatomiques et intercellulaires satisfaisantes pour assurer |'hématopoiese
I’interaction stroma-cellule souche. Il permet des contacts intercellulaires et |a sécrétion
de facteurs de croissance locaux.

Des vitamines et oligoédléments sont indispensables a |"hématopoiese : certains
agissent sur I’ensemble des lignées cellulaires. C’est le cas de la vitamine B12
et de l'acide folique (B9) qui sont nécessaires a la synthése de I'ADN et donc a la
division cdlulaire. D'autres sont nécessaires a la fabrication de protéines spécifiques de
lignées. C'est le cas du fer, indispensable a I|'érythropoiese pour la synthese de
I'hémoglobine.

Les facteurs de croissance hématopoiétiques : plusieurs facteurs de croissance sont
impliqués dans la régulation de I’hématopoiese, en agissant principalement au niveau
des progéniteurs primitifs, comme I’IL1 (InterLeukine 1), I’IL6 (InterLeukine 6) et le
SCF (Stem Cell Factor). D’autres sont plutdt spécifiques a une lignée, en agissant sur
des progéniteurs plus tardifs, comme I’EPO (ErythroPQiétine), le M-CSF (Myé oide-
Colony Stimulating Factor) et le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor).
Cette régulation spécifique est importante étant donné la différence de durée de vie et la
diversité de fonctions des cellules sanguines. Le rble de ces cytokines et de
I’environnement de la cellule dans son engagement de différenciation n’est pas encore
bien éucidé. Ces signaux pourraient étre déterminants dans I’engagement en
différenciation de la cellule ou autoriseraient uniquement la survie, la prolifération et la
différenciation de la cellule, en offrant un environnement permissif et sélectif, n’ayant
pas ainsi de responsabilité dans le destin de la cellule. Cette décision est probablement

dictée par des facteurs de transcription (Zunic, 2016). (figure 02).
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Figure 02 : les facteurs de croissance hématopoiétiques (Ferrant et al., 2004).
3-4- Hémopathies malignes:

Pathologies tumorales issues de la transformation maligne dune celule
hématopoiétique médullaire (immature) ou périphéique (mature), ce désordre résulte
d’un ou plusieurs événements mutationnels qui apparaissent au sein des précurseurs des
différentes lignes hématopoiétiques et modifient les caractéristiques de leur prolifération et de
leur survie, et en méme temps qu’ils s’altéerent les voies normales de leur différenciation ;
I'ensemble des mécanismes responsables de la transformation d'une cellule normale en cellule
leucémiques définissent la leucémogenese (Merlin, 2004).La classification OMS
(Organisation Mondia de la Santé) publiée en 2008 repose essentiellement sur la cytologie, la
cytochimie et la cytogénétique, et, en fonction de leur ligne (lymphoide ou myéloide) et de la
nature (mature ou immature) du clone tumoral (Chesnel, 2013 ; Norbert et al., 2014). Cette
classification dérive directement de la classification Franco-Américano Britannique (FAB) de
1982 et utilisée jusqu'en 2001, date de publication de la précédente classification OMS des
hémopathies malignes. Cette derniére reconnait quatre groupes d'’hémopathies myéloides :
syndrome myéoprolifératifs (leucémie myéoide chronique, leucémie éosinophiles,
polyglobulie de vaquez, splénomégalie myéoide, thrombocytémie essentiel ains que le
syndrome myéoprolifératif inclassable), Syndrome myéoprolifératif/ myéodysplasique
(leucémiemyé o-monocytaire), syndrome myélodysplasique, leucémie aigué myéloide
(Messaoudi, 2016).



CHAPITRE 11
MYELOIDE CHRONIQUE




Chapitrell L a leucémie myéloide chronique

- Historique:

En deux siécles, les avancées de la médecine et de la recherche médicale ont permis de

comprendre les mécanismes physiopathologiques de la leucémie myéoide chronique
(Bergerat, 1996).D’abord en 1845, ou John Bennett et Rudolf Virchow firent chacun la
description de patients présentant une splénomegalie associée a une hyperleucocytose sévere,
Virchowutilisa, pour la premiére fois, le terme de leucémie pour qualifier cette anomalie du
rapport entre globules rouges et blancs, qui donnait au sang de ses patients une teinte
blanchétre (Kampen, 2012).En 1870, Neumann affirme que les cellules responsables de cette
pathologie sont issues de lamoelle osseuse (Demouliane et al., 2014).
La premiere classification des leucémies myéloides et lymphoides voit le jour en 1851 gréce a
Erlich. Ce n’est qu’en 1951 que le concept de Syndrome Myélo-Prolifératif ou SMP est
développé pour la premiere fois par Dameshek incluant laLMC, la polyglobulie de Vaguez, la
thrombocytémie essentielle et la myélofibrose primitive (Goldman et al., 2015).Par |a suite,
cette hémopathie maligne est ainsi devenue un modeéle essentiel de cancérogenese dans lequel
une lésion moléculaire unique, a I’origine de la prolifération cellulaire, a été identifiée.
L’anomalie chromosomique correspondante, appelée «chromosome Philadelphie », fut
d’abord mise en évidence par Nowell et Hungerford en 1960. Cette translocation réciproque
1(9;22)(g34;911) retrouvée dans les cellules leucémiques de patients atteints de LMC, fut
caractérisée par Rowley en 1974 comme étant la premiére anomalie cytogénétique acquise et
caractéristique d’un processus tumoral (Bergerat,1996).Avec I’avénement des techniques
moléculaires, le proto-oncogéne ABL(Abelson) présent au niveau de la cassure sur le
chromosome 9 est identifié en 1982 par De Klein. La zone de cassure sur le chromosome 22
est, quant a elle, identifiée en 1984 comme faisant partie du gene BCR. L’ARN messager
chimérique, appelé aussi transcrit de fusion BCR-ABL, issu du chromosome Philadelphie est
mis en évidence peu de temps apres. L'ARN chimérique est exprimeé en une protéine de fusion
BCR-ABL, qui possede un rdle oncogénique, avec une activité tyrosine kinase plus
importante que celle de la protéine Abl normale. Les premiers essais cliniques utilisant un
inhibiteur de tyrosine kinase dans le traitement de la LMC en phase chronique ont été réalisés
des 1996, par I’equipe de Druker. En 1998, les laboratoires Novartis ont commercialisé un
meédicament anti tyrosine kinase qui va agir précisément au niveau de la protéine abl. Ce
médicament est I'imatinib (Glivec®) qui révolutionné le traitement de la LMC (Goldman et
al., 2015).
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[1- Définition :

La leucémie myéloide chronique, aussi appelée leucémie meésoblastique chronique
ou granulocytaire chronique, est une hémopathie maligne appartenant au groupe
des Syndromes Myéloprolifératifs Chroniques, caractérisée par une prolifération médullaire,
monoclonale, prédominante sur la lignée granuleuse. La population cellulaire pathologique en
cause porte une anomalie chromosomique dans 95% des cas, qui est le chromosome
Philadelphie, et qui entraine la mise en contact d’un site oncogénique (abl) situé sur le
chromosome 9 et d’une région particuliere du chromosome 22 (bcr).La plupart des patients
(85 a 90%) I’arborent durant la phase chronique. La LMC évolue vers des phases accél érées
et blastiques. Cette pathologie acquise est liée a une transformation néoplasique des CSH
réaisant une prolifération clonale dont I'expression hématologique caractérisée par une
surproduction de cellule de la série myéoide ce qui entraine une splénomégalie et une
leucocytose marquée. Une basophilie et une thrombocytémie sont fréquents. Cette hyperplasie
myéloide étant en rapport avec une anomalie de régulation (Tefferi et al., 2011 ; Morere et
al., 2014).Ce phénomeéne va s‘accompagner d’un envahissement du sang et de la rate par des
cellules médullaires se traduisant par une métaplasie myéloide splénique responsable de la
splénomégalie. L envahissement du sang par ces cellules médullaires définie la myéémie. Il
existe une hyperviscosité sanguine en rapport avec I’hyper leucocytose mais également avec
la thrombocytose pouvant entrainer des accidents thrombotiques. L’existence d’une
thrombopathie acquise par anomalie de répartition des glycoprotéines a laquelle s’associe un
trouble de la synthese de la thromboxane A2 et une réduction des granules denses et alpha,
peut entrainer un risque hémorragique malgre I’hyperplaquettose. On note également une
anomalie fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles : il s’agit d’un trouble de la
bactéricidie. La LMC est une hémopathie maligne évoluant en trois phases: la phase
myélocytaire chronique facilement contrélable par les chimiothérapies classiques
(hydroxyurée ou busulfan), succéde généralement une phase dite d’accélération précédant
plus ou moins rapidement la transformation aigue quasi inéluctable, mortelle en 3 & 6 mois.
La survie dans la LMC correspond donc approximativement a la phase chronique : elle peut
étre particulierement courte lorsque la maladie est diagnostiquée d’emblée a la phase de
transformation aigue, ou tres longue, plus de 20 ans parfois. La médiane de survie est proche
de 3,5 ans en général. Les travaux préliminaires de certains auteurs ont permis, au plan
épidémiologique de classer la LMC comme étant la plus fréguente des leucémies aprés les
leucémies aigues (Tefferi et al., 2011 ; Moréreet al., 2014).
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Chapitrelll Aspects cliniques et biologiquesdelaLMC

- Epidémiologie:

La LMC est une maladie rare avec une distribution mondiale sans prédilection ethnique
ni géographique. L’ensemble des leucémies dans le monde représente 2,8% de tous les
nouveaux cas de cancer et 222 000 décés chagque année (Herlet, 2010).Aux Etats-Unis, son
incidence annuelle est de 1,4 pour 100 000 habitants. Elle vient en 3*™ position aprés les
leucemies aigues, dont I’incidence annuelle est de 4,6et les leucémies lymphoides chroniques
de 2,4. Son incidence annuelle est voisine des statistiques européennes qui rapportent 1cas
pour 100 000 habitants. En France, cette hémopathie maligne a une incidence de pres d’une
personne sur 100 000 habitants en et n’a pas évolué depuis les cinquante dernieres années. En
Afrique, les travaux rapportés classent la LMC parmi les hémopathies malignes les plus
fréquentes ; elle vient en 2°™ position aprés les leucémies aigues (Ouchenane, 2017).

La LMC est une maladie de I’adulte jeune, entre 20 et 50 ans, I’age médian au diagnostic
étant de 30 & 55 ans ; avec un pic de fréquence entre 50 et 60 ans, mais on peut la rencontrer a
tout &ge y compris aux deux extrémes de la vie, ou €elle est cependant plus rare. Bien que
I’incidence de la LMC augmente de fagon continue avec I’age, toutes les tranches d’ages
peuvent étre touchées, mais reste néanmoins assez rare, voire exceptionnelle, chez les enfants
et les adolescents (Crelil et al., 2010).

La LMC atteint les deux sexes ; on note une prédominance masculine avant 30 ans avec un
sex-ratio de 2, selon les statistiques Européennes. Cependant, ce taux rapporté dans plusieurs
études de par le monde varie entre 1,4 et 2,2. Cette prédominance masculine existe aussi bien
avant qu’apres 30 ans selon la plupart des séries africaines. On note également une
surmortalité supérieure pour les hommes durant les quatre premiéres années puis I’évolution
devient similaire pour les deux sexes. La survie relative a 5 ans est de 43,9%. Elle serait
passée a 80% en 2008 selon la société américaine d’hématologie, depuis I’introduction des
nouveaux traitements. Néeanmoins, en I’absence de greffe de moelle osseuse, la surmortalité
annuelle reste élevée a distance du diagnostic en relation avec latransformation delaLMC en
leucémie aigué (Edjeme, 2008).

Il est a noter, concernant cette hémopathie, qu’il n’existe pas de spécificité géographique
prouvée a ce jour. Auss, il semble y avoir peu de spécificité ethnigue méme s la race

caucas enne apparait |égérement plus touchée que la race afro-américaine (M atason, 2006).
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En Algérie, les hémopathies malignes représentent actuellement environ 10% de la
pathologie cancéreuse. L’évaluation de leur fréquence, réalisée sur trois années (2011, 2012 et
2013) dans 13 services d’hématologie adulte sur 16 que compte le territoire, montre que les
lymphomes non Hodgkiniens occupent la premiere place et représentent 24%, suivis par la
maladie de Hodgkin et les leucémies aigués (18% chacun), puis le myélome multiple (15,5%),
la leucémie lymphoide chronique (8,5%) et la LMC (7%). Les autres SMPC et Syndromes
Myéo-Dysplasiques (SMD) sont respectivement a 5 et 4,5% (Hamladji, 2014). L'incidence
delaLMC en Algérie est assez faible mais croissante. Une éude épidémiologique, faite entre
1994 et 2004 a montré une incidence en progression puisquelle passe de 0,19 en 1994
a0,4/100 000 habitants en 2004.La répartition des nouveaux cas de LMC par année passe de
53cas en 1994a 130 en2004, avec une moyenne de 88 nouveaux cas par année. Cette éude a
aussi démontré une |égere prédominance masculine avec un sex-ratio del,12. L'age moyen au
diagnostic était de 44 ans (Djouadi-Lahlou, 2009). Selon la Sociéte Algérienne
d’Hématologie (SAH), on compte en Algérie chague année 250 nouveaux cas (SAH, 2018).

2-  Etiologie:

Les hémopathies malignes regroupent un ensemble hétérogene de pathologies
cancéreuses des cellules sanguines et de leurs précurseurs. Les facteurs de risque bien établis
accréditent I’idée d’une hétérogénéité étiologique sous-jacente a cette diversité. Ceci n’exclut
pas que plusieurs hémopathies puissent partager des facteurs de risque, notamment
environnementaux. L’étiologie de la LMC semble inconnue. Néanmoins, il ne parait pas y
avoir de prédispositions génétiques. L’exposition aux radiations ionisantes est le seul facteur
de risque confirmé par différentes études. Aujourd’hui, en France, la LMC est inscrite au
tableau des maladies professionnelles provoquées par les rayonnements ionisants.
L’exposition au benzéne pourrait également faire partie des facteurs de risques mais cette
étiologie est actuellement discutée dans ce contexte. Les autres agents pétrochimiques ne
semblent pas avoir delien avec laLMC (AFSSET-INSERM, 2008).

2-1- Facteursgeénétiques:

Des agrégations familiales ont été décrites pour les différents types d’hémopathies
malignes, et en particulier dans les LLC et les lymphomes. Les agrégations regroupent
souvent plusieurs types d’hémopathies lymphoides (AFSSET-INSERM,2008).A notre

connaissance, aucune étude génétique, n’a rapporté de tels agrégats de LMC.
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La transformation maligne d’une CSH résulte de I’accumulation de plusieurs altérations
geniques. Cette accumulation est favorisée par une instabilité génétique qui se majore a I’age.
Ainsi, I’augmentation de I’incidence des leucémies en général est proportionnelle avec I’age.
Ce phénomene de vieillissement des cellules souches est marqué par I’érosion télomérique
des chromosomes qui les protegent normalement d’accidents de la réplication (Kantarjiant et
al., 2006 ; Goldman et al., 2015). Des facteurs génétiques constitutionnels associés peuvent
favoriser ce phénomene d’instabilite génétique et/ou affaiblir celui de la réparation des
modifications accidentelles ou induites de I’ADN. Ces maladies associées a une instabilité
chromosomique sont : la trisomie 21, le syndrome de Turner ainsi que le syndrome de
Klinefelter ; tous avec des anomalies chromosomiques constitutionnelles. Il y’a également les
aplasies médullaires ou cytopénies isolées (anémie de Fanconi, érythroblastopénie de
Blackfan-Diamond, agranulocytose constitutionnelle ou agranulocytose de Kostmann,
syndrome de Shwachman-Diamond ou insuffisance pancréatique avec dysmyélopoiese), les
syndromes de cassures chromosomiques (syndrome de Bloom, ataxie télangiectasie et
Xéroderma Pigmentosum) ainsi que la neurofibromatose de type | (Ber gerat, 2003).

2-2- Facteur environnementaux :

De fagon tres simplifiée, les facteurs de risque environnementaux avérés a I’heure
actuelle opposent les hémopathies myé oides et lymphoides. Les expositions au benzene, aux
radiations ionisantes a forte dose et aux chimiothérapies anticancéreuses sont des facteurs de
risque bien établis et particuliérement bien décrits dans les Leucémies Aigués Myéoides
(LAM) tandis que les déficits immunitaires congénitaux ou acquis (sida,
immunosuppresseurs) et les infections virales (EBV, HTLV1) ou bactériennes (Helicobacter
pylori) favorisent le risque d’hémopathie maligne lymphoide (AFSSET-INSERM, 2008).
Enfin, des facteurs de susceptibilité individuelle, dans la mesure ou ils modulent |a réponse de
I’organisme aux agressions extérieures infectieuses, chimiques ou physiques, concourent
vraisemblablement aux variations des risques environnementaux dans la population. 1ls sont
encore tres peu explorés (AFSSET-INSERM, 2008).

a- Radiationsionisantes:

La leucémie a éte le premier cancer a étre associé a I’exposition externe aux radiations
ionisantes dans la cohorte des survivants du bombardement atomique d’Hiroshima et
Nagasaki au Japon (AFSSET-INSERM, 2008).
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De nombreuses autres études ont par la suite confirmé une augmentation du risque de
leucémie avec I’exposition aux rayonnements ionisants, pour I’ensemble des leucémies a
I’exclusion des leucémies lymphoides chroniques et les leucémies de type T de I’adulte. Ces
résultats ont éé confortés par de nombreuses autres études, en particulier au sein de
populations ayant été exposées pour des raisons medicales. Plusieurs éudes confirment
I’existence d’une relation dose effet pour les leucémies hors LLC associée a une exposition
étalée dans le temps (Snyder et al., 1997 ; Savitz et al., 1997 ; AFSSET-INSERM, 2008).

b- Benzéne:

Le benzéne a é&é trés largement utilise comme éément de base de nombreuses
syntheses chimiques, comme diluant des encres, des peintures et des colles ou encore comme
dégraissant. Les secteurs de I’industrie de la chaussure, de I’industrie chimique, de I’industrie
du caoutchouc et de I’imprimerie ont donné lieu a de tres fortes expositions. L essence utilisée
comme carburant contient 1 a 5% de benzéne et est aujourd’hui & I’origine d’expositions
nettement plus faibles mais trés fréquentes en population générale. La responsabilité du
benzene dans les leucémies a été clairement établie sur des arguments expérimentaux et
épidémiologiques. En France, les leucémies et les syndromes myéloprolifératifs survenant
dans le cadre d’une exposition professionnelle au benzéne peuvent étre pris en charge comme
maladie professionnelle. Le rdle des solvants organiques autres que le benzene dans les
hémopathies malignes a éé largement étudié, mais la littérature reste discordante
(Peter et al., 2001, AFSSET-INSERM, 2008).
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[11-  Aspect cliniquedesLMC :

Les signes menant a la découverte d’une leucémie sont peu caractéristiques. Elle est,
dans 40% des cas, découverte fortuitement a I’occasion d’un examen hématologique
de routine. De maniére plus rare, la LMC est diagnostiquée lors de la découverte
de complications telles que la thrombose veineuse, la crise de goutte, I’infarctus splénique
ou encore des troubles visuels ou une insuffisance respiratoire par leucostase (Treuil,
2008).Les manifestations cliniques et biologiques de la LMC varient avec les trois phases
successives de lamaladie et correspondent a une symptomatologie relativement bien définie:

3-1- Laphasechronique:

Peu symptomatique, cette premiere phase d’installation progressive et insidieuse et dure

en moyenne 3 a 5 ans. Elle répond tres bien aux thérapeutiques peu ou pas intensives.
Elle reste sous le contrble de celles-ci. De nombreux patients sont asymptomatiques
ou peu symptomatiques a ce stade. Néanmoins, trois grands syndromes peuvent se rencontrer
. une altération de I’état de général, liée a I’hyper-métabolisme, associant une fiévre,
une paleur et une asthénie pouvant aller jusqu’a la léthargie. On note qu’une importante
fatigue croissante représente I’'un des symptomes les plus fréquents. On peut égaement
rencontrer une perte plus ou moins importante de poids. Un syndrome tumoral, largement
caractérisé par une splénomégalie (augmentation du volume de larate), est retrouvé chez 50%
a 70% des patients. La splénomégalie entraine une sensation de lourdeur dans I’hypochondre
gauche, une sensation de satiété plus rapide pouvant expliquer en partie la perte de poids, une
légere hyperacidité gastrique, voire des douleurs abdominales: c’est le signe clinique
prédominant a I’examen. La taille de la rate est un élément important du pronostic, la
longueur de la rate au-dela de la marge costale sur la ligne mamelonnaire doit é&re mesurée
précisément (Tulliez, 2007).
Le syndrome tumoral hématopoiétique est composé dans sa globalité d’adénopathies
(hypertrophie des ganglions lymphatiques), de douleurs osseuses, de splénomégaie ou
d’hépato-splénomégalie. A part ces deux derniers symptomes, les autres ne sont pas encore
présents au stade chronique de la LMC. Les signes d’une leucostase, une hyperviscosité ou
des symptomes dus a une hyper-uricémie (stupeur, priapisme, acouphénes, confusion mentale
due a I’hypoxie cérébrale, accident vasculaire cérébral, crise de goutte) font partie des rares
complications (L eguay et al., 2005 ; Tulliez, 2007).
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3-2- La phase d’accélération :

Elle est caractérise par une résistance progressive au traitement et précede la survenue
de la transformation aigué. Sa durée est de 12 a 18 mois en moyenne (Leleu et al., 2010).
Les signes | es plus caractéristiques de cette phase sont :

- L’augmentation du volume splénique et lafiévre,

- L’évolution cytogénétique clonale caractérisée par une augmentation du nombre de
chromosome Philadelphie dans I’organisme, ce qui est I’élément clef de cette phase.

- Le caryotype peut montrer des anomalies surgjoutées, telles que des trisomies

des chromosomes 8 ou 19 ou des doubles chromosomes Philadel phie.

Dans cette phase, il y a une progression d’une phase d’hyperproduction d’éléments
hématologiques matures vers une phase de production rapide d’éléments immatures par arrét
de la différenciation. Chez certains patients, la phase d’accelération est quasi inexistante
et peut ne pas étre détectée. Seulement deux-tiers des malades présenteront une phase
d’accélération. La phase d’accélération peut étre quasi inexistante (environ 20% des cas), la

phase d’acutisation étant alors « explosive » (Sebahoun, 2015).

3-3- Laphaseblastique:

Et enfin, la phase blastique, aussi appel ée crise blastique, ou phase de transformation en

leucémie aigué secondaire, résistante ou réfractaire au traitement, conduisant au décés du
patient. Cette phase d’acutisation survient dans un délai médian de 4 ans. La phase blastique
est une phase terminale de la maladie dont I’espérance moyenne de vie est de 3 a 6 mois avec
une augmentation de la résistance au traitement et avec un tableau clinique semblable a celui
de la leucémie aigué. Suivant I’expression des marqueurs cellulaires de surface, on distingue
les types suivants : crise blastique lymphoide (20 a 30%), crise blastique myéloide (60 a 70%)
ou de formes mixtes (10%) (L eleu et al., 2010).
En I’absence de traitement ou en cas d’échappement ou d’inefficacité du traitement, tous les
patients atteignent cette phase de pronostic trés sombre puisqu’elle méne au décés du patient.
C’est dans cette phase que I’on observe le plus de résistance aux traitements. Cette phase se
définit par la présence de plus de 20% de blastes médullaires ou plus de 30% de blastes et
promyél ocytes sanguins ou médullaires (Sebahoun, 2015).
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Les signes cliniques qui caractérisent cette phase sont: I’altération de I’état général,
splénomégalie, anémie, thrombopénie, fibrose médullaire, fiévre, hépatomégalie,
adénopathies et douleurs osseuses. Comme toute leucémie aigué, €ele peut ére
accompagneée d’un syndrome tumoral, de signes d’insuffisance médullaire, d’une atteinte

meéningeée, ou des chloromes des tissus mous(L eleu et al., 2010).

V- Aspect biologiquedesLMC :
4-1- Hémogramme:

L’hémogramme est I’examen biologique clef qui permet, a lui seul, d’évoquer le
diagnostic de la LMC. Une hyperleucocytose, une anémie et une thrombocytose, sont les
anomalies sanguines les plus souvent rencontrées.

- L’hyperleucocytose est franche, comprise entre 20 x 10° et 500 x 10°leucocytes/L. Elle
est en moyenne de 120 x 10° leucocytes/L, majoritairement composée de
polynucléaires neutrophiles (30% a 40%), une €osinophilie plus discréte (5% a 10%) et
une basophilie plus marquée (3% a 10%) (Baunin, 2013).

- La myélémie (c’est-a-dire le passage dans le sang de cellules myéoides a tous les
stades de différenciation) est constante, sans hiatus de différenciation représente 10 et
50% des éléments (L eleu et al., 2010), constituée de métamyél ocytes, de myélocytes et
guel ques promyélocytes et plus rarement de myéloblastes (Annexe ).

- L’anémie (normocytaire et normochrome) est peu courante et modéreée.

- La thrombocytose est habituelle, et souvent supérieure & 500 000/mm?°. Parfois trés
elevée, dle est rarement responsable d’incidents thrombotiques par thrombopathie
associée (EImouhdi, 2015).

4-2- Myélogramme:

Il affirme le diagnostic en montrant une moelle extrémement riche, faite essentiellement
de cellules granuleuses qui sont des myéocytes, des métamyélocytes, et des polynucléaires,
avec tous les stades de la maturation représentés, et une blastose médullaire inférieure a 10%
en phase chronique (Annexe I). On peut trouver, comme dans le sang, une basophilie,
voire une éosinophilie. Les mégacaryocytes sont souvent en nombre augmenté et de petite
taille. Cet examen est indispensable, permet cependant de confirmer la phase de lamaladie et
de rédliser le caryotype initial. La ponction est réalisée au niveau du sternum, ou de 1’0s
iliague, sous anesthésie locale a I’aide d’un trocart de Mallarmé (Elmouhdi, 2015).
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4-3- Biopsie Ostéo-Médullaire (BOM) :

Examen non indispensable au diagnostic, elle est habituellement réservée aux sujets
jeunes susceptibles de bénéficier d’une allogreffe, permet d’évaluer le pronostic et de faire
une étude histo-cytol ogique (architecture de lamoelle). Il en ressort une moelle tres riche avec
disparition des adipocytes et absence de fibrose (Leleu et al., 2010).

V- Pronostic:

Les patients atteints de LMC ont une moyenne de survie environ 5 ans et méme plus
depuis I’avenement des inhibiteurs de tyrosine kinase qui ont amélioré le pronostic, et on
constate des variations concernant la durée des différentes phases de la LMC et également la
différenciation de I’évolution de la maladie entre les individus. Le pronostic est utilisé avant
la mise en route d’un traitement afin de choisir la thérapeutique la mieux adaptée au patient et
pour comprendre comment un individu réagira avec le traitement. 1l est basé sur plusieurs

scores (Borieset al., 2003 ; Leleu et al., 2010).Parmi les scores les plus utilisés on peut citer :

- Lescorede Sokal :ce score a été défini a partir de résultats cliniques réunis en 1984 par
Sokal. Comme un index de risque relatif, il est toujours utilisé comme reflet de la masse
tumorale et du potentiel évolutif de lamaladie. Il doit étre effectué au diagnostic et avant
tout traitement. Les parametres biologiques et cliniques pris en compte sont : I’age
(exprimé en année), la talle de la rate(en centimetres du rebord costal), le taux de
plaquettes (en G/L) et les pourcentages des blastes (Savitz et al., 1997).11 est calculé

sdon laformule:

Score de Sokal ={0,0116 (age - 43,4) + 0,0345 (rate - 7,51) + 0,188 [(plaquettes/700)2 - 0,563]
+0,0887 (blastes - 2,1)}

Le score de Sokal des patient de moins de 45 ans est |égérement modifié, cette modification

tient en compte I’hématocrite et du sexe du patient :

Scorede Sokal = (0,0255x (rate-8,14)) + 0,0324 x (blastes-2,22) + 0,1025x [(plaquettes/700)
2-0,0627)] — 0,0173 x (hématocrite - 34,2) x (sexe-1,40)

Les patients sont classés en fonction de ce score en faible risgue, risque intermédiaire et
risque élevé (tableau I).
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Tableaul : score pronostic de Sokal (EI Mouhdi, 2015).

Risque Indicecalculée | Surviemédiane
Faiblerisque Inférieure a0,8 60 mois
Risqueintermédiaire Entre0,8 et 1,2 44 mois
Haut risque Supérieurea 1,2 32 mois

- Le Score Hasford : le score de Sokal n’était pas suffisamment adapté au traitement par
I’interféron. Hasford et al ont donc proposé un nouvel indice (Indice de Hasford ou
Euro-score) permettant de distinguer mieux les patients traités par les (INF)-a en terme
de survie(L edoux et al., 2013).Cet indice est calculé a partir de: I’age, latalle de la
rate, le pourcentage de blastes circulants, |e pourcentage d’éosinophiles circulants, la
basophilie (0 si basophilie < 3% et 1 dans les autres cas) ainsi que le taux de plaguettes
(0 si taux de plaquettes < 1 500 x107/L et 1 dans |es autres cas).Le score de Hasford est

caculésdonlaformule:

Indice de Hasford = [(0,6666 age) + (0,0420 rate) + (0,0584 blastes) + (0,0413 eosinophiles)
+ (0,2039 basophiles) + (1,0956 plaquettes)] x 1 000.

Il permet de séparer, a nouveau, les malades en trois groupes stati stiquement différents en ce
qui concerne lasurvie globale (tableau I1).
Tableau Il : score pronostic de Hasford (EI Mouhdi, 2015).

Risque Indice calculé Survie médiane
Faiblerisque inférieur a 780 98 mois
Risque intermédiaire | entre 780 et 1 480 65 mois
Haut risque supérieur a1 480 42 mois
- Le score de Gratwohl : il est utilisé en cas d’allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques, lorsqu’un donneur est identifié, permet d’estimer la survie a 5 ans des
patients, et d’évaluer le risque de complications graves et de prédire le taux de mortalité
liéalagreffe (Morére et al., 2011).11 dépend de I’age, du stade de la LMC, I’intervalle
entre la greffe et le diagnostic, le sexe du receveur, le type de donneur. Sept cotes ont
été aing établies de 0 a 6, sachant que O représente le pronostic le plus favorable
(Borieset al., 2003) (tableau I11).
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Tableau |11 : score pronostic de Gratwohl (Moreéreet al., 2011).

Score 0 1 2
Age <20 ans 20 a40 ans > 40 ans
Stade dela maladie Phase chronique Phase d’accélération | Crise blastique

Délai diagnostic/greffe Si moinsde 12 mois | 12 mois et plus

Donneur familial

Typede greffe HLA identique Greffe non familiale
Sexe donneur /receveur Tous .typ.es de Si receveur male et
combinaison donneur femelle

Ces trois scores pronostiques ont donc été élaborés dans le contexte de traitements différents
et leur significativité dépend du traitement institué. Cependant, le score de Sokal reste le plus

utilisé en pratique, bien qu’il soit antérieur aux thérapeutiques actuelles (Bichet, 2016).

VI- TraitementsdelaLMC :

Depuis quelques années, le traitement de la LMC a connu plusieurs révolutions dont le
principal est I’avénement des thérapies ciblées (figure 03), des médicaments agissant sur les
signaux responsables de la croissance anarchique des cellules cancéreuses. Dans la LMC, ces
meédicaments ciblent les cellules malades porteuses du chromosome Philadel phie et du gene
Ber-Abl. 1ls permettent d’empécher I’évolution de la LMC et de la maintenir dans sa phase
chronique. Ce sont les thérapies ciblées. Actuellement, cing molécules sont disponibles pour
traiter la LMC : I’imatinib (Glivec®), le dasatinib (Sprycel®), le nilotinib (Tasigna'), le
bosutinib (Bosulif®) et le ponatinib (Iclusig™)(Rossi et al., 2016).

|1970 * Busulfan

« Hydréa

| 1980-2000 I - Allogreffe de moelle (conditionnement atténué a partir de 1995)

Interféron alpha + Aracytine a faibles doses

1990]  « Autogreffe ?

2000 « imatinib (Glivec®) = inhibiteur de tyrosine kinase
autres inhibiteurs de tyrosine kinase (nilotinib, dasatinih)

Figure 03 : évolution des traitements de laLMC (Ouchenane, 2017).
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6-1- Lachimiothérapie:

Elle repose premiérement sur lamolécule Busulfan (MISULBAN®), elle a éé introduite

dans les années 1950. Il n’agit qu’au bout de 3 semaines avec une efficacité remarquable.
Entre 23 et 54% des patients peuvent obtenir une réponse hématologique compléte mais aux
risque d’aplasie trés éevés, fibroses pulmonaire, cas de stérilités mais aussi pigmentations
cutanées et cataractes (Patenaude, 1997 ; Demouliane et al., 2014).
Elle repose également sur I’hydroxyurée (HYDREA®) qui a éé introduire dans les années
1970.C’est un inhibiteur de la ribonucl éotide réductase et diminue donc la synthese de I’ADN,
il agit vite sans risque majeur d’aplasie cela permet I’obtention de réponse hématologique
complete chez 39 a 53% des patients. Ces deux molécules ne permettent pas I’obtention de
réponse cytogénétique, la chimiothérapie n’est aujourd’hui plus proposée qu’en complément
d’autres traitements (Demouliane et al., 2014).

6-2- Allogreffe de moelle osseuse :

L’allogreffe, reste toujours le seul traitement curatif démontré de la LMC, mais €elle
présente des inconvenients : elle doit étre réalisée sur des patients de moins de 45 ans et il faut
d’abord trouver un donneur HLA compatible (Demouliane et al., 2014),et que les risques de
mortalité sont assez élevés. Les patients de la phase chronique ne sont pas concernés par
I’allogreffe, sauf pour les patients jeunes de moins de 20 ans a score de risque a la greffe
(score de Gratwohl) bas. Donc elle est conservée pour les patients qui présentent une

résistance répétée au traitement (Bories et al., 2003).

6-3- Interféron alpha:

Les interférons sont des substances biologiques naturelles qui  stimulent
le fonctionnement du systeme immunitaire (Benaousman, 2010), possédant une action
antiproliférative sur les cellules normales et tumorales. 1l permet d’obtenir des réponses
hématologiques dans 50 a 80% des cas et aussi des réponses cytogénétiques dans 20 a 50%
des cas (Goldman et al., 2015). Ils peuvent donner les nombreux effets indésirables comme le
syndrome dépressif avec fatigue, insomnie, perte de poids et un état pseudo-grippal, ainsi que
des troubles hépatiques, voire a un arrét du traitement dans 15 a 20% des cas. Cette forme des
interférent (interféron-a) est ensuite développer par quelques firmes pharmaceutiques en le
combinant & du Poly-EthyléneGlycol (PEG) (Bories et al., 2003).
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6-4- Thérapeutiqueciblée; lesinhibiteursdestyrosines kinases:

En 1996, un inhibiteur des molécules a activité tyrosine kinase a été identifié,
conduisant a la synthése d’une molécule inhibant I’activité TK induite par le PDGF mais aussi
celle de v-abl et de BCR-ABL. Cette molécule, un dérivé de la 2-aminopyrimidine, agit au
niveau de la poche a ATP de la portion ABL de BCR-ABL de maniéere sélective alors qu’elle
n’a aucun effet inhibiteur sur I’activité TK d’autres récepteurs (VEGF-R et EGF-R) (figure
04) Cette sélectivité a conduit a [I’introduction de cet inhibiteur (initialement
appel 6CGP57148, STI571 puis I'imatinib mésylate) en clinique, et depuis 1998, plusieurs
milliers de patients LMC ont été traités avec cette molécule. Ainsi, I'imatinib mésylate a
montré une efficacité majeure chez les patients résistant a I’IFN et chez les patients dont la
maladie était en phase aigué ou blastique. De méme, le médicament est actif chez les patients
présentant une LAL et porteurs de la tranglocation t(9;22), avec une proportion de réponses
hématol ogiques majeures, approchant 50% (Dine et al., 2013 ; Belaarbi et al., 2016).

LITK ze fixe sur

Boucle P le site de LATP

LATP ne peut
pas se lier

Par conzéquent
le substrat ne
peut pas 6o lier

Boucle
d’activation

ATP = Addnosine triphozsphate
ITK = Inhibiteur de Vactivilé tyrosine kinase

Figure 04 : mode d’action des inhibiteurs de latyrosine kinase (Dine et al., 2013).

Avec I’imatinib, on peut obtenir une réponse hématologique compléte supérieure a 90%, de
réponse cytogénétique compléte supérieurs a 70% et de survie a 5 ans de 87% en phase
chronique, mais, son efficacité est plus faible dans les phases avancées (Crosset al., 2015).
Des phénomeénes d’intolérance ou de résistance a I’Imatinib ont été observés chez 10 a 20%
des patients. Cette résistance est due a de nombreuses causes dont I’apparition de mutations
affectant le domaine TM de la protéine BCR-ABL étant |la plus étudiée. Récemment, la
deuxieme génération des inhibiteurs de TK ; le Nilotinib et le Dasatinib, ainsi que latroisiéme
génération (Ponatinib) ont été testés et approuvés. Ils ont montré leur efficacité chez les
malades résistants ou intolérants & I’imatinib (Goldman et al., 2015).
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-  Meécanisme moléculaire de la leucémogénése :
1-1- Cellulesnormales:

Les CSH, cellules souches capables de se renouveler indéfiniment, présentes au stade
embryonnaire et dans I’organisme adulte, se différencient pour produire des cellules matures.
Dans un tissu hématopoiétique normal, on retrouve un équilibre physiologique parfait entre le
maintien du nombre des cellules souches par auto-renouvélement et [I’entrée en

differenciation, il s’agit alors d’une homéostasie tissulaire (Benaousman, 2010).

1-2- Cedlulescancéreuses:

Toute cellule cancéreuse a d’abord été, au départ, une cellule normale
(Rossi et al., 2016). La cellule cancéreuse est une cellule anormale, qui perd certains
caracteres morphologiques et fonctionnels normaux et acquiert de nouveaux caractéres
spécifigues qui se transmettent aux cellules filles. Elle se multiplie de maniére anarchique et
autonome échappant aux mécanismes de régulation de la division cellulaire. Sur le plan
morphologique, les cellules cancéreuses peuvent montrer de nombreuses modifications des
caractéres normaux de la cellule, mais aucun critéere cytologique n’est spécifique d’une
transformation maligne (Belaarbi et al., 2016).La cellule cancéreuse est définie par deux
propriétés transmissibles aux cellules filles : elles proliferent en dehors des lois qui contrdlent
la division cellulaire normale. Aussi, elles envahissent et colonisent des territoires

normalement réserveés a d’autres cellules (Bernaudin, 2014).

1-3- Mécanisme moléculaire:

La LMC est due a une prolifération monoclonale provenant d’une mutation de cellule
souche hématopoiétique pluripotente, donc une celule encore peu différenciée
En conséquence, le chromosome Philadelphie (Ph), marqueur de la maladie, est retrouvé
dans toutes les cellules d’origine monocytaire, granuleuse, érythroblastique,
meégacaryocytaire mais aussi lymphocytaire (B, T, NK). Il est par contre absent des
fibroblastes et des cellules extra-hématopoiétiques. Son nom provient de laville ou Nowell et
Hungerford I’ont découvert en 1970. 1l correspond en fait a un chromosome 22 raccourci qui
résulte d’une translocation réciproque équilibrée. Elle a lieu entre les bras longs des
chromosomes 9 et 22. Le point de cassure sur le chromosome 9 est localisé en 9934 au niveau
du proto-oncogene ABL. Quant au chromosome 22, le point de cassure se situe au niveau du
gene BCR du bras long, soit en 22g11 (figure 05)(Tulliez, 2007).
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Figure 05 : latranslocation réciproque t(9;22) ou chromosome Philadelphie (Paster nak, 1998).

Il en résulte la formation d’un chromosome 22 trés court, contenant le géne chimérique Bcr-
Abl. La synthése d’ARN messagers hybrides dits chimériques ou de fusion est conserveée.
L’ARN chimeérique est exprimé en une protéine de fusion BCR-ABL, qui posséde un réle
oncogénique, avec une activité tyrosine kinase importante. Le mécanisme des effets
transformants de la protéine de fusion BCR-ABL p210 sont encore mal connus, et pourraient
sexpliquer au moins en partie par une activation de la voie de transduction des signaux
mitogenes (Benaousman, 2010).

C’est une anomalie cytogénétique acquise présente dans 95% des LMC. Des cellules n’ayant
subi aucune translocation persistent cependant chez tous les patients atteints, mais celles-ci ne
sont guére apparentes dans I’étude du caryotype. Dans les autres cas (5%), la LMC est dite
Philadelphie négative ou montre I’existence de translocations mettant en jeu 3, 4 ou plusieurs
chromosomes partenaires. On appelle ces translocations des variants (Goldman, 2010 ;
Deiningeret al., 2016).
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II- Biologie moléculaire du chromosome Philadelphie:

La LMC est une affection maligne clonale de la CSH caractérisée cliniquement par une
évolution inéluctable vers une phase de leucémie aigué, et biologiquement par la présence de
I’oncogene de fusion BCR-ABL dans toutes les cellules leucémiques. Au cours de la phase
aigué (blastique) de la maladie, I’expression de BCR-ABL dans les cellules leucémiques
augmente progressivement, cause probable d’événements génétiques secondaires
responsables d’une instabilité génétique qui pourrait étre a I’origine de la chimiorésistance

observée au cours de cette phase (Preudhomme et al., 2010).

2-1- GéneABL :

Le géne humain ABL est un oncogene, son homologue chez le virus leucémogene
murin d’Abelson c’est le gene v-abl, responsable de la leucémie chez la souris, est composé
de 11 exons, et comprend un site alternatif d’initiation de la transcription entre les exons 1a et
1b, séparés par un intron de 200kb et dix autres exons qui sont moins espacés. Le locus ABL
occupe 230kb. Il peut étre transcrit en deux ARNm (de 6 ou 7kb) déférents et donc la
protéine ABL présente sous deux isoformes différentes aux niveaux de leur extrémité N-
terminale. Ce géene code normalement pour une tyrosine kinase cytoplasmique de 145 kDa
impliquée dans la transduction du signal prolifératif. Les cassures du gene ABL1 (au sein du
réarrangement BCR-ABL) surviennent au niveau d’une région variable de 300 kb : en amont
de I’exon 1b, en aval de I’exon 1a ou entre ces deux exons dternatifs, cas le plus fréquent
(figure 06)(Khorashad et al., 2013 ; Duployez et al., 2015).
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Figure 06 : cartographie du gene ABL(Etienne et al., 2011).
2-2- GéneBCR:

Il a été découvert en clonant la région appelée M-BCR (Major-Breakpoint Cluster
Region) ou sont situés la majorité des points de cassures. 1l s’étend sur 135kb et comprend 23
exons. Il est transcrit en ARNm de 4,5 ou 6,7kb qui codent une protéine cytoplasmique de
160kb d’expression ubiquitaire (figure 07) (Tulliez, 2007).
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Figure 07 : cartographie du gene BCR avec les différents points de cassure (Etienne et al., 2011).

2-3- Réarrangement BCR/ABL :

La trandocation t (9;22) entraine un réarrangement des géenes situés au voisinage des
points de cassure et la constitution, sur le chromosome 22, d’un géne de fusion hybride
comportant la partie 5° (N-terminale) du géne BCR et la partie 3’ (C-terminae) du
gene ABL. La fusion se fait entre I’exon b2 ou b3 de BCR et I’exon a2 d’ABL, entrainant une
jonction b2a2 ou b3a2. Ce gene BCR-ABL hybride est transcrit en ARNm de 8,5kb, lequel est
traduit en une protéine hybride p210 (appelée également onco-protéine P210 ou P210BCR-
ABL) avec deux variants différant de 25 acides aminés selon que I’exon b3 est incorporé ou
non dans le géne hybride (figure 08) (Deiningeret al., 2016).
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Figure 08 : représentation schématique de la translocation t(9;22) et des différents types de
transcrits BCR-ABL retrouvés dansla LMC (Duployez et al., 2015).
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2-4- Laprotéinedefusion p210 BCR-ABL :

La protéine P210 est responsable de la majeure partie des phénomenes qui menent a la
transformation leucémique. Elle possede une activité tyrosine kinase ; enzymes qui catal ysent
la réaction d'attachement d'un groupement phosphate sur une protéine (Tulliez, 2007).La
P210 est composée des acides aminés de BCR du cété N- termina et des acides aminés
d’ABL du cété C-terminal. Elle comporte des domaines homologues avec les protéines de la
famille Src (figure 09) (Duployez et al., 2015).
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Comaines homologuss

Comaines spécifiqgues & Ber & S ou SH Domainas specifiquas a Abl

Figure 09 : laprotéine de fusion BCR-ABL (Sorel et al., 2017).

La dérégulation de I’activité tyrosine kinase interfére avec les signaux cellulaires normaux
impliqués dans le processus de prolifération, d’adhésion cellulaire, de différenciation

et d’apoptose en phosphorylant différents complexes protéiques. Il en résulte :

- L’altération des propriétés d’adhesion des cellules tumorales immatures, ou
progéniteurs leucémiques, au stroma médullaire,

- L’activation de signaux mitotiques induisant un signal prolifératif et, selon la voie de
signalisation impliquée un signal anti-apoptotique,

- Une inhibition de I’apoptose,

- La dégradation des protéines Abi-1 et Abi-2 par le protéasome entrainant une levée de
I’inhibition de I’activité tyrosine kinase d’ABL. On peut citer également la dégradation
de protéines participant a la réparation de I’ADN, ce qui peut expliquer en partie
I’instabilité génétique des cellules Ph+ conduisant vers la crise blastique (Sorel et al.,
2017).
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Les effets cellulaires de BCR-ABL sont donc réalisés grace a leurs interactions avec des
complexes protéiques impliqués dans I’activation et la répression des genes. La plupart de ces
interactions sont réalisées via des protéines adaptatrices. Les principales voies de
signalisation affectées sont les voies Ras, JAK/STAT, PI3K (figure 10) (Herlet, 2010).

Protéine Ber-Abl

Prolifération Adhésion

Différenciation

Apoptose I

CYTOPLASME

c-JUN

c-FOS
Cycline 1D
BCI-2
c-MYC

Figure 10 : voies de signalisation cellulaire de la protéine de fusion BCR-ABL (Herlet, 2010).

Cette protéine active différentes voies de signdisation ; les principales conduisant a la
leucémogenése sont représentées ici. Cependant, de trés nombreux substrats protéiques ont
été identifiés comme étant directement ou indirectement phosphorylés par I’activité kinase de
BCR-ABL.

Bien que les mécanismes moléculaires reliant la protéine p210 BCR-ABL alaLMC ne soient
pas encore bien caractérisés, la présence de cette protéine, semble ére a I’origine de la
transformation par inhibition de I’apoptose par I’activation des voies RAS et PI-3 kinase et
modification des propriétés d’adhésion cellulaires. Structurellement, la proténe p210bcr-abl
contient la plupart des domaines fonctionnels c-ABL, a I’exemple des domaines SH2 et SH3
du domaine tyrosine kinase, du domaine de fixation a I’ADN et du domaine de liaison a
I’actine. Le domaine de tétramérisation de BCR est situe a I’extrémité N’-terminale de la
protéine de fusion, permet une activation constitutive de la fonction Tyrosine Kinase de c-
ABL et la localisation majoritairement cytoplasmique de la protéine p210BCR-ABL.
L’activité tyrosine kinase de p210BCR-ABL est corrélée a son activité transformatrice et
interfére avec les voies RAS et PI-3 kinase ainsi qu’avec les fonctions des protéines
d’adhésion (Herlet, 2010 ; Sorel et al., 2017).
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Les variants oncogéniques de la protéine ABL comme les formes p210, p190 et p230
de laprotéine BCR-ABL, induisent des tumeurs in vivo, la transformation maligne de cellules
in vitro et I’indépendance des progénitures hématopoiétiques vis a vis des facteurs de
croissance. Ces processus impliquent des voies de signalisation intracellulaires multiples
(Sorel et al., 2017).

[I1- Diagnostic génétique et suivi moléculairedesLMC :

Le diagnostic génétique de LMC repose sur des analyses de cytogénétique

et de biologie moléculaire. Les premiéres comportent la mise en évidence du chromosome
Philadelphie (caryotype sanguin ou médullaire) et/ou du réarrangement BCR-ABL
par Hybridation In Stu en Fluorescence (FISH).
Les analyses moléculaires sont basées sur une RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction) multiplexe permettant la mise en évidence de tous les réarrangements BCR-
ABL possibles. Une quantification de ces transcrits par PCR quantitative en temps réel est
également possible (Sorédl et al., 2017).

3-1- Cytogénétique:

La cytogénétique des hémopathies malignes a pour but de rechercher d’éventuelles
anomalies chromosomiques présentes au sein des cellules hématopoiétiques malignes.
Contrairement ala cytogénétique constitutionnelle pré- et postnatale, les anomalies observées
sont acquises, restreintes aux cellules du clone tumoral. La cytogénétique est devenue un
examen indispensabl e dans de nombreuses hémopathies malignes, faisant partie intégrante du
bilan diagnostique. C’est aussi un facteur pronostique maeur, permettant une action
thérapeutique adaptée au pronostic individuel ainsi défini. De plus, cette investigation peut
également avoir un intérét diagnostique par la mise en évidence d’anomalies spécifiques.
Depuis la découverte du chromosome Philadel phie dans la LM C en 1960, de trés nombreuses
anomalies récurrentes ont été décrites dans la quasi-totaité des hémopathies.
Schématiquement, I’étude du caryotype des hémopathies peut apporter quatre types
d’informations : diagnostic, pronostic, choix et suivi thérapeutique (Rezgoune, 2006 ;
Morereetal., 2011).
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Figure 11 : caryotype avec latranslocation t(9;22)(g34;q11) (bandes R) (M essaoudi, 2016).

Au sein de ce groupe, la LMC détient indiscutablement une place a part, a plus d’un
titre. Tout d’abord, par I’histoire, le classique“ chromosome Philadelphie “étant la premiére
anomalie cytogénétique acquise observée en pathologie humaine en 1960 par Nowell et
Hungerford. Ensuite, par I’association pathognomonique entre I’anomalie chromosomique, la
trangocation 1(9;22)(g34;911),et le diagnostic de LMC. Enfin, par sa disparition progressive
en cas de réponse au traitement. L’ importance de ce remaniement génétique est d’ores et déja
majeure pour les indications thérapeutiques. Le caryotype est effectué par la technique des
bandes, sans stimulation, sur les cellules médullaires. Il peut étre effectué sur culture de
cellules sanguines a condition qu’il y ait une myélémie (Pignon, 1998 ;Huntly, 2003 ;
L eguay, 2005). Il montre chez 95% des patients, I’existence d’un chromosome Philadelphie
(220), résultat d’une translocation réciproque entre les portions distales des bras longs des
chromosomes 9 et 22. Dans 90% des cas, il s’agit d’une translocation standard
1(9;22)(g34;911). Chez 5% des patients le Ph est masqué par une translocation complexe
impliquant plusieurs chromosomes (le 22, le 9 et un autre au moins).ll faut toutefois garder
en mémoire que ce réarrangement chromosomique n’est pas visible dans environ 5%des cas
de LMC typique, parce que le réarrangement est cryptique: présent d’un point de vue
moléculaire, mais non visible en cytogénétique conventionnelle. Dans ces cas, il faut savoir
avoir recours a d’autres techniques, de type FISH ou reverse RT-PCR (Deiningeret al.,
2016).

30



ChapitrelV GeénétiquedelaLMC

L’étude cytogenétique reste également essentielle pour la recherche d’anomalies
chromosomiques associées. En effet, celles-ci surviennent frequemment lors de I’accélération
et/ou de la transformation de la maladie, mais peuvent étre présentes d’emblée, témoins alors
d’une phase plus avancée de la maladie. Ces anomalies sont volontiers récurrentes :
duplication du chromosome Philadelphie, isochromosome 17q, trisomie 8 ou trisomie 19.
Leur apparition étant possible en dehors de toute modification clinique, il est important de
savoir les rechercher au cours de I’évolution de la maladie. Enfin, la cytogénétique permet
d’apprécier la réponse aux différentes thérapeutiques entreprises. En effet, la chimio-
sensibilité s’associe a une diminution progressive du pourcentage de métaphases présentant la
tranglocation t(9;22). La réponse cytogénétique est répartie en quatre sous-groupes selon la
proportion de cellules portant le chromosome Ph lors de I’analyse du caryotype médullaire:
Réponse cytogénétique compléte (0% de chromosome Ph), réponse cytogénétique partielle
(entre 1 et 35%), réponse cytogénétique mineure (entre 35 et 95%) et pas de réponse
cytogénétique (100%). Vient s’ajouter a cela la définition de la réponse cytogénétique
majeure ou tous les patients < 35% de chromosomes Ph, c'est-a-dire la somme des réponses
complétes et partielles. Les réponses cytogénétiques compléetes sont associées a une survie
prolongée (Moréreet al., 2011).

3-2- L'hybridation par fluorescencein situ (FISH) :

Il s'agit d'une technique qui est spécifique pour la détection des fusions BCR-ABL non
vues au caryotype ou en cas d'échec du caryotype (FISH interphasique) (Morere et al.,
2011).Elle ne permet pas, en revanche, de mettre en évidence des anomalies cytogénétiques
additionnelles. Cependant, elle peut étre utile pour rechercher une délétion du chromosome 9,
reconnue comme facteur pronostic pgoratif (Huntly et al., 2003). Cette technique a
['avantage de pouvoir étre réalisé sur des cellules qui ne sont pas en division (Morere et al.,
2011).Les résultats de la FISH interphasique ne sont pas superposables a ceux de la FISH
métaphasique. La FISH métaphasique explore, comme le caryotype, le compartiment des
cellules en division adors gque la FISH interphasique explore auss le
compartiment des cellules quiescentes (Dominique et al., 2003; Chrystele et al.,
2004).Dans une cellule normale, on observe deux couleurs distinctes a deux endroits
différents du génome. Cependant, en raison de la fusion de la séquence chromosomique
appartenant aux genes lors de la trandlocation t(9;22), les deux sondes se retrouvent I’une a
coté de I’autre. On observe alors une superposition de couleur tirant vers le jaune (figure 12)
(Messaoudi, 2016).
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Cdlulenormale CdluleLMC

Figure 12 : résultat FSIH d’une translocation t(9;22)(934;911)
sonde Ber en vert, sonde Abl en rouge, gene Ber-Abl en jaune (M essaoudi, 2016).

3-3- Biologie moléculaire:

Les examens de biologie moléculaire doivent étre pratiqués sur sang périphérique. La

recherche par Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) qualitative
multiplex des différents variants du transcrit de fusion BCR-ABL doit étre pratiquée et
affirmera le diagnostic. Une RT-PCR quantitative du transcrit BCR-ABL doit également étre
réalisée au diagnostic, de maniere a servir de référence pour I’évaluation de la réponse au
traitement (L edoux et al., 2013).
La Read-time Quantitative - Polymerase Chain Reaction (RQ-PCR) réalisée a partir des
cellules médullaires ou sanguines permet la détection et la quantification du transcrit de
fusion BCR-ABL, et aussi la mise en évidence du sous-type moléculaire produit. Il constitue
un bon moyen pour le diagnostic et de suivi de I’évolution de la LMC, ainsi, pour
I’appréciation de la réponse moléculaire lors du traitement (Dine et al., 2013 ; Deininger et
al., 2016).
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Patients et méthodes

Contexte de I’étude :
Il s’agit d’une étude en deux volets;

Dans le premier, nous avons procédé a une enquéte épidémiologique, descriptive,
rétrospective, éalée sur neuf ans, afin de recenser tous les cas de LMC diagnostiqués au
niveau de la région de Constantine. Les informations sont recueillies, a partir des dossiers
des patients suivis ou hospitalisés au niveau des services d’hématologie et de pédiatrie du
CHU Benbadis Constantine, ainsi qu’au niveau de I’hopital militaire régional. Ces
informations comportent : I'age du patient, le sexe, I’origine géographique, la profession,
ainsi que les antécédents personnels et familiaux. Les données cliniques et biologiques sont
egalement recueillies (Annexell).

Dans le deuxieme, un prélevement de sang a éé réalisé pour tous les patients
nouvellement diagnostiqués et/ou pris en charge au niveau des structures citées
précédemment en vue d’une étude cytogénétique par la réalisation du caryotype. Cela s’est

fait au niveau du Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBL).

Matériel et méhodes:
Matérid :

Incubateur pour culture cellulaire (étuve a37°),

Hotte & flux laminaire vertical (Steril-Helios®),

Hotte chimique (Shinsaeng®),

Centrifugeuse & grande vitesse (Sigma® 2-15KL),

Bain marie thermostaté a 100° C +/- 0,1° C,

Réfrigérateurs a4°C,

Microscope optique (Leica® DM1000 LED),

Microscope optique (Zeiss®) équipé d’un systtme d’acquisition d’image, reliéa un
ordinateur muni d’un logiciel de traitement des données (BandView™ Expo2.0 d’Applied
Spectral Imaging®),

Agitateur,

Pipettes de 1000 (réglable) ,100 et 50,

Pipettes pasteur,

Micropi pettes,

Pointes standard en boites,

Lames de microscope,
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- Béchers et papier filtre pour paillasse.

2- Réactifs:

- Pb (Max),

- Thymidine,

- PBS (Phosphate Buffered Saline),

- RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium),

- SVF (Sérum de Veau Feetal),

- Colchicine,

- Kcl (5,6 g/l),

- Carnoy,

- Eau distillé,

- Sodium phosphate monobasic dihydrate (NaH,PO,4-2H,0),

- Giemsaliquide.

3- Meéethodologie:

Dans le cadre de la LMC, le caryotype est réalisé, le plus souvent, sur le produit d’une
aspiration de moelle osseuse. Cependant, il est possible de I’effectuer sur une prise de sang en
cas de myélémie importante. C’est I’examen de référence pour mettre en évidence le
chromosome Ph. De plus, la quantification du nombre de métaphases Ph positives est un critere
majeur de laréponse au traitement.

Lors du caryotype, nous recherchons également les anomalies cytogénétiques additionnelles,
telle que la trisomie 8, témoin d’une évolution clonae. Néanmoins, cet aspect technique
comporte quand méme quelques inconvénients : elle nécessite dans la plupart des cas le
prélévement médullaire (technique du caryotype sur prélevement médullaire non encore mise au
point au niveau du CRBt et du CHU Benbadis Constantine) et elle est longue.

En pratique, on observe le bras d’un chromosome 22 plus court et un des bras long du
chromosome 9 de dimension plus importante. Lors de cet examen, I’interprétation se base
uniquement sur des anomalies chromosomiques clonales qui doivent étre retrouvées a I’identique

sur plusieurs mitoses.

3-1- Préévements:

En pratique, cet examen est réalisé sur échantillon de sang veineux, doivent étre effectués
selon les conditions de prélévement :
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3-2-

Les échantillons doivent étre recueillis stérilement,

2 a5 ml de sang seront prélevés stérilement sur héparine: I’héparine de lithium est
I’anticoagulant de choix. Le sang peut ére conservé jusqu’a 24h a +4°C sans
modification notable de lanumération, maislacytologie des cellules peut évoluer,

On doit veérifier I’aspect anormal de I’échantillon, quantitativement et qualitativement

(aspect lagué, dilué, présence de caillots, volume insuffisant).

Culturecdlulaire:

Apres avoir effectué un prélévement de sang on prend quel ques gouttes et on y ajoute sous

hotte 10ml d’un milieu de culture Pbmax: c’est un milieu de culture fournit prét a I’emploi. La

culture cellulaire dure72 heures, a I’intérieur d’une étuve, sous une température de 37°C en

position horizontal, apres 48h en goute la thymidine pour la synchronisation. Apres 72 heures :

3-3-

On centrifuge les tubes a 1500 tours/minute, pendant 5 minutes,

On jette le surnageant et on goute un peu de PBS pour le premier lavage par des agitations,
puis en complétant le volume par le PBS,

On centrifuge les tubes a 1500 tours/minute, pendant 5 minutes,

On jette le surnageant et on goute un peu de PBS pour le deuxieme lavage par des
agitations, puis en complétant le volume par le PBS,

On centrifuge les tubes & 1500 tours/minute, pendant 5 minutes,

On goute 1,5ml RPMI et 1,5ml SVF pour la remise en culture, a I’intérieur d’une étuve,

sous une température de 37°C en position horizontal, pendant 5h.

Caryotype standard en bandes R :arré des mitoses, fixation, étalement et

dénaturation

Arrét des mitoses : aprés 5h, on sort les tubes de I’étuve, on ajoute sous hotte 60ul de

colchicine pour chaque tube pour le blocage des mitoses on métaphase. Aprés avoir bien

mélangé le contenu des tubes, on les remet dans I’étuve a 37°C en position horizontal

pendant 30 minutes pendant que la col chicine puisse agir.

Choc hypotonique:

- Préparation de Kcl (on met le Kcl 5,6 g/l et le Kcl 4g/l chacun dans un bécher, a
I’intérieure de I’étuve a 37°C),

- On centrifuge les tubes a 1500 tours/minute, pendant 5 minutes,

- On jette le surnageant et on goute 10 ml de Kcl a5,6 g/l (dansles tubes 1,2 et 3), et

10ml de Kcl 4g/l (le tube numéro 4) pour réaliser le choc hypotonique,
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On mélange par des agitations tout d’abord doucement jusqua dissolution totale
du culot, puisvigoureusement,

On remet ensuite a I’étuve a 37°C pendant 20 minutes en position horizontale.

Préfixation :

Préfixation est un simple lavage permettant d’éliminer le reste du Kcl par I’ajout de
0,5ml a1ml de carnoy,
On mélange puis on centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes,

On jette le surnageant.

Fixation :

La premiére fixation se fait en goutant 0,5ml & 1ml de carnoy puis on vortex tout
d’abord doucement jusqu'a dissolution totale du culot, et on compléte ensuite le
volume jusqu'a 10 ml. On laisse pendant 20 minutes a température ambiante,

On centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes et on verse le surnageant,
Ladeuxieme fixation sefait en goutant 1 ml de la carnoy puis on vortex tout d’abord
doucement jusqu'a dissolution totale du culot, et on compléte ensuite le volume
jusqu'a 10ml,

On centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes et on verse e surnageant,

On met 10ml de PBS.

Etalement et observation :

On mélange jusqu’a dissolution du culot dans le surnageant,

Avant I’étalement, on doit apprécier la bonne marche de la manipulation jusqu’ici.
Cela se fait sous microscope optique,

Les lames sont humidifie (pour la bonne séparation des chromosomes), puis en gout
le carnoy,

On dépose 2 a 3 gouttes séparées de la préparation sur chague lame,

On gjoute le carnoy (pour lafixation),

Leslames sont sechées a l’air libre,

Sous microscope (objectif 10 X 40), on voit les chromosomes en métaphase et on
essaye de repérer les bonnes mitoses avec des chromosomes bien visibles, structurés
et individualisés. Dansle cas contraire, il faut tout recommencer,

Si tout va bien, on va réaliser I’étalement. On dépose 2 gouttes de la préparation sur

chague lame, leslames sont séchées a I’air libre,
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- Pour chaque prélévement on a lancé une culture et pour chaque culture traitée avec
succes on aura 3 & 5 lames au minimum ; c’est juste une question de sécurité. Si
I’une échoue, I’autre peut toujours servir. Pour les échantillons dans lesquelles les
mitoses ne sont pas bonnes, on fait un maximum de lames pour élargir le champ de
recherche et augmenter la probabilité de trouver de bonnes mitoses,

- Les lames contenant des mitoses exploitables sont marquées avec un crayon, rincées
et misesa I’air libre pour ce qu’on appelle : le vieillissement. On les dépose dans une
boite, hermétiqguement fermée, avec de multiples rangées. La date a laquelle s’est
faite la confection de ces lames doit ére notée afin de connaitre la durée du

vieillissement ; Paramétre qui aura son importance sur I’étape du banding.

- R-banding :
- On met leslames dans de I’eau distillé pendant 5 min avant la dénaturation et ce pour
assurer la réhydratation de celles-ci.
- On met les lames dans bain marie a 87°C, pour une durée de 40 a 50 minutes,
en fonction de la densité des lames, dans une solution phosphate (NaH,PO,4-2H-0),
- On met les lames dans le colorant et on laisse agir pendant 20 minutes, puis on rince
ensuite leslames a I’eau de robinet.

3-4- Observation et établissement du caryotype:

Aprés toutes les étapes décrites précédemment, I’analyse des chromosomes peut débuter.
Au moyen du microscope on cherche et photographie les métaphases sur les lames en
sélectionnant des métaphases de qualité satisfaisante. Ce travail est réalisé de fagon automatique
sur des chercheurs automatisés de métaphases et de classement des chromosomes. Apres avoir
photographié un nombre suffisant de métaphases (de 20 a 25 le plus souvent), on passe a I’étape
de classement des chromosomes a I’aide d’un logiciel d’analyse. Il apparie les chromosomes
deux par deux et lesrange par ordre, en vue du repérage d’éventuelles anomalies. On parle de
«clone» lorsqu’une anomalie est observée sur au moins deux mitoses dans le cas d’une anomalie
de structure ou d’un gain de chromosome, et sur au moins trois mitoses dans le cas d’une perte

d’un chromosome.

3-5- Interprétation de I’analyse cytogénétique :

Pour une observation et interprétation correcte des résultats, nous avons essayé de suivre

les recommandations du Groupe Francophone de Cytogénétique Hématologique (GFCH, 2011).
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Le nombre de mitoses a analyser peut varier en fonction du stade de lamaladie. Au diagnostic, il
est nécessaire, en I’absence d’anomalie détectée, d’analyser (comptage et identification des
chromosomes) au moins 20 mitoses et de classer 4 a 5 caryotypes. En cas d’anomalie,
il est également recommandé d’analyser 20 mitoses et de classer 4 a 5 caryotypes,
voire plus selon les anomalies détectées. En cas d’anomalie non clonale, il est souhaitable
de confirmer ou d’infirmer une éventuelle clonalité, soit en poursuivant, au moins au
microscope, la recherche des métaphases anormales au-dela des 20 premieres mitoses
(au moins doublement du nombre initial en cas de négativité), soit de réaliser une étude
en cytogeénétique moléculaire avec une sonde specifique de I’anomalie suspectée.

Lors du suivi (contréle de rémission ou une suspicion de rechute), pour la recherche d’une
anomalie préalablement décelée, il est recommandé soit d’analyser au moins 30 mitoses quand
I’analyse ne peut étre faite qu’en cytogénétique conventionnelle, soit de réaliser une analyse
ciblée en cytogenétique moléculaire, d’emblée ou en complément d’une analyse conventionnelle
de 20 mitoses qui n’a pas mis en évidence I’anomalie recherchée : pour la LMC, selon le
consensus actuel, au moins 30 mitoses consécutives doivent étre analysées pour un suivi de la
maladie résiduelle aprés une cure sous interféron. En cas d’absence d’anomalie détectée
auparavant, cette analyse n’est pas indiquée en cas de rémission cytologique compléte mais les
conditions sont identiques a celles du diagnostic en cas de suspicion de rechute.

A ce stade, toutes les données hématologiques doivent étre connues pour permettre
I’interprétation de I’analyse cytogénétique et pour poser I’indication d’éventuelles investigations
complémentaires. La conclusion décrira en clair la ou les anomalies les plus informatives :
nombre de mitoses analysées, complexité, évolution clonale, anomalie spécifique, anomalie non
clonale compatible avec la pathologie suspectée. Les anomalies non clonales et non spécifiques
de la pathologie suspectée ne sont pas a évoguer systématiquement, ce point est laissé a
I’appréciation de chacun en fonction des cas particuliers. Une orientation diagnostique et
pronostique pourra étre proposée ainsi que des examens complémentaires appropriés: FISH et
biologie moléculaire.

Les limites de I’examen seront mentionnées si nécessaire : nombre de mitoses anal ysées inférieur
a 20, qualité du marquage chromosomique insuffisante, richesse (pourcentage de cellules
malignes dans I’échantillon correspondant a I’examen) et/ou conservation du prélévement non

satisfaisant, biais de culture possible.

La comparaison des résultats obtenus se fait avec un caryotype témoin (figure 13 et 14).
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Figure 13 : caryotype témoin normal d’un homme (Bernheim et al., 2010).
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Figure 14 : caryotype témoin normal d’une femme (Bernheim et al., 2010).
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I-  Etudestatistique:

Dans une démarche de recherche épidémiologique, pour avoir une appréciation réelle
de la prévaence de cette hémopathie maligne dans la région de Constantine, nous avons
essayé de recenser tous les cas de LMC, tout &ge confondus, diagnostiqués au niveau de la
région de Constantine entre 01 janvier 2009 et le 31 décembre 2017. Cette prospection,
rétrospective, s’est faite a partir des dossiers des malades pris en charge au niveau des 3
structures de santé compétentes de lawilaya:

- Le service d’hématologie du CHU Benbadis Constantine,

- Le service de pédiatrie du CHU Benbadis Constantine (patient &gés de moins de 16
ans),

- L hopital militaire régional de Constantine.

Au total, 133 cas de LMC ont été recensés pour la période mentionnée ci-dessus, et sont

répartis, en fonction de la structure de prise en charge, comme suiit :

Tableau I V: répartition des cas de LMC par structure de prise en charge.

Structure Hématologie Pédiatrie Hopital militaire
(CHU Benbadis) (CHU Benbadis) régional
Nombre de cas 95 08 30

B Hématologie (CHUC)
B Pédiatrie (CHUC)

1 Hopital militaire régional

Figure 15 : répartition des cas de LM C par structure de prise en charge.
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Nous avons, par la suite, essayer d’examiner I’évolution de la frégquence des LMC dans la
région au cours des derniéres années. Les résultats obtenus, illustrés ci-aprés, indiquent une
moyenne de 14,77 cas de LMC par ans. L’analyse des données mettent en évidence un pic de
fréquence pendant I’année 2010 et ce en comparaison avec I’année précedente. Par la suite, la
fréguence semble se stabiliser jusqu’aux années 2016 et 2017 ou nous avons constaté une
importante augmentation. Il est a noter une certaine disparité dans la courbe d’évolution
chronologique de la fréquence des LMC entre le service d’hématologie du CHUC, structure
unique de prise en charge des LMC de I’adulte dans la région, ainsi que celle de I’hopital
militaire. Cela peut étre expliqué par le fait que les patients pris en charge au niveau de cette
derniére structure, de par leurs fonctions, ne sont pas originaire de la région de Constantine et
gue cette évolution en peut étre prise en considération pour illustrer I’aspect épidémiologique
de cette hémopathie dans la région. En ce qui concerne I’aspect pédiatrique de la fréquence
des LMC, nous avons constaté que sa fréquence est faible et stable sur les dernieres années
(tableau 5, figure 16).

Les résultats obtenus concordent avec les données de la littérature qui indiquent
gue la LMC est une maladie rare, avec une incidence de un a deux cas pour 100 000 adultes.
Elle représente moins de 10% des leucémies nouvellement diagnostiquées. L’incidence de la
LMC augmente avec I’age mais elle n’est pas pour autant une pathologie du sujet agé,
puisgue I’age médian au diagnostic est de 53 ans. Quoique rares cas pédiatriques existent :

10 % des nouveaux diagnostics de LM C sont portés chez des patients de moins de 20 ans.

Tableau V: évolution de lafréquence delaLMC par structure de prise en charge.

2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017

Hématologie(CHUC) | 05 | 20 | 13 | 09 | 09 | 07 | 08 | 12 | 12

Pédiatrie(CHUC) | o1 | 01 | o1 | ol | oL | oL | o1 | 01 | 0O

Hopital militaire 01 02 04 05 00 06 02 03 07

Total 07 23 18 15 10 14 11 16 19
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Figure 16 : évolution de lafréquence dela LMC par structure de prise en charge.

Quand on parle de la LMC, on décrit une atteinte préférentiellement masculine.
En effet, le sex-ratio rapporté dans plusieurs études de par le monde varie entre 1,4 et 2,2
sans que cela puisse étre expliqué (Edjeme, 2008). En Algérie, il a été rapporté un sex-ratio
de 1,12 (Djouadi-L ahlou, 2009).
Dans notre étude, nous avons relevé chez I’adulte une prédominance féminine avec un sex-
ratio de 0,86. Deux explications peuvent étre proposées : cette hétérogénéité peut étre due a
un biais statistique ou cela peut étre expliqué par une espérance de vie plus élevée chez les
femmes que chez les hommes, faisant ainsi inverser le sex-ratio de cette hémopathie. Dans la
bibliographie, concernant le sex-ratio de la LMC, chez I’enfant, une prépondérance de
patients de sexe masculin a été évogquée mais n’a jamais été réellement démontrée, du fait du

faible nombre de cas dans ces études.
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TableauVI : répartirions des cas de LMC en fonction du sexe.

Adultes

Enfants

Masculin Féminin

Masculin Féminin

56 (44,80%) | 69 (55,20%)

7(87,50%) | 1(12,50%)

Sex-ratio : 0,81

Sex-ratio: 7

Adultes

SRR Masculin
Féminin 45%

B Masculin
55%
B Féminin

Enfants

Féminin
13%

B Masculin

Masculi
n
88%

H Féminin

Figure 17 : répartirions des cas de LMC en fonction du sexe.

Cette étude a concerné tous les patients chez lesquels une LMC a été diagnostiquée

durant les neuves derniéres années dans la wilaya de Constantine et qui ont été pris en charge

dans les services d’hématologie et de pediatrie du CHUC ainsi qu’au niveau de I’hopital

militaire régiona. La prospection épidémiologique a permis le recrutement de 133 cas.

Méme si la taille de I’échantillon est suffisante pour faire une éude statistique, elle n’est pas

significativement grande pour tirer des conclusions sur I’épidémiologie de cette pathologie

dans I’Est Algerien. Rappelons qu’au CHU Constantine, sont orientés les patients atteints de

LMC des Wilaya de I’Est et du Sud-Est Algérien. Les données recueillies donc peuvent étre

informatives sur lafréquence de la LM C dans cette région géographique.
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S’agissant d’une étude rétrospective, les informations ont été recueillies a partir des dossiers
des malades avec I’accord des médecins-chefs responsables des unités d’hospitalisation en
guestion. Il est asignaler que les dossiers de patients atteints de LMC manqguent cruellement
d’informations utiles pour procéder a une enquéte epidémiologique : consanguinité, présence
d’antécédents familiaux de pathologies cancéreuses ou autre. Dans certains dossiers, méme
I’age du patient n’est pas mentionné! Cela a grandement limité nos investigations. En
paralléle, la rareté de cette hémopathie d’une part, ainsi que la durée limitée de ce travail de
recherche, ne permet pas de procéder a une enquéte épidémiol ogique du type prospective avec

un recueil direct des données par la réalisation d’un questionnaire.

I1- Etude cytogénétique:

Durant notre immersion en milieu hospitalier, étalée sur une période de trois mois,
aucun cas de LMC nouvellement diagnostiqueé n’a été recensé au niveau des trois structures
de santé mentionnées auparavant. Nous avons donc étaient contraint de restreindre notre étude
a des patients en post-chimiothérapie. L’analyse cytogénétique a été réalisée sur 4 patients
adultes atteints de LMC, aprés chimiothérapie et ce pour I’évaluation de la réussite
du protocole thérapeutique mis en place; réussite conditionnée par la disparition de la
splénomeégalie et des symptdmes en rapport avec la maladie, lanormalisation de laFNS, ainsi
gue par la réponse cytogénétique. Il est d’usage que cet examen sera effectué a 6 et 12 mois
apres le commencement du traitement, puis tous les 6 mois jusqu’a obtention de la rémission
cytogenétique compléte, Ces résultats permettront, le cas échéant, de modifier la dose
prescrite ou de changer de traitement.

Les caractéristiques clinco-biologiques des patients caryotypés sont mentionnées dans le

tableau ci-apres.
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Tableau VII: caractéristiques clinco-biologiques des patients LM C caryotypés.

N° Aspect clinique Aspect biologique Caryotype
Homme, 48 ans, de Constantine, | Hémogramme: GB: 44700 | 46,XY ,(9,22)
commercant, LMC en phase|/ml, HB: 14,7 g/ml, PLQ: (934,q11)
chronique, diagnostiqué en 2014, | 238000 /ml.

1 |traité par Dasatinib (100mg/j). | Myélogramme :Myéloblastes /
Splénomegalie modérée avec signes | 13%, Métamyélocytes 17%,
anémiques, bilan cardiague est | Erythroblaste acidophiles 7%, 46,XY,
normal. PNN 57%, PNB 6%, PNE 6% Del(7)(p14)
Homme de 54, de Mila, sans
profession, LMC en phase accéléré, | Hémogramme: GB : 818000
diagnostiqué en 2015, traité par | /m,HB: 128 g/ml, PLQ:

2 | Dasatinib  100mg/j  (2015) et | 438000 /ml. Monosomie 7
I’Imatinib (2015-en cours).

Splénomégalie importante avec des

signes anémiques majeurs.

Homme de 58 ans, de Jijd,

enseignant, LMC en phase| . , .
chronique, diagnostiqué en 2011, Hemogramme. GB: 15000(_)

3 g, Yo T . ~ o /ml, HB: 11 g/ml, PLQ: /
traité par I’imatinib. Splénomégalie 291000/l
modérée et état genérale ateré '

(péleur et asthénie).
Femme, 62 an, de Mila, sans
profession, LMC en phase chronique, . , ,
diagnostiqué le 01/12/2003, traité par }—ImelmngrBa.mTle 2 ;il %)",3_780
4 | I’Hydréa (2003-2010) puis I’Imatinib ! ' ' ’ ' /

(2010 en cours). Douleurs osseuses,
splénomégalie  modérée,  signes
anémiques et infectieux (fievres).

126000 /ml.

Le résultat de I’analyse cytogénétique a été obtenu : pour chaque patient nous avons analysé,

aprés séection, 4 mitoses provenant de 3 lames différentes. Les photographies

les plus exploitables (qualité satisfaisante des mitoses) sont présentées ci-aprés (figures 18-

25) et |égendées dans le tableau 9.
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CasN°01:

|
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Figure 18 : chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et disperse

(Patient N°01). Grossissement 400 (10 X 40).
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Figure 19 : caryotype du patient N°OL1.

46



Résultats et discussion
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Figure 20 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et disperse

(Patient N°02). Grossissement 400 (10 X 40).
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Figure 21 : caryotype du patient N°02.
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CasN°03:

Figure 22 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé
(Patient N°03). Grossissement 400 (10 X 40).
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Figure 23 : caryotype du patient N°03.
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CasN°04 :
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Figure 24 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé
(Patient N°04). Grossissement 400 (10 X 40).
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Figure 25 : caryotype du patient N°04.
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Tableau VIII : résultats de I’analyse cytogénétique des patients LM C caryotypés.

Analyse cytogénétique

Chromosomes chétives, mais bien individualisés, bandes R pas claires, caryotype
normal, absence probable du chromosome Philadelphie, les chromosomes 9 et 22

Cas | présentent un aspect a priori normal. Disparition de la monosomie partielle

N°01 | du chromosome 7 observée initialement au diagnostic.
Conclusion : rémission cytogénétique probable.
Chromosomes chétives, mais bien individualises, bandes R pas claires,
caryotype aneuploide complétement déseéquilibré a 37 chromosomes : monosomie

Cas |4,5,6,7, 12, 15 et 17 ainsi qu’une nullosomie 18, aspect |égérement altéré des

N°02 | chromosomes 9 et 22.
Conclusion : échec thérapeutique, LMC en phase d’acutisation.
Chromosomes chétives, mais bien individualises, bandes R pas claires,
caryotype aneuploide a 44 chromosomes avec monosomie 21 et 22.
Les deux chromosomes 9 ainsi que le seul chromosome 22 présentent un aspect
apriori normal.

Cas

N°03 | Conclusion : résultat de I’analyse cytogénétique incompatible avec les données
clinico-biologiques qui suggérent que le patient est en phase chronique de LMC.
Il est logique de penser que le résultat de ce caryotype est faussé pour cause
de probleme technique due probablement a une défaillance dans [I’étape
de I’étalement.
Chromosomes longs, bien structurés, bien individualisés, bandes R pas claires,
caryotype aneuploide a 42 chromosomes avec monosomie 12, 15, 18 et 22.
Les deux chromosomes 9 ainsi que le seul chromosome 22 présentent un aspect
apriori normal.

Cas

N°04

Conclusion : résultat de I’analyse cytogenétique incompatible avec les données
clinico-biologiques qui suggerent que le patient est en phase chronique de LMC.
Le résultat de ce caryotype est probablement erroné, probléme technique dans
I’étape de I’étalement.
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Selon les données de la littérature, pour les LMC, le caryotype permet de mettre en
évidence le chromosome Philadelphie chez 95 % des cas. Il confirme le diagnostic
en retrouvant 1at(9;22) (g34;q11) classique ou ses variantes, retrouvées dans 4 a 8 % des cas,
au diagnostic et met aussi en évidence les anomalies additionnelles dans les cellules
Philadelphie positives (5 a 10% au diagnostic). Rarement de caryotype normal (< 10%
des cas), I’anomalie peut étre retrouvée par FISH ou biologie moléculaire (EI Mouhdi,
2015).Dans notre série, du fait que nous n’avons pas pu accéder a des prélévements de
patients atteints de LMC avant chimiothérapie, nos chances de mettre en évidence cette
anomalies cytogénétique acquise et caractéristique de cette hémopathie maligne était tres
faible. S’ajoute a cela, la résolution tres faible du caryotype obtenu. En effet, aprés la
réalisation de la technique de dénaturation thermique, les bandes R obtenues n’étaient pas de
tres bonne qualité et ne permettaient pas une interprétation avec certitude des anomalies
chromosomiques relevés. Sur les 4 patients analysés, 3 montrent un caryotype aneuploide
avec des anomalies chromosomiques de nombre. Cela peut indiquer un échec de la politique
thérapeutique mise en place et/ou une possible acutisation (transformation blastique).En effet,
les données de la littérature rapportent que le chromosome Philadel phie est conservé lors de la
transformation aigué, accompagné danomalies additionnelles stéréotypées comme la
duplication du chromosome Philadel phie, les trisomies 8, 19, I'iso (170).

Aujourd’hui, pour la LMC, la conjonction des données des aspects cliniques
et biologiques sont, pour la plupart du temps, tres évocateurs de cette hémopathie.
Cependant, une confirmation diagnostique est nécessaire dans la majorité des cas.
Les traitements proposés actuellement sont ciblés sur une activité anti-tyrosine kinase
de BCR-ABL (ITK) et ont de telles conséquences en termes d’effets secondaires et de codts
financiers qu’ils impliquent une certitude diagnostique. De plus, I‘OMS définit la LMC
comme un syndrome myéloprolifératif Phl+/- mais toujours BCR-ABL + ; ainsi, la mise
en évidence du chromosome Phl suffit au diagnostic de la LMC, quel gue soit la technique
utilisée (Sorel et al., 2017). Selon Djouadi et al(2013), la seule étude, a notre connaissance,
ayant évalué le recours ala cytogénétique dans la prise en charge de laLMC, la prévalence en
2013de patients algériens atteints de LMC qui ont benéficié d’un diagnostic avec mise en
évidence du transcrit BCR/ABL par cytogénétique ou biologie moléculaire est de 39%, avec
environ 84% des cas pour lesquels ce diagnostic a été pratiqué dans le secteur privé, souvent
en Tunisie, ce qui pose un probléme aux patients en raison du colt(Djouadi, 2013).
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La LMC était une maladie mortelle jusqu’en 2005 en Algeérie, faute de traitement.
Depuis 2007, avec I’introduction de nouveaux médicaments, la LMC est devenue une maladie
chronique. Le traitement de cette hémopathie par I’Imatinib de 1%® génération & un colt
raisonnable depuis 2005, dont bénéficie 95% des patients, a permis d’obtenir une survie
globale a 8 ans de 87,9%, et une survie sans évenement a 72%. Par contre, le suivi
moléculaire de lamaladie résiduelle, utile pour dépister une résistance et indiquer e passage a
un ITK de seconde génération, n’est pratiqué que dans moins de 50% des cas, dont la moitié
dans |e secteur privé (Abdennebi et al., 2014).

Aujourd’hui, selon les recommandations de la Société Algérienne d’Hématologie (SAH), les
modalités de la prise en charge du traitement de la LMC dans notre pays dépendent
essentiellement des moyens diagnostics et de suivi. En cas de diagnostic de LMC,
en 1%© phase chronique posé sur les arguments cliniques et hématimétriques, en I’absence de
possibilité de confirmation de I’existence du Ph, le traitement par imatinib est recommandé a
la dose de 400 mg/jour selon la tolérance, I’efficacité du traitement est alors jugée sur la
Réponse Hématologique qui doit ére Compléte (RHC) a 3 mois, posée sur les éléments
suivants : rate non palpable ; taux de globules blancs inférieur & 10 x 10%I, absence de
myéémie, taux de plaguettes inférieur & 450 x 10%1 et basophilie inférieure & 5%. En cas de
non RHC au terme de 3 mois supplémentaires ou d’échappement au traitement, un typage
HLA du patient et de sa fratrie est souhaitable afin d’envisager une allogreffe. Le deuxiéme
cas de figure est celui ou le diagnostic et le suivi peuvent étre faits par cytogenétique
(caryotype et/ou FISH) I’efficacité du traitement est jugée sur la Réponse Cytogénétique qui
doit étre Complete (RCC) a 12 mois, en son absence les doses d’imatinib sont augmentées, a
18 mois la possibilité d’allogreffe peut étre envisagée, qui peut toutefois étre précédée selon
les possibilités d’un traitement par ITK de seconde génération (ITK2). Le troisieme cas de
figure est celui ou le suivi moléculaire peut étre entrepris, dans ce cas une réponse
moléculaire majeure (RMM) doit étre obtenue au terme de 18 mois de traitement, en son
absence une augmentation des doses sedlon les mémes modalités est entreprise et en cas

d’échec I’allogreffe sera également envisagée, précédee si possible d’un traitement par ITK2.
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De grands progres ont été accomplis dans la prise en charge de nos patients dont le premier a
été la maitrise des techniques d’allogreffe, et d’accessibilité a I’imatinib a tous les patients sur
tout le territoire, Néanmoins, des progrés restent a accomplir pour développer sur tout le
territoire par la mise au point de techniques biologiques (caryotype, FISH, RT-PCR) qui
permettront d’affiner le suivi des patients. Méme s’il existe plusieurs techniques dont
I’utilisation varie en fonction de la sensihilité recherchée. Malgré les avancés techniques, la
cytogénétique conventionnelle reste la technique de référence pour la mise en évidence de la
1(9;22)(g34;911), dans sa forme classique ou variante, cependant, la cytogénétique
moléculaire (FISH) : indiquée en cas de discordance entre les données du caryotype (qui
n'identifie pas le chromosome Ph) et les données biologiques qui sont compatibles avec le
diagnostic de LMC.

La présence du chromosome Philadelphie et de ses produits est considérée aujourd’hui
comme un marqueur incontournable de la maladie. Sa disparition est considérée comme un
pré requis a la guérison et le but ultime de toute thérapeutique. L’analyse cytogénétique des

LMC présente plusieurs :

- Avantages : possibilité de mettre en évidence le chromosome Ph dans sa forme
classique et variante ainsi que I’opportunité de révéler les anomalies caryotypiques
additionnelles au chromosome Ph qui peuvent étre présentes au diagnostic ou apparaitre
au cours de la progression de la maladie et qui semblent avoir un impact sur I’évolution

des patients et sur laqualité de laréponse au traitement.

- Limites : une sensibilité moindre par rapport a la FISH et la biologie moléculaire
qui ne permet pas de suivre la maladie résiduelle. Un autre inconvenant est la nécessite
de réaliser I’analyse cytogenétique sur des échantillons médullaires pour obtenir des
métaphases ; plus difficile et donc plus problématique a mettre en place que le
caryotype réalisé sur sang total. D’autres aléas tels que I’échec de culture, des cultures
contaminées, I’échec de préléevement chez un patient ayant développé une fibrose

meédullaire apres une année de traitement, etc. sont a prendre en considération.

Les moyens diagnostiques de la LMC en Algérie restent tres insuffisants et se limitent dans
90% des cas a un hémogramme et un frottis sanguin (SAH, 2018). Le caryotype et la
recherche du transcrit BCR/ABL par biologie moléculaire ne sont pratiqués que dans 10% des

cas (SAH, 2018) ce qui compromet compléetement le suivi thérapeutique des patients.
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Conclusion et per spectives

La leucémie myéloide chronique (LM C), hémopathie maligne du groupe des néoplasies
myeéloprolifératives, est la conséquence de la translocation t(9;22)(g34;g11) qui est a I’origine
du gene de fusion BCR-ABL 1 codant une proté ne tyrosine kinase a fonction exacerbée et dont
le diagnostic biologique des LMC repose essentiellement sur I'hémogramme et le
myélogramme. Le diagnostic génétique fait appel a la cytogénétique et la biologie
moléculaire. Les premiéres comportent la mise en évidence du chromosome Philadelphie sur
caryotype sanguin ou médullaire et/ou du réarrangement BCR-ABL 1par hybridation in situ en
fluorescence. Dans plus de 95 % des cas de LMC, le chromosome Phl peut étre mis en
évidence sur un caryotype conventionnel. Dans tous les cas de LMC, la FISH met en évidence
un réarrangement entre les génes BCR et ABL 1.

Dans notre travail de recherche, aprés avoir réalis€ une prospection statistique,
rétrospectives, des cas de LMC recenses ces dernieres années au niveau de la région de
Constantine, nous avons procéder a une éude transversale sur les LMC, et pour cela nous
avons effectué une analyse hématologique et cytologique (réalisation de frottis sanguins
médullaires) et cytogénétique (réalisation du caryotype), pour des patients atteints de LMC
recrutés au niveau de I’hépital militaire régional de Constantine, les service de pédiatrie et

d’hématologie du CHU Benbadis Constantine.

L’étude cytogénétique des LMC s’est revélée étre un outil de premier choix pour la prise en
charge de cette hémopathie maligne. L’association quasi-spécifique entre la LMC
et la conséquence de la translocation t(9;22)(g34;911) permet de confirmer le diagnostic. Il en
ressort que la difficulté souvent rencontrée pour établir un diagnostic fiable dans les
hémopathies malignes de maniere générale, par des examens hématol ogiques et cytologiques
impose I’utilisation des techniques de cytogénétique classique, et éventuellement de la
cytogénétiqgue moléculaire pour lever I’ambiguité rencontrée, dans le but de confirmer le
diagnostic. Cette approche cytogénétique permet également d’établir un pronostic et assurer
un suivi thérapeutique et par conséquent, la prise en charge des patients au niveau de

structures hospitaliéres spécialisées peut étre amélioree.



Conclusion et per spectives

Apreslaréaisation de ce travail de recherche nous voyons comme perspectives :

- L’utilisation de la cytogénétique moléculaire représentée par les techniques de
FISH, en complément de la cytogénétique classique pour aller au-dela des limites
imposées par la résolution du banding et de révéler des anomalies cryptiques,
comme I’est la t(9;22)(g34;q11) dans 5% des cas de LMC.

- L’utilisation de la biologie moléculaire: la technique de RT- PCR qui éudie le
produit méme de I’anomalie cytogénétique et place donc la détection aun niveau
moléculaire. La quantification des ARNm BCR-ABL1 par RT-PCR en temps réel et
par la recherche des mutations du domaine kinase de BCR-ABL a I’origine de
résistances plus ou moins sévéres a la thérapie ciblée, constitue un bon moyen pour
le diagnostic et le suivi de I’évolution de la LMC, ainsi que pour I’appréciation de la
réponse moléculaire lors du traitement et I’apparition éventuelle d’une résistance

conduisant a I’adaptation de celui-ci.

- Etablissement d’un consensus national sur la prise en charge thérapeutique des
malades par la mise en place d’un réseau pluridisciplinaire, régional et national, qui
regroupera cliniciens, pathologistes, biologistes et généticiens en charge de ces

hémopathies malignes.
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Annexel : Aspect cytologique des LMC (Zandeckiet al., 2007)

Figure 01 : Frottis sanguin typique d’une LMC au diagnostic. (colorant : MGG)
(Grossissement X 100)




Figure 02 : Frottis médullaire typique, richement cellulaire d’une LMC. (Colorant MGG)

(Grossissement X100)
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Figure 03 : Biopsie ostéo-médullaire présentant une moelle normal et une moelle en phase
chronique dela LMC. (Colorant MGG)
(Grossissement X100)



Questionnaire

FICHE DE RENSEGNEMENT

Nom : Prénom :
Age:
Poids et taille:
Adresse:
Profession :
Typedeleucémie:
Date du diagnostic et motif d’hospitalisation :
Traitement :
Duréedu traitement :
Etat du patient :
Rémission compléte :
Pour suite évolutive:
Rechute, date derechute:
Si autre cancer :
Diagnostiquéle:
Siege:
Si patient décédé:
Date:
Cause du décés (en clair) :
Présence de cancers dansla famille:
Leucémie:
Autrecancer :
Type de cancer :
Présence de maladie génétique dansla famille :
I mpliquant des anomalies cytogénétiques :

Ne présentant pas d’anomalie cytogénétiques :

Type de maladie génétique :

Sexe:

Patient N° :



Symptomatologie clinique

Paleur
Signes anémiques Asthénie .
Tachycardie
Dyspnée d’effort
Fievres (en rapport avec la neutropénie)
Bucco
Signes pharyngées
d’insuffisance Signesinfectieux Foyers infectieux Génitaux
médullaire Anaux
Autres
Fiévre leucémique
Purpura ecchymotiques
Signes Purpura pétéchial
hémorragiques Hémorragie des muqueuses
Hémorragie viscérales
Adénopathies superficielles
Adénopathie Adénopathies meédiatisnales
Adénopathies retro-péritonéal es
Douleurs osseuses
Douleurs PO
Douleurs ostéoarticulaires
. L Splénomégalie modérée
Signes SPGIETEEEE Splénomégalie importante
tumor aux . T hépatomégalie modérée (stade 1, 2,3)
FIEpriemE e hépatomeégalie importante (stade 4,5)
Hypertrophie ganglionnair e diffuse
Hypertrophie amygdalienne
Hypertrophie des glandes salivaires
M éningites
Atteinte destesticules
Autresremarques:
Analyses biologiques
Examen Typecdlulaire Valeurs normales Obs
Polynucl éaires neutrophiles 2 a7,5x 10°/1 (45-70%)
Polynucl éaires éosinophiles 0,04 20,5 x 10%/ (1-3%)
Polynucl éaires basophiles 0,01 20,1 x 10%/1 (0-0,8%)
Lymphocyte 1,5 a4 x 10°/1 (20-40%)
Hémogramme Monocyte 0,2 a1 x 10%1 (2-10%)
Plaguettes 200000 & 500000 /ml
Myélémie
Blastose
Type de myélémie
Type de blastose
Myél oblastes 0,1a35%
Mydogramme Promyélocytes _ 0,5a5%
Myél ocytes Neutrophiles 5a20%
Myé ocytes €osinophiles 0,1a3%




Myél ocytes basophiles 0a0,05%
M étamyé ocytes 10a30 %
Polynucl éaires neutrophiles 7a25%
Polynucl éaires éosinophiles 0,2a3%
Polynucl éaires basophiles 0a0,5%
Proérythroblastes 05a3%
Erythrobl astes basophiles 10230 %
Erythrobl astes poly-chromatophiles 10a30 %
Erythrobl astes acidophiles 10230 %
Lymphocytes 5a30 %
Plasmocytes 0,1a35%
Monocytes 0a3%

M égacaryocytes ++
Conclusion

Lignée proliférative

Rapport nucléo-cytoplasmique

. Fine
Chromatine Condensé (en motte)
Nucléole Nombre

Aspect
Contour nucléaire Regullfar
Irrégulier
. . Modérée
Cytologie Basophilie cytoplasmique Importante
Présente
Vacuole cytoplasmique Absentes
Nombre
Granulations lymphocytaires
Granulations azurophiles
Coloration PAS
Batonnet d’AUER
Peroxydase
Noir de soudan
Ombre de Gumprecht
Uricémie 0,2-0,4 g/l
Hémoglobine 13-17 g/l
Phosphatase alcaline 40-150 Ul/ml
Vitamine B 12 160-900 mg/I
gammaglobuline
LDH 240 Ul/I
Analyses Glycémie 0,6-0,9 g/l
biochimiques Bilirubine <10 mg/l
Créatinine 5-10 mg/l
Albumine 36-45 g/l
Proténe sérique 61-76 g/l
CPK <70 Ul/I
Na'/ 3,15-3,47 mg/l /
K* 0,15-0,21 mg/I




Acide urique

40-60 mg/|

TGO/TGP

< 40Ul /ml /< 45Ul
/ml.

Vitesse de sedimentation 5-15 mm/h
Hématocrite 0,38 - 0,50 (38 450
%)
WBC 4000-10000 mm”
Analyse RBC 4-5,5 million /ml
hématologique | MCV 85-95 p°
MCH 28-32 pg
MCHC 32-43 %
Microcytose/macrocytose
Normochromie/hypochromie
Systeme ABO
Rhésus
Bilan cardiaque
Bilans

préthérapeutiques | Bilan hépatique
Uricémie
T. Quick (Tx Prothrombine) >65+5%

T. Céphaline

Compterendu clinique et biologique :

Cytologie:

Cytogénétique:

Conclusion générale:




Résumes




Cytogenetic study of Chronic Myelogenous L eukemia (CML)
in the regionof Constantine.

Abstract:

Chronic Myeloid Leukaemia(CML) is a type of the myeloproliferative neoplasm,
characterized by monoclonal proliferation of myeloid cells. It manifests by splenomegaly and
massive leukocytosis with passage into the blood of immature cells of the granulocyte line
greater than 20%. In Algeria, CML represents 250 new cases per year (about 0.4 cases per
100,000 inhabitants), the median age at diagnosis is at44 years old. Nowadays, this diagnosis
is frequently made during a routine checkup. The blood cells count highlights neutrophil
leukocytosis, myelemia, as well as basophilic. The diagnosis of CML requires the detection of
the Philadelphia chromosome or Phl (observed in more than 95% of cases) and the BCR-
ABL1 molecular rearrangement, a direct consequence of the translocation
t(9;22)(g34;911). In our research work, as afirst step, we tried to identify the epidemiological,
clinic and biologica characteristics of CML patients in the region of Constantine.
Afterwards, we proceed to the application of classical cytogenetic techniques on a sample of
these patients, recruited at the level of the different health structures of the region, and thisin
order to be able to bring some elements of answer as to the diagnosis and the molecular
follow-up of this hemopathy. The management of CML has been exceptionaly improved
through the use of tyrosine kinase inhibitors, whose leader isimatinib. In developed countries,
most patients diagnosed today have a life expectancy close to that of the general population.
This therapeutic efficacy can be regularly controlled thanks to a suitable molecular
monitoring, based on the quantification of BCR-ABL1 mRNAs by RT-PCR in rea time and
by the search for mutations of the BCR-ABL kinase domain, which cause more resistance or
less severe to the targeted therapy, which allows to consider, if necessary, a change of ITK.
The implementation of these methods, mainly cytogenetic and molecular biology, in Algeria

could greatly improve the survival of our patients.

K eywor ds. malignant hemopathi es,chronic myelogenous leukemia, cytogenetic.
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Analyse cytogénétique des leucémies myéoides chroniques (LM C)
danslarégion de Constantine.
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La leucémie myéoide chronique (LMC), fait partie des syndromes myé oprolifératifs, caractérisée
par une prolifération monoclonale des cellules myéloides. Elle se manifeste par une splénomeégalie et une
hyperleucocytose massive avec une myélémie supérieure a 20%. En Algérie, la LMC représente 250
nouveaux cas par an (environ 0,4 cas pour 100 000 habitants). L’age médian au diagnosticest de 44 ans.
De nos jours, ce diagnostic se fait fréquemmentau cours d’un examen de routine. La numeération
formulesanguine met aors en évidence une hyperleucocytose apolynucléaires neutrophiles, une
myé émie,ainsi qu’unebasophilie. Le diagnostic de la LMC nécessite la mise enévidence du chromosome
Philadelphie ou Phl (observédans plus de 95 % des cas) et du réarrangement moléculaireBCR-ABL1,
conséguence directe de latransocation (9;22) (g34;911).

Dans notre travail de recherche, dans un premier temps, nous avons essayé de dégager les
caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiquesdes malades atteints de LM Cdans la région de
Constantine. Par la suite, nous avons procéder a I’application des techniques de cytogénétique classique
sur un échantillon de ces patients, recrutés au niveau des différentes structures de santé de larégion, et ce
pour permettre d’apporter quelques éléments de réponse quant au diagnostic et au suivi moléculaire de
cette hémopathie.

La prise en chargedes LMC a été exceptionnellement améliorée grace a I’utilisation d’inhibiteursde
tyrosinekinase dont le chef de fil est I’imatinib. Eneffet, dans les pays développés, la plupart des patients
diagnostiqués aujourd’hui ont une espérance de vievoisine de celle de la population générale. Cette efficacité
thérapeutique peut étre réguliérement controlée grace a un suivi mol éculaire adapté, basésur la quantification
des ARNmM BCR-ABL1 par RT-PCR en temps rédl et par la recherche des mutationsdu domaine kinase de
BCR-ABL a I’origine de résistances plusou moins séveres a la thérapie ciblée, ce qui permet d’envisager, si
nécessaire, un changement d’ITK. La mise en place de ces procédés, essentiellement de cytogénétique et de

biologie moléculaire, en Algeérie pourrait grandement améliorer la survie de nos patients.
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