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Introduction

La leucémie est un cancer qui prend naissance dans la cellule souche de la moelle osseuse.
C'est une affection maligne caractérisée par une prolifération anarchique du tissu hématopoiétique,
regroupent les leucémies et les lymphomes. Communément appelées « cancers du sang »,
ces pathologies, correspondent a un ensemble extrémement hétérogéne de proliférations myéloides
et lymphoides malignes atteignant les organes lymphoides et non lymphoides. Les leucémies sont
a distinguer des lymphomes, qui sont des dérivés des cellules lymphoides, et qui se développent,
le plus souvent, a partir des ganglions (Mauvieux et al., 2006).

En fonction de la rapidité a laquelle la maladie se développe et évolue on subdivise
deux types de leucémies; les leucémies chroniques et les leucémies aigués: les leucémies
chroniques se développent lentement au fil des mois ou méme des années. Elles sont dues
a l’accumulation de cellules sanguines matures, par défaut d’apoptose, ou a la prolifération
incontrdlée de cellules hématopoiétiques indifférenciées. Dans le cas ou cette prolifération concerne
les lymphocytes (lymphocytes de la lignée B), on parlera de Leucémie Lymphoide Chronique
(LLC), si elle concerne les cellules myeéloides (principalement la lignée granulocytaire) on parlera
de Leucémie Myéloide Chronique (LMC).La leucémie aigué débute de maniére soudaine
et se développe en quelques jours ou quelques semaines, elle est caractérisée par une progression
et une prolifération rapide dans la moelle osseuse et le sang de cellules immatures. Selon I'origine
des lymphoblastes ou des médullo-blastes, on distingue deux grandes catégories de leucémies
aigués : les Leucémies Aigués Lymphoblastiques ou Lymphoides (LAL), et les Leucémies Aigués
Myéloblastiques ou Myéloides (LAM) (Kelly et Gilliland, 2002 ; Gisselbrecht, 2003).

Environ 57 000 cas de leucémie surviennent chaque année, et les LAM sont les hémopathies
malignes les plus fréquentes survenant principalement chez 1’adulte, et dont 1’incidence augmente
avec 1’age (Pui, 2006). Elles sont caractérisées par une prolifération anormale et excessive
de cellules hématopoiétiques immatures généralement présentes dans la moelle osseuse et le sang.
Ces cellules, communément appelées blastocystes, sont bloquées dans leur différenciation
a un stade précoce et inhibent le fonctionnement de la moelle osseuse normale
(Mbensa et al., 1993). Le diagnostic et la prise en charge thérapeutique de la LAM accordent
aujourd’hui une grande place aux techniques de cytogénetique (classique et moléculaire)
et de biologie moléculaire en complément des techniques habituelles (hémogramme, myélogramme
et cytochimie). Le traitement reste difficile en raison des résistances et des rechutes aux traitements
de chimiothérapie conventionnelle. Des thérapies ciblées basées sur la connaissance

de la physiopathologie des LAM sont en cours de développement (Wang et Chen, 2008).



Introduction

Méme si la plupart des leucémies n'ont pas de causes connues, on peut en revanche retrouver
divers facteurs de risque susceptibles de favoriser leur apparition. Dans les LAM, les facteurs
causals reconnus sont des facteurs g@énétiques endogenes (constitutionnels ou acquis)
ou environnementaux. Cependant, au cours de la derniére décennie, un grand nombre d'études
ont été menées qui prédisent I'implication des mutations du géne de la Méthyléne-Teétra-Hydro-
Folate Réductase (MTHFR) dans la survenue des LAM, via leur impact délétére sur la méthylation
de I’ADN, le stress oxydatif, les phénomeénes d’empreinte génétique et d’épigenese humaine.
L’enzyme MTHEFR réduit I’acide folique en 5 Méthyl-Tetra-Hydro-Folate (5-MTHF), forme active
du cycle des folates, qui permet le recyclage de I’homocystéine (donneur de méthionine
et de cystéine) et la synthese du glutathion (Menezo, 2016).

Une mutation de ce géne entraine une capacité jusqu’a 75% plus faible de générer le 5-MTHF.
Il existe de nombreux polymorphismes ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism) du géne
MTHFR, les deux principaux décrits dans la littérature scientifique sont ceux qui ont le plus grand
impact clinique : C677T et A1298C. Ces polymorphismes ont été liés a une activité enzymatique
réduite du MTHFR, ce qui conduit a une accumulation de 5, 10-méthylénetétrahydrofolate et a une
hypo-méthylation de I'ADN. En effet, le 5,10-méthylénetétrahydrofolate donne un groupe méthyle,
qui convertit le dUMP en dTMP (Frosst et al., 1995).

A ce jour, plusieurs études ont étudié l'association entre les polymorphismes MTHFR
et le risque de survenue de LAM (Robien et Ulrich, 2003 ; Barbosa et al., 2008 ; Liu et al., 2016),
mais les résultats de ces études sont parfois contradictoires. Pour contribuer a clarifier 1’effet
potentiel des polymorphismes de la MTHFR sur le risque de survenue d’une LAM, nous avons

mené ce travail de recherche. Nous nous sommes assigné les objectifs suivants :

- Faire une synthese bibliographique actualisée sur les aspects cliniques et biologiques
des LAM. L’aspect génétique (génes impliqués et altérations génétiques et épigénétiques

rencontrées) de ces hémopathies sera développé de fagcon exhaustive.

- Prospecter par une méta-analyse regroupant toutes les études ayant été menées
sur la thématique, I'implication des deux polymorphismes les plus communs de la MTHFR
(OMIM : 607093), C677T (rs 1801133) et A1298C (rs 1801131), dans le risque de survenue
de la LAM.
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Chapitre | Sang, moelle et hématopoiése

1- Sang

Le sang est un tissu biologiqgue mésenchymateux spécialisé, un liquide rouge visqueux
et dense dont le ph est Iégerement alcalin (pH entre 7,2 et 7,5). C'est I'un des principaux liquides
organiques de I’organisme ou des cellules vivantes, des ¢léments figurés sont en suspension
tres concentrée dans une matrice extracellulaire liquide homogéne et épais appelé le sang.
Le sang joue plusieurs rbles essentiels en raison de la diversité des cellules qu'il contient
aux propriétés et fonctions biologiques distinctes. Il distribue 1’oxygéne, les hormones
et les nutriments a toutes les cellules, les tissus et les organes du corps, ainsi que leurs roles
dans I’inflammation et la phagocytose des globules blancs et I’élimination des déchets

(Thérond, 2007 ; Leblanc, 2011).

1-1- Plasma

Le plasma est un liquide sanguin de couleur jaunatre sous une forme légérement visqueuse
ou toutes ces cellules sont en suspension. Il représente a lui seul 55% du volume sanguin. Il est
composé a 90% d'eau et contient plus de 100 solutés: des nutriments, des hormones, des gaz,
des ions et d'anticorps. Le plasma est avant tout un fluide riche en protéines, dont la principale
protéine albumine, I'immunoglobuline ainsi que les facteurs de coagulation et le fibrinogéne.
Il remplit plusieurs fonctions, notamment le transport des cellules sanguines et des nutriments,
la régulation de I'eau et des sels minéraux dans le corps, l'irrigation des tissus et la défense contre

les infections et les caillots sanguins (Kebbous et Midouche, 2015).

1-2- Eléments figurés

Le sang est un fluide vital que notre corps produit chaque jour a un rythme insensé
de plusieurs milliards de cellules par jour, et il se compose de cellules sanguines en suspension dans
le plasma qui représentent 45% de son volume total. Les éléments sanguins sont classés
en 3 classes: les hématies (globules rouges ou les érythrocytes), les leucocytes (globules blancs)
et les plaquettes (également appelées les thrombocytes ou cellules plaquettaires). Toutes
ces cellules sont synthétisées dans un tissu spongieux de nos os appelés moelle osseuse selon
le processus d'hématopoiese a partir dune seule cellule souche hématopoiétique,
mais la différenciation est activée par différentes hormones. Et ces eéléments picturaux du sang
ont une vie limitée : il y a un équilibre dynamique entre leur production et leur destruction
(Binet, 2003).



Chapitre | Sang, moelle et hématopoiése

1-2-1- Hématies

Les globules rouges, également appelés érythrocytes ou Globules Rouges (GR) sont des
cellules annulées présentes dans le sang depourvues d'organites cellulaires contenant une solution
d'hémoglobine responsable de la couleur rouge du sang. Des Cellules incapables de mouvement
sain, mais extrémement défavorables avec des formes de disques plats souvent biconcaves.
Ce sont les plus petits composants du sang (7,7 um de diametres ) et les plus nombreux (5x10°)
(Gill et Anctil, 2006). Apres plusieurs étapes de différenciation, les érythrocytes se déplacent
dans la circulation sanguine ou ils jouent le rdle de transporteurs d'oxygene. Ces petits éléments,
qui ne contiennent pas de noyau, consistent principalement en une membrane et un cytoplasme
en plus de I'eau, des ions minéraux et du glucose provenant du plasma, qui sont deux composants

de base des protéines de I'némoglobine et des enzymes érythrocytaires (Provan et Gribben, 2005).

1-2-2- Polynucléaires

a-  Polynucléaires neutrophiles (PNN) : désignent un type de globules blancs, qui sont
des cellules rondes spécialisées de 15 a 20 um qui proviennent de la moelle osseuse
et représentent 15 a 30% de I'ensemble de ces cellules. Le PNN mature est conservé dans
un compartiment de réserve pendant 5 a 7 jours au niveau de la moelle osseuse qui circule
en une dizaine d'heures dans le sang et passe dans les tissus ou il remplit sa fonction
principale de lutte contre les bactéries notamment en phagocytose et bactéricide grace
a sa capacité a migrer dans les tissus vers le site de la lésion (Provan et Grobben, 2005).
Ce sont les cellules multinucléés les plus nombreuses avec une durée de vie estimée
dans les tissus d'environ 24 heures, et leur valeur physiologique varie de 50 a 80%. Leur
objectif est les tissus qu'ils acquiérent pour remplir leur r6le dans la défense antibactérienne
non spécifique, dans le cas d'un nombre supérieur a la normale, alors on parle de noyaux
neutrophiles et dans le cas contraire de neutropénie (Binet, 2003).

b-  Polynucléaires éosinophiles (PNE) : c'est une cellule de 12 a 17 um, avec un noyau le plus
souvent bilobé, et un cytoplasme rempli de granules massifs, ronds et réguliers chargés
d'histamine orange et jaune (Vaubourdoll, 2013). Ils ont des structures similaires aux PNN.
Leur &ge est de 8 a 12 jours par rapport aux neutrophiles, les PNE ont moins de pouvoir
phagocytaire. Les substances émises sont des agents chimiques éosinophiles, I'histamine
et la prostaglandine D2 stimulent la réaction d'hypersensibilité immédiate, fonction principale
des éosinophiles (Binet, 2003). Cette réaction se produit par la liaison de I'immunoglobuline
E (IgE) a l'antigene (Ag) dont le nombre augmente chez certains parasites et en cas
de polynucléaires (Provan et Gribben, 2005).
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c-  Polynucléaires basophiles (PNB) : les basophiles sont le principal acteur de la réaction
allergique et de divers événements immunitaires et inflammatoires, et jouent un réle majeur
dans I'hypersensibilité immeédiate, comme les mastocytes trés proches. Les cellules &gées
de quelques heures a quelques jours travaillent principalement pour se débarrasser
des granules. Par la suite, le noyau polynucléaire est capable d'une nouvelle synthése a partir
de granules spécifiques. lls agissent en libérant des composeés vasoactifs (histamines)
et en modulant les immunomodulateurs présents dans leurs granules aprés stimulation

impliquant ou non des IgE (Kebbous et Midouche, 2015).

1-2-3- Monocytes

Les monocytes sont des cellules appartenant a un groupe hétérogéne de leucocytes
qui circulent dans le sang et naissent dans la moelle osseuse puis se propagent dans le sang
(Geissmann et al., 2001). Aprés que les vaisseaux sanguins restent a l'intérieur des cellules,
les monocytes deviennent verts dans les différents tissus (rate, ganglions, tissus conjonctifs
sous la peau, les poumons et les membranes séreuses) sous forme de macrophages). lls représentent
2 & 10% de tous les globules blancs avec une trés courte durée de vie dans le sang (environ 24 h) .
et peuvent rester dans la circulation jusqu'a un a deux jours (Italiani et Boraschi, 2014).
Les monocytes ont des caractéristigues morphologiques typiques, de forme irréguliére
avec une taille variable entre 20-40 pum, un noyau ovale ou en forme de rein sans noyau,
leur chromatine n'est pas trés dense (Valensi, 2005). Cette cellule est capable de se répandre
facilement sur verre et plastique. Les monocytes, comme les autres globules blancs, participent
aux défenses spécifiques de l'organisme. Ils ont pour réle de protéger et de défendre I'organisme
contre les bactéries, les substances, les substances étrangeres, les virus, les parasites et les cellules
tumorales. Son role plus précis est de délivrer des antigenes aux lymphocytes. 1l est également
responsable de la phagocytose, il intégre et détruit les agents pathogeénes et les restes de petites
cellules. Les monocytes qui proviennent de la moelle osseuse proviennent de Cellules Souches
Hématopoiétiques (CSH) et se développent a partir de la lignée des myéloides vulgaires.
Les cellules souches conduisent alors a la formation d'une unité qui forme la colonie précurseur
de granulocytes macrophages diploides, qui sont ensuite transférées dans les tissus.
Une augmentation du nombre de monocytes dans le sang périphérique est associée a des injections
en phase de récupération apres neutropénie et états inflammatoires chroniques, mais aussi
a des maladies du systeme sanguin (neoplasmes myéloprolifératifs ou leucémies aigués
par exemple) (Akashi et al., 2000).
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1-2- 4- Lymphocytes

Les lymphocytes sont de petites cellules rondes (environ 7 um de diameétre) avec un noyau
et font partie de la famille des leucocytes (santé future) qui sont relativement nombreux
et représentent entre 20 et 40% des leucocytes circulant dans l'organisme, se retrouvent
dans le sang, provenant de la moelle osseuse, apres que les organes lymphoides centraux
sont occupés par leur maturation (moelle osseuse pour les lymphocytes B, thymus pour
les lymphocytes T) (Godin-Ethier, 2011). Il existe généralement trois groupes
de lymphocytes: les lymphocytes B, T et NK, dont les principaux sont les lymphocytes B et T
qui participent & la réponse immunitaire adaptative. Contrairement a la réponse immunitaire innee,
cette deuxiéme étape de la réponse immunitaire adaptative impliqgue de nombreux leucocytes,
notamment: des lymphocytes B qui produisent des anticorps et des protéines complexes qui ont
la capacité de reconnaitre et de neutraliser spécifiqguement les agents pathogeénes, tandis que les
lymphocytes T (T pour Thymus en finissant leur maturation dans le thymus) sont responsables
de Il'immunité cellulaire en détruisant les cellules reconnues comme étant spécifiguement
infectées. Seules les études immunitaires spécialisées des marqueurs membranaires peuvent
différencier les lymphocytes B et T .L'hyper lymphocytose correspond a un taux de lymphocytes
supérieur a 8000 a 9000 ml (Kebbous et Midouche, 2015).

1-2-5- Plaquettes

Les plaquettes dans le sang ou les thrombocytes humains sont de plus petits éléments
stéréoscopiques du sang qui résultent de la fragmentation du cytoplasme des grandes cellules
hématopoiétiques de la moelle osseuse appelées les mégacaryocytes (Hertwig et Italiano, 2003).
Ils n‘ont donc pas de noyau et sont réamplifiés dans le sang car ils sont 4gés de 7 a 12 jours avant
d'étre éliminés par phagocytose des macrophages dans le systéme rétinien des tissus a l'intérieur
du corps, de la rate et de la moelle osseuse. Les plaquettes sont les acteurs essentiels du maintien
d'un vaisseau sanguin sain. Sa fonction principale est d'assurer une hémostase dite « primaire »
conduisant a la formation d'un thrombus riche en thrombocytes ou thrombus blanc.
Parmi les nombreux récepteurs a la surface des plaquettes, sont les récepteurs TLR (Toll-like
Receptor) pour linteraction entre immunité innée et adaptative (Furie, 2008)
Ainsi La réponse plaquettaire est variable en fonction de I'activation par un stimulus hémostatique.
Cependant, nous réalisons maintenant qu'il a également un r6le important dans les processus
de guérison, la régulation de l'inflammation, l'angiogenése et la séparation des vaisseaux

lymphatiques et sanguins (Leslie, 2010 ; Julien et Berthet, 2015).
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2- Moelle osseuse

La moelle osseuse est un tissu vivant, spécialisé, spongieux et mésenchymateux
située au milieu des os de I'organisme responsable de la production de diverses cellules sanguines.
Chez un adulte, la masse de moelle osseuse obtenue pese de 1,6 a 3 kg (Bryon, 1998).
Il se compose de tissu hématopoiétique (on parle donc d'hématopoiese ou de moelle rouge)
et de tissu adipeux (moelle grasse ou jaune). La moelle sanguine rouge est dissequée
anatomiquement en plusieurs parties osseuses, constituées de I'extérieur vers l'intérieur
d'un squelette, d'une chambre vasculaire, d'un microenvironnement conjonctif vasculaire et enfin
d'un parenchyme hématopoiétique, a droite, c'est la que les cellules souches se développent
en globules rouges et blancs et les plaguettes. L'emplacement de la moelle osseuse varie selon qu'il
s'agit d'un feetus, d'un nouveau-né et d'un adulte. Chez le feetus, elle est située a I'intérieur de toutes
les cavités osseuses. Alors que chez l'adulte, elle se trouve dans les boites d'os spongieux
de certaines épiphyses au niveau des vertébres, des os plats. Cette moelle remplit de nombreuses
fonctions, la fonction hématopoiétique car elle est le siége de I'hématopoiése, une fonction
de défense qui a un rble de macrophage et d'immunité, et est capable de s'auto-renouveler

pour maintenir la réserve de cellules sanguines a vie (Mauch, 1995 ; Ferrant, 2004).

3-  Hématopoiese
3-1- Définition

C'est l'ensemble des mécanismes qui assurent la production continue et réguliére
des différentes cellules sanguines. Le sang apparait chez 1’homme dés le 21°™ jour
de I’embryogenése. Il est produit dans ’AGM (Aorte-Gonade-Mésonéphros) et le sac vitellin
(origine mésodermique). Entre le 2°™ et le 7°™ mois, le foie et la rate prennent la reléve ;
et ce n’est que dans les derniers mois de la vie intra-utérine que la moelle osseuse devient le site
principal de la formation du sang. Apres la naissance, la moelle osseuse est le site exclusif
de production sanguine. Jusqu’a 5 ans tous les 0s ont une activité hématopoiéetique, ensuite cette
activité va progressivement se limiter au niveau des os courts et plats (sternum, cotes, vertebres,
os iliaques). Le systétme hématopoiétique doit produire tout au long de la vie des cellules
spécialisées en quantité tres importante pour assurer le renouvellement des cellules lymphoides
et myeéloides. La plupart des cellules sanguines ont une durée de vie transitoire, elles doivent
donc étre renouvelées : 120 jours pour les globules rouges, 7 a 10 jours pour les plaquettes

et quelques heures pour certains granulocytes (Agneés, 2008).
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L'hématopoicse se déroule en 4 étapes successives dont le passage d’une étape a une autre

est sous influence de signaux (cytokines et autres) :

- Cellules souches hématopoiétiques : caractérisées par l'auto-renouvellement,
la totipotence et la capacité de différenciation permettant leur engagement vers une lignée

hématopoiétique (Agnes, 2008).

- Progéniteurs : la premiére différenciation d'une cellule souche multipotente
aprés sa mise en cycle se fait vers la lignée lymphoide ou vers la lignée myéloide.
Morphologiquement identiques aux cellules souches, ils perdent leur totipotence et deviennent
pluripotents avec une capacité de renouvellement plus faible. Acquisition de nouveaux
marqueurs (CD34, CD33, HLA-DR, etc.). La cellule souche lymphoide possede la potentialité
de différenciation vers trois types de cellules : lymphocytes T, B (CFU-L) et les cellules NK.
Dans la cellule souche myéloide (CFU-GEMM) chaque nom de progeéniteur est défini
par l'association du préfixe CFU (Colony Forming Unit) suivi de(s) lettre(s) qui caractérisent
les lignées (GEMM : Granuleuse, Erythrocytaire, Macrophage et Mégacaryocytaire).
Cette cellule va poursuivre son programme de différenciation et donner naissance
a des progéniteurs encore plus engagés : CFU-GM Granulo-Macrophagique : P. Neutrophiles
et Monocytes, BFU-MK et CFU-MK (Mégacaryocytaire) : Plaquettes, BFU-E (Burst Forming
Unit) et CFU-E : Hématies (Schmidt et al., 2013).

- Précurseurs : ils sont les premieres cellules morphologiquement identifiables de chaque
lignée. Acquisition des marqueurs embryonnaires spécifiques des différentes lignées.
Le compartiment des précurseurs a pour but la multiplication et la maturation cellulaire
terminale. lIls sont localisés dans la moelle osseuse et explorés par le myélogramme
et la BOM (Biopsie Ostéo-Médullaire) (Schmidt et al., 2013).

- Cellules matures : l'ensemble de I'hématopoiése a lieu dans la moelle osseuse.
Seules les cellules terminales, matures et fonctionnelles, vont passer dans le sang :
polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles, hématies, plaquettes, lymphocytes
et monocytes. Pour la plupart de ces cellules le sang ne représente qu'un lieu de passage
et de transport entre leur lieu de production (la moelle) et le lieu de leurs fonctions (les tissus).
Les lymphocytes et les monocytes seront de plus capables de nouvelles différenciations apres
leur séjour sanguin (Schmidt et al., 2013) (figure 01).
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Figure 01 : modeéle général de I’hématopoiése (Kaushansky et al., 2006).

Le développement des cellules sanguines débute a partir d'une CSH, qui peut subir
soit un auto-renouvellement ou une différenciation en une lignée des cellules progénitrice
commune myéloide (CMPs) ou Lymphoides (CLPs) qui donne naissance a d'autres progéniteurs
plus différenciés. Les cytokines et facteurs de croissance favorisant (en rouge) la survie,

la prolifération et/ou la différenciation.

3-2- Régulation de I'hématopoiése

La régulation de 1’hématopoicse est complexe. Elle dépend essentiellement de facteurs
de croissance et de I’existence d’un microenvironnement médullaire. Cette régulation spécifique
est importante eétant donné la difference de durée de vie et la diversité de fonctions des cellules
sanguines (Chaker, 2010).
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3-2-1- Micro-environnement médullaire

Afin de se renouveler, proliférer et se différencier, les CSH vivent dans un environnement
constitué de diverses cellules et de protéines matricielles (protéines fibreuses, glycoprotéines
et protéoglycanes) qui sont produites par les cellules stromales (cellules mésenchymateuses,
cellules réticulaires, fibroblastes, lymphocytes, macrophages et cellules sinusoides vasculaires).
Les constituants de cet environnement interagissent entre eux et avec les CSH et ’ensemble
constitue la niche hématopoiétique. Ces interactions sont principalement responsables du maintien
des CSH dans la moelle osseuse et permettent également la transmission de signaux qui modulent
la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire. Les cellules stromales liberent de divers
Facteurs de Croissance Hématopoiétiques (FCH). Certains de ces FCH peuvent se fixer
transitoirement aux protéoglycannes de la Matrice Extra-Cellulaire (MEC) (par exemple le GMCSF
se lie a I'héparane sulfate) et assurent ainsi la production de divers composants permettant
le maintien de la croissance des CSH : CXCL12, angiopoiétine-1, VCAM-1, KL, la protéine c-KIT
est son récepteur de surface (Robb, 2007). Les progéniteurs hématopoiétiques expriment plus
de 20 récepteurs d’adhésions différents (Coulombel, 1997). Parmi ces molécules, on trouve
des intégrines responsables de 1’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire telles
que la fibronectine, la laminine ou le collagene. Des molécules d’adhésion cellule-cellule telles
que 'ICAM (Inter-Cellular Adhesion Molecule), VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule)
et PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) (Ifrah et Calm, 2014).

3-2-2- Les facteurs de croissance

Aussi appelés cytokines et CSF (Colony Stimulating Factor), il s’agit de glycoprotéines
agissant comme de Véritables «hormones hématopoiétiques », capables de stimuler
I’hématopoiese. Elles sont synthétisées par divers types de cellules sanguines, endothéliales,
fibroblastes. On distingue plusieurs types de facteurs de croissance selon leur lieu d'action
au cours de I'nématopoieése :

- Action sur les progéniteurs précoces, peu spécifiques de lignées : SCF, FIt3-L, IL-3,

famille de I’IL-6 (IL-6, IL-11, LIF, OSM) (Robb, 2007).

- Action plus restreinte, plus tardive :

- Pour les granulocytes, les macrophages, ou les mastocytes : GM-CSF permet
’orientation vers la production de progéniteurs Granulocytaires / Monocytaires, G-CSF
permet la différenciation vers les neutrophiles, M-CSF permet la différenciation
vers les monocytes, IL-5 qui permet la différenciation vers les éosinophiles et SCF
ou KL (Kit ligand) qui permet la différenciation mastocytaire.
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- Pour les mégacaryocytes : thrombopoiétine (TPO) et son récepteur appelé MPL,
présent sur les plaquettes et sur les mégacaryoblastes. La TPO est synthétisee
par le foie.

- Pour les érythroblastes : principalement I'érythropoiétine (EPO), synthétisée
par les cellules péritubulaires du cortex rénal, sensible a la pression en oxygéne du sang.
Les proérythroblastes et les CFU-E entrent en apoptose en I'absence d'EPO, qui est donc
plutdt un facteur anti-apoptotique.

- Pour les cellules lymphoides : SCF et IL-7 orientent la différenciation des CS
pluripotentes en progéniteur lymphoide, IL-7 : aide a la différenciation des progéniteurs
B (BCP), IL-2, IL-4, IL-7 : aide a la différenciation des progeniteurs T (TCP).

Autres : hormone de croissance, insuline, les stéroides, hormone thyroidienne vitamines

et oligoéléments (la vitamine B12 et I'acide folique ainsi que le fer) et les androgénes

(Robb, 2007).

3-3- Physiopathologie de I'hématopoiése

L’hématopoiése est un processus complexe, encore imparfaitement compris. Des altérations

de ’hématopoiese peuvent conduire a diverses pathologies, réactionnelles (aplasies) ou malignes

(hémopathies), on distingue selon la nature de la pathologie :

Excés de production : Syndromes Myélo-Prolifératifs (SMP) et Syndromes Lympho-
Prolifératifs (SLP).

Défaut de production : Syndromes Myélo-Dysplasiques (SMD), aplasies médullaires,
carences et toxicité médicamenteuse.

Excés de destruction : pathologies immunologiques ou auto-immunes (PTAI : Purpura
Thrombopénique Auto-Immun, AHAI : Anémie Hémolytique Auto-Immune), soustraction
(saignements, cytaphérese, plasmaphérese).

Défaut de destruction : pathologies d’accumulation (LLC, LMC) (Schmidt et al., 2013).

Avant de devenir globules rouges, globules blancs ou plaquettes, les cellules passent par toute

une série d’étapes de maturation dont le point de départ est la cellule souche hématopoiétique.

Dans la plupart des cancers hématologiques, ce processus de maturation est perturbé en raison

de la survenue d’altérations dans une cellule qui se met alors a se multiplier de fagon anormale.

L’accumulation de ces cellules freine ensuite le fonctionnement normal des autres cellules

(lutte contre les infections, prévention des saignements, etc.). Plus les altérations apparaissent

tot dans le processus de maturation, plus I’agressivité du cancer risque d’étre élevée (Chan, 2004).
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On distingue 3 grandes familles de cancers du sang : les leucémies qui sont caractérisées
le plus souvent par la présence de cellules anormales circulant dans le sang, les myélomes
qui se manifestent notamment par des lésions osseuses, et les lymphomes qui touchent
principalement les ganglions. Les syndromes myélodysplasiques sont des maladies de la cellule
souche hématopoiétique qui prédisposent au développement d’une leucémie aigué myéloide.
Des mutations récurrentes et des altérations délétéres avec le microenvironnement médullaire
sont & l’origine de I’initiation de la maladie et de 1’amplification d’un progéniteur clonal.
Les mécanismes responsables de la sélection clonale sont recherchés grace a des modeles de lignées
cellulaires in vitro et de xénogreffes chez la souris de cellules hématopoiétiques et stromales
mésenchymateuses dérivées des patients (Chan, 2004 ; Sternberg, 2004).

Les processus qui aboutissent a la transformation leucémique d’un progéniteur
hématopoiétique normal sont encore mal compris. Un modéle séduisant de leucémogenése fait
intervenir une succession d’événements géniques responsables, d’une part de [’arrét
de la différenciation, et d’autre part d’un défaut d’apoptose et d’un exceés de prolifération.
Ces évenements géniques touchent fréquemment des genes codant des facteurs de transcription
hématopoiétiques ou des récepteurs ou molécules impliqués dans la transduction des signaux
anti-apoptotiques en réponse aux cytokines et facteurs de croissance. Il peut s’agir
des translocations (fusions de genes), des délétions completes ou partielles, des amplifications

ou des mutations ponctuelles (Porcu et al., 2000).
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Chapitre 11l Leucémies aigués myéloides

1-  Définition

La Leucémie Aigué Myéloide (LAM) est également appelée myéloblastique constitue un
groupe hétérogene d'hémophilie maligne qui se caractérise par un ensemble de prolifération clonale
incontr6lée de cellules myéloides immatures (appelées blastes) qui ont perdu leur capacité
a se différencier. C'est un cancer qui commence dans les cellules souches myéloides,
qui se développe anormalement en cas de leucémie et remplace les globules sanguins normaux :
globules rouges, granulocytes, monocytes et plaquettes, ce qui conduit & une accumulation dans la
moelle osseuse, envahissant le sang périphérique et éventuellement autres organes
(hématopoiétiques et non hématopoiétiques). La propagation s'accompagne d'une production
insuffisante d'éléments sanguins normaux par la moelle osseuse (Chalandon et Swerdlow, 2005).
2-  Epidémiologie

Les hémopathies malignes regroupent des entités tres distinctes issues du tissu lymphoide
ou myéloide. Les classifications épidéemiologiques n'ont pas pu la prendre en compte pendant
une période suffisamment longue pour le rendre possible, a partir des registres publics d'incidence
et de déces pour chaque entité. Les données publiées regroupent ces entités en grandes catégories
(Dscheler et Lubbert, 2006). Elles représentent moins de 3% de tous les cancers, mais elles sont
I'un des types cancéreux les plus mortels et les LAM environ 25% de I'ensemble des leucémies.
L'incidence globale de la LAM est d'environ 4 a 5 nouveaux cas pour 100 000 personnes par an,
et cette incidence augmente progressivement avec I'dge, en particulier aprés 50 ans,
selon les données du programme US SEERS (Surveillance, Epidemiology, and End Results
Program) (Deschler et al., 2006). L'age médian au diagnostic est de 67 ans avec une légere
prédominance masculine et chez les Noirs américains (Ries et al., 2009). Elle affecte
préférentiellement les hommes (ratio de 4,6 contre 3 pour 100 000 habitants) et les personnes
agées. Cependant, les trés jeunes enfants (moins de 6 mois), et rarement, la LAM est diagnostiquée
avant l'age de 40 ans. Les LAM représentent également 80% des cas de leucémie aigué chez
l'adulte. Les LAM chez les personnes agees représentent un probléeme de santé plus général,
car une augmentation récente de lincidence a été observée en raison du vieillissement
de la population occidentale et de l'augmentation de I'administration d'agents générateurs
de leucémie toxiques dans le traitement de divers cancers (Xie, 2003). En ce qui concerne
la leucémie aigué, elle représente 41,5% des cas de leucémie avec des taux d'incidence standard
de 4,3 pour 100 000 chez les hommes et de 3,2 pour 100 000 chez les femmes
(Hill et Doyon, 2005).
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La leucémie varie considérablement chez les enfants et les adultes, environ un tiers
des adultes déeveloppant un cancer une fois. Pourtant, cette différence de distribution a été observee
pour la leucémie. En fait, la leucémie est le type de cancer le plus courant chez les enfants
alors qu'elle ne représente qu'un faible pourcentage des cas diagnostiqués chez les adultes
(Brionne et Nowokczyn, 2009).

En France, on note que le taux d'incidence standardisé selon I'age est de 0,7 pour 100 000
personne par an chez l'enfant. , alors que chez les enfants de moins de 15 ans il n'y a pas
de prédominance selon les données épidémiologiques pour les leucémies aigués, les proportions
ambigués étant rares. On estime que les leucémies dites bi-phénotypiques représentent 3 a 4%
de tous les cas de leucémies aigués en France ; Il a été observé chez les adultes et les enfants
(Elliot et al., 2000).

En Algérie, les données disponibles sur les cancers montrent une augmentation isolée
de l'incidence, et que depuis 1990, environ 30 000 nouveaux cas de cancer sont diagnostiqués
chaque année. Cet effet peut parfois étre observé contre des changements importants
dans les conditions d'enregistrement. L'augmentation annuelle de I'incidence de la LAM se poursuit
avec 247 cas enregistrés en 2006, 265 en 2006, 292 en 2008, 303 en 2009 et 320 en 2010
avec des augmentations de 7,7%, 10,2, 3,7% et 5,6%. respectivement avec un taux d'augmentation
moyen de 6,80% pour toute la période d'étude, réduisant l'incidence annuelle de 0,7 en 2006
a 0,9 en 2010 pour 100 000 habitants. L'dge moyen du diagnostic rapporté par cette étude
est inférieur de 42 ans a celui rapporté dans I'étude précédente et est relativement bas par rapport
a la tendance mondiale. Ce fait s'explique facilement par la taille relative de la population
algérienne. Les caractéristiques cytologiques montraient une thrombopénie sévere, qui pourrait
refléter un retard de prise en charge des patients au niveau des structures hospitalieres spécialisées
(Troussard et Maarouf, 2006). Les proportions de sous-types de leucémie aigué myéloide
sont en grande partie les mémes que celles décrites dans la littérature, mais a un taux trés faible
et des formes non spécifiques (1% vs 7%). Cette étude a révélé une nette tendance a I'augmentation
de I'incidence annuelle des leucémies aigués myéloides au cours de la période d'étude, qui ne peut
s'expliquer non seulement par l'augmentation annuelle attendue de la population algérienne,
mais aussi par I'ameélioration des connaissances medicales, des soins et de linscription
dans les services d'hématologie. Cependant, une réelle augmentation des cas enregistrés liée
au vieillissement de la population et a I'amélioration des diagnostics doit également étre envisagés.
(Winberg et Arber, 2010). Le taux d'incidence annuel global pour 100 000 personnes montre
une augmentation de 0,7 en 2006 a 0,91 en 2010. Cependant, ce taux est encore faible par rapport

aux pays occidentaux (Benakli, 2009).
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Il est important de souligner que le principal inconvénient de cette étude reside dans le fait
que les données sur les ancétres des troubles sanguins ou des chimiothérapies et/ou radiothérapies

antérieures n'ont pas été incluses (Djouadi-Lahlou, 2009).

3-  Etiologie

A ce jour, la cause de la leucémie aigué myéloblastique n’est pas connue. Un petit nombre
de facteurs de risque prédisposant ont été identifiés en raison d’événements catastrophiques.
Les expositions au benzéne, aux radiations ionisantes a forte dose, et aux chimiothérapies
anticancéreuses sont des facteurs de risque bien établis et particulierement bien décrits
dans les hémopathies myéloides tandis que les déficits immunitaires congénitaux ou acquis
et les infections virales ou bactériennes favorisent le risque d’hémopathies malignes lymphoides.
Un facteur de risque augmente la probabilité de survenue d’un cancer, mais ne provoque pas,
en soi, le cancer ; par ailleurs, si vous présentez un facteur de risque, cela ne signifie
pas nécessairement que vous allez développer un cancer. Un facteur de risque n’est pas une cause
en soi. Certaines personnes présentant ces facteurs de risque ne développeront jamais de LAM,
tandis que d’autres personnes ne présentant aucun de ces facteurs de risque développeront
tout de méme une LAM. En général, dans une approche étiologique des LAM, il faut faire

la distinction entre deux types : les LAM secondaires et les LAM de novo (Glass, 2003).

3-1- LAM secondaires

Lorsqu’un facteur de risque a été identifié, la LAM est dite « secondaire ». Elles surviennent
soit aprés une exposition a des facteurs prédisposant tels que des agents toxiques ou thérapeutiques
soit dans I’évolution d’une autre hémopathie maligne du type SMD ou SMP (Syndromes
Myélo-Prolifératifs) (Collignon et al., 2012). Les facteurs de risques acquis comprennent
I’exposition a divers éléments :

- Des radiations ionisantes dans un contexte thérapeutique (radiothérapie), professionnel
ou accidentel.

- Des toxiques : pesticide, benzéne et ses dériveés, tabac, etc.

- L’existence d’un syndrome myélodysplasique (anémie réfractaire avec ou sans exces
de blastes) ou d’un syndrome myéloprolifératif (principalement la leucémie myéloide
chronique, mais aussi la maladie de Vaquez, la thrombocytémie essentielle, la splénomégalie
myéloide).

- L’exposition a des médicaments cytotoxiques dont la cible principale est I’ADN

les agents alkylants et les inhibiteurs de topoisomérases Il (Fenaux et al., 2016).
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3-1-1- LAM induites par les agents alkylants

Comme la cyclophosphamide, le chlorambucil, le melphalan, etc. La survenue de LAM
secondaire intervient 2 a 5 ans aprés leur administration. Le caryotype montre souvent
des anomalies complexes. Les LAM aprés utilisation prolongée d’agents alkylants (une phase
de latence ~ 3 a 7 ans), souvent précédées (2/3 des cas) par une phase de SMD. Ces LAM
sont fréqguemment associées a des anomalies des chromosomes 7 et 5, et moins souvent

du chromosome 17 (Fenaux et al., 1999).

3-1-2- LAM liées a I’utilisation d’inhibiteurs de topoisomérase 11

Les LAM apres utilisation d’inhibiteurs de topoisomérase II (épipodophyllotoxines
ou anthracyclines) avec latence courte entre 1 a 2 ans), sans précession par une phase de SMD.
Le caryotype est normal, ou il existe des anomalies cytogénétiques du géne MLL en 11923,
translocations t(8;21), t(15;17), t(8;16) ou inv(16). Les LAM surviennent alors plus précocement.
L’identification des formes secondaires de LAM est primordiale, car il s’agit de formes souvent
plus résistantes, notamment lorsqu’elles sont secondaires a des hémopathies myéloides
préexistantes ou a des traitements par chimiothérapie et (ou) radiothérapie. Leur pronostic

est également plus sombre (Fenaux et al., 1999).

3-2- LAM de novo

On connait de nombreux facteurs préférentiels qui se distinguent classiqguement en facteurs

génétiques et acquis d'une part, et facteurs environnementaux d‘autre part (Antoni, 2012).

3-2-1- Facteurs constitutionnels (génétiques)

Parmi ces facteurs, le plus important est la trisomie 21. C’est un facteur de risque majeur
de leucémie infantile. Appelé aussi syndrome de Down, caractérisé par la présence
d'un chromosome 21 supplémentaire, le risque de développer une LAM est 15 fois plus élevé
que dans la population générale (Deschler et Lubbert, 2006).

Parmi les autres maladies génétiques constitutionnelles, on peut citer le syndrome
de Klinefelter, qui touche les garcons et se caractérise par la présence d'un chromosome X
supplémentaire ou d'un variant chromosomique XXY au lieu du XY normal, un syndrome
de Bloom une mutation déterminée par une maladie génétique récessive, I'anémie de Fanconi ;
une maladie génétique qui affecte les enfants et se caractérise par un arrét du traitement
(Deschler et Lubbert, 2006).
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Une déplétion progressive de la moelle osseuse, entrainant une anémie, une diminution
du nombre de plaquettes et de globules blancs, le syndrome de Sahachmann-Diamond,
la maladie de Kostmann et le syndrome de Wiskott-Aldrich, ataxie télangiectasie, neurofibromatose
de Recklinghausen, ostéogenese imparfaite et syndrome de Li-Fraunemi (Pui, 1995).

Certaines déficiences immunitaires congeénitales favorisent I'émergence de remedes
homéopathiques malins des I'enfance. Certaines thérapies immunosuppressives peuvent également
étre impliquées dans le développement de la LAM, mais aussi de la LAL. Les antécédents
familiaux des fréres et sceurs sont rarement mentionnés (Breems et al., 2005). En fait, le risque
augmente de 2 a 4 pour la leucémie aigué dans la fratrie. Elle doit étre trés élevée pour un vrai
jumeau d'un enfant atteint de leucémie aigué : 20% si I'homéopathie est initiée avant 6 ans et 100%
si elle apparait avant 1 an, et le risque est élevé dans l'année qui suit le diagnostic
(Deschler et Lubbert, 2006).

Les cas de leucémie familiale sont extrémement rares, seuls 10 cas ont été rapportés
dans la littérature et sont principalement liés au syndrome de Li-Fraunemi. Cependant, plusieurs
conditions constitutionnelles prédisposent au risque de leucémie aigué. Ce risque est estimé a 25%
chez les vrais jumeaux, et il est augmenté en présence d'une anomalie chromosomique

ou en cas de défaut de réparation chromosomique (Deschler et Lubbert, 2006).

3-2-2- Facteurs acquis

Une histoire d'homéopathie pernicieuse peut étre évoquée dans la recherche de I'étiologie
dune LAM. En effet, la leucémie myéloide aigué secondaire survient parfois apres
le développement d'un état pré-leucémique (SPM ou SMD) dans I'histoire naturelle de certaines
leucémies chroniques fréqguemment (Buchner et al., 2006). Les facteurs de risque acquis
comprennent :

- L'exposition a des médicaments cytotoxiques dont la cible principale est I'ADN. La survenue
d'une LAM secondaire survient 2 a 5 ans aprés sa prise en charge. Le caryotype montre
souvent des anomalies complexes et des inhibiteurs de la topoisomérase Il, puis les LAM
surviennent plus t6t et présentent diverses anomalies cellulaires telles que des anomalies
du géne MLL situé en 11923, ou une inversion du chromosome 16. Le Groupement qui reflete
le développement réel du transcrit malin primaire et l'accumulation d'anomalies
cytogenétiques. Cependant, la part pertinente de la maladie et des traitements regus
(chimiothérapie, radiothérapie) reste a déterminer dans le processus hématopoiétique.
Le role des agents infectieux est souvent évoqué et parfois confirmé dans la survenue d'une
LAM (Buchner et al., 2006).
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- Exposition a des substances toxiques : pesticides, benzéne et ses dérivés, tabac, etc.

- Présence d'un syndrome myeélodysplasique (anémie réfractaire avec ou sans souffles excessifs
ou syndrome myéloprolifératif (principalement LMC, mais aussi maladie de vaquez,
thrombocytopénie essentielle, splénomégalie médullaire) (Buchner et al., 2006).

L'identification des formes secondaires de LAM est essentielle, car il s'agit souvent
de formes plus résistantes, notamment lorsqu'elles sont secondaires a une myeélopathie préexistante

ou a des traitements par chimiothérapie et/ou radiothérapie (Buchner et al., 2006).

3-2-3- Facteurs environnementaux

En ce qui concerne les cancérogenes toxiques, I'exposition classique au benzene,
décrite en 1928, peut provoquer diverses maladies du sang et notamment la LAM (Deschler et
Lubbert, 2006). Ces derniers sont reconnus comme maladies professionnelles si I'exposition
au Benzene (usines produisant des vernis, des peintures émaillées, des plastiques, des tasses,
des pneus lubrifiants, des teintures, des détergents, etc.) (Lichtman, 2007). L'exposition aux
rayonnements ionisants est également reconnue comme un agent causal, d'autant plus que 82 000
personnes ont été étudiées apres les explosions nucléaires d'Hiroshima et de Nagasaki.
Il est désormais admis que le tabagisme et l'utilisation de pesticides peuvent étre propices
a I'nématopoiese (Moormaan et al., 2002). L'augmentation du risque de LAM chez les fumeurs,
évoquée dans les années 1970, a été récemment confirmée par une étude américaine avec un risque
relatif de 1,4 a 2 selon la consommation de tabac et la prédominance de certains sous-types
cytogénétiques, notamment + (8,21) (Van Maele-Fabry et al., 2008).

La place entre l'utilisation de pesticides et la survenue de lymphocytes est significativement
augmentée pour les LAM, le risque semble étre plus précisément associé a I'utilisation de pesticides
contenant des organochlorés et organophosphorés, et I'exposition prénatale a divers pesticides
est associée a le développement de la leucémie avec l'incidence du cancer du sang chez I'enfant,
une étude belge a montré une augmentation de l'incidence de la LAM chez les agriculteurs
qui utilisaient des pesticides, notamment des PCDD/DBD (Lichtman, 2007).

4-  Classification

Un hémogramme sanguin complet avec lecture précise des frottis sanguins et médullaires
par réactions cytochimiques permet encore de classer la plupart des formes myéloides de leucémies

aigues (Braham-Jmili et al., 2006).
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Cette classification est basée sur leur évolution (aigué a progression rapide et chronique
a progression lente) ainsi que sur l'origine des cellules leucémiques. La LAM est en outre classée
en sous-types, et la plupart des cancers et des tumeurs solides sont classés en fonction
du type cellulaire, de I'agressivité et de la tendance a se propager a d'autres organes et tissus. Mais
sur la base de I'apparition de cellules cancéreuses (leucémique) ainsi que des anomalies génétiques
associees (Mandal, 2013).

L'étude d'autres marqueurs cytogénétiques, immunologiques et moléculaires est devenue
nécessaire pour décrire le diagnostic de la LAM. Il existe deux principaux systémes utilises pour
classer les MAMA en sous-types. L'une delle est la classification FAB qui était en usage
auparavant et a été remplacée par la nouvelle classification de I'OMS apres l'avenement de I'ére
« moléculaire » (le développement de la cytogénétique, de la biologie moléculaire et des techniques
d'immunophénotypage (Braham-Jmili et al., 2006 ; Mandal, 2013).

4-1- Classification FAB

Le groupe Franco-Américain-Britannique (FAB), constitué de médecins et de biologistes,
a été développé dans les années 1970 et constitué en 1976 puis révisé en 1985.
La premiére classification consensuelle des LAM sous le nom de FAB, prenait en compte
des criteres cytologiques et a permis de distinguer la LAM en huit types observables 0 a 7,
donc leucémie ou cellules blastiques, le type MO a M3 appartient a la lignée cellulaire
de la granulosa avec blocage au stade médulloblastique de MO, M1 et M2 ou blocage au stade
protéolytique de blastes M3 Les types M4 et M5 appartiennent a la lignée monophylétique
et sont blogués au stade monoblastique. Les blastes M6 appartiennent a la monophylétique et sont
bloqués au stade pro-érythroblastique. Enfin, les blastes de type M7 appartiennent a la lignée
plaquettaire et sont bloqués au stade mégacaryoblaste. Cette distinction repose sur l'apparition
de leucémies observées au microscope aprés coloration au May-Grinwald Giemsa (MGG)
(Karen et al., 2011).

Les sous-types morphologiques de LAM comprennent également des entités rares
non observées dans le systeme FAB, telles que la leucémie basophile qui a été proposée
comme sous-type IX. M8 en 1999. Il a donc pris en compte également des parametres
morphologiques et cytochimiques spécifiques. En comptant les bouffées dans le sang et la moelle

osseuse (Karen et al., 2011).
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4-2- Classification OMS

Développée a la fin des années 1990, cette classification reposait sur la présence ou l'absence
d'anomalies cytogénétiques récurrentes en 2001 et complétait la classification des FAB en intégrant
des criteres génétiques et cliniques. Ainsi que les antécédents pathologiques et thérapeutiques
des patients) permets une catégorisation de plusieurs entités de LAM ayant une présentation
clinique, une évolution et une réponse différente aux traitements. Elle est également abaissée
a 20% le pourcentage de blastes médullaires, nécessaires pour poser le diagnostic.
alors c'est une revue biochimique qui utilise une combinaison de toutes ces méthodes
(Kebbous et Midouche, 2015).

En 2008, une révision de la classification des LAM a été réalisée en tenant compte
des caractéristiques moléculaires. Ils sont donc regroupés sous le nom. Leucémie aigué myéloide
avec caractéristiques du myéelome (LAM - CM) les entités suivantes: LAM survenant aprés
un syndrome myélodysplasique (SMD) connu, LAM sans phase de SMD connue, mais avec
dysplasie multilignée et LAM sans phase de SMD connue, mais avec anomalie cytogénétique
évocatrice de SMD. De plus, notez que la LAM avec des antécédents de SMD ou avec
des antécédents de traitements de chimiothérapie présente certaines caractéristiques qui conduisent
a I'établissement de deux nouveaux types de LAM : la LAM avec myélodysplasie « multilignée »
et la LAM ou SMD. Le type de LAM avec des marqueurs dysplasiques affectant de nombreuses
lignées se développe par la LAM associée a la LAM myélodysplasique associée a cette classe
devenant une LAM avec des antécédents de MDS ou de néoplasmes MDS / NMp /
myéloprolifératifs (Vardiman, 2010).

Leucémie aigué myéloide avec anomalies génétiques caractéristiques des myélodysplasies
et enfin LAM avec au moins 50% de cellules dysplasiques dans au moins deux lignées.
Le type de chimiothérapie « secondaire » de la LMA/SMD n'est plus divisé en fonction du type
de traitement inclus, la plupart des patients recevant a la fois des agents alkylants et des inhibiteurs
de la topoisomérase. La LAM n'est pas associée a des anomalies génétiques spécifiques, mais le fait
que les patients obtiennent un pronostic bien pire que les patients atteints de LAM de novo suggere
que d'autres différences biologiques entrent en jeu, de sorte que cette catégorie a été maintenue
(Vardiman, 2010).

Un type de LBA n'entrant pas dans les autres catégories peut également se développer. Les
leucémies avec différenciation érythroide ou a cellules géantes ont été reclassées en LAM
myélodysplasique, et les leucémies mégaloblastiques associées a des anomalies génétiques
spécifiques ont été reclassees en LAM, certaines anomalies génétiques étant reclassées en LAM
avec anomalies génétiques fréquentes (Vardiman, 2010).
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Enfin, deux nouveaux groupes ont été constitues : les syndromes prolifératifs dus a la trisomie
21 et les leucémies a blastocytoides. Des études moléculaires des anomalies genétiques associées
a la leucémie ont permis de caractériser les protéines impliquées dans la formation
de la leucémie. Cependant, les études morphologiques restent importantes en raison de la forte

association avec des anomalies cytogénétiques et moléculaires concomitantes (Vardiman, 2010).

5-  Aspects cliniques

Les symptdmes cliniques sont trés polymorphes, parfois trés riches, parfois bas. Il est dominé
par des singes déficients en myéloide, reflétant une propagation plus lente de la tumeur aux lignes
myeéloides et lymphoides normales et des manifestations néoplasiques, reflétant une infiltration

leucémique dans les organes hématopoiétiques et éventuellement d'autres (Sébahoun, 2006).
5-1- Syndromes d'insuffisance médullaire

Ils sont presque toujours présents et associés. On distingue trois tableaux en fonction
des cytopénies sanguines :

- Le syndrome anémique : associés aux érythrocytes, ils apparaissent souvent de maniére
significative et rapide en quelques semaines. Conduit a une paleur cutanéo-muqueuse,
des manifestations cardiaques (dyspnée, tachycardie et vertiges) et une asthénie
(Sébahoun, 2006).

- Le syndrome infectieux : associée a l'importance de la neutropénie, l'atteinte de la lignée
granulocytaire provoque une neutropénie voire une agranulocytose (définie comme un taux
de cellules pléomorphes, neutrophiles <0,5 g/L), et de la fievre présente dans la moitié
des cas. Les foyers infectieux doivent étre recherchés par examen clinique et prélevements
bactériologiques dirigés ou systématiques (hémoculture, prélevements, peau et gorge buccale,
urine, selles) (Sébahoun, 2006). Ces contrles sont effectués periodiqguement pendant
le traitement. Les foyers les plus fréquents sont Oto-Rhino-Larynx (ORL) ou champ cutané
(angine, stomatite, pneumonie et/ou lésions infectées) qui répondent mal aux antibiotiques
usuels, infection souvent bactérienne, rarement variable ou fongique (Sainty, 2006).

- Syndrome hémorragique : il est associe a lI'importance de la thrombopénie, le plus souvent
du purpura cutané (pétéchies ou ecchymoses), de I'épistaxis et du saignement
des gencives. Le danger est I'némorragie cérébrale méningée, les gros hématomes
et les hémorragies aux points de pigQre conduisent a une coagulopathie de consommation
(Sébahoun, 2006).
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5-2- Syndrome tumoral

Il survient particulierement dans les leucémies aigués a composante monocytaire et LAL-T

(Mauvieux et al.,, 2005). Il traduit [I'infiltration de [I'explosion, qui S'exprime par

- Hypertrophie des organes hématopoiétiques qui se manifeste par une splénomégalie
récidivante, de taille modérée, parfois associée a une hépatomégalie et a une lympho-
adénopathie diffuse, symétrique et indolore.

- Atteinte du nerf méningée qui est initialement rare. Il s'agit d'une méningite leucémique
détectée par ponction lombaire en présence de méninges de singe ou de paralysie des nerfs
craniens. (Mauvieux et al., 2005).

- Hypertrophie gingivale et atteinte cutanée (nodules rouge-violet indolores, indolores
et incrustés dans le derme, mais fortement évocateurs d'une leucémie aigué myéloide)
(Sébahoun, 2006).

6-  Aspects biologiques

Selon 'OMS, le diagnostic des LAM repose sur la détection dans la moelle osseuse ou le sang
périphérique de plus de 20% des blastes. Par conséquent, il sera nécessaire dans le cadre du bilan
diagnostique d'effectuer une myélographie. Sur sang et moelle osseuse, ils sont évalués apres
comptage respectivement d'au moins 200 et 500 cellules nucléolaires Les nucléoblastes sont des
cellules plus ou moins rondes de taille variable (de 15 a 30 um) avec un rapport noyau/cytoplasme
élevé. Le noyau contient un schéma régulier, de la micro-chromatine et un ou plusieurs
nucléoles. Le cytoplasme quant a lui est basal et peut contenir des granules voire un ou plusieurs
corps d'Auer, cependant cette description n'est pas adaptée aux monocytes (Krimech, 2020).

Une fois les blastes supplémentaires détectés, il faudra confirmer le caractére myéloide
de ces cellules. L'examen cytologique peut apporter une réponse en mettant en evidence des grains
d'azur ou des corps d'Auer mieux encore dans le cytoplasme des blastes. L'examen cytochimique
recherchera l'activité myélopéroxydase des cellules blastiques. Si la Myélopéroxydase (MPO)
est retrouvée dans plus de 3% des blastes, le diagnostic de LAM peut étre posé. A l'inverse,
l'activité myélopéroxydase négative ne permet pas d'éliminer certains sous-types de LAM :
LAM peu différenciee, monoblastique, érythroide, mégaloblastique ou bi-phénotypique, et on peut
utiliser d'autres techniques de cytochimie (estérases). L'immuno-profilage des blastes
par cyrtométrie en flux est devenu I'examen de référence, en conjonction avec I'examen cytologique
et chimique oculaire, pour déterminer la nature myéloide ou lymphoide de la leucémie aigué
(Krimech, 2020)
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Cette technique permet de mesurer I'expression d'antigénes specifiques d'une lignée localisée
sur les blastes (en surface ou dans le cytoplasme). Selon le type de balises trouvées toutes
ces analyses ont été réalisees sur des blastes médullaires et/ou sanguins (cytologie, cytochimie,
cytogenétique conventionnelle ou moléculaire, biologie moléculaire), associées aux caractéristiques
des patients, permettant de poser le diagnostic de LAM selon la classification 2008
on peut confirmer le caractere myéloide de la leucémie aigué (Tankéré et al., 2011).

Depuis l'introduction de la nouvelle classification diagnostique de I'OMS, les analyses
génétiques et moleculaires sont devenues des outils de diagnostic et ne sont plus seulement
prédictives. Ainsi, le diagnostic de LAM en l'absence d'un taux de blastes > 20% peut étre retenu
si le caryotype retrouve l'un des défauts cytogénétiques suivants : t(15:17) (q22:912), t(8:21)
(922:922), inversion chromosomique 16 inv (16) (p13.1922) ou t(16:16) (p13.1; g22). 1l en est
de méme pour l'analyse en cytogénétique moléculaire et la recherche des génes de fusion
correspondants en biologie moléculaire (PML-RARA, RUNXI-RUNXITI, CBFB-MYHI1)
(Fiancette, 2017)

En l'absence d'anomalie cellulaire ou moléculaire caractéristique d'un sous-type de LAM,
le terme « LAM non identifié » sera retenu et I'examen cytologique standard permettra
la classification des LAM selon la classification FAB. Toutes ces analyses ont été réalisees
sur des blastes médullaires et/ou sanguins (cytologie, cytochimie, cytogénétique conventionnelle
ou moléculaire, biologie moléculaire), associées aux caractéristiques des patients, permettant
de poser le diagnostic de LAM selon la classification 2008 de 'OMS (Ducassou, 2016).

L'utilisation de la cytogénétiqgue et de la biologie moléculaire permet de mieux
définir les entités morphologiques cellulaires (définies dans la classification FAB), d'identifier
de nouvelles entités et de mieux comprendre les événements oncogeénes a l'origine de cette
maladie. Les anomalies chromosomiques et moléculaires rencontrées dans la LAM permettent
de déterminer le type de LAM et ont également l'avantage d'étre des facteurs pronostiques
indépendants, indispensables pour des options thérapeutiques permettant également de surveiller

la maladie résiduelle (rechutes) (Dastugue, 2003).
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7-  Le pronostic

Les facteurs pronostiques des LAM ont été largement étudiés par les différents groupes
coopératifs impliqués dans le traitement de cette maladie. Les facteurs pronostiques
sont les suivants : 1’age (le risque de résistance, de déces durant I'aplasie et de rechute augmente
au-dela de 60 ans), I’hyperleucocytose (> 40 000/mm3), type cytologique défavorable
(LAM < LAL, LAM4/M5 < LAMI/LAM2, LA inclassables, bi ou multi-phénotypique),
le caryotype (bon pronostic : t(1517) inv 16 t (8,21) = LAM2 / mauvais pronostic : anomalies
du chromosome 5 et du 7, cassures multiples, etc.), la réponse initiale a la chimiothérapie
Rémission Complete (RC)2 < RC1 (plus d’1 cure de chimiothérapie pour obtenir la RC)
et les syndromes tumoral (+++). D’autres facteurs pronostiques sont importants comme le caractére
secondaire de la LAM, la classification FAB (M0, M6 et M7 défavorables), 1’existence
d’une localisation neuroméningée. Moins bien évalués sont les facteurs pronostiques mettant en jeu
de facon immédiate le pronostic vital du patient qui, de ce fait, n’entre bien souvent dans aucun
protocole en raison de sa gravité initiale ou de son évolution rapidement défavorable
(Boissel et Dombret, 2006).

8-  Traitement

Sans traitement, la LAM cause rapidement la mort par infection, hémorragie ou troubles
respiratoires et cérébraux par augmentation importante des globules blancs. Le but du traitement
est d'obtenir la disparition des blastes anormaux de la moelle osseuse et une remontée
des polynucléaires, des plaquettes et de I'hnémoglobine dans le sang. Cet état est appelé « rémission
complete ». Sans traitement complémentaire, la rechute (réapparition des blastes dans la moelle
osseuse) est le plus souvent observée. C'est pour cette raison, qu'apres le premier traitement,
dit d” « induction », les médecins proposent le plus souvent un traitement de « consolidation »,
et enfin un traitement d'«intensification» comportant soit une allogreffe de moelle,
soit une autogreffe, soit d'autres cures de chimiothérapie. Chez les patients au-dessus de 60 ans,
des traitements de chimiothérapie intensifs sont plus mal tolérés et les allogreffes de moelle

conventionnelle ne sont pas possibles (Castaigne et al., 2004).
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Chapitre 111 Génétique des LAM

1-  Meécanismes moléculaires dans la leucémogenése

Les bases génétiques du cancer ont été établies dans les années 1970 par 1’étude de modéeles
expérimentaux de transformation qui ont permis de mettre en évidence 1’existence d’oncogenes,
transduits par des rétrovirus ou dont la transcription est activée par leur insertion a proximité.
Ces premiers oncogenes, dérivant de geénes cellulaires, possédent un pouvoir de transformation
puissant. Pour étre transformée, la cellule hématopoiétique normale doit acquérir (ou conserver)
des propriétés d’auto-renouvellement, de réponse modifiée aux signaux prolifératifs
et antiprolifératifs, une résistance a 1’apoptose, et étre bloquée en différenciation. Il est admis
que la transformation tumorale est un processus multi-étapes qui résulte de 1’accumulation
d’anomalies génétiques, le plus souvent acquises. Schématiquement, la transformation
d’un progéniteur hématopoiétique nécessite la coopération d’au moins deux événements,
I’'un bloquant la différenciation, 1’autre stimulant la survie cellulaire et la prolifération
(Bernard, 2010).

Des expériences de xénogreffe dans des souris immunodéficientes ont permis de montrer
que seule une fraction des cellules leucémiques est capable de recréer la leucémie dans la souris.
Cela révele une structure hiérarchique de la prolifération dans nombre de leucémies aigues de type
my¢loide (LAM) et indique que toutes les cellules leucémiques ne sont pas équivalentes
(Bernard, 2010).

Les événements oncogéniques a 1’origine des leucémies aigues chez 1’homme ont d’abord
¢été recherchés par 1’étude des anomalies de structure chromosomique. Il a été montré la présence
de génes modifiés au niveau des points de cassure chromosomiques. Deux types de conséquences
peuvent étre observés :

- L activation transcriptionnelle d’un géne observée principalement dans les proliférations
de type lymphoide, qui aboutit a la surexpression ou a I’expression ectopique d’un géne
souvent normal ;

- La création d’un géne chimérique, par recombinaison entre deux genes, qui entraine

I’expression d’une protéine de fusion (El-Bakali, 2021).

Chronologiquement, le premier exemple de gene de fusion est la fusion BCR-ABL
qui résulte de la translocation t(9;22)(g34;qll), responsable du chromosome Philadelphie.
Elle est associée aux leucémies myéloides chroniques (LMC) et a certaines LA lymphoblastiques
(LAL) de type B. La protéine BCR-ABL posséde une activité tyrosine-kinase constitutive
qui est la cible d’une série d’inhibiteurs développés récemment. Ces nouvelles molécules ont permis

une nette avancée dans le traitement des LMC (Ravinet et al., 2011).
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2-  Altérations géniques rencontrées dans les LAM

Depuis le début du 20°™ siécle, une relation entre les anomalies chromosomiques
et les cancers a été observée. Dans les années 1970, plusieurs études ont montré que les cellules
cancéreuses ont des motifs chromosomiques différents des cellules normales. Gilliland et al
ont proposé en 2001 I'hypotheése que le mécanisme de la leucémogenése se déroule en plusieurs
¢tapes par lI'accumulation de mutations de type I, offrant un avantage prolifératif, et de type 2,
entravant le processus de différenciation myéloide. Les deux mutations forment des groupes
complémentaires et il est rare de trouver deux mutations du méme groupe dans la LAM,
sauf pour le cas particulier de 'AMLI (RUNXI) et de la MLL qui appartiennent au méme groupe
complémentaire, mais ont une occurrence commune (Dastugue, 2003). Certaines des mutations
récemment identifiées n'ont pas encore ¢été classées dans l'un ou l'autre des groupes, car leurs
conséquences ne sont pas encore bien définies. De plus, 55% des patients présentent des anomalies
au niveau chromosomique et 45% ont un caryotype normal, mais des variances de mutations
trés ¢élevées au niveau génétique. Reconnaitre ces anomalies est important pour comprendre
leur physiopathologie, identifier les facteurs pronostiques et développer des thérapies plus ciblées
(Frohling et al., 2005). Les anomalies génétiques trouvées dans la LAM sont variées et concernent
des translocations chromosomiques, des mutations ponctuelles, des duplications et des inversions.
On note également I'implication des mécanismes épigénétiques dans I'hématopoiese. L'apparition
d'un si grand nombre d'anomalies est vraisemblablement liée a l'instabilit¢ du génome du blast
et ces perturbations pourraient résulter de 1'édition de genes impliqués dans le maintien de l'intégrité
du génome et dans sa formation (Mahfoudhi, 2016).

Au sein des myelopathies malignes, les SMD et la LAM représentent des maladies complexes
et hétérogénes causées par des anomalies clonogéniques des cellules souches myéloides. Elle se
caractérise par une hématopoiese inefficace, qui provoque une leucopénie aigué. La connaissance
des anomalies moléculaires des syndromes myélodysplasiques et de la LAM, en particulier
avec des caryotypes normaux, est généralement faible et leur physiopathologie est encore mal
comprise. Une meilleure identification moléculaire est nécessaire pour une évaluation prédictive
plus précise de I'némopathie et pour améliorer secondairement les stratégies thérapeutiques. Cette
lettre donne un apercu des classifications cytogenétiques et moléculaires actuelles du SMD
et de la LAM ainsi qu'un examen de certaines des altérations moléculaires rencontrées

dans ces maladies (Fenaux et Dreyfus, 2000).
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Grace a l'apport des techniques d'analyse génomique a grande échelle, notamment
array-CGH, notre laboratoire a decouvert de nouvelles modifications épigénétiques, notamment
des mutations du gene ASXL1, ainsi que des altérations des génes codant pour les protéines
et les régulateurs de la Cohésine, de la protéine CBL. Nous avons analysé un groupe de mutations
génetiques et émis I'hypothése d'un modeéle de leucémogenése avec 4 classes de mutations,
afin de mieux comprendre la physiopathologie des syndromes myélodysplasiques

et de la mononucléose (Rocquain, 2010).
2-1- Mutations de type 1

Les mutations de type | sont des mutations qui offrent des avantages de prolifération et/ou
de survie aux progéniteurs hématopoiétiques en dérégulant des voies de signalisation spécifiques
telles que celles impliquant N-RAS, K-RAS (neuroblastome et Kirsten-RAS), FLT3, c-KIT.
Les mutations de type 1 seules conduisent & une maladie similaire a la leucémie myéloide chronique
caractérisée par une prolifération accrue de globules blancs, mais ces cellules sont matures

et fonctionnelles (Frohling et al., 2005).
2-1-1- N-Ras et K-Ras

Les proteines RAS appartiennent a une famille de petites protéines membranaires qui régulent
les signaux de transduction pour plusieurs récepteurs. Ils jouent un réle essentiel dans la régulation
de la prolifération, de la différenciation et de l'apoptose cellulaire en établissant un équilibre
entre la forme active (GTP) et la forme inactive (GDP). Il existe trois genes fonctionnels : N-RAS,
K-RAS et H-RAS. Les mutations de ces génes ont été les premiéres décrites dans la maladie
myéloide la protéine N-RAS est codée par le géne N-RAS situé en position 1p13. Les mutations
affectent préférentiellement les codons G12, G13 et Q61, entrainant une perte de l'activité GTPase
et provoquant ainsi une activation essentielle des protéines et des voies de signalisation en aval
(RAF, MAPK, ERK) (Reneville et al., 2008). Les voies de signalisation impliquant les genes RAS
sont activees par un large éventail de cytokines et jouent un role important dans la prolifération
et la survie des progéniteurs hématopoiéetiques en activant la voie des MAPK. Des mutations
activant I'oncogéne primaire RAS sont retrouvées dans divers types de tumeurs et dans 15 a 25%
des LAM. Ces mutations ne sont pas associées a des anomalies spécifiques du caryotype,
ni a des caractéristiques cliniques ou évolutives de la LAM (Thomas et Elhamri, 2005 ;
Bacher et al., 2006).
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2-1-2- FLT3

Le gene FLT3 (Fms tyrosine kinase 3), localiseé sur le chromosome 13,
code pour un récepteur transmembranaire de 933 acides amineés, a activité tyrosine kinase exprimé
a la surface des progéniteurs hématopoiétiques normaux de la moelle osseuse, en particulier
des cellules souches cancéreuses. Son ligand est exprimé et secrété par les cellules
du microenvironnement myeloide conduisant a son activation (Nakao et al., 1996). Sa stimulation
réduit l'apoptose et active la prolifération cellulaire via la voie de signalisation JAK/STATS
(Hayakawa et al., 2000). Des mutations activatrices de cette protéine sont retrouvées
dans plusieurs hémopathies. FLT3 est largement exprimé dans les LAM (entre 70% et 100%
des LAM de tous les types de FAB) et cette surexpression joue un rble dans la survie
et la propagation des blastes leucémiques. De plus, il existe deux mutations activatrices
de ce récepteur trouvées dans la LAM ; des duplications internes en tandem de la séquence alternée
située dans la région transmembranaire du récepteur (FLT3-1TD : FLT3-Internal Tandem Duplex),
et des mutations ponctuelles au niveau de la boucle d'activation du domaine kinase (FLT3-TKD :
FLT3-Tyrosine Kinase Domaine) (Gilliland et Griffin, 2002). La mutation FLT3-ITD
est retrouvées dans 25 a 30% des cas, les doublons présents sont trés variables, mais toujours
dans le cadre de lecture et entrainent une perte de fonction du domaine inhibiteur. Ces mutations
sont associées a un mauvais pronostic. Des mutations ponctuelles FLT3-TKD sont retrouvées
chez 7% des patients entrainent la formation d'anneaux actifs et donc une meilleure liaison de I'ATP
et de son substrat. La relation entre ces mutations et leur apparition en termes de pronostic
est encore sujette a débat (Scholl et al.,, 2009). Les deux types de mutations conduisent
principalement a la réplication, I'activation et I'autophosphorylation du récepteur. Ce changement
se traduit par l'activation des voies PI3K/AKT, PLCY, STAT5 et RAS/ERK impliquées

dans la prolifération et la survie cellulaire (Mrozek et al., 2007).

2-1-3- C-Kit

Le géne KIT est localisé sur le chromosome 4 (4q12) code pour la protéine c-KIT
(ou CD117), décrite pour la premiere fois en 1987 (Belson, 2007). Ce récepteur a activité tyrosine
kinase est présent a la surface des CSH et est activé en présence de facteurs de cellules souches
(SCF) (Mrozek et al., 2008). Des mutations activatrices dans le domaine extracellulaire
ou la boucle d'activation ont été trouvées chez 20 a 30% des patients présentant des aberrations
chromosomiques spécifiques telles que t(8:21) et inv (16). Elles sont classées en trois groupes :
soit une mutation ponctuelle dans I'exon 17, une insertion ou délétion sans changement de cadre
de lecture dans I'exon 8, soit une répétition en tandem dans I'exon 11 (Duployez et al., 2016).
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Ces mutations sont instables en rechute. Concernant I'impact pronostique de ces mutations,
les résultats restent controverses : elles ont un pronostic défavorable dans la LAM-CBF en termes
de rechute et de SSR, mais n'ont pas de bénéfice pronostique en termes de RC et de taux osseux
(Duployez et al., 2016).

2-1-4- CBL

Le gene CBL (Casitas B-cell Lymphoma) code pour une ubiquitine ligase qui cible et dégrade
une variété de tyrosine Kkinases. Des mutations dans ce géne empéchent I'absorption
et l'ubiquitylation de FLT3 et augmentent ainsi I'amplitude et la durée de la signalisation

de ce récepteur. (Sargin et al., 2007).

2-1-5- PTPNII

Le gene PTPNII est localisé sur le chromosome 12 et code pour une protéine cytoplasmique
a activité tyrosine phosphatase (appelée aussi SHP-2). Cette phosphatase est fortement exprimeée
dans les cellules hématopoiétiques. Il participe a la transduction du signal en aval des facteurs
de croissance, des cytokines, des hormones et des molécules d'adhésion en partie via la voie
RAS/MAPK. Ces mutations provoquent un défaut dans la transmission/active de la forme inactive
de la phosphatase, mais leur réle dans la pathogenese de la LAM reste a déterminer. 1l ne semble
pas avoir de valeur prédictive (Takahashi, 2011). Elles sont présentes dans de nombreuses
myélopathies LMMJ (35%), LAM (4% en pédiatrie vs 2,5%) chez I'adulte) (Benakli, 2009).

2-1-6- JAK2

JAK2 (JAnus Kinase 2) est constituée de protéines a activité tyrosine kinase cytoplasmique
impliquée dans la transduction de signaux déclenchés par de nombreux facteurs de croissance
et récepteurs de cytokines nécessaires a I'nématopoiése dans les voies de signalisation, de la survie
et de la prolifération cellulaire. Cette protéine est codée par un gene situé sur le chromosome 9
en position 9p24. Il existe deux principaux types de mutations : soit une mutation ponctuelle
dans le domaine Pseudo-kinase JH2 avec une activité auto-inhibitrice (exon 14 ¢.1849G>T:p.V617
dans I'exon 16 (R683G/S), soit une mutation ponctuelle ou ‘in- frame' au niveau de I'exon 12.
Des mutations actives de JAK3 (chromosome 19p13.11), situées dans les domaines pseudo-kinase
JH2 et JH6, sont a l'origine du développement de la LAM mégacaryocytaire. Des mutations
dans ce récepteur conduisent a une activité kinase accrue et a l'activation de voies en aval telles
que STATS. La déregulation de la voie JAK/STAT joue un rble dans la pathogenese
de la myélopathie comme SMP et LAM (<10%) (Yu et Jove, 2004).

29



Chapitre 111 Génétique des LAM

La mutation JAK2 est retrouvée chez 70% des patients atteints de LAM précedée

d'un SMP, mais est rare dans la LAM de novo (Renneville et al., 2008).

2-2- Mutations de type 2

Les mutations de type 2 sont liées aux capacités de différenciation et d'apoptose.
Elles correspondent principalement a des aberrations chromosomiques de type transition. Plusieurs
translocations chromosomiques ont été trouvées dans la LAM ; Ils conduisent & la formation
de protéines chimériques (de fusion) impliquées dans la pathogenese. Certaines anomalies
chromosomiques ont été identifiées comme des entités distinctes, en raison de leurs caractéristiques
cliniques et biologiques spécifiques, dans le sous-groupe des LAM avec des anomalies

cytogénétiques fréquentes (OMS, 2008). Les plus courants sont les suivants :

2-2-1-Translocation concernant CBF

Le géne AML1 code pour CBFa, I'une des deux sous-unités du facteur de transcription
CBF. 1l est souvent impliqué dans de nombreuses anomalies chromosomiques observées
dans de nombreuses hémopathies malignes humaines. Le gene qui code une autre sous-unité CBF,
CBFb, est également traduit par translocation dans un type de leucémie myéloide aigué. Outre les
effets spécifiques de ces oncoprotéines, une conséquence commune et principale de ces anomalies
semble étre une perturbation de la fonction CBF. L'analyse de modéles murins indique
qu'un second événement est nécessaire pour l'acquisition d'un phénotype de cancer
(Poirel et Bernard, 2000). 1l s’agit d’un facteur de transcription a deux sous-unités, CBFa
(appelé aussi AMLI ou RUNX1) et CBFB. RUNXI interagit directement avec I'ADN et CBFB
interagit avec RUNX1 et permet l'activation transcriptionnelle. Le CBF régule I'expression
de plusieurs genes impliqués dans la différenciation hématopoiétique (IL-3 et GM-CSF)
et la maturation des lymphocytes T et B (Dash et Gilliliand, 2002). Le CBF est critique
pour I'hématopoiése normale et est la cible de nombreux réarrangements dans la LAM,
deux sous-groupes classés dans la classification de I'OMS de 2008: RUNXI1/ETO
et CBFBIMYHII. Ces translocations concernent 10 a 15% des LAM et ont un bon pronostic
(Scholl et al., 2009).
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2-2-2- PML / RARa

Certaines LAM sont caractérisées par une translocation t(15;17) qui correspond a la présence
d'’ARN en RT-PCR entre les genes PML (leucémie myéloide) et RARo (acide rétinoique). Ce
transcrit de fusion a également été retrouvé dans certains cas de LAM3 a caryotype normal
par cytogénétique classique. Le bon pronostic habituel de LAMS3 est en corrélation avec sa réponse
a l'acide tout rétinoique (ATRA). Un sous-ensemble de cas rares de LAM3 ont été identifiés
qui ont une translocation qui inclut également R4ARa sur le chromosome 17, mais est associée
a un autre partenaire (PLZF, sur le chromosome 11). La LAM3 a t(11;17) semble avoir un trés
mauvais pronostic, caractérisé par une absence de réponse a I'ATRA in vivo et in vitro lorsqu'elle
peut étre testée. Des doses pharmacologiques d'’ATRA sont utilisées pour traiter les patients

présentant ce réarrangement (Martens et Stunnenberg, 2010).
2-2-3- MLL

Le gene MLL (Mixed-Lineage Leukemia), qui est homologue au gene triplet de Drosophila,
situé dans la bande chromosomique 11g23, est souvent réarrangé dans plusieurs types de leucémie,
principalement apres des translocations chromosomiques. Dans différentes translocations
chromosomiques, la partie N-terminale de la MLL est fusionnée avec la séquence du gene
partenaire. Malgré le grand nombre de partenaires de fusion rapportés, peu de fusions MLL
ont été bien caractérisées moléculairement (Chaker, 2010). Il code pour un facteur de transcription
de 431 kDa qui contient de nombreuses sous-unités : trois domaines de liaison et de flexion
de I'ADN, un domaine d'homologie avec transfert de méthyle et plusieurs domaines d'activation
ou de répression transcriptionnelle. Elle est exprimée dans toutes les cellules hématopoiétiques,
en particulier dans les CSH et est impliquée dans l'activation de nombreux stimuli, notamment
ceux qui régulent I'expression des genes HOX (Homeobox). Ces génes codent pour des facteurs
de transcription impliqués dans le développement de multiples tissus et en particulier du systeme
hématopoiétique. La MLL est I'une des cibles de leucémie les plus courantes dans la LAM, la LAL
et la leucémie bi-phénotypique aigué. En fait, il existe plus de 50 traductions affectant ce gene
et cette traduction se retrouve dans environ 10% de toutes les LAM (Goyama et Mulloy, 2011).

2-3- Mutations non classées

La liste des genes susceptibles d'étre impliqués dans la LAM s'allonge de plus en plus grace

aux nouvelles technologies comme le criblage génétique a haut debit.
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2-3-1 DNMT

Des mutations de du gene DNMT (DNA Methyl Transferases) ont été identifiées
par séquencage d'’ADN a haut débit de patients atteints de LAM et ont été retrouvées chez 22%
d'entre eux (Ley et al., 2010). Les DNMT sont des enzymes qui catalysent le transfert d'un groupe
méthyle aux résidus cytosine présents dans les dinucléotides CpG. Il existe 4 isoformes de DNMT
et DNMT3a assurent la méthylation de novo de I'ADN.La méthylation de I'ADN laisse
une marque répressive et s'oppose ainsi a l'expression des génes. Les anomalies de la méthylation
de I'ADN sont également associées & un grand nombre de maladies, dont la premiere est le cancer.
Les mutations de la DNMT n'alterent pas de maniére significative la méthylation globale de I'ADN,
mais la méthylation de certains génes, tels que les géenes HOX, est affectée. Ces mutations sont
associees aux mutations FLT3, NPM1 et IDH et donnent un mauvais pronostic pour B-TET2 (TET)
(Boissel et al., 2010).

2-3-2- TET?2

Ce gene a récemment été identifié comme un gene candidat comme suppresseur de tumeur
dans les SMD et SMP et dans les LAM grace au séquencage d'’ADN a haut débit des cellules
de patients. Dans cette étude, des mutations de ce géne ont été trouvées chez 27% des patients
atteints de LAM. Les protéines TET sont impliquées dans la régulation épigénétique. Ils sont
capables de convertir les cytosines méthylées en hydroxy-méthyl-cytosines, formes intermédiaires
de déméthylation des cytosines, et ont ainsi un réle dans la déméthylation de 'ADN. Les mutations
de TET2 dans la LAM entrainent une diminution du taux d'hydroxy-méthyl-cytosine, de sorte
que cette perturbation pourrait étre lie a I'nematopoiése via la participation a I'hyperméthylation
souvent observée dans les cancers. Ces mutations sont mutuellement exclusives avec les mutations

IDH1/IDH2 et leur impact pronostique n'est pas encore clair (Déhner et Gaidzik, 2011).

2-3-3- IDH1/IDH2

Ce géne a été identifié par séquencage du génome entier de patients atteints de LAM. Cet
examen a révélé des mutations déja identifiées, mais aussi des mutations IDH1 qui n'ont jamais
été observées. De plus, les IDH sont une nouvelle classe de protéines qui ont été mutées au cours
de la leucémogenése, car ce sont des enzymes métaboliques. Ces proteines catalysent
la décarboxylation oxydative de l'isocitrate en -cétoglutarate avec formation de NADP(H)
(nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (H)). Ils sont impliqués dans le métabolisme
cellulaire au niveau de la synthese des lipides, de la protection contre le stress oxydatif
et de la transduction du signal par I'oxygene (Boissel et al., 2010).
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Les patients porteurs de mutations de ces génes ont une hyper-méthylation anormale dans
leur génome, qui s'explique par la production d'un métabolite anormal : le 2-hydroxy-glutarate qui
inhibe la déméthylation initiée par TET2. Les mutations IDH et TET2 sont également mutuellement
exclusives (Takahashi, 2011). Deux études ont analysé la fréquence et la valeur pronostique
de ces mutations. Ces études montrent qu'elles touchent entre 11% et 16% des patients,
qu'elles sont souvent associées a un caryotype normal, des mutations NPMI et MLL et enfin

qu'elles sont associées a un risque elevé de rechute et de survie moindre (Boissel et al., 2010).

2-3-4- NPM1

La nucléophosmine-1 (NPM1) est un géne central codant pour une protéine
nucléocytoplasmique, qui effectue une translocation entre le noyau, le noyau et le cytoplasme, mais
reste principalement localisée dans le noyau. NPML1 joue plusieurs rdles, notamment la stabilisation
de la protéine suppresseur de tumeur pl4ARF, la régulation de la biogenése des ribosomes,
le contr6le de la duplication des centrosomes, la réponse aux stimuli de stress et l'activation
de p53. NPML1 est I'un des genes mutés les plus courants dans la LAM, représentant environ
un tiers des patients (LAM avec NPM1c). Dans les protéines mutantes NPM1c, deux résidus
tryptophane sont perdus a l'extrémité C-terminale et un signal d'exportation nucléaire
est généré. Ceci conduit a une accumulation ectopique et aberrante de la protéine NPMlc,
ainsi que de la protéine normale NPM1, dans le cytoplasme des blastes. Cela joue un réle majeur
dans la formation de la leucémie et I'établissement de la LAM. Des mutations de ce géne
sont retrouvées chez 46% a 62% des patients atteints de LAM avec un caryotype normal
(Mrozek et Bleemfield, 2006) et 25% a 35% de tous les patients atteints de LAM.
Ces mutations donnent lieu a une séquence d'export vers le cytoplasme et conduisent
a une localisation cytoplasmique aberrante (Falini et al., 2005). Toutes les mutations de ce géne
entrainent une modification de sa distribution cellulaire, indiquant qu'il a un rdle dans
I'nématopoiese et qu'il interfere probablement avec les fonctions de la nucléophosmine.
Cette derniére joue le rdle d'une protéine chaperon dans le noyau permettant de multiples
interactions protéiques. Il a un réle critique dans la cellule ; il empéche lI'accumulation de protéines
nucléaires, régule lI'assemblage des protéines ribosomiques et est essentiel pour la transcription,
la réplication et la réparation de I'ADN. Il est également impliqué dans la régulation de plusieurs
voies de signalisation telles que I'ARF (ADP ribosyl-binding factor) et p53. On ne sait pas encore
comment la nucléophosmine contribue a la LAM, mais de plus en plus de preuves suggerent que les
LAM mutées par NPMI peuvent constituer un sous-type distinct de LAM avec des caracteristiques

pathologiques, immunologiques et pronostiques spécifiques (Mrozek et Bleemfield, 2006).
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Les LAM mutantes NPM1 ont également été ajoutées en tant qu'entité temporaire
dans la classification de 'OMS de 2008 (Falini et al., 2011). De plus, les mutations du NPMI
sont mutuellement exclusives avec d'autres anomalies récurrentes classées dans la catégorie des
LAM avec des anomalies génétiques fréquentes, mais significativement présentes avec la mutation
FLT3-ITD. Cela indique que les altérations de NPMI pourraient faire partie des ajouts de type 2.
Les mutations NPMI sans anomalies FLT3-ITD sont classées dans le groupe des anomalies
génétiques a pronostic positif (Marrcucci et al., 2003). La protéine de la leucémie myéloide (LMP)
régule les nucléocorps (NC) qui contrblent la protéolyse et la sénescence induites par la voie
p53. Les CN PML sont régulés a la baisse dans les LAM avec NPM1c. L'acide rétinoique (AR)

est une hormone qui favorise la différenciation des cellules myéloides (Hleihel, 2019).

2-3-5- ASXL1

Les génes ASXL (ASXL1, ASXL2 et ASXL3) sont des homologues mammiferes du gene
des peignes sexuels supplémentaires (Asx) trouvés chez la drosophile. Ce géne code pour une
protéine impliquée dans la régulation du remodelage de la chromatine (Falini et al., 2011).
La fonction de cette protéine dans la LMC est inconnue, mais une étude a révélé 10% de mutations
de ce géne chez les patients testés (Chou, 2011).

2-3-6- WT1

Le géne WT1 code pour un facteur de transcription exprimé dans les progéniteurs CD34+
du systeme hématopoiétique, mais pas dans les leucocytes matures. Il est fortement exprimé
dans la LAM, et par conséquent son effet sur la leucémogenese a été étudié. Mais bien que
des mutations du géne WT dans les hémopathies malignes aient été découvertes il y a plus de 10
ans, son rble exact dans I'hématopoiese normale et maligne n'a pas encore été clairement
établi. 1l a été impliqué dans la régulation de la survie, de la prolifération et de la différenciation
cellulaires. Ces différences peuvent s'expliquer par la diversité des tissus étudiés et les différents
transcrits possibles de WT1. Des mutations WT1 sont retrouvées dans 10 a 13% des LAM

a caryotype normal, mais leur effet pronostique n'a pas été demontré (Owen et al., 2010).

2-3-7- BAALC

Ce géne code pour une protéine dont la fonction est inconnue, mais dont le niveau
d'expression est particulierement élevé chez certains patients atteints de LAM. Plusieurs études
ont démontré sa valeur pronostique avec une diminution de la survie globale pour ces patients
(Takahashi, 2011).
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2-3-8- ERG, EVII et MNI

L'ERG (Ets-related gene) est un effecteur en aval de plusieurs voies régulatrices liées
a la prolifération, l'apoptose et la différenciation. EVII (Environmental Viral Integration 1)
provoque des tumeurs hématopoiétiques dans des modeles murins, et finalement MNI
(MeNingiomal) est un activateur transcriptionnel. Leurs roles exacts dans la formation
de la leucémie sont inconnus. Cependant, I'augmentation de I'expression de ces trois genes indique

un pronostic défavorable selon plusieurs études (Scholl et al., 2009).

2-3-9- P53

Le gene p53 est un géne suppresseur de tumeur qui code pour une protéine impliquée
dans la surveillance de l'intégrité du génome. En effet, les dommages a I'ADN conduisent
a l'activation de ce facteur de transcription qui a son tour active la transcription de genes impliqués
dans l'arrét du cycle cellulaire, la réparation de I'ADN et lI'apoptose. p53 est inactivé dans la LAM
par des délétions et des mutations ponctuelles. Ces mutations conduisent a l'instabilité du génome
et a lI'inhibition de la mort cellulaire programmée. Elle est retrouvée dans moins de 10% des LAM
de novo (Takahashi, 2011)

2-4- Epigénétique des LAM

Dans les hémopathies malignes aigués, les profils épigénétiques étudiés ont révélé
des altérations de la méthylation et de ’hydroxy-méthylation des cytosines au niveau de I’ADN,
ainsi que des altérations de la méthylation et de D’acétylation des lysines des histones
(Chung et Schatoff, 2012). Dans les LAM, les modifications des histones ont été associées
a des mutations affectant des génes régulateurs épigénétiques tel qu’ASXL1, ou a des surexpressions
d’oncogenes spécifiques, tel que pour EZH2. Dans environ 20% des LAM avec un caryotype
normal, une mutation inactivatrice du geéne codant I’ADN méthyltransférase 3A (DNMT3A)
a été mise en évidence (Schoofs et al., 2011).

Dans la majorité des cas, ces mutations n’affectent qu’un seul des deux alleles de DNMT3A.
Ces mutations de DNMT3A semblent perturber 1’auto-renouvellement des cellules souches
hématopoiétiques normales dans des modeles murins. Par ailleurs, chez I’homme, elles ont été
retrouvées dans des cellules a un stade pré-leucemique, leur conférant un avantage de prolifération
par rapport aux celles non-mutées. Il n’a pas été mis en évidence de trouble global de la méthylation
des cytosines de I’ADN chez les patients ayant un mutant de DNMT3A. Cependant certaines zones
préférentielles du génome pourraient étre perturbées sur le plan de la méthylation, comme
cela semblerait étre le cas au niveau du locus HOXA (Pedrono, 2014).
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Moins fréquentes sont les mutations d’IDH1, d’IDH2 et de TET2 dans les LAM.
Ces mutations entrainent toutes une modification trés significative de I’ensemble du méthylome
des blastes mutés, avec acquisition d’un état hyperméthylé global. Ces mutations ont aussi été
associées a un pronostic défavorable (Itzykson et al., 2012).

Il faut garder a I’esprit que de nombreuses translocations ou inversions chromosomiques
aboutissant a un géne de fusion et a une protéine chimérique perturbent le méthylome des blastes
leucémiques. C’est par exemple le cas de la t(15:17) des LAP. En effet, dans ce sous type de LAM,
une interaction existe entre la protéine oncogénique de fusion PML-RARa et la machinerie
épigenétique. Ainsi, PML-RARa est responsable de la répression du gene RARB2. Au moins
pour ce dernier, il a été montré que PML-RARa pouvait recruter a la fois les ADN
méthyltransférases et les histones déacétylases. Par ailleurs, le traitement des cellules de LAP
par de ’ATRA entraine une déméthylation du promoteur de RARS2, la réexpression du géne,
et la reprise du processus de différenciation cellulaire (Schoofs et al., 2011).

Une autre étude a montré le réle clef des processus épigénétiques aberrants dirigés
par PML-RARa dans les LAP. Il a été ainsi montré que PML-RARa contrblait sélectivement
I’expression de génes li¢ a la leucémogenése ; ceci par un mécanisme qui dépendait
de la modification des histones tel que la déacétylation de I’histone H3 et la triméthylation

de la lysine en position 9 de I’histone H3 (H3K9me3) (Schoofs et al., 2011).

3- Cytogénétique des LAM

Le caryotype est un examen indispensable lors de 1’évaluation d’'une LAM au diagnostic
car les anomalies cytogénétiques détectées constituent 1’un des plus puissants facteurs pronostiques
indépendants de cette pathologie. Il fait partie du choix du traitement dans les essais thérapeutiques.
Tous les chromosomes peuvent é&tre remani€s, certaines anomalies chromosomiques
sont récurrentes et sont dans certains cas associées a un type cytologique bien défini. Dans environ
40% des cas, le caryotype est normal et le bilan diagnostic doit alors étre complété par des études
en biologie moléculaire qui permettent d’affiner le pronostic de ces patients. La place du caryotype
est plus limitée dans le suivi des LAM du fait d’une sensibilité limitée, mais il garde tout son intérét
lors de la prise en charge des rechutes (Luquet et al., 2016).

Depuis 2001, la classification OMS des hémopathies intégre les données de la cytogénétique.
La prise en charge d’'une LAM ne peut donc pas étre adéquate sans les résultats du caryotype

(Luquet et al., 2016).
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3-1- LAM avec translocations récurrentes fréquentes

Les translocations récurrentes ont deux mécanismes d’action différents. Le plus fréquent
est la formation d’un geéne chimérique issu de la fusion de deux geénes (fragment 5’ d’un geéne
et fragment 3’ d’un second géne) avec production d’un ADN chimérique codant pour une protéine
hybride & activité oncogénique. Plus rarement, elles entrainent une hyper expression

d’un proto-oncogeéne structuralement intact (Zhang et Rowley, 2006).

- LAP avec t(15;17)(924;921) ; PML-RARA et translocations variantes
cette translocation induit la fusion du géne PML (Pro-Myelocytic Leukemia) relocalisé
en 15924 avec le géne RARa (17921) codant pour le récepteur alpha de ’acide rétinoique.
La protéine chimérigue PML/RARa induit la formation d’un récepteur altéré de 1’acide
rétinoique entrainant un blocage de la différenciation myéloide au stade promyélocytaire
(Chomienne et al., 1990).

- LAM impliquant le géne CBF (Core Binding Factor) : regroupent les LAM
avec des mutations impliquant le gene RUNX1 et le géne CBFB qui codent respectivement
pour les sous unités o et B du complexe CBF, un facteur de transcription impliqué
dans I’hématopoicse normale.

- LAM avec translocation t(8;21)(g22;922) ; RUNX1-RUNXI1T1 : cette translocation
induit la formation d’un géne de fusion entre les génes RUNX1 (AML1, CBFA)
localisé en 21922 et RUNX1T1 (ETO) localisé en 8g22.

- LAM avec inv(16)(p13g22) ou t(16;16)(p13;922) ; CBFB-MYH11 : I’inversion (16)
ou beaucoup plus rarement la t(16;16) entraine la formation d’un geéne de fusion
entre les genes CBFB localisé en 16g22 et MYH11 localisé en 16p13 qui code pour une
chaine lourde de la myosine du muscle lisse (Paschka et al., 2013).

- LAM avec réarrangements du géne MLL (KMT2A) : le géne MLL est localisé sur le bras
long du chromosome 11 en 11g23. Il code pour un régulateur épigénétique impliqué
dans les modifications post-traductionnelles des histones. Les points de cassure dans le géne
MLL sont regroupés entre les exons 5 et 11 dans une zone appelée le BCR (Breakpoint Cluster
Region) et dans les LAM les points de cassure affectent préférentiellement 1’exon 9

(De Braekeleer et al., 2005).
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3-2- Anomalies de nombre

Les monosomies et trisomies partielles ou totales d’un chromosome sont souvent observées
dans les LAM au diagnostic ou comme anomalies additionnelles au cours de 1’évolution
de la maladie. Leur role dans la leucémogenése et leur signification pronostique commencent

a étre connus pour certaines, mais restent discutés pour d’autres (Mugneret et al., 2003).

3-2-1- Monosomies

- Délétion interstitielle du bras long d’un chromosome 5 ou la perte d’un chromosome 5 :
une anomalie fréquente dans les SMD et les LAM. Dans les LAM de novo, cette anomalie
représente 7% des caryotypes anormaux (Heim et al., 1995).

- Délétion interstitielle du bras long d’un chromosome 7 ou la perte d’un chromosome 7 :
c’est une anomalie récurrente des désordres myéloides, 10% des patients présentant
un syndrome myélodysplasique ou une LAM de novo (Le Beau et al., 1996).
Comme pour le chromosome 5, plusieurs régions sont impliquées (7922 et 7932-34)
et des génes suppresseurs hypothétiques ont été évoqués dont le géne PIK3CG en 7qg22
(Kratz et al., 2002).

- Les translocations déséquilibrées entre les chromosomes 1 et 16 : elles conduisent
a des monosomies 16q et des trisomies 1¢ (Busson-Le Coniat et al., 1999).

- Les isochromosomes (Yu et al., 2006).

3-2-2- Trisomies

Identifiées dans 10% des LAM avec anomalies cytogénétiques, les trisomies isolées comme
les trisomies 8, 11, 13 et 21 représentent un facteur pronostique indépendant, mauvais en premiere

rémission. D’autres trisomies dont les trisomies 4, 14, 15, 19 et 22 sont rencontrées

(Yu et al., 2006).

3-3-3- Trisomies partielles

Elles sont souvent liées a la présence de translocations déséquilibrées ou de dicentriques
conduisant a des trisomies partielles associées a des monosomies partielles. L’exemple classique est
celui du del(7) par t(1;7) dicentrique ou non correspondant a une trisomie 1q et une monosomie 7q.
Cette anomalie est trouvée dans 30 % des LAM précédées d’un SMD : son pronostic est pauvre

(Julian, 2010).
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4-  Biologie Moléculaire des LAM

Les progres en biologie moléculaire ont secondairement permis de caractériser le groupe
hétérogéne des patients avec un caryotype de risque dit intermédiaire, dont la majorité sont en fait
normaux (Ferrara et Schiffer, 2013). Grace aux techniques de biologie moléculaire,
de nombreuses mutations ont été identifiees chez ces patients, permettant de mieux préciser
leur pronostic Aujourd’hui la recherche de mutations au niveau des génes NPM1, FLT3 et CEBPA
est réalisée en routine (Falini et al., 2005). La duplication interne en tandem de FLT3 (FLT3-ITD)
est associée a un pronostic defavorable (Whitman et al., 2001). En son absence, les mutations
de NPM1 sont de pronostic favorable, tout comme les doubles mutations de CEBPA. Des mutations
au niveau d’autres génes ont été¢ identifiées, dont la valeur pronostique n’est pas totalement
précisee. En effet, certaines, comme celles affectant DNMT3A, peuvent étre détectées
en combinaison avec des mutations au niveau de FLT3 et/ou de NPM1 par exemple,
rendant plus difficile ’analyse de leur potentiel pronostique (FerRARa et Schiffer, 2013).

5- Géne MTHFR et LAM
5-1- MTHFR et métabolisme des folates :

Le géne MTHFR code pour une enzyme qui catalyse la réduction irréversible du 5,10
méthyléne Tétra-Hydro-Folate (5,10-méthylene-THF) en 5-méthyl-THF, avec la Flavine Adénine
Dinucléotide (FAD) comme cofacteur. Le 5-méthyl-THF qui est formé au niveau hépatique apres
absorption de 1’acide folique et qui est la forme circulante majeure des folates, sert alors de substrat
pour la reméthylation de I’homocystéine en méthionine grace a la méthionine synthase qui a la
vitamine B12 comme cofacteur. La méthionine est un acide aminé soufré essentiel présent dans les
ceufs, la caséine, le lait et la viande. Elle permet la biosynthése de novo de S-Adénosyl-Méthionine
(SAM) qui est le principal donneur de radicaux méthyl chez I’homme. Il est a noter que la MTHFR
est inhibée par la SAM. Le 5,10-méthyléne-THF est quant a lui utilis¢é pour la méthylation
du dUMP (désoxy-Uridylate Mono-Phosphate) en dTMP (désoxy-Thymidylate Mono-Phosphate)
via la thymidylate synthase, et donc participe a la syntheése des pyrimidines (ADN). D’autre part,
le cycle des folates contribue a la synthése des purines (ADN et ARN), a partir
du 10-formyltétrahydrofolate (10-formyl-THF) qui va donner des carbones a 1’adénosine
et a la guanine. La MTHFR agit indirectement sur le niveau de synthése de 1'ADN.
Cette activité¢ varie selon les polymorphismes de l'enzyme et l'apport alimentaire en folates

(Djaara, 2019).
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Un défaut de fonctionnement ou un mauvais rendement de cette enzyme aura pour
conséquence en amont, une hyperhomocystéinémie, et en aval un déficit en GSH et hypotaurine
via le déficit en cystéine (Skovierova, 2016).

Le gene de la MTHFR (OMIM : 607093) fut localise par Goyette et al en 1994,
dans le chromosome 1 (1p36.22) et comprend 11 exons. Ce géne ne contient pas TATA box,
mais contient plusieurs flots CpG trés importants pour les sites d’union pour les autres facteurs
de transcription. L’enzyme MTHFR a deux isoformes de 77 KDa et 70 KDa. Ce dernier
est retrouvé uniquement au niveau du tissu hépatique et rénal chez I’enfant (Mechri, 2008).
L’expression de I’ADN complémentaire humain de 2,2 Kb donne une protéine de 70 kDa
comportant 656 acides aminés (Leclerc et Rozen, 2007). Elle est subdivisée en deux domaines :
le premier catalytique (N terminal) de 40 KDa et le deuxiéme régulateur (C terminal) de 37 KDa.
A T’union de ces deux domaines se trouve une région hydrophobe avec une séquence d’acides
aminés : Lys-Arg-Arg-Glu-Glu, qui représente le site de clivage de la trypsine.
La MTHFR est un homodimeére cytoplasmique, localisé dans la rate, les ganglions lymphatiques
et la moelle osseuse ((MALLEM, 2009)
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Figure 02 : repercussions métaboliques de ’activité de la MTHFR (Leclerc et Rozan, 2007).

La MTHFR catalyse la reduction irréversible du 5,10-MTHF en 5-MTHF. L’activité de la MTHFR
affecte ainsi la disponibilité du 5-MTHF, ce qui influence la synthése de I’ARN et de I’ADN.
Ce dernier étant requis pour la reméthylation de 1’homocystéine (Hcy) en méthionine (MET),
qui intervient elle-méme dans la synthése protéique et la méthylation de I’ADN et d’autres

COMpOSES.
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5-2- Polymorphismes génétiques du géne MTHFR et conséquences pathologiques

La mutation la plus fréquente du géne MTHFR, situé sur le chromosome 1,
est une substitution d'une cytosine en thymine (C-T) au niveau du nucléotide 677 sur la partie
N-terminal de I'exon 4. Un variant thermolabile est synthétisé, dans lequel un acide aminé I'alanine
est remplacée par une valine (677C — T, Ala — val) dans la séquence protéique. L'alléle 677T
a eté associé a des taux plasmatiques élevés d’homocystéine. Cette mutation est caractérisée
par une diminution d’activité enzymatique de 70% en cas d’homozygotie, et de 35%
en cas d’hétérozygotie (Friso et al., 1996 ; Frost et al., 1995). Sur le plan clinique,
des études épidémiologiques non confirmées voir parfois controversées, en fonction
de la population et de la région géographique, ont rapporté la corrélation de la mutation C677T
MTHFR avec plusieurs processus pathologiques (Ueland, 2001), notamment ceux dépendants
du métabolisme des folates. Il s’agit de la schizophrénie (Muntjewerff et al., 2005 ; Sazci et al.,
2003a, 2005b) ; des maladies cardiovasculaires (Lewis et al., 2005; Bennouar et al., 2007) ;
les cancers (Srivastava et al., 2008) ; les anomalies de développement embryonnaire
dont I’insuffisance de fermeture du tube neural (Botto et al., 2000).

Cependant, des résultats contradictoires ont été reportés (Papapetrou et al., 1996 ;
Koch et al., 1998 ; Botto et al., 2000 ; Dilley et al., 2001 ; Zhang et al., 2001). Cette controverse
a été partiellement expliquée par des récentes études qui ont démontrées que la fréquence
du polymorphisme C677T du géne MTHFR differe largement dans différentes populations
en fonction de I’aire géographique et des ethnies (Virgos et al., 1999 ; Wilcken et al., 2003 ;
Yu et al., 2004 ; Muntjewerff, 2006).

Une deuxiéme mutation moins fréquente a été mise en évidence : le remplacement
d'une adénine par une cytosine en position 1298 sur la partie C terminal de I'exon 7
entraine le remplacement d'un glutamate par une alanine (1298A — C, Glu — Ala)
(Van der Put et al., 1998), qui entraine également une réduction de I’activité de I’enzyme MTHFR
plus marquée en cas d’homozygotie (de 30 a 40%). Cette deuxieme mutation semble donc moins
sévere et elle n'a pas été reliée a un risque accru de cancer.

Une troisieme mutation nommée T1317C a été décrite, mais apparait comme « bénigne »
car elle ne modifie pas l'acide aminé lors de la transcription et lactivité enzymatique
n'est pas altérée (Weisberg et al., 1998). Les recherches actuelles montrent la présence possible
de nombreuses autres mutations (au moins 33 dont la G1793A) dont I'importance reste a déterminer
(Sibani et al., 2003).
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La transmission de ces mutations est autosomique récessive. Le déficit en 5-methyl-THF
qui résulte de cette mutation est évalué de maniére indirecte par le dosage de I'nomocystéinémie.
Il existe une hyper-homo-cystéinérnie de 25% en moyenne chez les patients homozygotes
pour la mutation comme cela a été démontré dans les cardiopathies (Brattstrom et al., 1998 ;
Klerk et al., 2002).
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Figure 03 : représentation schématique des mutations et polymorphismes du géne MTHFR
( Leclerc et Rozan, 2007).

5-3- Polymorphismes de la MTHFR et LAM

L’¢tude des mécanismes moléculaires de la leucémogenese qui s’est focalisée en premier
lieu sur ’effet d’altérations de proto-oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs, s’intéresse,
de plus en plus, a I’'impact de polymorphismes génétiques dans la survenue de ces hémopathies.
L’un de ces geénes dont I’'implication a été¢ prouvée ou suggérée dans la survenue de diverses
pathologies cancéreuses est celui de la MTHFR, qui code pour une enzyme clé du métabolisme
des folates. les cellules hématopoiétiques qui sont a réplication rapide, peuvent étre
particulierement sensibles a un changements dans la disponibilité du folate intracellulaire
Deux polymorphismes de ce géne C677T et A1298C, ont été associés a une activité enzymatique
réduite et a une distribution altérée du folate intracellulaire métabolites impliquée dans la synthese,
la réparation et la méthylation de I’ADN. Dans ce sens, plusieurs études cas-témoin ont été établie
afin d'examiner si des variantes du géne MTHFR modifient le risque des leucémies aigués
myéloide et pour explorer l'impact de ces polymorphismes sur l'incidence des LAM
(Ulrich et al., 2002).
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1-  Principe d’une méta-analyse

La méta-analyse est un « terme générique désignant un certain nombre de méthodes
d’analyse statistique des résumés quantitatifs d’études antérieures d’un méme domaine ».
Il s’agit d’une approche statistique qui a pour but de rassembler les résultats expérimentaux
d’¢études singulieres pour en faire une synthése reproductible et quantifiée. C’est une
démarche consistant a faire la synthése des résultats de différentes études au moyen
de méthodes statistiques appropriées. Renouvelant les méthodes de synthése de la littérature,
la méta-analyse présente 1’avantage de réduire au minimum les éléments arbitraires
des revues narratives traditionnelles en proposant une méthodologie reproductible
(Shelby et Vaske, 2008 ; Tierney et al., 2015).

L'utilisation des méta-analyses a sensiblement augmenté ces dernieres années,
et ce dans tous les domaines scientifiques. Dans les sciences de la vie en général, et dans
la génétique en particulier, 1’utilisation des méta-analyses est devenue trés répandue,
et ce a travers l’utilisation et I’interrogation des bases données spécialisées (PubMed,
Medline, Scopus, Web of science, ScienceDirect, Google scholar, etc.).

L’objectif d’une méta-analyse est de synthétiser, d’une maniére aussi exhaustive
que possible, rigoureuse, reproductible et quantifiée, les résultats provenant de différentes

¢tudes. Ce type d’analyse est particulierement utile dans deux cas de figure :

- Lorsque de nombreuses études ont été publiées concernant une méme problématique,
mais que, faute d’effectifs suffisants, peu d’entre elles font apparaitre un résultat
statistiquement significatif.

- Lorsque des études concernant une méme problématique montrent des résultats

apparemment contradictoires.

Ces deux cas de figure sont particulierement rencontrés dans les etudes génétiques
de Deffets de certains polymorphismes communs, supposés déléteres, dans le risque
de survenue de certaines pathologies, ce qui justifie amplement le recours a la méta-analyse

dans le cadre de notre travail de recherche.

Sur un autre plan, la méta-analyse présente 1’avantage d’augmenter significativement
la puissance statistique d’un test donné, car le nombre de sujets considérés est plus important,
mais aussi d’expliquer la variabilité des résultats entre les différentes études.

Une méta-analyse se réalise en plusieurs étapes :
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- Définir I’objectif,

- Etablir les critéres d’inclusion et de non-inclusion (exclusion) des études dans
la méta-analyse,

- Extraire de la littérature, les publications concernant a priori la méta-analyse,

- Eliminer les publications dont les résultats sont visiblement biaisés,

- Faire le tri des publications en utilisant les critéres d’inclusion et d’exclusion,

- Faire ’analyse statistique pour estimer 1’effet recherché,

- Tester la robustesse des résultats (analyse de sensibilité),

- Rechercher I’hétérogénéité.

Une méta-analyse peut étre sujette a principaux biais :

- Biais d’estimation ; toutes les études réalisées ne sont pas forcément publiées,

- Biais de publication ; lorsque les résultats ne sont pas statistiquement significatifs,
ils ont tendance a ne pas étre publiés,

- Biais de détection ; la recherche des études peut ne pas étre exhaustive,

- Biais de sélection ; les criteres de sélection peuvent ne pas étre adaptés.

2-  Polymorphisme d’intérét

Notre choix, dans cette étude a porté sur deux polymorphismes du géne MTHFR
(OMIM : 607093) dont I’implication dans la survenue des LAM a ¢été prospectée
dans de nombreuses études avec des résultats contradictoires. Il s’agit des deux
polymorphismes les plus communs de ce géne : les polymorphismes C677T (rs 1801133)
et A1298C (rs 1801131). Ces polymorphismes ont fait également 1’objet de plusieurs études
par notre équipe du laboratoire de recherche Biologie Moléculaire et Cellulaire (BMC)
pour leurs associations avec de nombreuses pathologies (cancéreuses et autres)
et dysfonctionnements. Au cours de ces études, nous avons pu réunir une base de données
conséquente sur la distribution de ces polymorphismes dans la population générale,

particulierement la population des témoins.
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3- Realisation de la meta-analyse
3-1- Stratégie de recherche

Notre travail de recherche consiste en une méta-analyse regroupant des études tirées
de la littérature électronique (en ligne) sur notre thématique en utilisant la base de données
PubMed (publications parues avant le 31 juillet 2021). PubMed est le principal moteur
de recherche de données bibliographiques de I'ensemble des domaines de spécialisation
de la biologie et de la médecine. Il a été développe par le centre américain
pour les informations biotechnologiques (National Center of Biotechnologies Information :
NCBI), et est hébergé par la bibliotheque américaine de médecine des instituts ameéricains
de la santé. PubMed est un moteur de recherche gratuit donnant accés a la base de données
bibliographiqgue MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online),
rassemblant des citations et des résumés darticles de recherche biomédicale.
Cette base de données est gérée et mise a jour par la bibliotheque américaine de médecine.
Dans la présente méta-analyse, nous avons pris les résultats provenant de différentes études
afin de prospecter I’implication des quatre polymorphismes d’intérét sélectionnés
dans la survenue de la LAM. Nous avons procédé a une recherche en utilisant les mots-clefs

suivants :

- Acute Myeloid Leukemia, C677T
- Acute Myeloid Leukemia, A1298C

3-2- Sélection des études

Les études ainsi trouvées sur la base de données PubMed ont été sélectionnées
selon les critéres suivants :

- Une exploration de 1’association du polymorphisme en question et le risque
de développer une LAM.

- Une étude construite selon le modele du type cas-témoins établie selon des criteres
définis : deux groupes indépendants (cohortes) de patients et de témoins, avec des
criteres bien définis de chaque groupe.

- La disponibilité dans la publication de la taille des deux cohortes (patients et témoins)
avec les fréquences génotypiques des trois génotypes (homozygote sauvage, hétérozygote
et homozygote muté) et/ou alléliques (allele sauvage et allele muté) permettant le calcul
de ’Odds Ratio (OR) et de la valeur p.
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Ont été exclues :

- Les études sur la LAM prospectant 1’effet de polymorphismes autres que ceux
sélectionnés dans notre étude, et ce méme s’il s’agit de ceux du méme gene.

- Les études de pharmacogénétique prospectant 1’effet des polymorphismes sélectionnés
dans la réponse a une thérapeutique particuliere de la LAM.

- Les études seraient exclues de la méta-analyse si la distribution des génotypes n’est pas
conforme a I’équilibre de Hardy-Weinberg (HWE : Hardy-Weinberg Equilibrium)

ou si cela n’est pas mentionné dans la publication.

3-3- Extraction des données

De chaque étude incluse dans notre méta-analyse, nous avons extrait les informations
suivantes : nom de(s) auteur(s), année de la publication (référence bibliographique), pays,
ethnie de la population d’étude, les tailles des populations de malades et de témoins,
les répartitions génotypiques et alléliques. Dans le cas ou ces fréquences ne sont
pas mentionnées, elles seront calculées a partir de 1’effectif brut en rapport avec 1’effectif

de chaque cohorte.

3-4-  Tests statistiques

Pour prospecter I’association entre les polymorphismes sélectionnés et les LAM
dans cette méta-analyse, nous avons étudié précisément I’effet des alleles mutés dans
les groupes de patients et témoins. Il s’agit d’une étude statistique basée sur le calcul
de I’OR a Intervalle de Confiance (IC) et la valeur p dans le but de déterminer s’il existe
une association significative entre les polymorphismes étudiés et le risque d’apparition
d’une LAM. Nous avons fait cela par la comparaison du nombre de fois ou I’allele muté
est observé chez les patients par rapport au nombre de fois ou il est présent chez les témoins.
Si la valeur de p est inférieure au seuil de 0,05; la différence de distribution
est statistiquement significative entre patients et témoins avec un effet probable
de I’implication de I’allele muté dans 1’apparition de la pathologie cancéreuse en question.
Cela a été fait pour chacune des études cas-témoins incluse dans notre prospection

en établissant un tableau de contingence croisé.
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Tableau | : tableau de contingence croisé.

Patients Controles Total
, Rrgsence glu fagteur de risque _ A B a+hb
génetique présumé de la pathologie
, At_)sence qlu fagteur de risque _ C D c+d
génetique présumé de la pathologie
a+c b+d atb+c+d

La méta-analyse a été faite avec le logiciel Comprehensive Meta-Analysis V3.1

(CMA®) (téléchargeable sur le site www.meta-analysis.com). Le biais des publications

utilisées est déterminé par le logiciel. Selon les mémes critéres, nous allons prospecter I’effet
des alléles récessifs sous trois modeles :
- Le modéle dominant: génotype homozygote muté + génotype hétérozygote
vs genotype homozygote sauvage
- Le modele récessif : génotype homozygote muté vs génotype homozygote sauvage +
génotype hétérozygote.
- Le modéle allélique : alléle muté vs allele sauvage.

Tableau 11 : modeles de comparaison pour I’¢tude de I’effet des polymorphismes MTHFR.

Effet analysé Ce77T A1298C

Effet dominant TT+CTvsCC CC + ACvs AA

Effet récessif CC+CTvsTT AA + ACvs CC

Effet allélique CvsT AvsC

Le seuil de significativité est fixé a 0,05 (IC = 95%). Toute valeur de p est inférieure
au seuil de 0,05 implique que la différence de distribution est statistiquement significative

entre patients et ttmoins selon le modele de comparaison étudié.
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Pour illustrer et interpréter les résultats de la méta-analyse deux types de représentations

graphiques seront générées :

- Graphique en forét (forest plot) : il montre comment on représente les résultats
individuels incluses dans la méta-analyse. Chaque ligne représente une étude.
Les extrémités indiquent I’intervalle de confiance et le carré central est la statistique
sommaire. Plus le carré est large plus I’étude est importante (poids plus élevé)
dans la méta-analyse. Le diamant représente le résultat final sommaire. Le centre
du diamant est le risque relatif final est les extrémités nous donnent les limites

de I’intervalle de confiance a 95% pour les résultats (figure 04).

Observed Study Study Weight {Square) '
Effect Size . I| _ Study Confidence Interval (Line)
e | P 95%-Cl Weight
Study Name —~— | G ___ Effect Size
™ Study 1 1+ 0.18 [-0.05;0.41] 22.1%—  Data
Study 2 ——— 0.28 [-0.05;0.61] 13.8%
Study 3 1 s 0.35 [-0.03;0.74] 10.9%
Study 4 —— 0.42 [0.14;0.71] 17.1%
Study 5 —— 053 [0.12;0.94] 9.7%
Study 6 —_— 0.63 [0.25;1.01] 10.9%
Study 7 - 071 [0.20;1.22] 6.8%
Study 8 ———%——— 072 [0.28;1.17] 8.7%
Pooled Effect - 0.42 [ 0.28; 0.56] 100.0%
1 |
|
0 [ 05 1
|
.II
Pooled Effect (Diamond)

Figure 04 : modéle de représentation graphique en forét (forest plot)
(Boissel, 2007).

- Graphique en entonnoir (funnel plot) : c’est une représentation visuelle de données
statistiques en nuage de point permettant de vérifier I'existence d'un biais de publication
dans une méta-analyse. Il permet de représenter les estimations ponctuelles en fonction
de la taille de I'échantillon pour chaque étude, pourra étre utile a cet effet.
Dans un funnel plot, les estimations ponctuelles des différentes études, apres une
recherche systématique dans la littérature, sont reportées sur I’axe des x, de méme
que la moyenne de la méta-analyse. L’erreur standard des différentes études est reportee
sur I’axe des y. Si le nombre d’études est suffisant (> 10), il est possible de montrer
I’existence d’un biais de signalement ou de I’exclure, en fonction de la symétrie

du funnel plot.
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La symétrie dans cette représentation nous permet de conclure que, si I’on ne peut
affirmer I’existence d’un biais dans le signalement, on ne peut pas non plus ’exclure

completement (figure 05).
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Figure 05 : modéle de représentation graphique en entonnoir (funnel plot)
(Boissel, 2007).

Une information importante a retracer dans une méta-analyse est 1’évaluation
de TI’hétérogénéité. On définit 1’hétérogénéité par la variabilité entre les résultats
pour différentes études. Il est important d’évaluer jusqu’a quel point les résultats des études
incluses sont divergents. On peut avoir une idée de cette hétérogénéité en regardant
si les intervalles de confiance se superposent. L’interprétation de cette hétérogénéité

s’est faites valeur de p < 0,05 signifie qu’il y a de I’hétérogénéité.
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Les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) sont la forme la plus fréquente
de wvariation génétique chez I’homme. Présents avec des fréquences variables dans
la population générale, ils constituent une des sources majeures de variation interindividuelle
génétique et phénotypique. Ils sont associés a la diversit¢é entre des populations,
aux différences de susceptibilité aux maladies et de sensibilité aux traitements. A ce jour,
plus de 13 000 SNP ont été associés a des pathologies. Il s’agit de « mutations » germinales
présentes aussi bien dans les régions codantes que dans les régions non codantes.
Les SNP concernant les régions codantes se répartissent en trois catégories : les SNP
synonymes, les SNP non synonymes et les SNP non-sens. Du fait de la redondance du code
génétique, la substitution d’un codon par un autre codon peut engendrer le méme acide
aminé : c’est le cas pour les SNP synonymes. A I’inverse, les SNP non synonymes
ou non-sens engendrent, respectivement, I’incorporation d’un acide aminé différent
ou l’arrét de la traduction; ils modifient donc la structure primaire du polypeptide
(Korzeniewski et al., 2013).

Un geéne est considéré comme polymorphe s’il existe au moins deux alleles
a une fréquence égale ou supérieure a 1%. Ils représentent plus de 90% de toutes
les différences entre individus. En moyenne un SNP est rencontré tous les 300 a 1200
nucléotides et il y en a de I’ordre de 10 millions dans le génome humain. Dans une population
déterminée, 1’allele ayant la fréquence la plus petite est appelé allele mineur.
Des genes de susceptibilit¢ génétique codant pour des enzymes ayant un role
dans le métabolisme des xénobiotiques et le transport membranaire ont été associés
aux leucémies (Dorak et al., 1995). De nombreuses études d’association gene-candidat
ont été¢ publiées sur des polymorphismes situé¢s dans des genes codant pour des enzymes
du métabolisme des carcinogenes, du métabolisme des folates et de la réparation de I’ADN
et certains polymorphismes (CYPIBI, CYP3A5, GSTTI et SULTIAI) semblaient associés
positivement au risque de LAM (Vijayakrishnan et Houlston, 2010). La LAM est le type
de leucémie aigué le plus répandu dans le monde. Ainsi, 1'étude des altérations génétiques
associées a cette hémopathie, telles que les SNP, a contribu¢ a une meilleure compréhension
des mécanismes sous-jacents a la leucémogenese, a améliorer le pronostic et a augmenter
la survie de ces patients. Cependant, il n'y a pas suffisamment de synthése des preuves
dans la littérature évaluant la qualité des preuves et le risque de biais dans les études de telle

sorte que les résultats puissent étre traduits (Puty et al., 2019).
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Dans ce sens, nous nous sommes intéress€¢s a la détermination de la part des deux
polymorphismes les plus communs (C677T et A1298C) du géene MTHFR comme facteur
de risque potentiel impliqué dans le développement des LAM. Aprés une recherche
bibliographique rigoureuse en utilisant la base de données PubMed (publications parues avant
le 31 juillet 2021) et applications des criteres d’exclusions fixés en amont, nous avons retenu,

pour notre étude, 34 publications (tableau III).

Tableau III : études retenues pour la méta-analyse de chaque polymorphisme.

Polymorphisme C677T A1298C Total
Nombre d’études trouvées 151 103 254
Nombre d’études retenues 19 15 34

La MTHFR fait aujourd’hui office de prétendant parfait a 1’étude du polymorphisme
génétique associé avec un risque accru de développer une pathologie cancéreuse. En effet,
la. MTHFR, enzyme clef du métabolisme des folates, est engagée dans la synthese
de I’ADN, sa réparation et sa méthylation. De par ces activités variées, on peut naturellement
comprendre le fait que d’abondantes études ont ét€é conduites dans ce sens
(Chango, 2010).

Deux polymorphismes assez répandus pour le gene MTHFR, C677T et A1298C,
changeant relativement le niveau de 1’activité de I’enzyme ont été reconnus et sont largement
¢tudiés. Le changement C677T (Ala222Val) qui affecte le domaine catalytique de la MTHFR,
engendre ainsi une enzyme thermolabile dont ’activité catalytique est réduite, par rapport
a ’enzyme du génotype sauvage (thermostable), d’environ 60 & 70% pour les homozygotes
mutés TT et & un niveau intermédiaire, de 35 a 40%, pour les hétérozygotes CT
(Guilland, 2011). Ce polymorphisme entraine une réduction des niveaux de 5-MTHEF,
une accumulation de 5,10-MTHF, d’ou une ¢lévation des niveaux d’homocystéine
plasmatique et des changements dans la composition cellulaire des dérivés des folates
monocarbonés avec apparition de poly-glutamates THF formylés (Ma et al., 1997).
Cette perte d’activit¢ entraine une diminution des niveaux de 5,10-MTHF, substrat
de la MTHFR nécessaire a la synthese de thymidylate, ce qui entraine une incorporation
erronée de 1’uracile dans I’ADN, une diminution de I’efficacité du systeme de réparation
de ’ADN et une accumulation de cassures et de lésions au niveau des chromosomes

(Ma et al., 2009 ; Chen et al., 2019).
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Elle entraine aussi une hypo-méthylation de I’ADN due a la diminution des taux
de S-Adénosyl-Méthionine (SAM) principal donneur de groupement méthyl dans les
systtmes biologiques. A 1’état homozygote (TT), ce polymorphisme appréte
au développement d’une hyperhomocystéinémie importante (augmentation d’environ 25%
du taux d’homocystéine), notamment lors d’une carence en folates (apport alimentaire faible).
Néanmoins, en 1’absence de carence en folates, les niveaux d’homocystéine plasmatique
seraient bas et indépendants du génotype (Chen et al., 2019).

L’autre polymorphisme, A1298C (Glu429Ala), affecte quant a lui, le domaine
régulateur de 1’enzyme en remplagant une glutamate par une alanine au codon 429.
L’activit¢ de 1’enzyme est diminuée mais de fagon moins marquée que pour C677
et les individus homozygotes pour 1’allele C1298 ne semblent pas avoir des taux plasmatiques
d’homocystéine plus ¢élevés, sauf en la présence conjointe de [Dallele T677
(haplotypes) (Quin et al., 2014). En effet, I'hétérozygotie combinée (la coexistence)
pour ces deux polymorphismes, qui I'homocystéine plasmatique (Van der Pat et al., 1998)
et un profil biochimique similaire a celui observé chez les homozygotes C677T présentant
des taux ¢élevés d'homocystéine et des taux bas de folate (Khaleghparast A et al., 2014).
De plus, les individus avec les génotypes 677 CT et 1298 AC ont révélé une activité
de 50 a 60% de la MTHFR de type sauvage (Weisberg et al., 1998). La mutation A1298C
du gene MTHFR a ét¢é moins étudiée que celle de C677T, le mutant. La prévalence
de ce polymorphisme varie de 10 a 23% chez les Indiens du Nord (Alam et al., 2008)

a environ (36%) chez les Canadiens et Européens (Sun et al., 2005 ).

A la lumiére de tout ce qui a été mentionné ci-dessus, nous avons entrepris un travail
de recherche visant a prospecter, par une méta-analyse, I’implication des polymorphismes
C677T et A1298C de la MTHFR dans le développement d’une LAM. Aprés une recherche
bibliographique approfondie, nous avons recueilli 19 études pour le variant C677T et 15
pour le A1298C. Les données recueillies dans ces études sont précisées dans les tableaux IV

et V ainsi que les figures 06, 07, 08 et 09 ci-aprés.
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Tableau IV : recueil des fréquences génotypiques et alléliques rapportées dans différentes études cas-témoins

sur I’implication du polymorphisme C677T du géne MTHFR dans la survenue de la LAM.

Patients (LAM) Témoins
- k=
* QL o
8 (3]} g g S = - \QE) —~ — —_
— o8 Q Q = ) <] o —~ —~
° é E % (<5} O e\/ = 8\/ - e\oz QO g - g z @) 9\./ . 8\/ = é)/ @) o\o - O\o
2 N = S g Ol o | © - | F| - 6’ r_’ 2 O O O — — — 5’ :
z w 2| 5 @) @) - = O @) -
<| E =
(@] o
Z Z
1 |Skibola et al., 1999 Royaume-Uni NS | 223|134 |60,09| 66 |29,60| 23 |10,31|334|74,89|112|25,11| 369 | 196 |53,12|130|35,23| 43 |11,65| 522 |70,73| 216 | 29,27
2 | Deligezer etal., 2003 | Turquie NS | 49 | 23 |46,94| 25 [51,02| 1 | 2,04 | 71 |72,45| 27 |27555| 161 | 74 |45,96| 73 |45,34| 14 | 8,70 | 221 | 68,63 | 101 | 31,37
3 | Zanrosso et al., 2005 | Brésil NS | 43 | 21 |48,84| 17 [39,53| 5 |11,63| 59 |68,60| 27 |31,40| 240 | 123 |51,25| 95 | 39,58 | 22 | 9,17 | 341 | 71,04 | 139 | 28,96
4 [Chenetal., 2006 Chine - 40 | 16 |40,00| 16 [40,00| 8 |20,00| 48 | 60,00| 32 |40,00| 157 | 72 |45,86| 66 |42,04| 19 |12,10| 210 | 66,88 | 104 | 33,12
5 | Da-Costa et al., 2006 | Brésil NS |182| 93 |51,10| 67 | 36,81 | 22 | 12,09 |253|69,51|111|30,49| 315 | 156 | 49,52 |128|40,63| 31 | 9,84 | 440 |69,84| 190 | 30,16
6 |Hur etal., 2006 Corée du sud NS | 55| 18 |32,73| 30 |54,55| 7 |12,73| 66 | 60,00| 44 |40,00| 200 | 80 |40,00| 80 {40,00| 40 |20,00| 240 [60,00| 160 | 40,00
7 | Kim et al., 2006 Corée du sud NS | 399|121 |30,33|202|50,63| 76 | 19,05 |444 |55,64 | 354 |44,36|1700| 540 | 31,76 | 863 |50,76 | 297 | 17,47 | 1943 | 57,15 | 1457 | 42,85
8 | Bolufer et al., 2007 Espagne NS | 163 | 54 |33,13| 80 [49,08| 29 |17,79|188|57,67|138|42,33| 331 | 106 |32,02|160|48,34| 65 |19,64| 372 |56,19| 290 | 43,81
9 | Moon et al., 2007 Corée du Sud .200 61 30,50 |107|53,50| 32 | 16,00 | 229|57,25| 171 |42,75| 434 | 144 |33,18|196|45,16| 94 21,66 | 484 | 55,76 | 384 | 44,24
10 | Barbosa et al., 2008 | Brésil NS| 27 | 17 |62,96| 8 [29,63| 2 | 7,41 | 42 |77,78| 12 |22,22| 100 | 65 |65,00| 29 |29,00| 6 | 6,00 | 159 |79,50| 41 |20,50
11 | Amorin et al., 2008 Brésil NS | 49 | 24 (48,98 | 20 |40,82| 5 |10,20| 68 |69,39| 30 | 30,61| 62 35 |56,45| 25 140,32 2 | 3,23 | 95 |76,61| 29 |23,39
12 | Lightfoot et al., 2010 | Royaume-Uni NS | 79 | 47 |59,49| 21 26,58 | 11 | 13,92 |115|72,78| 43 |27,22| 760 | 359 |47,24|317|41,71| 84 |11,05|1035|68,09 | 485 | 31,91
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13 | Vahid et al., 2010 Iran | NS | 106 | 58 54,72 | 39 |36,79| 9 | 8,49 |155|73,11| 57 (26,89 97 | 56 |57,73| 37 |38,14| 4 | 4,12 | 149 | 76,80| 45 |23,20
14 | Hussain et al., 2012 Inde NS |112| 75 |66,96| 26 [23,21| 11 | 9,82 |176|78,57| 48 | 21,43 251 | 180 |71,71| 61 |24,30| 10 | 3,98 | 421 |83,86| 81 |16,14
15 | Zeng et al., 2013 Chine 22 | 14 |63,64| 4 |18,18| 4 |18,18| 32 |72,73| 12 |27,27| 120 | 56 |46,67| 54 |45,00| 10 | 8,33 | 166 |69,17| 74 |30,83
16 | Silva et al., 2013 Brésil 33 |19 |57,58| 12 |36,36| 2 | 6,06 | 50 | 75,76 | 16 |24,24]| 224 | 95 |42,41|108|48,21| 21 | 9,38 | 298 | 66,52 | 150 | 33,48
17 | Hang et al., 2015 Chine 98 | 58 |59,18| 31 |31,63| 9 | 9,18 |147|75,00| 49 |25,00]2010|1225|60,95|687|34,18| 98 | 4,88 |3137|78,03 | 883 | 21,97
18 | Farasani etal., 2019 | Arabie Saoudite | NS |{100| 83 [83,00| 17 |17,00| 0 | 0,00 |183(91,50| 17 | 8,50 | 100 | 78 |78,00| 22 {22,00| O | 0,00 | 178 |89,00| 22 |11,00
19 | Mortazavi et al., 2020 | Iran NS |180| 90 |50,00| 75 (41,67 | 15| 8,33 | 255|70,83|105|29,17( 181 | 98 |54,14| 66 |36,46| 17 | 9,39 | 262 | 72,38 | 100 | 27,62

S : association statistiquement significative
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Figure 06 : représentation graphique des fréquences génotypiques rapportées dans différentes études cas-témoins
sur I’implication du polymorphisme C677T du géne MTHFR dans la survenue de la LAM
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Figure 07 : représentation graphique des fréquences alléliques rapportées dans différentes études cas-témoins
sur ’implication du polymorphisme C677T du gene MTHFR dans la survenue de la LAM.

56



Résultats et discussion

Tableau V : recueil des fréquences génotypiques et alléliques rapportées dans differentes études cas-témoins
sur I’implication du polymorphisme A1298C du gene MTHFR dans la survenue de la LAM.

Patients (LAM) Témoins

[%2] (72}

c £

* 2 o
i o o o o —~ ~—~ o o o —~ —
o & E BElals 19 218/ S|<| €0l &g Sl g S| <& oS
NT) L o| 2 } < O < ) o < < O < O

@ a2l a o

<| € =

o S

z pd
1 | Skibola et al., 1999 Royaume-Uni [ NS (220 | 99 45,00 | 98 |44,55| 23 | 10,45|296 | 67,27 | 144 | 32,73 | 362 | 165 |45,58|157|43,37| 40 |11,05| 487 | 67,27 | 237 | 32,73
2 | Zonrosso et al., 2005 | Brésil NS | 42 | 28 |66,67| 13 [30,95| 1 | 2,38 | 69 |82,14| 15 |17,86| 246 | 151 |61,38| 77 |31,30| 18 | 7,32 | 379 | 77,03 | 113 | 22,97
3 |Dacostaetal., 2006 |Brésil .|182 104 |57,14 | 62 |34,07| 16 | 8,79 |270|74,18| 94 | 25,82 315 | 190 [ 60,32 |104|33,02| 21 | 6,67 | 484 | 76,83 | 146 |23,17
4 | Hur etal., 2006 Coré du sud NS | 55| 33 {60,00| 19 |34,55| 3 | 545 | 85 | 77,27 | 25 |22,73| 200 | 116 |58,00| 78 |39,00| 6 | 3,00 | 310 | 77,50| 90 |22,50
5 | Moon et al., 2007 Coré du sud .IZOO 138|69,00| 55 |27,50| 7 | 3,50 |331|82,75| 69 |17,25| 434 | 307 |70,74|120(27,65| 7 | 1,61 | 734 | 84,56 | 134 | 15,44
6 |Kim etal., 2008 Coré du sud NS | 389|275|70,69|121|31,11| 12 | 3,08 |671|86,25|145|18,64 1700|1147 | 67,47 |500|29,41| 53 | 3,12 |2794|82,18 | 606 | 17,82
7 |Barbosaetal., 2008 | Brésil NS | 27 | 15 | 55,56 | 11 [40,74| 1 | 3,70 | 41 | 75,93| 13 |24,07| 100 | 63 |63,00| 32 {32,00| 5 | 5,00 | 158 | 79,00 42 |21,00
8 | Amorin et al., 2008 Brésil NS | 50 | 30 |60,00| 14 [28,00| 6 [12,00| 74 |74,00| 26 |26,00( 60 | 40 |66,67| 16 [26,67| 4 | 6,67 | 96 |80,00| 24 |20,00
9 | Lightfoot etal., 2010 |Royaume-Uni [NS| 78 | 41 (52,56 | 26 |33,33| 11 | 14,10|108 | 69,23 | 48 | 30,77 | 759 | 350 |46,11|332|43,74| 77 | 10,14 |1032|67,98| 486 | 32,02
10 | Vahid et al., 2010 Iran NS | 106 | 40 |37,74| 49 | 46,23 | 17 | 16,04|129|60,85| 83 |39,15| 97 | 39 |40,21| 36 |37,11| 22 |22,68| 114 |58,76| 80 |41,24
11 | Zheng et al., 2013 Chine 22 | 17 |77,27| 3 |13,64| 2 | 9,09 | 37 |84,09| 7 |1591] 120 | 91 |75,83| 21 |17,50| 8 | 6,67 | 203 | 84,58 | 37 |15,42
12 | Silva et al., 2013 Brésil 31| 13 |41,94| 13 |{41,94| 5 |16,13| 39 |62,90| 23 |37,10| 248 | 147 |59,27| 82 |33,06| 19 | 7,66 | 376 | 75,81 | 120 |24,19
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13 | Hang et al., 2015 Chine 98 | 65 |66,33| 26 | 26,53 | 7 | 7,14 |156|79,59| 40 | 20,41(2014|1125|55,86 | 748 |37,14|141| 7,00 | 2998 | 74,43 | 1030 | 25,57
14 | Farasani et al., 2019 | Arabie Saoudite| NS | 100 | 67 |67,00| 33 {33,00| O | 0,00 |167|83,50| 33 |16,50| 100 | 68 |68,00| 32 {32,00| O | 0,00 | 168 |84,00| 32 |16,00
15 | Mortazavi et al., 2020 | Iran NS |178| 70 |39,33| 91 |51,12| 17 | 9,55 |231|64,89|125|35,11( 181 | 73 |40,33| 88 48,62 | 20 |11,05| 234 | 64,64 | 128 | 35,36
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S : association statistiquement significative

NS : association statistiguement non-significative
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Figure 08 : representation graphique des fréquences genotypiques rapportées dans différentes études cas-témoins
sur I’implication du polymorphisme A1298C du géne MTHFR dans la survenue de la LAM
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Figure 09 : représentation graphique des fréquences alléliques rapportées dans différentes études cas-témoins
sur I’'implication du polymorphisme A1298C du gene MTHFR dans la survenue de la LAM.
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1-  C677T et LAM

L’association du polymorphisme C677T de la MTHFR avec la LAM a été évoquée
pour la premiére fois en 1999 par Skibola et al lors d’une étude menée au Royaume-Uni.
Cette ¢étude ayant porté sur 223 patients atteints de LAM et 334 témoins supposés sains
a conclu au fait que 1’alleéle T ne constitues pas un facteur de risque probable dans la genése
de cette hémopathie et ce en dépit de I’'importance capitale du métabolisme des folates
dans le développement des cancers de fagon générale. En effet, la valeur de p obtenue
était supérieure au seuil de significativité choisi de 0,05.

En 2003, Deligezer et al ont mené une étude similaire sur la population turque
et ont conclu au méme résultat. Néanmoins, la taille de la cohorte de patients dans cette étude
¢tait relativement réduite. En effet, elle se composait de 49 patients, dont les résultats
de l’analyse génotypique pour le polymorphisme étudié ont ét€ comparés avec ceux
d’une population témoin dont I’effectif était de 161.

Par la suite, d’autres études ont confirmé [’absence de cette hypothétique
association dans le risque de survenue de la LAM : Zanrosso et al., 2005, Hur et al., 20006,
Kim et al., 2006, Bolufer er al., 2007, Barbosa et al., 2008, Amorin et al., 2008,
Lightfoot et al., 2010, Vahid et al., 2010, Hussain et al., 2012, Farasani et al., 2019
et Mortazavi et al., 2020. Au total 13 études sur les 19 sélectionnées sont arrivées
a cette conclusion. La derniere en date, de 2020, est celle de Mortazavi et al qui ont mené
cette prospection sur une cohorte de la population iranienne composée 180 patients et de 181
témoins, et n’ont rapporté aucun effet de 1’allele T, supposé délétere, dans le risque
de développer une LAM. 1l est intéressant de constater que toutes ces études qui sont arrivées
a la méme conclusion ont été menées dans différents pays et sur des ethnies distinctes :
Caucasiennes (Royaume-Uni, Espagne, Arabie Saoudite, Turquie, Iran, Brésil) et Asiatiques
(Corée du Sud, Inde, Chine). A notre connaissance, aucune étude ayant prospecté
spécifiquement le role de ce polymorphisme dans le développement des LAM
chez les Afro-Américains n’a ét¢ menée. Cela aurait été intéressant d’autant plus que cette

hémopathie est plus fréquente chez les Caucasiens que chez les Afro-Américains.
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Il est important de mentionner également que plusieurs études que nous avons trouvées,
ayant prospecté¢ cette corrélation, ont conclu a la présence d’un effet délétere
du polymorphisme en question. Ces études indiquent que les individus hétérozygotes (CT)
et homozygotes mutés (TT) ont un risque plus important, statistiquement significatif,
de développer une LAM, et ce en comparaison avec les individus porteurs du génotype
homozygote sauvage (CC).

La premiére étude en date ayant conclu a cette association significative était celle
réalisée sur une population asiatique de Chine, en 2006, par Chen et al. Cette conclusion
a ¢té tirée apres le génotypage de 40 patients atteints de LAM et de 157 témoins.
D’autres études sont arrivées ultérieurement a la méme conclusion: Moon et al., 2007
(Corée du Sud), Zeng et al., 2013 (Chine), Silva et al., 2013 (Brésil) et Hang et al., 2015
(Chine). Il est intéressant de signaler que la plupart de ces études ont été menées
sur des populations asiatiques suggérant que ce polymorphisme s’exprime peut-&tre de fagcon

plus marquée dans cette ethnie.

Il est intéressant de signaler que 1’étude de Da-Costa et al., 2006 menée sur menée
une population brésilienne composée de 182 patients LAM et de 315 témoins a conclu
a un effet protecteur du polymorphisme C677T de la MTHFR supposé communément
comme ¢tant délétere. En effet, cette étude a rapporté la conclusion originale que les individus
hétérozygotes (CT) et homozygotes (TT) ont un risque statistiquement moindre de développer
une LAM et ce en comparaison avec les individus ayant un génotype homozygote sauvage
pour le polymorphisme d’intérét (CC). A notre connaissance, et aprés une recherche
bibliographique exhaustive, il s’agit de la seule €étude sur la thématique dont les auteurs

sont arrivés a cette conclusion.

A la lumiére de ce constat, il nous a paru clair que de nombreuses études ont exploré
I’association entre le polymorphisme C677T de la méthyléne tétrahydrofolate réductase
et le risque de LAM et ont rapporté des résultats contradictoires et parfois méme incohérents.
Par conséquent, une méta-analyse a ét¢ menée pour mieux apprécier et clarifier I’effet

de ce polymorphisme sur cette hémopathie.

Les données des 19 études retenues prises ensemble ont été ordonnées et soumises
au logiciel CMA® pour faire une méta-analyse. Ces données concernent au total 2160

patients et 7812 témoins. Les résultats obtenus sont précisés dans le tableau VI.
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Tableau VI : résultat de la méta-analyse C677T MTHFR et LAM

Test d’association Hétérogénéité
Mode¢le
OR 95% CI p-val p-val
CosT 1,009 [0,933 ; 1,090] 0,818 0,559
CC+CTws TT 1,081 [0,927 ; 1,261] 0,319 0,131
TT+CTvs CC 0,987 [0,888 ; 1,098] 0,819 0,504

L’analyse des résultats obtenus suggére que le polymorphisme C677T du géne MTHFR
ne présente aucun effet certain dans la survenue des LAM comme I’atteste les résultats
de la méta-analyse résumés dans le tableau ci-dessus ainsi que les représentations graphiques
en forest plot qui s’y rapportent ci-apres. En effet, selon les modéles de comparaison
dominant (TT + CT vs CC) (figure 10), récessif (CC + CT vs TT) (figure 12), et alléliques
(C vs T) (figure 14), les valeurs de p obtenues étaient toutes non significatives,
respectivement de : 0,819, 0,319 et 0,818.

L hétérogénéité et le biais statistique entre les publications incluses dans notre
méta-analyse ont été évaluées. Selon les différents modéles de comparaison (tableau V1)
et appréciée sur le funel plot (figures 11, 13 et 15). Toutes les valeurs de p étaient

statistiquement non significatives.
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Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Skibola et al., 1999 89 223 173 369 —-S—r 0.75 [0.54;1.05) 9.9% 9.9%
Deligezer et al., 2003 26 49 87 161 _— 096 [0.51;1.83) 2.7% 2.7%
Zanrosso et al., 2005 22 43 117 240 —_—— 110 [0.58;2.11] 2.7% 2.7%
Chen et al., 2006 24 40 85 157 ——— 1.27 [0.63;2.57] 2.2% 2.2%
Da-Costa et al., 2006 89 182 159 315 —— 094 [0.65;1.35] 8.4% 8.4%
Hur et al., 2006 37 55 120 200 —+—~— 1.37 [0.73;2.57]) 2.8% 2.8%
Kim et al., 2006 278 399 1160 1700 —@— 1.07 [0,84;1.36] 20.0% 20.0%
Bolufer et al., 2007 109 163 225 331 —— 0.95 [0.64;1.42] 7.0% 7.0%
Moon et al., 2007 139 200 290 434 —f— 1.13 [0.79:1.62] 8.6% 8.6%
Barbosa et al., 2008 10 27 35 100 —_— 1.09 [0.45;2.64) 1.4% 1.4%
Amorin et al., 2008 25 49 27 62 —_— 1.35 [0.64;2.86] 2.0% 2.0%
Lightfoot et al., 2010 32 79 401 760 —— 061 [0.38;0.98] 5.0% 5.0%
Vahid et al., 2010 48 106 41 97 e Al 1.13 [0.65;1.97) 3.6% 3.6%
Hussain et al,, 2012 37 112 71 251 —1-— 1.25 [0.77;2.02] 4.9% 4.9%
Zeng et al,, 2013 8 22 64 120 ————1— 0.50 [0.20;1.28) 1.3% 1.3%
Silva et al., 2013 14 33 129 224 ———1t 0.54 [0.26;1.14] 2.0% 2.0%
Hang et al,, 2015 40 98 785 2010 e 1.08 [0.71;1.63] 6.6% 6.6%
Farasani et al,, 2019 17 100 22 100 —_—— 0.73 [0.36;1.47) 2.3% 2.3%
Mortazavi et al., 2020 %0 180 83 181 -1 1.18 [0.78;1.79] 6.6% 6.6%
Fixed effect model 2160 7812 g 0.99 [0.89; 1.10] 100.0% -
Random effects model 0.99 [0.89; 1,10] - 100,0%
Heterogeneity: P = 0%, Pu 0, p=0.50 | ! ' 1 !
0.2 0s 1 2 5
Figure 10 : méta-analyse C677T MTHFR et LAM (modé¢le dominant).
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Figure 11 : biais de publication C677T MTHFR et LAM (mod¢le dominant).
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Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Skibola et al,, 1999 23 223 43 369 —“7"' 0.87 [0.51; 1.49] B8.3% 9.0%
Deligezer et al., 2003 1 49 14 161 ——————i— 0.22 [0.03; 1.71] 0.6% 1.0%
Zanrosso et al,, 2005 5 43 22 240 e 1.30 [0.47; 3.65) 2.2% 3.4%
Chen et al., 2006 8 40 13 157 182 [0.73; 452] 2.9% 4.2%
Da-Costa et al,, 2006 22 182 31 315 - 126 [0.71; 2.25) 7.1% 8.1%
Hur et al,, 2006 7 55 40 200 — 0.58 [0.25; 1.39] 3.2% 4.5%
Kim et al., 2006 76 399 297 1700 el 111 [0.84; 1.47] 30.4% 16.2%
Bolufer et al., 2007 29 163 65 331 — 0.89 [0.55; 1.44] 10.1% 10.1%
Mcon et al., 2007 32 200 94 434 - 0.69 [0.44; 1.07] 12.2% 11.2%
Barbosa et al., 2008 2 27 6 100 e 125 [0.24; 659] 0.9% 1.4%
Amorin et al., 2008 5 49 2 62 ———— 341 [0.63;18.39] 0.8% 1.4%
Lightfoot et al., 2010 11 79 84 760 —r— 1.30 [0.66; 2.56] 5.2% 6.6%
Vahid et al., 2010 9 106 4 97 —+— 2,16 [0.64; 7.25] 1.6% 2.5%
Hussain et al., 2012 11 112 10 251 F—— 2,62 [1.08; 6.37] 3.0% 4.3%
Zeng et al,, 2013 4 22 10 120 ——— 244 [0.69; 864] 15% 2.4%
Sitva et al., 2013 2 33 21 224 e 0.62 [0.14; 279] 11% 1.7%
Hang et al., 2015 9 98 98 2010 f—— 197 [0.97; 4.03]) 4.6% 6.1%
Farasani et al., 2019 0 100 0 100 | 0.0% 0.0%
Mortazavi et al,, 2020 15 180 17 181 — 0.88 [0.42; 1.81] 4.5% 5.9%
Fixed effect model 2160 7812 & 1.08 [0.93; 1.26] 100.0% -
Random effects model > 1,12 [0.91; 1.37]) - 100.0%
Heterogeneity: I° = 28%, T = 0.0472, p = 0.13 ' J
01 0512 10
Figure 12 : méta-analyse C677T MTHFR et LAM (mod¢le récessif).
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Figure 13 : biais de publication C677T MTHFR et LAM (mod¢le récessif).
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Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total 0Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Skibola et al,, 1999 112 446 216 738 —=1 0.81 [0.62;1.06] 8.5% 8.5%
Deligezer et al., 2003 27 98 101 322 —_— 0.83 [0.50;1.37] 24% 2.4%
Zanrosso et al., 2005 27 86 139 480 —t— 1.12 [0.68;1.84] 2.4% 2.4%
Chen et al,, 2006 32 80 104 314 ——— 1.35 [0.81;2.23] 2.4% 2.4%
Da-Costa et al., 2006 111 364 190 630 — 1.02 [0.77;1.35) 7.7% 1.7%
Hur et al., 2006 44 110 160 400 — 1.00 [0.65;1.54] 3.2% 3.2%
Kim et al., 2006 354 798 1457 3400 - 1.06 [0.91;1.24] 25.0% 25.0%
Bolufer et al., 2007 138 326 290 662 — 0.94 [0.72;1.23]) 8.4% 8.4%
Moon et al., 2007 171 400 384 868 —= 0.94 [0.74;1.20] 10.5% 10.5%
Barbosa et al., 2008 12 54 41 200 —— e 111 [0.54;2.29] 1.1% 1.1%
Amorin et al,, 2008 30 98 29 124 —_—f—t— 145 [0.79;2.63] 1.7% 1.7%
Lightioot et al., 2010 43 158 485 1520 ——1 0.80 [0.55;1.15] 4.5% 4.5%
Vahid et al., 2010 57 212 45 194 —_—t—— 1.22 [0.78;1.91] 3.0% 3.0%
Hussain et al,, 2012 48 224 81 502 1.42 [0.95;211] 3.8% 3.8%
Zeng et al,, 2013 12 M 74 240 ——e—f— 0.84 [041;1.72] 12% 1.2%
Silva et al., 2013 16 66 150 448 ———t—i— 0.64 [0.35;1.15] 17% 1.7%
Hang et al., 2015 43 196 883 4020 —t— 1.18 [0.85;1.65] 5.5% 5.5%
Farasani et al,, 2019 17 200 22 200 — 0.75 [0.39;1.46] 1.4% 1.4%
Mortazavi et al., 2020 105 360 100 362 —— 1.08 [0.78;1.49] 5.8% 5.8%
Fixed effect model 4320 15624 i 1.01 [0.93; 1.09] 100.0% -
Random effects model 1.01 [0.93; 1.09] - 100.0%
Heterogenelty: F=0%1=0, p =056 ' |
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Figure 14 : méta-analyse C677T MTHFR et LAM (mod¢le allélique).
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Figure 15 : biais de publication C677T MTHFR et LAM (mod¢le allélique).
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En tenant compte de 1’ethnicité, les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau

ci-apres.
Tableau VII : résultat de la méta-analyse C677T MTHFR et LAM
en tenant compte de 1’ethnicité.
Test d’association
Modéle Ethnicité | Etudes
OR 95% ClI p-val

Total 19 1,0091 |[0,9338; 1,0906] [0,818512
Arabie Saoudite 1 0,7516 |[0,3863; 1,4625] | 0,400533
Brésil 5 1,0259 |[0,8374; 1,2569] | 0,804767
Chine 3 | 1,1715 [[0,9044; 1,5174] [0,230562
CvsT Corée du Sud 2 1,0558 |[0,9123; 1,2218] | 0,466552
Espagne 1 0,9416 |[0,7202; 1,2310] | 0,659921
Inde 1 1,4175 |[0,9521; 2,1105] [0,085768
Iran 2 1,0788 |[0,7806; 1,4911] | 0,645867
Royaume-Uni 2 | 0,8061 [[0,6498; 0,9999] | 0,04987
Turquie 1 0,8321 |[0,5038; 1,3744]]0,472813
Total 18 1,0814 |[0,9270; 1,2615] [0,319577

Arabie Saoudite| 0 NA
Brésil 5 1,2767 |[0,8191; 1,9899] [0,280633
Chine 3 1,9910 |[1,1911; 3,3282] | 0,008612
Corée du Sud 2 1,0458 |[0,8016; 1,3645] [0,741168
CCHrCTVSTT MEchagne 1 | 0,8856 |[0,5456; 1,4376] |0,623203
Inde 1 2,6248 | [1,0808; 6,3745] | 0,033047
Iran 2 0,877 |[0,4238; 1,8147]|0,723531
Royaume-Uni 2 1,0178 |[0,6687; 1,5491] [0,934526
Turquie 1 | 0,2187 [[0,0280; 1,7073] |0,147138
Total 19 0,9878 |[0,8886; 1,0981] |0,819795
Arabie Saoudite 1 0,7262 |[0,3590; 1,4687] |0,373284
Bresil 5 0,9525 |[0,7342; 1,2358] | 0,714278
Chine 3 1,0142 |[0,7268; 1,4151]|0,934072
Corée du Sud 2 1,1028 |[0,8837; 1,3763] | 0,386678
TT+CTVs CC e hagne 1| 0,9509 |[0,6377; 1,4181] |0,805149
Inde 1 1,2507 |[0,7738; 2,0214] | 0,361097
Iran 2 | 1,1807 [[0,7810; 1,7851] | 0,430847
Royaume-Uni 2 0,7007 |[0,5327; 0,9217]|0,010998
Turquie 1 | 09615 |[0,5065; 1,8253] | 0,90449
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Les résultats obtenus sont assez contradictoires. En effet, selon le modele
de comparaison allélique, la seule association significative a été constatée en regroupant
les deux études ayant porté sur des habitants du Royaume-Uni (ethnie non définie).
La valeur de p obtenue était de 0,04987. De méme, pour le modele de comparaison dominant
(TT + CT vs CC), I'unique association statistiquement significative (p = 0,010998)
a été constaté dans le méme groupe de population issu du Royaume-Uni. Par contre,
avec le modéle de comparaison récessif (CC + CT vs TT), deux associations positives
ont été trouvées; la premiére dans 1’étude ayant porté sur la population indienne
(p = 0,033047), la deuxieme regroupe 3 études ayant été menées sur la population chinoise
(p = 0,008612).

Ces données suggérent une implication minime du polymorphisme C677T
dans la genese des LAM. Cette contribution au processus de la leucémogeneése serait plus

marquée dans les populations originaires d’Asie.

2-  A1298C et LAM

La premicre étude ayant examiné l'association du polymorphisme A1298C du geéne
MTHFR et 1'apparition de la LAM est celle de skibola et al, 1999 en Royaume-Uni,
elle se composait de 223 patients atteints et 334 témoins présumés sains. Cette étude a conclu
qu'il n'y avait aucune différence significative pour le risque de survenue d’une LAM
entre patients et témoins.

Par la suite, d’autres études ont confirmé cette conclusion en affirmant également
qu'il n’y a aucune association significative entre ce polymorphisme A1298C et la LAM :
Zanrosso et al, 2005 (Brésil), Hur et al, 2006 (Corée du Sud), Kim et al, 2008
(Corée du Sud), Barbosa et al., 2008 (Brésil), Amorin et al.,2008 (Brésil),
Lightfoot et al., 2010 (Royaume-Uni) et Vahid et al., 2010 (Iran).

Les deux dernicres études en date ayant conclu a cette association non significative
sont celles de: Farasani et al., 2019 en Arabie-Saoudite et Mortazavi et al., 2020
sur une population iranienne. Ces deux études ont ét€ menées des cohortes composées

de 100 patients, 100 témoins et 180 patients, 181 témoins respectivement.

La encore, il est important de signaler que toutes ces études avec la méme conclusion
ont ét¢ menées dans différents pays et sur différentes ethnies : Caucasiennes (Royaume-Uni,

Espagne, Arabie Saoudite, Turquie, Iran, Brésil) et Asiatiques (Corée du Sud, Inde, Chine).
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Il est intéressant aussi de noter que plusieurs études incluses dans notre méta-analyse
ont conclu a I’implication du polymorphisme A1298C dans la survenue d'une LAM,
et rapportent I’existence d’une association significative. Ces études exposent le fait
que les individus hétérozygotes (AC) et homozygotes mutés (CC) ont une probabilité
plus importante, statistiquement significatif, de développer une LAM, et ce en comparaison
toujours avec les individus porteurs du génotype homozygote sauvage (AA).

La premiére étude construite selon le modéle cas-témoin qui a démontré la présence
de cette association significative et selon laquelle le génotype 1298 AC serait lié a un risque
accru de développer une LAM, était menée sur des enfants brésiliens dans différentes régions
du pays par Da-Costa ef al en 2006. Cette ¢tude ayant porté sur 182 patients atteints de LAM
et 315 individus sains.

Un an aprés une autre étude a ét¢ mené par Moon et al., 2007 (Corée du Sud)
qui a abouti au méme résultat et qui a démontré que le génotype 1298CC pourrait
avoir un effet combiné avec d’autres polymorphismes sur le risque de LAM. Cette conclusion
a été faite apres réalisation d’une étude cas témoins sur une cohorte composée 200 patients
et 434 témoins.

Par la suite trois autres ¢études ont confirmé la présence d'une association
entre le polymorphisme A1298C du gene MTHFR et la survenue de LAM : Zeng et al., 2013
(Chine), Silva et al., 2013 (Brésil) et Hang ef al., 2015 (Chine). Ces études ont ét¢ menées
sur des populations asiatiques et brésiliennes suggérant que ce polymorphisme s'exprime

peut-étre de facon plus marquée dans ces ethnies.

En fonction de toutes les données recueillies concernant 1’association
entre le polymorphisme A1298C de la MTHFR et le risque de LAM, nous avons constaté
que ces ¢tudes ont apporté souvent des résultats trés contrastés ; une association
statistiquement positive ou négative a ¢été mise en évidence par ces prospections.
Dans ce sens, suivant la méme démarche que celle que nous avons entreprise
pour le polymorphisme C677T, nous avons exploré par une méta-analyse cette hypothétique

association afin d’apporter plus d’explications et d’éclaircissements.
Les données des 15 études retenues prises ensemble ont été ordonnées et soumises

au logiciel CMA® pour faire une méta-analyse. Ces données concernent au total 1778

patients et 6936 témoins. Les résultats obtenus sont précisés dans le tableau VIII ci-apres.
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Tableau VIII : résultat de la méta-analyse A1298C MTHFR et LAM.

Test d’association Hétérogénéité
Modéele
OR 95% CI p-val p-val
AvsC 1,017 [0.925; 1.116] 0,726 0,647
AA+ACYs CC 1,097 | [0.875:1375] | 0419 0,635
CCHACwsAA 1,004 | [0.893;1.127] | 0951 0,687

L’analyse des résultats obtenus et indiqués dans le tableau ci-dessous ainsi que les
représentations graphiques en forest plot ci-apres, suggérent toutes que le polymorphisme
A1298 du géne MTHFR ne présente aucune conséquence notable sur le risque de survenue
des LAM. En effet, selon les modéle de comparaison dominant (CC + AC vs AA) (figure 16),
récessif (AA + AC vs CC) (figure 18), et alléliques (A vs C) (figure 20), les valeurs

de p obtenues étaient toutes non significatives, respectivement de : 0,951, 0,951 et 0,726.

L’hétérogénéité et le biais statistique entre les publications incluses dans notre
méta-analyse ont été évaluées. Selon les différents modeles de comparaison (tableau VIII)
et appréciée sur le funel plot (figures 17, 19 et 21). Toutes les valeurs de p étaient

statistiquement non significatives.
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Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Skibola et al,, 1999 121 220 197 362 e 102 [073;143] 118%  11.8%
Zonrosso et al,, 2005 4 4 95 246  ——— 0.79 [0.40;1.59] 2.8% 2.8%
Da costa et al., 2006 78 182 125 315 —EF— 114 [0.79;1.65] 9.8% 9.8%
Hur et al., 2006 2 55 84 200 —— 0.92 [0.50;1.69] 3.6% 3.6%
Moon et al,, 2007 62 200 127 434 M - 1.09 [0.75;1.56] 10.1%  10.1%
Kim et al., 2008 133 408 553 1700 = 1.00 [0.80;1.26] 25.3%  25.3%
Barbosa et al., 2008 2 27 37 100 —+—— 136 [0.58;3.22] 18% 1.8%
Amorin et al., 2008 20 350 20 60 —r—— 133 [0.61;29]] 22% 2.2%
Lightfoot et al., 2010 37 78 409 759 — 0.77 [0.48;1.23] 6.2% 6.2%
Vahid et al., 2010 66 106 58 97 —— 111 [0.63;1.95] 4.2% 4.2%
Zheng et al., 2013 5 22 29 120 092 [031;272]) 11% 1.1%
Silva et al., 2013 18 31 101 248 t——+— 202 [0.95:430] 2.3% 2.3%
Hang et al,, 2015 33 98 889 2014 —— 064 [042;099] 7.3% 1.3%
Farasani et al., 2019 33 100 32 100 —_— 105 [0.58;1.89] 3.8% 3.8%
Mortazavi et al., 2020 108 178 108 181 —— 104 [0.68;159] 7.5% 1.5%
Fixed effect model 1797 6936 1.00 [0.89; 1.13] 100.0% -
Random effects model ; 1.00 [0.89; 1.13] - 100.0%

Heterogeneity: F=0%1=0, p =069

Figure 16 : méta-analyse A1298C MTHFR et LAM (modé¢le dominant).
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Figure 17 : biais de publication A1298C MTHFR et LAM (modé¢le dominant).
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Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Skibola et al., 1999 23 220 40 362 = 0.94 [0551.62] 17.3%  17.3%
Zonrosso et al,, 2005 1 £ 18 246 —————— 031 [0.04;238] 12% 1.2%
Da costa et al., 2006 16 182 21 315 - pe 135 [0.69;2.66] 11.1% 11.1%
Hur et al., 2006 3 55 6 200 —— 187 [0.45;7.71] 2.5% 2.5%
Moon et al., 2007 7 200 1 434 +F— 221 [0.77;6.39] 4.5% 4.5%
Kim et al., 2008 12 408 53 1700 o 094 [050;1.78) 126%  12.6%
Barbosa et al., 2008 1 27 5 100 — 0.73 [0.08;6.53] 11% 11%
Amorin et al,, 2008 6 50 4 60 —— 191 [051;7.18] 2.9% 2.9%
Lightfoot et al,, 2010 1 78 77 759 R 145 [0.74;2.87] 11.0%  11.0%
Vahid et al., 2010 17 106 2 97 -y B 065 [032;132] 103%  10.3%
Zheng et al., 2013 2 2 8 120 s 1.40 [0.28;7.08) 1.9% 1.9%
Silva et al., 2013 5 31 19 248 T 2.32 [0.80;6.73] 4.5% 4.5%
Hang et al., 2015 7 98 141 2014 — 1.02 [0.46;2.25] 82% 8.2%
Farasani et al,, 2019 0 100 0 100 0.0% 0.0%
Mortazavi et al,, 2020 17 178 20 181 = 085 [043;1.68 109%  10.9%
Fixed effect model 1797 6936 1.10 [0.88; 1.38] 100.0% -
Random effects model 1.10 [0.88; 1.38] -~ 100.0%

Heterogeneity: ° = 0%, 7 = 0, p = 0.63 '
01 0512 10

Figure 18 : méta-analyse A1298C MTHFR et LAM (modele récessif).
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Figure 19 : biais de publication A1298C MTHFR et LAM (modg¢le récessif)

72




Résultats et discussion

Experimental Control Weight  Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-CI (fixed) (random)
Skibola et al., 1999 144 440 237 A S 100 [0.78;1.29] 13.8%  13.8%
Zonrosso et al., 2005 15 8 113 492 ———— 073 [0.40;1.32] 2.5% 2.5%
Da costa et al., 2006 94 364 146 630 —TE— 1.15 [0.86;1.56] 9.8% 9.8%
Hur et al., 2006 25 110 90 400 ) 1.01 [0.61;1.68] 3.5% 3.5%
Moon et al., 2007 69 400 134 868 —i— 1.14 [0.83;157] 8.7% 8.7%
Kim et al., 2008 145 816 606 3400 - 1.00 [0.82;122] 22.0%  22.0%
Barbosa et al., 2008 13 54 42 200 —— 119 [059;243] 17% 1.7%
Amorin et al., 2008 26 100 24 120 ———— 141 [0.75;2.64] 2.2% 2.2%
Lightfoot et al., 2010 48 156 486 1518 —— 0.94 [0.66;1.35] 6.9% 6.9%
Vahid et al., 2010 83 212 80 194 —F— 092 [0.62;1.36] 5.6% 5.6%
Zheng et al,, 2013 7 4 37 240 1.04 [0.43;250] 11% 11%
Silva et al., 2013 23 62 120 49% —— 185 [1.06;3.22] 29% 2.9%
Hang et al., 2015 40 196 1030 4028 —— 0.75 [0.52;1.06] 7.0% 7.0%
Farasani et al., 2019 33 200 32 200 —— 1.04 [0.61;1.76] 3.1% 3.1%
Mortazavi et al,, 2020 125 3% 128 362 —— 0.99 [0.73;1.34] 94% 9.4%
Fixed effect model 3594 13872 1.02 [0.93; 1.12] 100.0% -
Random effects model ; 1.02 [0.93; 1.12] - 100.0%

Heterogeneity: P=0%7=0, p=065

Figure 20 : méta-analyse A1298C MTHFR et LAM (mod¢le allélique).
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Figure 21 : biais de publication A1298C MTHFR et LAM (modg¢le allélique).
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En tenant compte de 1’ethnicité, les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau

ci-apres.
Tableau VIII : résultat de la méta-analyse A1298C MTHFR et LAM
en tenant compte de 1’ethnicité.
; Test d’association
Modeéle Ethnicité Etudes
OR 95% ClI p-val

Total 15 [1,0169][0,9259; 1,1167] | 0,726239
Arabie Saoudite 1 1,0374 | [0,6098; 1,7649] | 0,892193
Brésil 5 1,1972|[0,9661; 1,4837] | 0,099984
AvsC Chine 2 0,7815] [0,5625; 1,0858] [0,141664
Corée du Sud 2 1,0355| [0,8743; 1,2264] | 0,68606
Iran 2 0,9616 | [0,7545; 1,2256] | 0,75176
Royaume-Uni 2 0,9806 | [0,7980; 1,2051] [0,852492
Total 14 11,0974 [0,8758; 1,3751] | 0,419283

Arabie Saoudite 0 NA
Brésil 5 1,4146 | [0,8621; 2,3213] | 0,169882
AA + ACvs CC |Chine 2 1,0852 | [0,5344; 2,2037] | 0,821099
Corée du Sud 2 1,1802 | [0,6839; 2,0366] |0,551805
Iran 2 0,747 | [0,4577; 1,2192] | 0,243163
Royaume-Uni 2 1,1139] [0,7289; 1,7023] | 0,618177
Total 15 [1,0037][0,8939; 1,1270] | 0,950541
Arabie Saoudite 1 1,0466 | [0,5791; 1,8916] | 0,880003
Brésil 5 1,2010] [0,9204; 1,5671] | 0,17728
CC + ACvs AA | Chine 2 0,6748 | [0,4532; 1,0047] [0,052742
Corée du Sud 2 1,0262 | [0,8446; 1,2469] | 0,794741
Iran 2 1,0663 | [0,7602; 1,4957] | 0,710022
Royaume-Uni 2 0,9296| [0,7075; 1,2214] [0,600139

En tenant compte de [D’ethnicité, et selon tous les modeles de comparaisons
¢tudiées (dominant, récessif et allélique), aucune corrélation statistiquement significative
n’a été relevée. En effet, les valeurs de p étaient toutes supérieures au seuil de significativité
fixé a 0,05. Cela pourrait étre expliqué par le nombre réduit d’études incluses dans chaque
sous-groupe ethnique (2 pour la plupart, sauf pour l’ethnie brésilienne dont le nombre
est de 5), ou, plus probablement par 1’absence d’effet du variant A1298 de la MTHFR
sur le risque de survenue d’'une LAM. Il se pourrait également que le risque relatif attribué
a ce variant dans le développement de cette hémopathie soit minime, en comparaison
avec celui du variant C677T, et dans ce sens, ne pourrait étre relevé que sur une cohorte

d’une taille beaucoup plus importante ou dans des conditions particuliéres (carences en

folates).
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3-  Discussion générale

Il est aujourd’hui admis par la communauté scientifique que le développement
des cancers est sujet a des facteurs génétiques et environnementaux. Cependant, il nous
est encore trés difficile de déterminer la part relative de ces deux composantes, souvent
complémentaires, dans le processus de cancérogenése (Baldi et al., 2008).

En ce qui concerne les LAM, hormis certaines expositions a des facteurs
environnementaux (radiations ionisantes, exposition au benzéne, chimiothérapies),
ainsi que certaines maladies génétiques constitutionnelles (trisomie 21), 1’étiologie exacte
est le plus souvent inconnue. En dépit des altérations génétiques et épigénétiques
considérables associées a cette hémopathie, les mécanismes en cause demeurent en grande
partie méconnus (Ajrouche, 2015).

L’une des pistes potentielles explorées actuellement, et qui rallie facteurs génétiques
et environnementaux, est la variation inter-individuelle dans le métabolisme des folates
qui peut étre sujette a des facteurs génétiques (polymorphismes) et environnementaux
(alimentation). En effet, les folates interféerent avec les phénoménes de la carcinogenése
en modulant la méthylation de I’ADN et en controlant sa synthese. Le rble des folates
dans la prévention de la carcinogenese a été fortement suspecté et prouvé pour plusieurs
pathologies cancéreuses. Ainsi, plusieurs études prospectives menée meneées dans différents
pays ont mis en évidence 1’association d’un apport alimentaire suffisant en folates avec une
réduction significative du risque de cancer. Le statut cellulaire en folates dépend
non seulement de I’apport alimentaire en folates mais aussi de déterminants génotypiques
tels que les polymorphismes du gene codant pour ’enzyme MTHFR. En effet, cette enzyme
clef dirige le cycle des folates vers la méthylation de I’ADN et agit indirectement
sur le niveau de synthése de I’ADN. Cette activité varie selon les polymorphismes
de I’enzyme et ’apport alimentaire en folates (Dannus, 2017).

En 1995, Frosst et al ont identifié une « mutation » commune C677T, autosomique
récessive, du gene MTHFR, résultant du substitution d’une cytosine en position 677
par une thymine, et a I’origine du remplacement d’une alanine par une valine. La prévalence
de cette « mutation » a 1’état homozygote (TT) est variable parmi la population mondiale
selon [D’origine ethnique. Elle est retrouvée chez environ 10% des Caucasiens,
avec des variations notamment chez la population caucasienne d’Europe (jusqu’a 20%
dans certaines régions d’Italie), alors qu’un trés faible pourcentage des afro-américains

sont concernés (They-They et al., 2009).
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A I’état hétérozygote CT, cette mutation est présente chez approximativement 40%
des Caucasiens, 20% des Afro-américains, et 15,9% de la population noire-africaine.
Le phénotype de ce variant génotypique, appelé « variant thermolabile », est caractérisé
par une diminution d’activit¢ enzymatique de 70% en cas d’homozygotie, et de 35%

en cas d’hétérozygotie (They-They et al., 2009).

En 1998, une autre variation du géne MTHFR, moins fréquente que la précédente,
a été rapportée par Van der put et al, la « mutation » A1298C qui entraine également

une réduction de I’activité de I’enzyme MTHFR plus marquée en cas d’homozygotie.

Les résultats des différentes études cas-témoins concernant 1’association entre les SNP
(C677T et A1298C) et la LAM sont difficilement interprétables, car la fréquence
de ces polymorphismes de la MTHFR dans la population générale montre des différences
indéniables. La fréquence de distribution du polymorphisme A1298C de la MTHFR
n'est pas étudiée de maniere aussi étendue que celle du polymorphisme C677T du méme géne.
Les données actuelles suggérent que les alleles T (C677T) et C (A1298C) dit « muté »
et souvent supposés déléteres sont rarement retrouvés chez les africains, les asiatiques
et les hispaniques a 1’état homozygote et que les génotypes MTHFR 677TT et 1298CC
sont essentiellement rencontrés chez les Caucasiens plus que dans d'autres ethnies. En effet,
un gradient descendant Nord-Sud a été observé pour ces deux polymorphismes. De ce fait,
la fréquence des génotypes homozygotes mutés pour ces deux variants alléliques est tres
faible dans les populations africaines subsahariennes en comparaison avec les populations
du Nord contient. Une des hypothéses expliquant cette discordance selon les populations
étudiées pourrait étre un régime particulierement riche en folates dans les populations
européennes, due a un meilleur niveau et hygiéne de vie, ce qui pourrait annuler ou du moins
minimiser ’effet de ce polymorphisme. Par ailleurs, comme le rapportent de nombreuses
études, les bénéfices potentiels d’une supplémentation en folates pourraient
facilement combler une éventuelle déficience de I’activité enzymatique de la MTHFR

due a ce polymorphisme (Kim, 2008).

La discordance dans les résultats incluses dans nos deux méta-analyses peut étre
expliquée par des différences dans les populations étudiées. En effet, divers fonds génétiques,
des variations ethniques et géographiques, ainsi qu’aux différentes expositions aux facteurs
de risque environnementaux (alimentation) sont d’autant de facteurs de confusion

et d’hétérogénéité dans une méta-analyse pouvant conduire a ces observations.
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- Résultatsetdiscussion

Les études d’association construites sur le modele cas-témoins constituent un outil
formidable en génétique et cela, en dépit du fait que les résultats rapportés ne sont pas
toujours reproductibles et souvent discordants. Différents effets fondateurs pourraient ainsi
expliquer ces associations contradictoires. Dans ce type d’études, plusieurs paramétres sont
importants : la taille et la composition des populations étudiées (en particulier des populations
de témoins), le type de polymorphisme (SNP ou de répétition), les techniques utilisées
pour le mettre en eévidence (PCR/digestion, séquencage ou autre), I’hétérogénéité
phénotypique du dysfonctionnement, la variabilité interindividuelle des effets phénotypiques
ainsi que les différences ethniques et géographiques contribuant aux variations génétiques.
Tout cela sans compter avec les artefacts statistiques. D’autant que la grande majorité des
journaux scientifiques aura plut6t tendance a ne publier que les résultats positifs des études
d’associations, et refuser la publication de résultats négatifs, ce qui entraine indéniablement

un biais lors des méta-analyses (Rezgoune et al., 2016).

Les résultats de plusieurs centaines d’études d’association entre des polymorphismes
génétiques relativement fréquents dans la population générale et le risque de LAM ont été
publiés durant ces dernieres années. En dépit de cet effort considérable, le bilan des
connaissances acquises est assez décevant ; a quelques exceptions prés, les associations
positives mises en évidence n’ont généralement pas été confirmées. La taille relativement
faible des populations étudiées (généralement quelques centaines de cas) et de ce fait
la puissance statistique insuffisante pour mettre en évidence des effets modestes (OR attendus
inférieurs a 1,5), pourrait en partie expliquer la discordance des résultats. De plus, les effets
phénotypiques des polymorphismes géniques sont eux-mémes modulés par d’autres facteurs
génétiques ainsi que par des facteurs environnementaux. Cette interférence est un exemple
important de D’interaction gene-environnement dans le développement phénotypique.
Il est donc probable que certains polymorphismes n’entrainent une altération minimes
de I’hématopoiese qu’en présence d’un fond génétique particulier et/ou en présence

de facteurs environnementaux favorisant.
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Conclusion et perspectives

Nous avons voulu, a travers cette étude de type méta-analyse, apporter notre modeste
contribution sur des interrogations relatives a 1’aspect génétique des LAM dont 1’étiologie
demeure méconnue. Dans cette quéte des facteurs de risques genétiques, depuis plusieurs
années, dans le monde entier, des centaines d’études construites selon le modéle cas/témoin
ont été entreprises et les résultats sur I’implication de certains genes, codants pour
des enzymes impliquées dans diverses voies métaboliques, sont encourageants.
La connaissance des causes génétiques et la découverte de nouveaux genes impliqués
dans la survenue des LAM est primordiale pour une meilleure compréhension de son

étiologie, ce qui pourra conduire a une meilleure prise en charge, plus adaptée et plus efficace.

Apres la réalisation de ce modeste travail de recherche et 1’intégration des données
scientifiqgues disponibles sur cette thématique, il parait clair que les LAM,
dites “idiopathiques ” pour la plupart, ne sont ni la conséquence de I’effet d’une exposition
environnementale isolée, ni celui d’une mutation génétique unique, ni le résultat exclusif
d’un ou de nombreux polymorphismes présumés délétéres, mais sont, généralement,
dues a de nombreux facteurs de risque génétiques et environnementaux dont les effets peuvent
se combiner de fagons distinctes.

Pour les variants C677T et A1298C du géne MTHFR, nos résultats révelent
qu’ils ne constituent pas des facteurs de risques majeurs pour les LAM. Les résultats de cette
étude s’étendent a d’autres antérieurs (cas-témoins et méta-analyses) qui rapportent la méme
conclusion. Néanmoins, leur impact sur le processus de leucémogenése n’est pas totalement
exclu. La possibilit¢ que ces polymorphismes du géne codant pour cette enzyme clefs
du métabolisme des folates affectent un sous-type précis de LAM est bien réelle.
Cela concernerait en particulier les individus présentant une instabilité chromosomique,
car les folates sont clairement impliqués dans les mécanismes de réparation de 1’ADN
et que les LAM, pour la plupart, sont caractérisees par des anomalies cytogénétiques
récurrentes. De plus, I’influence des deux polymorphismes communs du géne MTHFR
ne peut expliquer la variation génétique interindividuelle dans le métabolisme des folates
car d’autres génes, également polymorphes, sont impliqués dans cette voie.

Malheureusement, le faible effectif ainsi que 1’absence de données sur le statut
en folates dans ces études pourraient également expliquer ces résultats discordants.
Les connaissances dans ce domaine sont encore discutables et nécessitent d’étre approfondies
par des études sur de larges cohortes qui tiennent compte des facteurs nutritionnels,

environnementaux et génétiques qui interférent avec ce métabolisme.
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Conclusion et perspectives

Les polymorphismes étudiés du gene MTHFR comme facteur de risque potentiel
des LAM sont des éléments qui sont considérés a I’heure actuelle comme des cofacteurs
présents également chez les individus sains, plutét que de possibles acteurs spécifiques
d’une leucémogenese myéloide. Ces variants g@énétiques par eux-mémes seraient
probablement capables de conférer un risque relativement mineur qui pourrait étre aggravé

par la présence d'autres cofacteurs génétiques et/ou environnementaux.

A la lumiére de ce travail, nous voyons comme perspectives :

- La nécessité de 1’analyse de cohortes de grande taille, ainsi que sur des sous-types
spécifiques de LAM, pour mettre en évidence I'effet réel de ces polymorphismes.

- Etablir, en collaboration avec les laboratoires de biologie moléculaire du pays,
une banque de données concernant les polymorphismes de la MTHFR pour les patients
(diverses pathologies) et témoins. Ces données nous permettront d’avoir une idée
sur la constitution génétique (pour ces SNPs) dans la population algérienne et servira
de points de départ pour la réalisation d'études ultérieures.

- D'autres études doivent étre menées pour explorer de facon précise le statut
du métabolisme des folates en interaction avec des facteurs environnementaux
(régime nutritionnel conditionné par les disparités socio-économiques) afin d'établir

son rdle dans la leucémogenése.
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Genetic study of acute myeloid leukemia (AML) prospecting
by meta-analysis of the effect of C677T and A1298 polymorphisms

of the MTHFR gene
Abstract:

Acute Myeloid Leukemia (AML) are hematological malignancies characterized
by an anarchic proliferation of myeloid precursors blocked at various stages of differentiation,
and which are, like other cancers, the result of several mutations. The leukemia process takes
place in several stages by the accumulation of mutations of type 1, conferring a proliferative
advantage, and of type 2, blocking the process of differentiation of myeloid cells. Some newly
identified mutations are not yet classified in any of the groups because their cellular
consequences are not yet well known. The exploration of these abnormalities is essential for
the understanding of pathophysiology, but also for diagnosis, prognosis, choice and therapeutic
follow-up. In addition to trisomy 21, other genetic abnormalities appear to have a share
in the risk of having AML. Through the exploration of pan-genomic associations, it has been
possible to establish that some polymorphisms are associated with increased risk. Although its
different abnormalities are associated with AML, the precise role of each gene remains
unknown. MTHFR, which occupies a central place in folate metabolism due to its multiple
functions in DNA synthesis, repair and methylation, serves as a perfect pretext for the study
of genetic polymorphism associated with the risk of developing AML. Moreover, several
studies have been carried out on this topic with often contradictory results.

In this sense, we have taken an interest in determining the contribution of the two most
common polymorphisms (C677T and A1298C) of the MTHFR gene as a potential risk factor

involved in the occurrence of AML, through the achievement of a meta-analysis.

Our results show that the variants studied do not constitute major risk factors
for the development of AML. The findings of this study extend to other precedents, such
as case-controls and meta-analyses, which report the same conclusion. However, their impact
on the leukemia process is not entirely excluded. The possibility that these polymorphisms
of the gene coding for this key enzyme of folate metabolism affect a specific subtype of AML
is very real. This would be particularly relevant for AML patients with chromosomal instability,
as folates are formally engaged in DNA repair mechanisms and AML, for the most part,

are characterized by the presence of recurrent cytogenetic abnormalities.

The exploration of genes modulating the risk of cancer, as well as a better understanding
of gene-gene and gene-environmental interactions, should greatly improve the field
of preventive medicine, in particular, through a better perception of quantifiable genetic factors
that reduce the risk of cancer.

Keywords: acute myeloid leukemia, meta-analysis, genetic polymorphisms, MTHFR.
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Etude génétique des leucémies aigues myéloides (LAM) prospection par méta-analyse
de P’effet des polymorphismes C677T et A1298 du gene MTHFR

Mémoire pour I’obtention du dipléme de Master en Génétique

Les Leucémies Aigués Myeéloides (LAM) sont des hémopathies malignes caractérisées
par une prolifération anarchique de précurseurs myéloides bloqués a divers stades de différenciation,
et qui sont, comme d’autres cancers, le résultat de plusieurs mutations. Le processus de leucémogeneése
se déroule en plusieurs étapes par ’accumulation de mutations de type 1, conférant un avantage
prolifératif, et de type 2, bloquant le processus de différenciation des cellules myéloides. Certaines
mutations nouvellement identifiées ne sont pas encore classées dans 1’un ou I’autre des groupes du fait
que leurs conséquences cellulaires ne sont pas encore bien connues. L’exploration de ces anomalies
est primordiale pour la compréhension de la physiopathologie, mais également pour le diagnostic,
le pronostic, le choix et le suivi thérapeutique. En plus de la trisomie 21, d’autres anomalies génétiques
paraissent avoir une part dans le risque d’avoir une LAM. Grace aux prospections d’associations
pangénomiques, il a été possible d’établir que certains polymorphismes sont liés a un risque accru.
Si ces différentes anomalies sont associées aux LAM, le rdle précis de chaque gene demeure méconnu.
La MTHFR, occupant une place centrale dans le métabolisme des folates, de par ses fonctions
multiples dans la synthése de I’ADN, sa réparation et sa méthylation, fait office de prétendant parfait
a I’étude du polymorphisme génétique associ¢ au risque de développer une LAM. D’ailleurs,
plusieurs recherches ont été menées sur cette thématique avec des résultats souvent contradictoires.

Dans ce sens, nous nous sommes intéressés dans ce travail a la détermination de la contribution
des deux polymorphismes les plus communs (C677T et A1298C) du géne MTHFR comme facteur
de risque potentiel impliqué dans la survenue des LAM, et ce par la réalisation d’une méta-analyse.

Nos résultats démontrent que les variants étudiés ne constituent pas des facteurs des risques
majeurs pour le développent des LAM. Les conclusions de cette étude s’étendent a d’autres antérieurs,
de type cas-témoins et méta-analyses, qui rapportent la méme conclusion. Cependant, leur impact
sur le processus de leucémogenése n’est pas entierement exclu. La possibilité que ces polymorphismes
du géne codant pour cette enzyme clefs du métabolisme des folates affectent un sous-type précis
de LAM est bien réelle. Cela concernerait particulierement les patients LAM arborant une instabilité
chromosomique, car les folates sont formellement engagés dans les mécanismes de réparation
de ’ADN et que les LAM, pour la plupart, sont caractérisées par la présence d’anomalies
cytogénetiques récurrentes.

L’exploration des genes modulant le risque de cancer, ainsi qu’une meilleure compréhension
des interactions de type géne-géne et gene-environnement devrait grandement améliorer le champ
de la meédecine préventive, notamment grace a une meilleure perception des facteurs génétiques
quantifiables qui diminuent le risque de cancer.

Mots-clefs : LAM, méta-analyse, polymorphisme génétique, MTHFR.
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