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Résumé

La leucémie myéloide chronique (LMC) apparait lorsqu'une cellule-souche pluripotente
subit une transformation maligne et clonale, entrainant une surproduction de granulocytes

matures et immatures.

Elle est caractérisée par la translocation t(9;22)(q34;911.2) qui résulte en la formation du
chromosome de Philadelphie et du réarrangement BCR-ABL. Le réarrangement BCR-ABL se
détecte de préférence par biologie moléculaire. Initialement asymptomatique, la progression de
la leucémie myéloide chronique (LMC) est insidieuse, avec des manifestations non spécifiques
"bénignes" (sensation de malaise, anorexie, perte de poids) aboutissant finalement a une phase
d’accélération ou phase blastique avec des signes plus inquiétants tels qu’une splénomégalie, une
paleur, des ecchymoses, des hémorragies, une fievre, des adénopathies, des lésions cutanées. Les
frottis sanguins et médullaires, ainsi que la mise en évidence du chromosome Philadelphie
confirment le diagnostic. Le traitement repose sur les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK), tels
que l'imatinib, le dasatinib, le nilotinib et le bosutinib, qui améliorent considérablement la
réponse et prolongent la survie. Les agents myélosuppresseurs, la transplantation de cellules-

souches et I'interféron alpha peuvent aussi parfois étre utiles.

Notre travail consiste en une recherche bibliographique concernant les différentes anomalies
chromosomiques de la leucémie myéloide chronique en la phase chronigue et la phase blastique
(accutisation). Nous avons présenteé I’apport de la cytogénétique et la cytogénétique moléculaire
de la LMC, nous basant sur des résultats et des études différentes dans I’objectif est de
comprendre les différents techniques de cytogénétique et cytogénétiqguemoléculaire utiliser dans
le diagnostic et le suivie de la LMC dans les différents stades de la maladie,

chronique, accélération et surtout la phase blastique (accutisation).



Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) occurs when a pluripotent stem cell undergoes
malignant and clonal transformation, resulting in overproduction of mature and immature

granulocytes.

It is characterized by the t(9;22)(q34;q11.2) translocation which results in the formation
of the Philadelphia chromosome and the BCR-ABL rearrangement. The BCR-ABL
rearrangement is preferably detected by molecular biology. Initially asymptomatic, the
progression of chronic myeloid leukemia (CML) is insidious, with "mild" non-specific
manifestations (feeling sick, anorexia, weight loss) eventually leading to an acceleration phase or
blast phase with more signs worrying such as splenomegaly, pallor, bruising, haemorrhage,
fever, lymphadenopathy, skin lesions. Blood and bone marrow smears, as well as the
demonstration of the Philadelphia chromosome confirm the diagnosis. Treatment is with tyrosine
kinase (TKI) inhibitors, such as imatinib, dasatinib, nilotinib, and bosutinib, which significantly
improve response and prolong survival. Myelosuppressive agents (eg, hydroxyurea), stem cell

transplantation, and interferon alpha may also sometimes be helpful.
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INTRODUCTION :

Leucémie myéloide chronique, aussi appelée leucémie meésoblastique chronique ou
granulocytaire chronique, est une hémopathie maligne appartenant au groupe des Syndromes
Myéloprolifératifs Chroniques, caractérisee par une prolifération médullaire, monoclonale,
prédominante sur la lignée granuleuse. La population cellulaire pathologique en cause porte une
anomalie chromosomique dans 95% des cas, qui est le chromosome Philadelphie, et qui entraine
la mise en contact d’un site oncogénique (abl) situé¢ sur le chromosome 9 et d’une région
particuliére du chromosome 22 (bcr). La plupart des patients (85 a 90%) ’arborent durant la
phase chronique. Cette pathologie acquise est liée a une prolifération dont Il'expression
hématologique caractérisée par une surproduction de cellule de la série myéloide. Ce phénomeéne

va s‘accompagner d’un envahissement du sang et de la rate par des cellules médullaires(1) (2).

LMC est une maladie qui présente generalement trois phases cliniques : la premiere est une
phase chronique d’installation relativement bénigne qui peut durer plusieurs années, suivie d’une
phase d’accélération et, enfin, d’une phase d’accusation (crise blastique) fatale en 1’absence de
traitement. La premiére médication utilisée dans ce contexte était la chimiothérapie (busulfan,
hydroxyurée), puis ’interféron alpha, plus efficace. Au début du 21éme siécle, I’introduction
dans la thérapeutique des inhibiteurs de tyrosine kinase, I’Imatinib, de premiere génération, puis
le Dasatinib, le Nicotine de seconde génération, a complétement révolutionné la prise en charge
de cette et maladie(3).La encore, la cytogénétique permet d’évaluer I’efficacité du traitement par
le suivi de la maladie résiduelle . L’analyse hématologiques cytogénétique (classique et
moléculaire), complétée éventuellement par des techniques pointues de biologie moléculaire
permettent un suivi correct de la LMC et une meilleure prise en charge des patients. Mais, ce
sont les caractéristiques cliniques et biologiques, et surtout le chromosome Philadelphie,
marqueur de la maladie, et son équivalent moléculaire, qui ont permis de définir les différents

critéres de réponse au traitement(4).

Notre travail consiste en une recherche bibliographique concernant les différentes anomalies
chromosomiques de la leucémie myéloide chronique en la phase chronique et la phase blastique
(accutisation). Nous avons présenté 1’apport de la cytogénétique et la cytogénetique moléculaire
de la LMC, nous basant sur des résultats et des études différentes dans I’objectif est de
comprendre les différents techniques de cytogénétique et cytogénétiquemoléculaire utiliser dans
le diagnostic et le suivie de la LMC dans les différents stades de la maladie,

chronique, accelération et surtout la phase blastique (accutisation).
1
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LMC

1. Lesang:

Sang en latin sanguins, est un tissu conjonctif spécialisé, d’origine mésenchymateuse, de

consistance liquide et de couleur rouge due a la présence trés majoritaire de globules rouges, ou

hématies, riches en hémoglobine. Légérement alcalin (pH 7,35 a 7,45), il a une saveur salée, et

son odeur, qui est toute particuliere, est un peu nauseeuse. Les cellules qui le composent sont en

suspension dans le plasma ; un liquide complexe constitué d'eau, de sels minéraux et de

molécules organiques. Aprés coagulation, le plasma dépourvu de fibrinogéne constitue le sérum.

Le sang remplit le systeme vasculaire entier composé de vaisseaux artériels et veineux. Ce tissu

trés particulier assure le transport des gaz respiratoires (par les hématies), la défense de

I’organisme (parles leucocytes) ainsi que la cicatrisation (par les thrombocytes) (6) (7) . On

distingue dans le sang deux parties :

La phase liquide (plasma) : la phase liquide du sang, le plasma, représente 55% du
volume sanguin, est composée d'eau (90%) et de substances solubles ; protéines
(albumine, globulines), glucides, lipides et sels minéraux. Sorti du systéme vasculaire ou
sous l'effet de certains stimuli, le plasma coagule ; I'une de ses protéines, le fibrinogene,
soluble, se transforme en une molécule insoluble, la fibrine. Ce qui reste liquide aprés
coagulation du plasma est le sérum. Le plasma garantit la pression oncotique par le biais
des protéines (I'albumine en particulier), assurant ainsi le maintien du plasma dans le
systetme vasculaire. Différentes protéines du plasma participent a I’hémostase, a la
défense de 1’organisme vis-a-vis des agents infectieux (immunoglobulines) ainsi qu’au

transport de diverses molécules (8) .

Les éléments figurés (cellules) : le sang contient des cellules anucléées, les hématies
(également nommées globules rouges ou érythrocytes), des cellules nucléées, les
leucocytes (ou globules blancs : Polynucléaires Neutrophiles (PNN), Polynucléaires
Eosinophiles (PNEo), Polynucléaires Basophiles (PNB), Monocytes (Mono) et les
lymphocytes) et des fragments de cytoplasme, les plaquettes(ou thrombocytes). Leur
origine est medullaire, provenant toutes d'une méme Cellule Souche Hématopoiétique

(CSH) pluripotente, aprés intervention directe ou indirecte de facteurs de croissance
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hématopoiétiques agissant sur la différenciation et la maturation de lignées cellulaires
médullaires, avec passage dans le sang d'éléments ayant fini leurs maturations (8) .

2. La moelle osseuse :

La moelle osseuse est un tissu vivant, spécialisé, également d’origine mésenchymateuse, a
consistance « onctueuse », situé au centre des os, responsable de la production des différents
types de cellules sanguines. Ce tissu, anatomiquement diffus, s'étend a I'intérieur des espaces
médullaires des os du squelette, séparé du tissu osseux proprement dit par une couche
mésenchymateuse particuliere, I'endoste. Dans cette couche, ostéoclastes et ostéoblastes assurent
un remaniement perpétuel du tissu osseux. La moelle osseuse est composée d’un tissu
hématogeéne (hématopoiétique ou moelle rouge) et d’un tissu adipeux (graisseux ou moelle

jaune)(9) .

e La moelle rouge : véritable construction hématogene composée de différentes structures
en disposition concentrique, composée de 1’extérieur vers 1’intérieur d’un cadre osseux
(ostéocytes, ostéoblastes et ostéoclastes), d’un compartiment vasculaire, d’un
microenvironnement ou trame conjonctivo-vasculaire et enfin d’un parenchyme
hématopoiétique. La moelle osseuse hématopoiétique assure plusieurs fonctions
Hématogéne (production des cellules du sang), immunologique (organe lymphoide
primaire, lieu de différenciation et de maturation des lymphocytes B) et ostéogéne

(formation, croissance et remodelage du tissu 0sseux).

e La moelle jaune : tissu adipeux, elle provient de la transformation de la moelle rouge
dont la croissance est achevée. Elle est formée de grosses cellules adipeuses (96%), sa

principale fonction est celle d’une réserve de lipides.

e La moelle grise : c’est un tissu fibreux qui se trouve chez les personnes agées. En effet,
les tissus hématopoiétiques et adipeux peuvent se transformer secondairement en un tissu
conjonctif de type fibreux (10). La moelle va étre localisée différemment, suivant qu’on
parle du feetus, d’un nouveau-né, d’un jeune ou d’un adulte : chez le feetus, elle est située
a I'intérieur de toutes les cavités osseuses. Chez 1’adulte, on la trouve dans les logettes de
’0s spongieux de certaines épiphyses, dans les vertébres, les cotes, les os plats (sternum,

os iliaque) et le crane.
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Un balancement existe entre la moelle hématogéne et la moelle adipeuse. L'involution
médullaire, se produit avec 1’age, et se traduit par une réduction progressive de la moelle rouge
hématogeéne, remplacée par la moelle jaune adipeuse. La moelle grise s’installe progressivement

au-dela de 60 ans (10) (9).
3. La lignée myeéloide :

Est une des deux lignées principales de cellules sanguines, I'autre étant la lignée lymphoide. Elle
comprend les cellules qui dérivent de la moelle osseuse et qui se différencient en diverses

cellules myéloides, telles que :

e Des plaquettes.

e Les globules rouges (transportent I’oxygéne vers tous les tissus du corps).

e Deux types des globules blancs: appelés granulocytes et monocytes (Ces globules
blancs détruisent les bactéries et d’autres envahisseurs étrangers et aident a combattre les

infections) (Figure 1).

Cette ligne est importante pour la défense de I'organisme contre les infections et les maladies.

L’Hématopoiéese

Cellules souches Progéniteurs Précurseurs Cellules Matures

& — @
Lignée Myéloide - Granulocyte

e — ©®

Megacaryocyte/Plaquettes

®o—® @

Eosinophile

Lignée Lymphoide

Figure 1: L’hématopoiese (11) .
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4. la leucémie un cancer :

Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération incontrélée de cellules, liée a un
échappement aux mécanismes de régulation qui assure le développement harmonieux de notre

organisme.

En se multipliant de fagon anarchique, les cellules cancéreuses donnent naissance a des cellules
totalement indisciplinée, suite a une agression ou un dommage et liée a une modification de la
structure d’une géne ; c’est ce qu’on appelle une « mutation » La cellule n'arréte plus de se
multiplier, et reste en vie dans un organe ou habituellement les cellules meurent et se
renouvellent rapidement. Cette prolifération va aboutir a la formation de la tumeur, qui, en se
développant arrive a détruire les cellules normales avoisinantes. Alors méme les cellules

sanguines peuvent étre concernee et donne des cancers du sang de type leucémie.

La leucémie est un type de cancer du sang ; il existe plusieurs formes de leucémie en fonction du

type de cellules sanguines touchées.

Normal Leucémie

Globules Plaquettes Globules
rouges blancs

Figure 2 : la Différence entre une personne normale et personne atteinte de la LMC.
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5. la leucémie myéloide chronique (LMC):

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un type de cancer du sang qui se développe dans les
cellules souches de la moelle osseuse. Cette maladie est caractérisée par la production excessive

de globules blancs immatures, appelés les cellules souches myéloides.

Les symptémes de la LMC peuvent inclure une faiblesse, une fatigue, une perte de poids, une

fievre, des douleurs osseuses, de I’anémie ou une augmentation de la taille de la rate ou du foie.

La cause exacte de la LMC n’est pas connue avec certitude, mais elle est associée a une
anomalie génétique appelée chromosome de Philadelphie (Ph). Cette anomalie est présente dans
les cellules cancereuses de la moelle osseuse. Les traitements actuels pour la LMC incluent
I’administration de médicaments, tels que 1’imatinib et le dasatinib et la greffe de moelle osseuse

peut également étre envisagée pour les patients atteints de forme avancée de la maladie (109).

Le diagnostic précoce de la LMC peut contribuer a améliorer I’efficacité du traitement. 11 est
important de consulter un médecin pour toute manifestation de symptémes de la maladie. Le
diagnostic de la LMC est généralement effectué par un hématologue ou un oncologue et

comprend plusieurs étapes, notamment :

e Examen physique : un examen physique complet, comprenant un examen des ganglions
lymphatiques, de la rate et du foie, peut étre effectué pour détecter tout signe de
leucémie.

e Analyse sanguine : une analyse sanguine peut étre réalisée pour mesurer le nombre de
globules rouges, de globules blancs et de plaguettes dans le sang. Les personnes atteintes
de leucémie présentent souvent une augmentation du nombre de globules blancs et une
diminution du nombre de globules rouges et de plaquettes.

e Ponction de moelle osseuse : une ponction de moelle osseuse peut étre réalisée pour
prélever un échantillon de moelle osseuse et 1I’examiner au microscope. Cette procédure
permet de déterminer si les cellules souches myéloides sont anormales ou présentes en
guantités anormales.

e Biopsie de moelle osseuse : une biopsie de moelle osseuse peut étre réalisée pour

prélever un petit échantillon de moelle osseuse et 1’examiner au microscope. Cette
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procédure permet de déterminer le stade de la leucémie et le type de cellules leucémiques
présentes.

e Analyse génétique : une analyse genétique peut étre réalisée pour déterminer si certaines
anomalies génétiques sont présentes dans les cellules leucémiques. Ces anomalies

peuvent aider les médecins a déterminer les options de traitement les plus appropriées.

Lors du diagnostic, la plupart des patients présentent une numération leucocytaire (nombre de
globules blancs circulant dans le sang) supérieure a la normale. L’apparition de la LMC a été
largement étudiée dans la littérature scientifique. Plusieurs études ont montré que la maladie
affecte principalement les adultes, avec un age moyen de diagnostic autour de la cinquantaine.
Les symptomes initiaux peuvent étre vaguement définis et peuvent inclure de la fatigue, une
perte de poids, une douleur osseuse et des douleurs abdominales. Cependant, certains patients ne

présentent aucun symptome et leur LMC est détectée lors d’un examen de routine (109).
6. Epidémiologie :

Selon Le Cene international de recherche sur le cancer (CIRC) de I'organisation mondiale de la
santé (qui produit des estimations mondiales pour tous les cancers contenus dans la base de
données GLOBOCAN) : La leucémie était le 15eme cancer le plus freqguemment diagnostiqué et
la 11eme cause de mortalité par cancer dans le monde en 2018, représentant 437.033 cas de
cancer et 309.006 déces par cancer. A ’échelle mondiale, la charge de morbidité de la leucémie
est plus élevée chez les hommes que chez les femmes. En 2018, le taux d’incidence normalisé
selon L’age était de 6,1 pour 100 000 hommes, contre 4,3 pour 100000 femmes. La mortalité
était également plus élevée chez les hommes (4,2 pour 100 000) que chez les femmes (2,8 pour
100000) (12).

La leucémie myéloide chronique (LMC) est le syndrome myéloprolifératif le plus fréquent
,généralement unim dale représentant 15 a 20% de tous les cas de leucémie Selon des données
qui ont été recueillies sur la LMC entre 1990 et 2018 dans le cadre de 1’étude Global Burden of
Disease (GBD) de2018, notamment sur 1’incidence annuelle, la mortalité liée a la maladie et les
années de vie corrigées de I’incapacité (AVCI), ainsi que sur les taux correspondants
standardisés en fonction de 1’age ( ASR= age-standardized rates ). Pour résumer les résultats, les

pays ont été classés par I’indice sociodémographique (ISD) et 21 régions du GBD.
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En 2018, environ 34 179 cas d’incident de LMC ont été enregistrés, et 24 054 décés liés a la
LMC ont été signalés dans le monde entier. Le taux d’incidence standardisé selon L'age (TAS) et
le taux de mortalité standardisé selon I’age (TMPS) ont tous deux diminu¢ de fagon constante de
1990 a 2017, avec des variations annuelles en pourcentage estimées de -2,39 -2,74,
respectivement. L’incidence globale et la mortalité de la LMC étaient plus élevées chez les
hommes que chez les femmes avec un Sex-ratio 1,5. Les ASR ont varié¢ considérablement d’une
région a I’autre, les plus lourdes conséquences se situant en Amérique latine andine, en Afrique

subsaharienne centrale et en Asie du Sud-est.

En outre, les ASR ont diminué de facon plus évidente dans les régions a ISD élevé que dans les

régions a ISD non éleve.

En outre, plus I’ISD n’est faible, plus la proportion de déceés dans les groupes d’age les plus
jeunes sont élevées. Les rapports de plusieurs registres européens de la LMC montrent
systématiquement une incidence annuelle de 0,7-1,0/100 000, des variations géographiques sont
observées allant de 0,4 pour 100 000 personnes- années dans certains pays non occidentaux
jusqu’a 1,75 pour 100 000 personnes- années aux Etats-Unis, un dge médian au moment du

diagnostic de 57-60 ans et un ratio homme/ femme de 1,2-1,7.

Chez I’enfant et 1’adolescent, La LMC représente 2 a 3 % des leucémies pédiatriques avec une
incidence évaluée entre 0,6 et 1,2 par million d’enfants par an. Son incidence augmente avec
I’age : elle est extrémement rare dans la petite enfance (incidence de 0,7/million d’enfants/an)
pour les enfants agés de 1 a 14 ans mais plus fréquente chez les adolescents (incidence de

1,2/million d’enfants/an) pour représenter 9 % des hémopathies malignes chez I’adolescent.

En Algérie, les hémopathies malignes représentent actuellement environ 10% des cancers.
L’incidence de la LMC en Algérie est tres faible mais en augmentation. Selon la Société
algérienne d’hématologie (SAH-2018), 250 nouveaux cas sont signalés chaque année en Algérie.
Des études épidémiologiques menées entre 1994 et 2004 ont montré une augmentation de
I’incidence, de 0,19 en 1994 a 0,4/100 000 habitants en 2004, avec une moyenne de 88 nouveaux

cas par an.

L’étude a également montré une légére prédominance masculine avec une sex-ratio de 1,12.

L’age moyen au moment du diagnostic était de 44 ans (13) .



Chapitre 1 : Généralités sur LMC

Dans une évaluation de fréquence menée dans 13 des 16 services d’hématologie adulte de la
région sur une période de 3 ans (2011, 2012, 2013), le lymphome non hodgkinien était le
premier, représentant 24 %, et la maladie de Hodgkin était la plus frequente. Il est montré a
suivre. Viennent ensuite la leucémie aigué (18 % chacun), le myélome multiple (15,5 %), la
leucémie lymphoide chronique (8,5 %) et la LMC (7 %). Les autres SMPC et syndromes
myélodysplasiques (SMD) représentent respectivement 5 % et 4,5 % (14).

7. Historique :

En 1845, le médecin allemand Rudolf Virchow ¢étudie le cas d’un patient souffrant d’une
augmentation anormale de la rate, du foie et présentant un taux excessif de globules blancs dans
le sang. Pour Rudolf Virchow, le probleme se situe au niveau de la moelle osseuse, siége de la

fabrication du sang. Il donne a ce phénomene le nom de « leucémie », du grec leukos, Blanc.

Un siécle plus tard, en 1960, deux chercheurs américains de I’université de Philadelphie, Peter
Nowell et David Hungerford découvrent sur le caryotype de patients atteints de LMC la présence

d’un petit chromosome anormal qu’ils vont nommer

« Chromosome de Philadelphie » du nom de la ville ou la découverte est faite. C’est la premiere
fois qu’une anomalie chromosomique est associée de fagon spécifique a une pathologie

hématologique.

Il faudra encore attendre 1970 pour pouvoir identifier clairement ce chromosome. Trois ans plus
tard, a Chicago, le Docteur Janet D. Rowley réussit a montrer que cette anomalie résulte d une «
translocation », ¢’est-a-dire d’un échange de fragments génétiques entre un chromosome 9 et un

chromosome 22, lors de la division cellulaire.

Au début des années 1980, les genes impliqués dans cette translocation sont identifiés. Sur le
chromosome 9, le géne s’appelle Abelson, noté « abl 1 » ; sur le chromosome 22, il s’appelle «

bcr ».

Dans la leucémie myéloide chronique, la translocation entre ces deux chromosomes conduit au
rapprochement et a la fusion des génes abl et ber qui, a 1’état normal, sont séparés. Cette
translocation anormale donne naissance a un géene de fusion nommé « bcr-abl » qui produit une

protéine ayant une activité « tyrosine kinase » durable. Cette protéine est responsable de la

10



Chapitre 1 : Généralités sur LMC

division incontr6lée des globules blancs. La conséquence moléculaire de cette anomalie
génétique récurrente est I’emballement de cette protéine qui active les autres protéines de facon
débridée. C’est ainsi qu’une LMC se déclenche. Pour empécher cet emballement, en 1998, les
laboratoires Novartis ont commercialisé un médicament anti tyrosine kinase qui va agir
précisément au niveau de la protéine abll. Ce médicament est 1’imatinib (Glivec). 1l a
révolutionné le traitement de la leucémie myéloide chronique. De méme année 1’Européen group
for the Immunologial of Leukemias ( EGIL ) propose la classification immunophénotypique .La
classification EGIL a permis de standardiser les critéres de définition d’une leucémie myéloide

lymphoide de lignée T ou B et biphénotypique.
8. Etiologie :
L’étiologie de la LMC est en grande partie inconnue.

L’anomalie génétique a I’origine de la maladie n’est pas héréditaire mais acquise au cours de la
vie. Une étude basée sur les données du registre de cancer et du registre multigénérationnel

suédois n’a pas retrouvé d’agrégation familiale de cas de LMC.

Ils y’a des facteurs de risque, notamment environnementaux. Les radiations ionisantes sont le
seul facteur de risque connu et confirmé par différentes études avec un lien établi entre
I’incidence de la LMC et le niveau d’exposition aux radiations ionisantes chez les survivants de

I’explosion atomique a Hiroshima.

Une exposition au benzéne et aux produits contenant du benzéne a été rapportée comme étant
significativement associée a une augmentation de la morbidité et a la mortalité due a la LMC,

bien qu’une méta-analyse d’études cas témoins.
9. Aspect clinique des LMC :

Les indices qui conduisent a la découverte d’une leucémie sont peu caractéristiques. Elle est,
dans 40% des cas, découverte incidemment au cours d’un examen hématologique de routine.
Moins souvent, la LMC est diagnostiquée lors de la découverte de complications telles que la
thrombose veineuse, la crise de goutte, 1’infarctus splénique ou encore des troubles de la vision

ou une detresse respiratoire par leucostase (15).

11
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La leucémie myéloide chronique passe par 3 phases :

* Phase chronique : une phase indolente initiale qui peut durer 5 a 6 ans. Elle répond tres bien
aux thérapeutiques peu ou pas intensives. Elle reste contrélée par celles-ci. Bon nombre des

malades sont asymptomatiques ou peu symptomatiques a ce stade (16) .

e Phase d’accélération : Elle se caractérise par une résistance progressive au traitement et

précéde la survenue de la transformation aigué. Sa durée est de 12 & 18 mois en moyenne (17) .
Les principaux signes de cette étape sont :
- L’augmentation du volume de la sélénie et la ficvre.

-L’évolution cytogénétique clonale marquée par un accroissement en nombre de chromosome

Philadelphie dans I’organisme, ce qui est 1’élément clef de cette phase.

- Le caryotype peut faire apparaitre des anomalies surajoutées, telles que des trisomies des

chromosomes 8 ou 19 ou des doubles chromosomes Philadelphie(26).

» La phase blastique : Aussi appelée crise blastique, ou phase de transformation en leucémie
aigué secondaire, résistante ou réfractaire au traitement, conduisant au déceés du patient. La phase
blastique est le stade final de la maladie dont I’espérance moyenne de vie est de 3 a 6 mois avec

une résistance accrue au traitement.

Par manque de traitement ou en cas d’épuisement ou d’inefficacité du traitement, tous les
patients atteignent cette phase de pronostic tres sombre puisqu’elle méne au déceés du patient.

C’est dans ce stade que 1’on observe le plus de résistance au traitement (26).

12
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Phase de maladie Leucémie myéloide chronique sans signes d’accélération ou

(selon FOMS) de transformation blastique

Phase myélocytaire

chronique

Phase accélérée * 10-19% de blastes dans le sang périphérique ou dans la moelle

* Basophilie >20%

* Thrombocytopénie persistante (< 100x 10%/l) sans relation avec
le traitement ou

* Thrombocytose persistante (< 1000 x 10%1) sous traitement

* Progression de la splénomégalie et de la leucocytose sous traitement

* Anomalies cytogénétiques surajoutées

* un ou plusieurs critéres doivent étre remplis

Phase blastique >20% de blastes dans le sang périphérique ou dans la moelle
présentation extramédullaire

Tableau 1 : Phases de la maladie (26).
10. Diagnostigue biologique :
10.1. L’hémogramme :

L’hémogramme ou numération-formule sanguine (NFS) est ’examen le plus important car il
permet a lui seul d’évoquer le diagnostic (19). Une hyperleucocytose, une anémie et un

thrombocyte, sont les anomalies sanguines les plus souvent rencontrées

e L’hyperleucocytose est franche, comprise entre 20 x 10° et 500 x 10°
leucocytes/L. Elle est en moyenne de 120 x 10° leucocytes/L, majoritairement
composée de polynucléaires neutrophiles (30% a 40%), une éosinophilie plus
discrete (5% a 10%) et une basophilie plus marquée (3% a 10%) (19).

e L’anémie (normocytaire et normochrome) est peu courante et modérée.

e Le thrombocyte est habituel, et souvent supérieure a 500 000/mma3. Parfois trés
¢levée, elle est rarement responsable d’incidents thrombotiques par
thrombopathie associée. (20)

e La myélémie (c’est-a-dire le passage dans le sang de cellules myéloides a tous
les stades de différenciation) est constante, sans hiatus de différenciation
représente 10 et 50% des éléments (17) constituée de métamyélocytes, de

myeélocytes et quelques promyélocytes et plus rarement de myéloblastes.
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Figure 3 : un hémogramme normal et I'némogramme d'un patient LMC non traité (21).

10.2. Le myélogramme :

Il révéle une moelle dont la richesse cellulaire est importante, avec une hyperplasie granuleuse
marquée, une blastose médullaire inférieure a 10 % en phase chronique et parfois méme une
basophilie et une éosinophilie peuvent étre détectées dans le sang. En revanche, les
mégacaryocytes sont souvent en nombre élevé et de petite taille, cela est donc inutile pour le
diagnostic de LMC. Le myélogramme permet cependant, de confirmer la phase de la maladie et

de réaliser le caryotype initial (22).
10.3. Cytogénétique :

La cytogénétique est devenue un examen indispensable dans de nombreuses hémopathies
malignes, faisant partie intégrante du bilan diagnostique. C’est aussi un facteur pronostique
majeur, permettant une action thérapeutique adaptée au pronostic individuel ainsi défini. De plus,
cette investigation peut également avoir un intérét diagnostique par la mise en évidence

d’anomalies spécifiques.

Depuis la découverte du chromosome Philadelphie dans la LMC en 1960, de trés nombreuses

anomalies récurrentes ont été décrites dans la quasi-totalité des hémopathies (24) (110).
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10.4. Cytogénetique moléculaire :
o Caryotype :

Un caryotype médullaire conventionnel sera systématiquement réalisé afin de mettre en évidence
la présence du chromosome Philadelphie (95 % des cas) et confirmer ainsi le diagnostic. I
permet également la détection d’éventuelles anomalies cytogénétiques additionnelles (ACA) et

donc de préciser la phase de la maladie (26).
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Figure 4 : Caryotype médullaire montrant un chromosome 22 raccourcis correspondant au
chromosome Philadelphie et un chromosome 9 plus long (23).

Cette technique comporte quand méme quelques inconveénients : elle nécessite dans la plupart
des cas le prélevement médullaire et elle est longue. En pratique, on observe le bras d’un
chromosome 22 plus court et un des bras long du chromosome 9 de dimension plus importante.
Lors de cet examen, |’interprétation se base uniquement sur des anomalies chromosomiques

clonales qui doivent étre retrouvées a I’identique sur plusieurs mitoses (Figure 3) (14).
e L'hybridation par fluorescence in situ (FISH) :

C’est une technique particulliére a la détection des fusions BCR-ABL non vues au caryotype ou

en cas d'échec du caryotype (FISH interphasique)(24).
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En revanche, elle ne permet pas de mettre en évidence des anomalies cytogénétiques
additionnelles. Par contre, elle peut étre utile pour rechercher une délétion du chromosome 9,

reconnue comme facteur pronostic péjoratif (25).

L’avantage de cette technique est de détecter les remaniements BCR-ABL sans chromosome
Philadelphie et d’étre plus sensible que le caryotype. Les résultats de la FISH interphasique ne
sont pas superposables a ceux de la FISH métaphasique. La FISH métaphasique explore, comme
le caryotype, le compartiment des cellules en division alors que la FISH interphasique explore

aussi le compartiment des cellules quiescentes (28)(29).

e Dans une cellule normale, deux couleurs distinctes sont observées a deux points
différents du génome. Cependant, en raison de la fusion de la séquence chromosomique
appartenant aux genes lors de la translocation t (9 ; 22), les deux sondes se rencontrent
cote a cote. On observe alors une superposition de couleur tirant vers le jaune (Figure 5)
(26).

LSI BCR (22q11)

<§—— BCR-ABL gene fusion

Figure 5 : FISH raccourcis correspondant au chromosome Philadelphie et un chromosome 9

plus long (23).
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10.5. Biologie moléculaire :

Il convient d’effectuer les examens de biologie moléculaire doivent étre pratiqués sur sang

périphérique.
e Le Southern-blot :

Cette méthode a été la premicére a faire 1’objet d’une analyse moléculaire de la translocation
BCR-ABL. Elle permet dmettre en évidence des réarrangements chromosomiques de BCR-ABL
sous forme de modifications des fragments obtenus apres digestion enzymatique et hybridation

avec une sonde BCR.

Cette technique consiste dans un premier temps a digérer I’ADN par des enzymes de restriction,

le fragmenter puis le colorer.

On effectue une électrophorése afin de séparer les fragments, une dénaturation de I’ADN
bicaténaire, puis on réalise le transfert de I’ADN sur une membrane en nitrocellulose. On place
I’échantillon au contact avec une sonde marquée (composes radioactifs, fluorescents) spécifique,
ici le géne BCR. Apres hybridation, la sonde dans I’excédent est éliminée et ’hybridation est

visualisée sur un film autoradiographique .
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Figure 6 : La technique du Southern Blot (27) .

e RT-PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel ou quantitative :

La RT-PCR multiplex et la QR-PCR en temps réel sont devenues les techniques les plus
sensibles et les plus standardisées actuellement disponibles pour la caractérisation du

réarrangement BCR-ABL1 ainsi que pour sa quantification (32).

La recherche du transcrit de fusion BCR-ABL1, dans le sang, est indispensable au diagnostic et
permet de définir le type de transcrit. Elle représente indirectement le nombre de cellules

leucémiques présentes dans ’organisme. Elle nécessite une étape préalable d’extraction des
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ARN a partir des globules blancs totaux et une étape de rétrotranscription de I’ARN en ADNec.
La recherche du transcrit se fait ensuite par PCR multiplex (utilisant plusieurs couples
d’amorces) en point final permettant d’amplifier tous les types de transcrits BCR-ABL1 quel que
soit leur point de cassure. La visualisation de la taille du transcrit amplifi¢ sur gel d’agarose
permet de définir les points de cassure. Le type de transcrit supposé sera confirmé par PCR
simplex avec le couple d’amorce adéquat. Le typage du transcrit au diagnostic est fondamental
afin de choisir le bon couple d’amorces pour la quantification du transcrit BCRABLI1 qui se fait
par PCR en temps réel sur I’ADNc obtenu apres les étapes d’extraction et de rétrotranscription

(RT-QPCR) (retrotranscription quantitative real time polymerase chain reaction).

La RT-PCR (Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction) met en évidence le transcrit
BCR-ABL a partir de cellules médullaires ou plus facilement, a partir d’un prélévement sanguin
(28) .

C’est une variante de la PCR classique qui permet de visualiser en temps réel ’augmentation du
taux de transcrit que I’on cherche a quantifier, aprés avoir synthétisé de I’ADN complémentaire a

partir d’ ARNm.
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CHAPITRE 2 : LMC ET BIOLOGIE MOLECULAIRE

1. Chromosome PHILADELPHIA :

I s’agit d’une anomalie chromosomique causee par une translocation entre le chromosome 9 et
le chromosome 22, désignée selon la nomenclature internationale par t (9 ; 22) (34 ; g11). Cette
translocation standard est observée dans plus de 95% des LMC. L'analyse moléculaire montre
que ’effet de cette translocation est la juxtaposition du proto-oncogene ABL du chromosome 9
sur le géne BCR du chromosome 22, produisant un géne de fusion codant pour une protéine

chimérique fonctionnelle P210 bcr/abl, qui a la propriété d'étre leucémogeéne (Figure 5) (29).

Chromosome 9 Chromosome 22 der9 Chromosome
Philadelphie

BCR

' } BCR-ABL

ABL
ABL-BCR {

Figure 7 : chromosome Philadelphia (30).
2. Le gene ABL et sa protéine :

Le géne ABL1 est nommé en hommage au virus Abelson de la leucémie murine. Chez ’homme,
I’oncogeéne ABL est localisé sur le bras long du chromosome 9 (q34), et il est exprimé dans une
grande variété de types cellulaires dont les lignées hématopoiétiques, la rate, le thymus, le
testicule. Ce geéne prend place de 230 kb et comporte 12 exons dont 2 alternatives de 1’exon 1
(1A et 1B). Il est transcrit en deux ARNm de 6 ou 7 kb selon que I’exon 1A ou 1B soit
alternativement transcrit, et code pour une protéine de 145 KD tel que la tyrosine kinase. Les
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cassures chromosomiques sur le géne ABL1 se font en des points variables de la région 5° du

geéne mais le plus souvent au niveau de I’intron 1 (5).

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

signaux de localisation nucléaire NLS et un site de liaison a I’actine 5 (Figure 6) (31) .
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Figure 8 : Représentation schématique de la protéine Abl.

La forme 1b possede un groupement myristoyl (MYR), ayant un role important dans 1’auto-
inhibition de la protéine. NLS est un domaine de localisation nucléaire, DB (DNA binding) est
un domaine de fixation de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) et AB (actin binding) est un

domaine de fixation de I’actine (22).
3. La géne BCR et sa proteine :

Le nom du géne BCR provient de la détermination du point de cassure du chromosome 22 dans
la LMC, qui intéresse une région trés limitée, dénommée « breakpoint cluster région». Le géne
BCR occupe un locus de 135kb et comprend 23 exons. Les 5 exons a l'intérieur de la zone de
cassure M-bcr (major breakpoint cluster région) correspondent aux exons 12 a 16. lls sont aussi
appelés b1, b2, b3, b4 et b5. Il est transcrit en ARNm de 4,5 ou 6,7 kb et code une protéine
cytoplasmique de 160 kb d’expression ubiquitaire (37).

La protéine Bcr est constituée de plusieurs domaines. Dans la partie N-terminale, le domaine 1B
constitue une région importante puisqu’il permet la dimérisation de la protéine BcrAbl
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conduisant a I’ouverture de 1’activité kinase et le domaine 2B comprend deux sites de liaison aux
domaines SH2 comme ceux portés par la protéine Abl et la protéine Grb2. Indépendamment, la
région centrale présente un domaine d’homologie avec les protéines Dbl (facteur d’échange
guanosine triphosphate [GTP]/guanosine diphosphate [GDP]). Sa partie C-terminale est absente
dans la protéine de fusion Bcr-Abl, ayant une fonction GAP (GTPaseactivatingprotein) pour les
protéines G de type Rac. Cette deuxiéme partie, qui n’intéresse pas la protéine chimérique
BcrAbl, joue en réalité un role dans la bactéricidie des polynucléaires. Néanmoins, les fonctions

réelles de la protéine Bcr sont peu connues (Figure 6) (22) .

p190(1-426) p210(1-902/927) p230(1-1176)
NH, c COOH
C-AMP | | C-AMP L | |Rac-GAP
B
1 1271
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Figure 9 : Représentation schématique de la protéine Bcr(32).
4. Gene fusion BCR_ABL et la protéine de fusion :

Les réarrangements les plus fréguemment retrouvés au cours de la LMC sont les produits de
fusion du gene ABL rompu entre les exons 1 et 2 et du géne BCR fracturé dans une région ou les
points de cassure sont variables, appelée M-BCR (Major BCR). Cette région correspondant aux
exons 12 a 16 du gene BCR, est subdivisée en cing bandes, de b1 a b5, analogues aux cing exons
impliqués (exons 12 = bl, exon 13 = b2 jusqu’a I’exonl6 = b5). La coupure au sein de cette

région se produit préférentiellement entre les exons b2 et b3 ou b3 et b4 (Figure8) (39).
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Genenc recepltor

Figure 10 :Translocation 9/12 fusion gene (abl-bcr)(26).
5. Autre genes impliqués dans la LMC :

5.1 Implication d "AML1/EVI1 :

Le géne AML1 code pour le complexe régulateur de la transcription CBF, localisé sur le
chromosome 21, code pour une protéine qui est impliquée dans la différenciation des cellules
souches hématopoiétiques en cellules sanguines matures. Le géne EVI1 code pour un facteur de
transcription a " doigt de zinc " qui joue un réle important pour une protéine impliquée dans la
régulation de la croissance cellulaire et la différenciation. La fusion de ces deux genes peut
perturber le fonctionnement normal des cellules sanguines.la fusion est souvent associée en la

phase de transformation blastique est la translocation

T (3; 21) (926 ; q22) dont les effets pathogénes sont associés a 1’expression de la protéine de

fusion AmI-1/Evi-1 et en a été observée dans environ 2% des cas de LMC en crise blastique .

5.2. Implication de géne AXL :

Un géne localisé sur le chromosome 19 en g 13.2.11, code pour une protéine appelée récepteur
AXL, qui appartient a la famille des récepteurs de type tyrosine kinase. Cette protéine est
représentée a la surface de nombreuses cellules, notamment les cellules immunitaires, les
cellules endothéliales et les cellules cancéreuses. Les inhibiteurs de la kinase AXL ont été
développés pour cibler cette voie de signalisation et améliorer I'efficacité de la thérapie dans la

LMC. Les résultats preliminaires de ces arrétés ont prouvé qu'ils pourraient étre une option
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thérapeutique prometteuse pour les patients atteints de LMC résistant aux traitements actuels. Le
récepteur AXL joue un réle important dans de nombreux processus biologiques, tels que la
prolifération cellulaire, la migration, la survie cellulaire, I'adhésion cellulaire et I'angiogenese
(formation de nouveaux vaisseaux sanguins). Il a également été impliqué dans la régulation de la

réponse immunitaire et la progression tumorale.

Des études récentes ont montré que le recepteur AXL est souvent surexprime dans de nombreux

types de cancer.
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Figure 11 : Translocation 9/12 fusion géne (abl-bcr)(26).

Il est situé sur le chromosome 8 en position 8g24 est un géne impliqué dans la régulation de la
croissance et de la division des cellules codée pour des facteurs de transcription régulés lors du
cycle cellulaire. lls sont indispensables pour la prolifération et la division cellulaire ainsi que
pour inhiber la différenciation des cellules. La trisomie 8 soit associée a la surexpression de c-
Myc et a la pathogénicité de 1’évolution de la LMC. Des études ont montré que le gene MYC est
surexprimé dans les cellules de la LMC, ce qui peut contribuer a la progression de la maladie. En
effet, la surexpression de MYC peut augmenter la prolifération cellulaire et la résistance a la
mort cellulaire programmée, ce qui favorise la croissance des cellules cancéreuses. En outre, des
études récentes ont suggéré que la surexpression de MYC pourrait &tre un marqueur précoce de

la transformation de la LMC en phase aigué, une forme plus agressive de la maladie.
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Figure 12 : positionnement du géne MYC(34) .
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5.3. Implication de RB :

Il est également connu sous le nom de géne du rétinoblastome, est un gene suppresseur de
tumeur qui joue un role qui inhibe la prolifération cellulaire en contrdlant le cycle cellulaire par
I'intermédiaire du facteur transcriptionnel E2F. . Ce facteur E2F stimule la transcription de géenes
conduisant a la synthese d'enzymes impliquées dans la division cellulaire cellulaire telles que la
thymidine kinase, la DNA polymérase. Ce facteur E2F stimule la transcription de génes
conduisant a la synthése d'enzymes impliquées dans la division cellulaire cellulaire telles que la
thymidine kinase, la DNA polymérase. Le géne suppresseur de tumeurs RB est trouvé inactive
par mutation, délétion ou perte d’expression dans environ 18% des cas de patients atteints de
LMC en crise accélérée ou blastique, spécialement dans des crises lymphoblastiques ou
mégacaryocytaires. Des altérations du gene RB apparaissent avec une Fréquence de 10% environ
chez les patients en crise blastique La relation entre le gene RB et la LMC n'est pas directe. La
mutation du géne RB n'est pas une caractéristique courante dans la LMC. Cependant, il est
important de noter que le gene RB et les voies qu'il régule peuvent étre impliqués dans d'autres

types de leucémies ou dans la progression de la LMC.

. - — transcription activation

viral transcription
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Figure 13 : Le gene suppresseur de tumeur RB(35).
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CHAPITRE 3: LMC ET TRAITEMENT

1. Historique du traitement :

Lorsqu’un patient est présumé étre atteint d’une LMC, il s’est toujours adress¢ a un hopital
spécialisé en hématologie ou en cancérologie. Une fois le diagnostic confirmé, le docteur choisit le

traitement qui convient le mieux pour le stade de la maladie et au patient.

Hors de la greffe de moelle osseuse, a laquelle 1’indication reste limitée, la LMC a longtemps été

une pathologie sans traitement curatif, la chimiothérapie n’étant qu’a visée symptomatique.

La splénectomie et 1’arsenic était les tout premiers traitements. Le busulfan en 1953 puis
I’hydroxyurée (HYDREA®) dans les années 1970 ont fait leur apparition dans 1’arsenal
thérapeutique. Le traitement était donc basé sur une cytoréduction a 1’aide de ces agents alkylants.
La durée moyenne de la phase chronique était de 1’ordre de 3 ans et la LMC était un état

potentiellement mortel.

Ce n’est qu’en 1980 que I’interféron-alpha (IFN-G) a permis une amélioration de la survie globale
des patients avec obtention de rémissions cytogénétiques complétes et durables(36) .

Au début des années 1980 également, il a été établi que la greffe de moelle allogénique était un
traitement curatif permettant au chromosome Ph de disparaitre mais utilisable chez une minorité de
patients a cause de leur age avancé ou de ’absence de donneur. La possibilit¢ de retirer le
chromosome Ph a permis alors d’envisager des stratégies d’autogreffe avec ou sans mobilisation de
cellules souches avec une amélioration de la survie démontrée dans une méta-analyse (démarche
consistant a rassembler les résultats de plusieurs essais cliniques conduits séparément). Néanmoins
le taux de rechute étant plus important, ’allogreffe classique ou non-myéloablative ou encore a

conditionnement d’intensité réduite est aujourd’hui la référence (36) en matiére de greffe.

La démonstration de I’effet synergique entre I’'I[FN-G et 1’aracytine par le groupe d’études de la
LMC en France a représenté, jusqu’a I’introduction des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK), le

traitement standard hors greffe.
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La découverte récente des ITK, plus spécifiques, tel que le mésylate d’imatinib (IM) a réellement
perturbé les traitements des patients en modifiant leur médiane de survie mais également la
surveillance du traitement. Néanmoins certains patients sous IM présentent des résistances ou une
absence de réponse thérapeutique en dépit de I’expression avérée de la molécule cible. Bien que
cette proportion reste faible, celles-ci font actuellement 1’objet de recherches, ce qui a mené a la

seconde génération d’ITK : dasatinib et nilotinib, et de bien d’autres molécules encore a 1’essai (37).
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Figure 14 : Evolution des traitements de la LMC(45).
2. Score pronostic :

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

un individu réagira avec le traitement (46)(17).

Il existe plusieurs types de scores pour classer les patients en plusieurs groupes de risques

différents, mais les plus utilisés sont le score de Sokal et le Score de Hasford.
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2.1. Le score de sokal :

Ce score a été défini a partir de résultats cliniques réunis en 1984 par Sokal. Comme un index de
risque relatif, il est toujours utilisé comme reflet de la masse tumorale et du potentiel évolutif de la
maladie. Il doit étre effectué au diagnostic et avant tout traitement. Les paramétres biologiques et
cliniques pris en compte sont : I’age (exprimé en année), la taille de la rate(en centimeétres du rebord

costal), le taux de plaquettes (en G/L) et les pourcentages des blastes (38) .

Etabli a partir de cohortes traitées par Busulfan et Hydroxyurée, le score de Sokal permet de séparer
les patients en trois groupes selon le taux de survie globale, afin d’appréhender 1’évolution de

patients traités par chimiothérapie conventionnelle.

Les patients sont classés en fonction de ce score en faible risque, risque intermédiaire et risque élevé
(Tableau 2).

Risque Indice calculée Survie médiane
Faible risque Inférieure a 0,8 60 mois
Risque intermédiaire Entre 0,8 et 1,2 44 mois
Haut risque Supérieure a 1,2 32 mois

Tableau 2 : score pronostic de Sokal (48).

2.2. Score de Sokal modifié :

Etabli 1 an apres (1985) pour les patients de moins de 45 ans. L’étude princeps avait pour but de
déterminer dans une population de patients plus jeune (625 patients agés de 5 a 45 ans), les patients
candidats a une greffe de moelle osseuse en fonction du risque associé au traitement conventionnel.
La répartition en trois groupes en fonction du calcul de I’indice est similaire au score de Sokal

initial.

Pour les 42 groupes a risque faible et intermédiaire, le taux de survie global a 2 ans était de 89 % et

de 74 % a 3 ans. Pour le groupe a risque faible, il a été observé une mortalité a 2 ans de 9 % et une
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survie médiane de 5,5 ans. Pour le groupe a risque élevé, un risque de mortalité de 30 % a éte
observeé dans les 2 ans suivant le diagnostic.

Ces indices fournissent une indication sur le potentiel évolutif spontané de la maladie et
comme reflet de la masse tumorale mais ils sont moins performants pour donner un pronostic pour

les patients traités par Interféron o (IFNa).

2.3. Score de Hasford :

Le score de Sokal n’était pas suffisamment adapté au traitement par 1’interféron. Hasford et al ont
donc propose un nouvel indice (Indice de Hasford ou Euro-score) permettant de distinguer mieux les
patients traités par les (INF)-a en terme de survie (5) . Cet indice est calculé a partir de : 1’age, la
taille de la rate, le pourcentage de blastes circulants, le pourcentage d’éosinophiles circulants, la

basophilie et ainsi que le taux de plaquettes.

Il permet de séparer, a nouveau, les malades en trois groupes statistiquement différents en ce qui

concerne la survie globale.

Il permet de séparer, a nouveau, les malades en trois groupes statistiquement différents en ce qui

concerne la survie globale (Tableau 3).

Risque Indice calculé Survie médiane
Faible risque Inférieure a 780 98 mois
Risque intermédiaire Entre 780 et 1 480 65 mois
Haut risque Supérieure a 1 480 42 mois

Tableau 3 : score pronostic de Hasford(48).

2.4. Score ELTS :

Ce score a éte défini en 2015, a partir des données au diagnostic de 2205 patients adultes atteints de
LMC en phase chronique. Ainsi, ce score sert de référence pour I'évaluation prospective de

I'efficacité anti-leucémique a long terme et de la survie globale des patients traités par I'lmatinib en
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premiére ligne. Ce score établi pour la population adulte inclut les paramétres accentuant
significativement la probabilité de déces imputable a la LMC. Parmi les facteurs de risque de
progression et déces on retrouve un age plus avancé, un fort pourcentage de blastes circulants, un
faible taux de plaquettes et une augmentation de la taille de la rate. Ce score classe les patients en

trois groupes (Tableau 4).

Risque Indice calculé

Faible risque Inférieure & 1,5680
Risque intermédiaire Entre 1,5680 et 2,2185
Haut risque Supérieure a 2,2185

Tableau 4 :Score ELTS de Hasford(48).

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

pratique, bien qu’il soit antérieur aux thérapeutiques actuelles (49).
3. Les inhibiteurs de la tyrosine kinase :

En oncologie, il existe plus d’une centaine de thérapies anticancéreuses par voie orale disponibles
sur le marché. Parmi celles-ci, les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) représentent une soixantaine
de molécules. Les ITK interagissent particulierement avec les récepteurs de tyrosine kinase, situés
sur la membrane des cellules. En interagissant avec ces récepteurs, l’inhibiteur bloque la
transmission des différents signaux permettant la prolifération anarchique des cellules, qui sont
utilisées dans les trois phases de la maladie et se sont réparties a leur tour en trois (3) générations a

savoir :

> 1%¢ génération : Imatinib.
> 2™ génération : Dasatinib, Nilotinib, Bosutinib.

> 3%m génération : Ponatinib.
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3.1. Imatinib (Gleevec®) :

Est un inhibiteur compétitif de 1’Adénosine Tri-Phosphate (ATP) qui bloque I’activité tyrosine
kinase de BCR-ABL en se fixant a son domaine catalytique, ce qui va maintenir BCR-ABL sous
forme inactive(50). et aura pour conséquence d’inhiber la prolifération des cellules présentant le
chromosome Ph, lesquelles vont mourir par apoptose ) (51)(52)(53)(54) .1l est indiqué dans le
traitement des patients adultes et enfants atteints de LMC chromosome Philadelphie (bcr-abl)
positive (Ph+) nouvellement diagnostiquée lorsque la greffe de moelle osseuse ne peut étre

envisagée comme un traitement de premiére intention.
3.2. Dasatinib (Sprycel®) :

Le dasatinib, fait partie d’un groupe de médicaments qui inhibent les enzymes appelées protéines
kinases. Le dasatinib agit essentiellement en bloquant la protéine kinase Bcr-Abl également des
kinases de la famille SRC, d'un certain nombre d'autres kinases oncogénes sélectives dont le c-KIT,
des récepteurs de 1'éphrine (EPH), et du récepteur p du PDGF. 1l se lie aussi bien a la forme active
qu’a la forme inactive de l'enzyme BCR-ABL. Cette enzyme est produite par les cellules
leucémiques et provoque leur multiplication incontrdlée. En bloguant la kinase Bcr-Abl, ainsi que
d’autres kinases, il est contribué a réduire le nombre de cellules leucémiques. Il est indiqué chez
I'adulte dans le traitement LMC en phase chronique, accélérée ou blastique, en cas de résistance ou

intolérance a un traitement antérieur incluant [’imatinib.
3.3. Nilotinib (Tasigna®) :

Agit de maniére trés semblable a I’imatinib, c’est a dire est trés proche structurellement de
I’Imatinib et provoque une inhibition de BCR-ABL entre 20 et 50 fois plus efficace que ce dernier
Intérét clinique important dans le traitement des patients adultes et pédiatrique satteints de LMC a
chromosome Philadelphie positive (Ph+) en phase chronique en cas de résistance ou d’intolérance a

I’imatinib, et progres thérapeutique mineur dans la stratégie thérapeutique.
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3.4. Bosutinib (bosulif®) :

Se fixe aux sites Ponatinib actifs et inactifs de la protéine Bcr-Abl pour bloquer les signaux de
prolifération cellulaire. Il est utilise pour le traitement de trois phases de la LMC : « phase
chronique», «phase accélérée» et «crise blastique», chez les patients qui ont déja été traités par un
ou plusieurs inhibiteurs de la tyrosine kinase (des médicaments indiqués pour la LMC, qui agissent
d’une manicre similaire a celle de Bosulif) et quand les inhibiteurs de la tyrosine kinase appelés
dasatinib, imatinib et nilotinib ne sont pas appropriés. 1l est également utilisé pour le traitement des

patients chez qui une LMC en phase chronique vient d’étre diagnostiquée.

3.5. Ponatinib( Iclusig®) :

Est le dernier ITK approuvé en clinique a I’heure actuelle pour cibler BCR-ABL. Il est actuellement
utilisé en seconde ligne apres échec avec un premier ITK ou en premiere ligne si le patient est
diagnostiqué avec une mutation T3151 ) (54)Cette molécule a été fabriquée a partir d’une stratégie
dite de structure-based drug design qui a consisté a utiliser la structure protéique de BCR-ABL pour
fabriquer une molécule capable d’inhiber a la fois la forme native de BCR-ABL mais également les
isoformes portant des mutations responsables des résistances observées en clinique apres utilisation
d’autres ITKs. Le Ponatinib est ainsi capable de se lier a I’isoforme réfractaire aux autres ITK BCR-
ABL T315I par une liaison triple carbone-carbone ce qui permet de minimiser 1’encombrement

stérique généré par 1’isoleucine en position 315 (39).
4. Réponses au traitement :

La surveillance et le traitement de la LMC sont essentiels pour assurer des résultats optimaux et
I’objectif principal du traitement est d’obtenir une réponse hématologique, une réponse
cytogéneétique, une réponse moleculaire et une rémission compléte. La surveillance réguliére est
nécessaire pour évaluer I’efficacité du traitement et détecter les signes de progression de la maladie
et le traitement a long terme nécessite une surveillance continue pour minimiser les effets

secondaires et assurer une réponse durable (40) .
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L’efficacité du traitement se fait a travers des analyses de sang, de la moelle osseuse et des examens
radiologiques. Les analyses sanguines sont utilisées pour évaluer les fonctions globulaires, les paires
de chromosomes et la quantité de protéines BCR-ABL circulant dans le sang. Les examens
radiologiques sont nécessaires pour détecter tout changement dans les organes internes du patient
(41).

4.1. La réponse hématologique :

La réponse hématologique complete (RHC) de la LMC est définie comme la normalisation du
nombre de globules blancs dans le sang, avec une numération plaquettaire normale et une

diminution de la taille de la rate et du foie et elle doit étre obtenue en trois mois.

La RHC est un objectif important dans le traitement de la LMC car elle est associée a une meilleure
survie des patients et elle est devenue un objectif thérapeutique accessible grace aux inhibiteurs de

tyrosine kinase.
4.2 .Réponse cytogenétique :

La réponse cytogénétique de la LMC est caractérisée par la présence d’une anomalie
chromosomique spécifique (Philadelphie Ph). La détection de ce gene est importante pour le
diagnostic et le traitement Elle peut étre effectuée par diverses techniques cytogénétiques, telles que
la cytogénétique conventionnelle, la FISH (Fluorescent In Situ Hybridation) ou la PCR (Polymerase
Chain Reaction) (39) .

Les critéres de réponse cytogénétique sont :

-Pas de mitoses Ph+ = réponse complete (CCyR) ;
- De 1 & 35 % de Ph+ = réponse partielle.

- De 35 a 65 % de Ph+ = réponse mineure.

- Au-dessus de 65 % de Ph+ : pas de réponse (42).
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Les derniers cas qui présentes échec du traitement doivent motiver un nouveau linge thérapeutique.
L’importance de la réponse cytogénétique est confirmée par les études de cohortes : 78 % des
patients ayant atteint une CCyR sont en vie dix ans apres le diagnostic. La CCyR est donc
considérée comme 1’objectif du traitement. Jusqu’a son obtention, un caryotype medullaire doit étre
réalisé tous les trois a six mois, puis sa persistance et une éventuelle évolution clonale doivent étre

évaluées par caryotype tous les 12 & 24 mois.
4.3. Réponses moléculaires :

L’examen du sang par PCR, une technique extrémement sensible, permet de détecter méme des
quantités résiduelles infimes de cellules porteuses d’un géene BCR-ABL. Cette méthode est si
précise que méme un seul et unique gene BCR-ABL pourra étre identifié parmi un million de
cellules normales. On parle de bonne réponse génétique moléculaire lorsque le paramétre BCR-ABL
a atteint des valeurs inférieures a 0,1% lors de deux tests PCR successifs. Si cet objectif a pu étre
atteint grace au traitement, on peut formuler un bon pronostic et espérer avec raison une durée de vie

longue sans maladie. L’illustration ci-aprés décrit la méthode de la PCR (43).

La réponse moléculaire majeure (MMR) a été définie comme un rapport d’expression de BCR-ABL
et d’un gene de contrdle inférieur ou égal a 0,1 % (15). La MMR doit étre atteinte en 18 mois de

traitement dans le cadre d’une réponse optimale.

Cependant, les patients qui n’obtenant pas de réponse moléculaire majeure ne sont pas considérés en

échec du traitement :

Il s’agit d’une alerte nécessitant un suivi rapproché. La perte de la MMR est en revanche considérée
comme un échec du traitement. Une réponse moléculaire dite compléte (CMR) a été définie comme
I’indétectabilité de BCR-ABL en RT-PCR.
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Figure 15 : Les pourcentage du BCR-ABL aux réponse du traitement (21).
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Meéthodologie

1. METHODOLOGIE

La signification pronostique de I'évolution clonale dans la LMC est variable et dépend de nombreux
facteurs, dont le type des changements cytogénétiques, le moment et la phase d'émergence de
I'évolution clonale. Bien que la preuve cytogénétique de I'évolution clonale dans la LMC est
fréquente a mesure que la maladie progresse pour saccéléré .phase de déflagration ou de

dynamitage, son impact dépend de la spécificité anomalies chromosomiques.

Notre travail consiste en une recherche bibliographique concernant les différentes anomalies
chromosomiques de la leucémie myéloide chronique en la phase chronique et la phase blastique
(accutisation). Nous avons présenté 1’apport de la cytogénétique et la cytogénétique moléculaire de
la LMC, nous basant sur des résultats et des études différentes dans 1’objectif est de comprendre les
différents techniques de cytogénétique et cytogénétiquemoléculaire utiliser dans le diagnostic et le
suivie de la LMC dans les différents stades de la maladie, chronique, accélération et surtout la phase

blastique (accutisation).
Pour cela nous avons utilisé les résultats des études suivantes :

-Etude 1 : Caractérisation cytogénétique et moléculaire des translocations chromosomiques dans la

phase blastique de la leucémie myéloide chronique.

-Etude 2 : L'impact des aberrations cytogénétiques dans I'évolution clonale de la leucémie myéloide

chronique : une expérience monocentrique parmi 450 patients turcs .
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2. MATERIEL ET METHODE UTILISES :

Etude 1: Caractérisation cytogénétique et moléculaire des translocations
chromosomiques dans la phase blastique de la leucémie myéloide chronique (Sawcéne
Hazourli, 2012).

1. Echantillons de lignées et de cellules étudiés dans ce projet :

Tous les échantillons de patients proviennent de la BCLQ et ont été obtenus avec un consentement
du patient. Les échantillons des quatre patients qui ont été utilisés pour ce projet ont été sélectionnés
en tenant compte de la morphologie et du pourcentage de blastes (représentatif d’une transformation
de la LMC), de leurs anomalies cytogénétiques (translocations chromosomiques additionnelles a la t
(9;22), ainsi que de la résistance des patients au traitement.

Pour [I’étude d’expression de PRDMI16, 105 échantillons ont été étudiés comprenant des
échantillons de 90 patients incluant 14 patients avec syndrome myélodysplasique (SMD) et SMD
transformés en LAM, 7 avec LMC-PB incluant le cas 02-H056 avec la translocation t(1;21),
I’échantillon de la méme patiente en phase chronique de la LMC sans la t(1;21), 68 avec LAM de
différents types morphologiques (FAB MO0, M1, M2, M4, M5) et de différents groupes
cytogénétiques avec les translocations chromosomiques t(11g23), t(15;17), t(8;21) et I’inversion 16,
inversion (16) (Tableau 5). Dans notre étude, nous avons également utilisé des échantillons de 4
moelles normales (MN), un échantillon de cellules CD34 positives de donneur normal, 5
échantillons de sang périphérique normal (PB), ainsi que des cellules de la lignée HCT-116 et de
quatre lignées cellulaires de LMC-PB (K562, KU812, MC3, MEG-01). La lignée HCT116 est une
lignée cellulaire dérivée d’un carcinome colorectal et ces cellules de type épithélial a haute capacité
proliférative sont couramment utilisées dans de nombreuses études. Le caryotype de cette lignée est
complexe avec un nombre modal de 45 chromosomes. Les lignées K562 et MC3 nous ont été
fournies par les Dr Denis-Claude Roy et C. Gambacorti-Passerini respectivement. La lignée K562 a
¢été ¢tablie a partir des cellules d’une patiente de 53 ans en transformation blastique de la LMC. Le
nombre des chromosomes est triploide avec une quinzaine de marqueurs chromosomiques. La lignée
MC3 est pseudo diploide et possede deux chromosomes Ph. Les deux lignées KU812 (CRL-2099) et

MEG-01 (CRL-2021) ont été fournies par ATCC . La lignée KU812 a été établie a partir du sang
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périphérique d’un patient en LMC-PB et le caryotype de cette lignée est a 58 chromosomes avec
trois chromosomes Philadelphie ainsi que 1’addition de plusieurs chromosomes. La lignée MEG-01
est issue des cellules d’un patient ayant eu une transformation mégacaryoblastique de la LMC avec
un caryotype hyper diploide de 56 a 58 chromosomes. Huit échantillons de patients surexprimant
PRDM16 dans notre étude ont ensuite été investigués par FISH afin de vérifier si I’augmentation de
I’expression de PRDM16 était reliée a la présence d’une translocation chromosomique impliquant
PRDM16 ou d’une amplification génique. Neuf échantillons de patients avec des pourcentages de
blastes élevés supérieur a 35%, dont quatre patients en LMC-PB, 5 avec des LAM de types
morphologiques différents (M1, M2 et M4) et une MN ont été utilisées pour 1’étude d’expression
des genes HOXA6, HOXA7 et HOXA9 par RT-PCR (Tableau 5). Les échantillons utilisés dans les

différentes études dans ce projet sont décrits dans le Tableau 5 .

;:,TEQ Diagnostic Investigation par FISH Investigation moléculaire

00-HO59 LMC-PC FISH pour alteration de PROMI6 qPCR PRDMIG
Délimitation des régions impliquées au

02H037 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCR
identification des génes altérés
Délimitation des régions impliquées au

02H052 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCE, RACE-PCR
identification des génes altérés
Délimitation des régions impliquées au

02H056 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCR
identification des génes altérés

03HO054 LMC-PB FISH pour altération de PROMI6 qPCR PRDMI 6

(4H027 LMC-FB FISH pour altération de PROMI 6 qPCR PROMI6, RT-PCR HOMXYA

(4HD49 LMC-PB FISH pour altération de PROMI 6 qPCR PROMI6, RT-PCR HOXA
Délimitation des régions impliquées au

D6H006 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCR, qPCR
identification des génes altérés

O0BHO37 LMC-FB RT-PCE HOXA

02ZHOO03 MO qPCR PRDMI6

03HO30 MO qPCR PRDMI 6

03H039 MO qPCR PRDMIG

(4H09E MO qPCR PRDMI 6

02ZH009 M1 FISH pour altération de PROMI6 qPCRE PRDMIG

0ZHO25 Ml qPCR PRDMI6

02HO2E MI qPCR PRDMI6
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[LEISLIZY] MI qFCK FRDOMTS
2H045 M1 qPCR PRDMI6
02H053 M1 qPCR PRDMIG
2H060 M1 qPCR PROMI6
2H066 M1 qPCR PRDMI6
2HO75 qPCR PRDMIG
03H024 M1 qPCR PROMIG
03H033 M1 FISH pour altération de PROM 6 qPCR PROMIG
03HOR1 M1 qPCR PRDMIG
03H094 M1 qPCR PROMIG
03H116 M1 qPCE PRDMIG
03H119 M1 qPCR PRDMIG
(4HO001 M1 qPCR PROMIG
4H006 M1 FISH pour altération de PROM 6 qPCR PRDMIG
4H112 M1 ET-PCR HrXd
04H024 M1 qPCE PRDMIG
04H025 M1 qPCR PROMIG
(4H048 M1 qPCR PRDMI6
4H055 M1 qPCR PRDMIG
4H103 M1 qPCR PROMIG
4H120 M1 FISH pour altération de PROM 6 qPCR PRDMIG
08HO53 M1 ET-PCR HXd
9H002 M1 ET-PCR HA4
01HO02 M3 w1517 qPCR PRDMIG
02H046 :11]3;:;”1 qPCR PRDMIG
03HO070 M3 W1517) qPCR PRDMIG
4H123 M3 t1517) qPCR PROMI6
03H067 M5 110g23) qPCR PRDMIG
(4H041 :Iﬁiqﬂb qPCE PRDMIG
(4HOED ::_1]5];:“.]23} qPCR PROMIG
05H066 :':]]4] Ng23) qPCE PRDMIG
03H065 M2 uE21) qPCR PRDMI6
03HOES M2 u8,21) qPCR PRDMIG
05HO01 M2 8,21) qPCR PROMIG
05H042 M2 u8,21) qPCR PRDMIG
04H141 M2 ET-PCR HXd
03H109 MAE inv( 16) qPCE PRDMIG
03H112 MAE inv( 16) qPCR PRDMIG
4H030 MAE inwv( 16) qPCR PROMIG
4H061 MAE inv( 16) qPCR PRDMIG
(4H091 M4 invila) qPCR PROMI6
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0SHO50 M3 RT-PCR HOXA
03HO17 SMD qPCR PRDM16
03HO060 SMD/LAM qPCR PRDM16
03H097 SMD/LAM qPCR PRDM16
04HO1 1 SMD/LAM qPCR PRDM16
04HO037 SMD qPCR PRDMI16
04HO050 SMD/LAM qPCR PRDM16
04H063 SMD/LAM qPCR PRDMI16
04HO070 SMD/LAM qPCR PRDM16
04H079 SMD/LAM qPCR PRDM16
04H134 SMD qPCR PRDM16
05H005 SMD qPCR PRDM16
05H009 SMD qPCR PRDM16
02H004 M6 qPCR PRDM16
02H026 MSA gPCR PRDM16
02H033 MSA qPCR PRDM16
03HO16 MSA gqPCR PRDM16
03HO028 M6B qPCR PRDM16
03HO041 M5 qPCR PRDM16
03HO52 MSB FISH pour altération de PRDM 16 qPCR PRDM16
04H006 M2 qPCR PRDM16
04HO054 M2 qPCR PRDM16
04H068 M2 qPCR PRDM16
04HO084 M5B qPCR PRDMI16
04H107 M2 qPCR PRDM16
04H118 MSA qPCR PRDM16
04H132 M4 qPCR PRDM16
04H140 M4 qPCR PRDM16
04H141 M2 qPCR PRDM16
05HO033 M2 qPCR PRDM16
05HO50 M4 qPCR PRDM16
09H027 MNI1 RT-PCR HOXA
10HO025 MN2 RT-PCR HOXA
07H140 MN3 RT-PCR HOXA

Tableau 5 : Liste des échantillons étudiés dans ce projet et technique utilisée.

Chaque patient a un numéro d’identification de la BCLQ pour codifier I’échantillon de sang ou de
moelle. Les patients avec réarrangements de la bande 11g23 (géne MLL), translocations
t(15;17)/fusion PMLRARA, et inversion du chromosome 16, inv(16)/fusion CBF/MYHI11, ont été
confirmés par FISH. Le type morphologique de la leucémie aigué myéloide (LAM) dans la 66
classification FAB est noté (MO a M6). LMC-PB, leucémie myéloide chronique en phase blastique ;

LMC-PC, leucémie myéloide chronique en phase chronique ; SMD, syndrome myélodysplasique ;

MN1 2 3, moelles normales 1, 2, 3.
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2. Caryotype en bandes G obtenu suite a I’action de la Trypsine et du Giemsa :

La découverte de Hsu T.C en 1952 permettant la distinction des chromosomes a marqué le début de
la cytogénétique standard (le caryotype) .Des améliorations ont ensuite été apportées a la technique,
favorisant une augmentation du nombre et de la qualité des métaphases)(37) (38). Malgré sa faible
résolution, le caryotype est devenu un outil important utilisé en recherche et en clinique, permettant
une analyse globale des anomalies chromosomiques numériques et structurales des cellules. Le
marquage chromosomique en bandes GTG (bandes G obtenues suite a 1’action de la Trypsine et du
Giemsa) est la technique de marquage chromosomique la plus utilisée dans 1’investigation des

réarrangements chromosomiques dans les cancers.

e Culture cellulaire

Dans notre laboratoire, les cellules mononuclées du sang ou de la moelle sont récupérées par
centrifugation suite a I’utilisation du milieu Ficoll-Paque. Les cellules mononuclées se retrouvent
dans une couche blanchatre entre deux couches, une couche supérieure contenant le plasma et une
couche inférieure contenant le Ficoll et les autres types cellulaires. La culture des cellules
mononuclées pour les leucémies aigués se fait a différents temps : 24 heures, 48 heures et 72 heures.
Nous utilisons comme milieu soit le MarrowMax (Gibco; cat. no. 12260-014) ou le RPMI 1640
(Invitrogen; cat n0.11875-093). Le MarrowMax est un milieu complet spécifique pour la culture des
cellules hématopoiétiques. Il est composé de sérum de veau fcetal, de L-glutamine, d’antibiotiques
ainsi que de facteurs de croissance pour les cellules hématopoiétiques. Le RPMI 1640 est un milieu
de base auquel nous ajoutons du sérum de veau feetal, de la L-glutamine et de la pénicilline (100
Ul/ml). Pour favoriser la croissance des cellules myéloides, des facteurs de croissance peuvent
également étre utilisés, dont le GM-CSF (Granulocyte MacrophageColony Stimulating Factor), le
SCF (Stem Cell Factor) et le ligand-FLT3. Les cellules sontcultivées a 370C, et a une teneur en CO2
de 5%. Un agent intercalant de I'ADN I’actinomycine D, peut étre ajouté 30 minutes avant la fin de
la culture. Cet agent inhibe la condensation de I’ADN, améliorant ainsi le niveau de résolution du
marquage chromosomique. Enfin, la colcémide (KaryoMAX ColcemidTM Solution, Life
technologies) un inhibiteur de la dépolymérisation des microtubules du fuseau mitotique, est ajouté
a la fin de la culture pour une durée de 15 minutes, bloquant les cellules en métaphase. Toutes les
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lignees cellulaires leucémiques ont été cultivées a 37°C dans le RPMI 1640 auquel nous ajoutons du
sérum de veau feetal, de la L-glutamine et de la pénicilline (100 Ul/ml).

e Récolte :

Les cellules sont centrifugées pendant 8 minutes a 1000 rpm et le culot est suspendu dans Une
solution hypotonique de chlorure de potassium (KC1 0.56%) a 370C pendant 15 minutes. On
centrifuge pendant 8 minutes a 1000 rpm et les cellules sont resuspendues dans du Carnoy 3:1
composé de 3 volumes de méthanol et 1 volume d’acide acétique glacial. Deux étapes successives
de fixation au Carnoy et de centrifugation sont réalisées. Suite a la fixation, les cellules sont gardées

a -200C jusqu’a utilisation.

Marquage en bandes GTG idéalement 1’étalement des cellules sur lames se fait au Thermotron,
sinon il faut prendre en considération I’humidité et la température pour un étalement optimal. Les
lames vieillies sont traitées a la trypsine, rincées a 1’éthanol 70% et colorées au Giemsa 4% pendant
3 a 5 minutes avant d’étre rincées dans deux bains d’eau et séchées a la température de la piece.
L’analyse des lames au microscope permet la capture d’au moins une vingtaine d’images de
mitoses, réalisée a 1’aide d’une caméra et d’un logiciel de capture et d’analyse d’images (dans notre
laboratoire : CytoVision, Leica Microsystems). Le caryotype permet la détection d’anomalies
chromosomiques suite a un classement des chromosomes par paires. La formule chromosomique est
écrite selon les normes établies par le systeme international de nomenclature de cytogénétique ISCN

2009 (International System for Human Cytogenetic Nomenclature 2009) (41) .
3. Caryotype spectral :

La technique de SKY « Spectral karyotyping » permet une analyse de 1’ensemble des chromosomes
suite a une seule hybridation in situ avec 24 sondes de peinture chromosomique. Ceci permet la
visualisation de chaque paire chromosomique avec une couleur distincte. Les sondes obtenues
commercialement (Applied Spectral Imaging) ont été préparées suite a la séparation des
chromosomes par cytométrie en flux. (40) Ou par microdissection (43). Par la suite, grace aux
amorces aléatoires dégénérées, des amplifications ont été réalisées pour chaque chromosome par la

réaction DOP-PCR (43). Le marquage des sondes de peinture spécifique a chaque chromosome est
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effectué gréce a plusieurs combinaisons de cing fluorochromes : le Spectrum vert, le Spectrum
orange, le Texas red , la Cyanine 5 (Cy5) et la Cyanine 5.5 (Cy5.5). Ainsi, chaque chromosome a
une combinaison unique de fluorochromes. La visualisation de tous les chromosomes ayant chacun
une couleur distincte, nécessite une analyse des signaux d’hybridation par un interféromeétre et
I’attribution d’une couleur de classification pour chaque chromosome par le logiciel d’analyse. Le
principe du SKY est le méme que celui de I’hybridation in situ en fluorescence « FISH » (voir

paragraphe suivant). Quatre étapes principales sont nécessaires pour réaliser la technique de SKY :
- Préparation des lames

- Dénaturation de I’ADN double brin de la sonde et de la cible sur lame (métaphases pour le SKY,

cellules interphasiques et métaphases pour le FISH)
- Hybridation de la sonde a I’ADN cible et lavages
- Détection des sondes et analyse des images.

e Préparation des lames :

Les lames sélectionnées sont d’abord déshydratées dans 1’alcool en concentration croissante de
70%, 80% et 100% puis traitées a la RNAse A/2x SCC (4 mg Rnase/40 ml 2x SCC) a 370C pendant
45 minutes et sont lavées dans le tampon 2x SSC a température piece pendant 5 minutes a 3 reprises.
Les lames sont ensuite trempées dans une solution de 0.6mg pepsine/50 ml de 0.01M HCL a 370C
pendant 2 minutes, puis lavées dans une solution 1x PBS a température piéce pendant 5 minutes a 2
reprises. Puis, les lames sont lavées dans une solution de 1x PBS/MgCI2 (5 ml de 1M Mgcl2 plus 95
ml 1x PBS) a température piece pendant 5 minutes et traitées dans une solution de 1%
formaldéhyde/1x PBS/MgCI2 (2,7 ml de formaldéhyde 37% ad 100 ml avec du 1x PBS /Mgcl2) a
température piéce pendant 10 minutes. Elles sont enfin lavées dans du 1x PBS a température piéce
pendant 5 minutes puis deshydratées dans des solutions d'éthanol 70%, 80% et 100% pendant 2

minutes.
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e Dénaturation de ’ADN cible et de la sonde :

La dénaturation des lames se fait a 700C (+ ou- 200C) dans la formamide 70%/2x SSC (35 ml
formamide + 10 ml H20 distillee + 5 ml 20X SSC) durant 1 minute, puis elles sont déshydratées
dans trois bains successifs d’alcool froid a 70%, 80% et 100% pendant 2 minutes et séchées a ’air
libre. La sonde du caryotype spectral est dénaturée séparément dans le bain-marie a 800C pendant 7

minutes puis gardée a 370C pendant 1 heure (jusqu'a utilisation).
e Hybridation et lavage :

On dépose la sonde sur la lame et on incube dans une chambre humide a 370C pour 36 a 48 heures.
Suite a I’incubation des lames, une série de lavages est effectuée dont trois lavages dans la
formamide 50%/2X SSC a 450C pendant 5 minutes et deux lavages dans du 1X SSC a 450C
pendant 5 minutes, puis les lames sont trempées dans une solution 4x SSC/0.1% Tween 20 pour 2
minutes. Le colorant Cy5 (80 ul) est appliquée, la lame est recouverte d’une lamelle et incubée dans
une chambre humide a 370C pendant 45 minutes. Ensuite, trois lavages sont effectués dans du
4XSSC/Tween 20 0,1% a 450C pendant 3 minutes. Puis, 80 ul de colorant Cy5.5 est appliqué sur la
lame qui est couverte d'une lamelle et incubée dans une chambre humide a 370C pendant 45
minutes. Trois lavages successifs de 4xSSC/0.1% Tween 20 sont ensuite effectués pour 3 minutes et
les lames sont rincées avec de I'eau distillée dans un bain avec une Iégere agitation constante, puis
sécher a I’air libre. Le DAPI est appliqué sur la lame comme contre colorant, puis la lame est
couverte avec une lamelle. L’analyse est effectuée dans notre laboratoire avec le logiciel de capture
Spectral Imaging 2.3 et le logiciel d’analyse SKYview 1.6.1 de Applied Spectral Imaging (San Jose,
CA). La fluorescence générée par la combinaison de différents fluorochromes est analysée par le
logiciel et une couleur spectrale est assignee a chaque combinaison grace a un systeme a filtre triple

(SKY CUBETM, Applied Spectral Imaging) permettant I’identification des chromosomes.
4. Hybridation in situ en fluorescence :

Le principe du FISH « fluorescence in situ hybridization » repose sur 1’hybridation moléculaire
d'une sonde d'ADN marquée avec un fluorochrome, permettant sa visualisation suite a son

hybridation spécifique a une séquence cible complémentaire d’ADN, au niveau des noyaux
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interphasiques ou des chromosomes métaphasiques. Trois étapes principales sont nécessaires pour

réaliser la technique du FISH :
- Dénaturation de la sonde et de la lame.
- Hybridation et lavages.
- Visualisation des sondes et analyse des images.
e Dénaturation de la sonde et de ’ADN cible sur lame :

La dénaturation se fait grace a la chaleur et la formamide, cette derniére déstabilise les liaisons
hydrogénes liant les deux brins d’ADN permettant une dissociation des deux brins a des
températures qui n’affectent pas la structure des chromosomes et des noyaux. La dénaturation des
lames se fait dans la formamide 70%/2X SSC a 730C pendant 5 minutes, suivie par une
déshydratation a I’alcool 70%, 85% et 100% pendant une minute puis un séchage a ’air libre. La
dénaturation de la sonde a I’abri de la lumiére, se fait a la méme température, 730C, pendant 2 a 5

minutes dépendamment de la sonde utilisee.
e Hybridation et lavages :

L’hybridation entre la sonde et I’ADN cible se fait durant une incubation de 16 heures a 370C dans
une chambre humide dans la noirceur. Le lendemain, un premier lavage est fait avec la solution
0,4X SSC/0,3% NP-40 a 730C. Le temps du lavage (quelques secondes a 2 minutes) dépend du type
de sonde utilisée : sondes commerciales généralement de grande taille, ou sondes préparées au
laboratoire a partir de vecteurs de type BACs ou PACs. Un deuxiéme lavage se fait a température
piece dans une solution 2X SSC/0,1% NP-40 pendant quelques secondes a une minute
dépendamment de la sonde utilisée. Dans le but de maximiser le signal d’hybridation spécifique et
de minimiser les signaux générés par une hybridation non spécifique (bruit de fond), une
optimisation des conditions de lavages nécessaire pour chaque sonde utilisée. En général, pour les
sondes BACs/PACs, de plus petites tailles que les sondes commerciales, les conditions de lavage
sont moins astringentes. De plus, une validation de la localisation de ces sondes en les hybridant sur
des préparations métaphasiques de sujets normaux est nécessaire.
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e Détection des sondes et analyse des images :

Suite a la contre coloration des lames au DAPI, la visualisation et ’analyse des lames de FISH sont
effectuées en utilisant une combinaison de filtres qui permettent la visualisation des différents
fluorochromes utilisés dans le marquage des sondes. Les images sont capturées a 1’aide du logiciel

CytoVision® version 3.6 (Leica Microsystems) dans notre laboratoire.

Nom de Ia sonde | Localisation Lienes Caractéristiques Utilisation dans
Moeus le projet
9g34.1 ABLI Sonde L5 ABLT - Confirmation de la
ES-BCR-ABLI - spectrum orange fusion BCR-ABL]
{extra signal = taille 650 Kb chez les patients
BCR-ABLI) = couvre les génes ABL] et ASS atteints de LMC
22ql1 BCR Sonde LST BCR -
= spectrum vert
- taille 300 Kb
- couvre la majorité du géne BCR
fexons 1 d 14).
8g21.3 RUNXIT | Sonde LS RUNXITY - Investigation du
RUNXL/RUNXIT i - spectrum orange réarrangement de
I DF {double - taille 655 Kb RUNXT dans la
Jusion) - couvre le géne et une région t(1;21) amsi que
adjacente chez les patients gqui
21922 Sonde LS1 RUNXT - surexpriment
RUNXI | - spectrum vert PRDOMIG
- tanlle 1.4 Mb
- couvre le géne et une réglon
adjacente
12pl3 ETVe Sonde LSI ETT6 - Investigation du
ETVe/RUNXI - spectrum vert réarrangement de
« ES Dual Color - taille 350 kb RUNXT dans la
s - couvre la partie 57 ETV6 (exons | tl;21) et du
a 4) et une région adjacente réarrangement de
21922 RUNX! | Sonde RUNXT - ETV6 dans la
- spectrum orange t2;12)
- taille 500kb
= couvre tout le géne et une région
adjacente
12pl3 ETVs = couvre les deux parties 57 et 3" de | Investigation du
ETVE Dual Color ETVE, de deux couleurs différentes. | réarrangement de
« Break Apari » Sonde 3" A ETTE - ETT6 dans la

Tableau 6 : Liste des sondes Abbott utilisées dans ce projet (58).
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Etude 2 : L'impact des aberrations cytogénétiques dans I'évolution clonale de la
leucémie myeéloide chronique : une expérience monocentrique parmi 450 patients
turcs (CohortStudy)(Turk J Hematol ,2022).

Cette étude a été menée selon les directives présentées dans la Déclaration d'Helsinki, et il a éte

approuve par le Comité d'éthique de la pratique clinique concerné (2021-49).

I1 s’agit d’une étude rétrospective basée sur les données cytogénétique de 450 patients Turqui (213
femmes et 237 hommes), nouveaux et anciens, diagnostiqué par LMC dans la période de 2005 a
2020.

Le caryotype standard, I’hybridation in situ par fluorescence (FISH) et la réaction en chaine par
polymérase de transcription inverse (RT-PCR quantitative), techniques de diagnostic cytogénétique

et moléculaire, qui ont été utilisée pour le diagnostique et le suivi.

Dans cette étude, ils ont comparé, les patients avec ACAs et les patients avec CCAs et leurs effets
sur le pronostic de LMC. De plus, ils ont évalué uniquement les patients Ph(+) (n=50) en termes de
CCyR, MMR, oS et stades de la maladie.
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3. RESULTATS DES ETUDES :

Etude 1
chromosomiques dans la phase blastique de la leucémie myéloide chronique (Sawcéne
Hazourli, 2012).

Caractérisation cytogénétique et moléculaire des translocations

1. La translocation t(1;21)(p36.3;922.1) en phase blastique de la leucémie
myéloide chronique (cas 02H056) :

Une patiente de 60 ans LMC avec présence d’un chromosome Philadelphie Ph(+), dans toutes les
mitoses analysées, ainsi que la fusion BCR-ABL1 (transcrit b3a2) par RT-PCR. La formule
chromosomique est la suivante : 46,XX,t(9;22)(q34;911.2),?del(21)(g22) (64).
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Figure 16 : caryotype bande G montre une translocation chromosomique t(9;22)(q34.1;q11.2)
(fleches bleues) ainsi qu’une asymétrie au niveau des bras longs du chromosome 21 (fleche rouge)

suggeérant une délétion ou une translocation chromosomique cryptique
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Figure 16 : Le caryotype spectral (SKY)

révele la présence du dérivé 9 de la translocation t(9;22) (fleche bleue) ainsi que la présence d’un
dérivé 1 d’une translocation chromosomique cryptique t(1;21), avec la peinture spécifique du

chromosome 21 présente sur le chromosome dérivé 1, der(1) (fleche rouge).

der(1)
s

der(21)
*

02HO056
La sonde RUNX1/

Figure 17 : Analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur métaphases,

La sonde du locus RUNX1 (couleur verte) hybride au niveau du chromosome 21 normal et des

chromosomes réarrangés dérivés, der(1) et der(21).
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Figure 18 : Les résultats de I’analyse FISH suggérent une fusion

De la partie 5> de RUNX1 avec la partie 3’ de PRDM16 sur le chromosome dérivé, der (1) et une
fusion potentielle de la partie 5> de PRDM16 avec la partie 3’ de RUNXL sur le chromosome dérivé,
der(21).

2. Investigation de la translocation t(7;17)(p15;922) en phase blastique de la
leucémie myeéloide chronique (cas 06H006) :

Un patient agé de 37 ans, ’analyse FISH a démontré une fusion BCR-ABL1 et chromosome
Philadelphie Ph(+)

La formule chromosomique a été établie comme suit :

46,XY,1(7;17)(p15,92?2),1(9;22)(q34.1;9q11.2)[9]/47,idem,+der(22)t(9;22)(q34.1;q11.2)[14]
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Figure 19 : translocation t(9;22)(q34.1;q11.2)

(fleches bleues), un deuxiéme Ph (fléche orange), ainsi qu’une translocation chromosomique entre
les bras courts du chromosome 7 et les bras longs du chromosome 17 (fleches rouges)
4(7;17)(p15,9272)
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Figure 20 : Identification du réarrangement du géne MSI2 dans la translocation

t(7;17)(p15;q922) par hybridation in situ en fluorescence.
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Figure 21 : Identification des transcrits de fusion MSI12-HOXA9 dans la translocation.t (7;17).

3. Investigation de la translocation t(8;17)(ql1;922) en phase accélérée de la

leucémie myeéloide chronique (cas 02H037) :
un patient de 40 ans, le caryotype standard a montré la formule chromosomique suivante :

47,XY,1(8;17)(9171;9272),t(9;22)(q34.1;911.2),+der(22)t(9;22)(q34.1;911.2)[21]
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Figure 22 : Caryotype en bandes GTG révelant la présence des translocations chromosomiques t
(8,17) t(9;22) et t(8;17) chez le patient 02HO037 : une translocation t(9;22)(q34.1;q11.2) (fleches
bleues), un deuxieme Ph(fleche orange), ainsi qu’une translocation chromosomique entre les bras

longs des chromosomes 8 et 17 (fleches rouges).
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Figure 23 : Identification de la fusion MSI2-SOX17 dans la translocation t(8;17) par hybridation in

situ en fluorescence.
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Figure 24 : Les résultats de 1’analyse FISH suggérent une fusion MSI12-SOX17 sur le chromosome
dérivé 17, der(17), et une fusion potentielle SOX17-MSI2 sur le chromosome dérivé 8, der(8).

4. Investigation de la translocation t(2;12) dans la phase blastique de la leucémie

myeloide chronique (cas 02H052)
Il s’agit d’un patient de 49 ans avec la formule chromosomique :
45,XY,1(2;12)(931;p13),der(9)t(9;22)(q34;911.2),-22[3]/47,XY,t(2;12)(q31;p13),

t(9;22)(q34;911.2),+der(22)t(9;22)(934;q11.2)[15]/46,XY[3].
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Figure 25 : Caryotype en bandes GTG révélant la présence des translocations
chromosomiques t(9;22) et t(2;12) chez le patient 02H052.
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Figure 26 : Identification d’un réarrangement du géne ETV6 par hybridation in situ en fluorescence
dans la t(2;12)(q31;p13) chez le patient 02HO052.
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Etude 2 : L'impact des aberrations cytogénétiques dans I'évolution clonale de la leucémie
myéloide chronique : une expérience monocentrique parmi 450 patients turcs
(CohortStudy)(Turk J Hematol ,2022).

Dans l'analyse cytogénétique et FISH, les ACAs et les CCAs ont été détectes dans 41 cas sur 450

(9,11 %). lls ont détecté les CCAs chez 12 patients et les ACAs chez 29 patients.

L'age moyen de ces patients était de 55 + 16,18 ans, et 15 (37 %) étaient des femmes tandis que 26

(63 %) étaient des hommes.

Chez les 12 patients avec CCAs, deux patients a la phase blastique (BP) et le reste a la phase
chronique (CP), ont été traité par :imatinib (n=5), dasatinib (n=1), nilotinib (n=2), and azacitidine
(n=2). La MMR est observée chez 3 cas parmi 9 cas et la CCyR est observée chez 1 cas parmi 8

Cas.

Parmi les 29 patients présentant des ACAS :

Quatorze cas ont traité par imatinib, 5 avec dasatinib, 7 avec nilotinib, and 1 avec

azacitidine.

- Vingt-deux cas, ont été a la phase chronique (CP) et 5 patients a la phase blastique (BP)
représentant une leucémie aigué.

- MMR est détecté chez 8 parmi 26 cas,

- CCyR est détecté chez 10 parmi 23 cas.

Les résultats de cytogénétique conventionnelle ont été tres distincts entre les patients ayant des
ACA:s et les patients ayant CCAs parmi les 41 patients :

41/450 cas possédent des anomalies soit de type MRAs et de type MiRAS

- L’anomalie chromosomique la plus commun était +8 (la trisomie 8), qui a observe chez
16/41 patients (39.02%), dont 5 patients parmi 16 (31.25%) ayant CCAs (Ph(-)).

- LOY, délétion du chromosome Y, est identifiée chez 4 les patients ayant ACAs parmi les 41
patients, dont un cas portant une trisomie 8 en plus.

- Un chromosome de Philadelphie dupliqué est retrouvé chez 9/41 patient (21.95%)

- Des caryotypes complexes sont observés chez 2/41patients (4.87%)
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DISCUSSION

La présence du chromosome Philadelphie a un réle important dans le diagnostic et le pronostique de

LMC. Actuellement, la thérapie par les inhibiteurs tyrosines kinases est tres bien réussissent.

Des aberrations chromosomiques chez les patients de LMC pouvant se développées dans la presence
du chromosome Philadelphie Ph(+), c’est le cas de ACA c.-a-d. Aberrations Chromosomiques
Additionnelles. De plus, il existe également des anomalies chromosomiques chez les patients de
LMC, mais, on absence du chromosome Philadelphie Ph(-), ¢’est le cas de CCA c.-a-d. Aberration

Cytogénétique Clonale.

Il a été établi que ces aberrations CCAs et ACAs, se développent apres le traitement par les
inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI), et elles sont tres frequentes chez les patients atteints de LMC

en phase plus avancée (accélération et/ou blastique) (67).

Les CCAs et ACAs sont classés selon le pronostique de LMC en MRAs, anomalies « major route »
et MiRAs : anomalie «mineur route ». Les MRAS regroupe les anomalies suivantes : trisomie 8
(+8), isochromosome 17q [i(17q)], Ph dupliqué (+Ph), trisomie 19 (+19), monosomie 7 (-7) et le
réarrangements 3q26 (par exemple :inv(3) et t(3;3)(g21g26). Alors que, les MiRAs regroupentle
reste des anomalies chromosomiques. De plus, les MARs donne un mauvais pronostique par rapport
au MIRAs(68).

Basant sur la survie des patients, Hehlmann et al. ont classé les ACAs en anomalies & haute risque
(+8, +Ph, i(17q), +17, +19, +21, 3926.2, 11923, -7/7q, et caryotype complexe. ) et anomalies a

faible risque (regroupe le reste d’anomalies)
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Etude 01 :Caractérisation cytogenetique et moléculaire des translocations
chromosomiques dans la phase blastique de la leucémie myéloide chronique (Sawcéne
Hazourli, 2012).

1. Caractérisation de la translocation t(1;21) et identification des fusions
RUNX1-PRDM16, des formes tronquées de RUNX1 et activation de PRMD16 :

Dans la translocation chromosomique cryptique t(1;21)(p36.3;922), nous avons identifié et rapporté
un réarrangement des genes RUNX1 (antérieurement nommé AML1) et PRDM16 (antérieurement
nommé MEL1) (53).

Le facteur de transcription RUNX1 « runt-related transcription factor 1 » est la sous-unité alpha du
CBF « Core Binding Factor ». Le complexe protéique CBFo/CBFp se lie a ’ADN cible aux
séquences enhancer (TGTGGT) au niveau des régions régulatrices de plusieurs génes importants
pour la différenciation hématopoiétique, dont CSF1R ,CSF2 (54), CD4 (55), IL3 (19) et BLK (22).

RUNX1 est fréguemment altéré dans les leucémies par des remaniements chromosomiques, des
mutations ponctuelles ou une amplification associées a différents types de leucémie dont la LAM, la
LAL, ainsi que la LMC en phase blastique(56).

Quant a PRDM16 (PR domain containing 16), il code pour une protéine en doigts de zinc avec un
domaine PR (PRDI-BF1-RIZ1 homologous), qui est capable de se lier a I’ADN pour faire la
régulation de la transcription. Cette famille de génes comprend aussi MDS1-EVI1I/MECOM (3g26),
RIZ1/PRDM2 (1p36), BLIMP-1/PRDM1 (6G21) et PFM1/PRDM4 (12023). Cette famille serait
impliquée dans les cancers humains de deux fagons différentes dépendamment de la présence ou de
I’absence du domaine PR (25).

Dans 1’étude 01, la translocation t(1;21) est la fusion des exons 5 et 6 de RUNX1 avec le gene
partenaire, suggere que le point de cassure génomique est localisé au niveau de I’intron 5 et/ou 6 du
géne RUNX1, un des points de cassure communs de plusieurs translocations RUNX1 dans les
leucémies. En effet, il a été identifié dans les translocations chromosomiques les plus fréquentes,
soit la t(8;21)(g22;922) et la t(3;21)(926;022).
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Cette région a été associée a des sites de fixation de I’enzyme topoisomérase II ou des sites

DNAse.
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Figure 27 : Modéle proposeé du réle oncogénique de la t(1;21) dans la progression de la

leucémie myéloide chronique (58).

Les protéines de fusions prédites RUNX1-PRDM16, contiennent le domaine RHD de RUNX1 qui

est le site de liaison a ’ADN des génes cibles de RUNX1, et le site d’hétérodimérisation avec CBFf3

(Figures). Une hypothese possible est que le réle de RUNX1 dans la différenciation

hématopoiétique pourrait étre affecté suite a I’interaction de RUNX1 (allele transloqué) avec CBFf.

En effet, si CBFP a plus d’affinit¢ avec RUNXI1 muté, le fonctionnement de RUNX1 normal

pourrait étre perturbe.
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L’effet oncogénique de la fusion RUNX1-PRDM16 n’est été pas bien étudié, soit celui de
I’activation de la forme courte de PRDM16, la surexpression de PRDM16s pourrait bloquer la
différenciation des cellules immatures (CSHs/progéniteurs), et/ou augmenter la survie et
I’autorenouvellement de ces cellules. D’autres mécanismes potentiels, détaillés dans la figure 39,
sont aussi possibles. Des études fonctionnelles seront nécessaires pour étudier les effets
oncogéniques de cette nouvelle fusion(56).

2. Caractérisation de la translocation t(7;17) et identification des fusions MSI2-
HOXA, des formes tronquées de MSI2 et activation de plusieurs genes du
cluster HOXA :

L’investigation de la t(7;17) a révélé I’implication de quatre génes, dont MSI2 au niveau de la bande
chromosomique 17922 et trois génes du cluster HOXA, HOXA9, HOXA10 et HOXA11, au niveau de
la bande chromosomique 7p15 dans la phase blastique de la LMC.

Chez I’humain, les études d’expression ont démontré que HOXA9 est surexprimé dans plusieurs

LAM et est un marqueur de mauvais pronostic (57).

Suite au réarrangement du locus HOXA et au positionnement des génes HOXA en aval de MSI2

’effet des éléments régulateurs en Cis et en trans du locus HOXA pourrait étre alteré.
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Figure 28 : Modeéle proposé du réle oncogénique de la t(7;17) dans la progression de la leucémie

myéloide chronique (58).

La protéine MSI2 posséde deux domaines de liaison a I’ARN, les domaines RRM (RNA recognition

motif). Les protéines HOXA possedent un domaine de liaison a I’ADN, le domaine homéobox.

Suite a la t(7;17), il y a formation d’une forme tronquée de MSI2 qui pourrait étre traduite en une

protéine prédite avec un seul domaine RRM. Cette protéine pourrait potentiellement affecter

I’épissage alternatif des ARN cibles, avoir de nouvelles fonctions et/ou étre impliquée dans

I’immortalisation et/ou la prolifération des cellules souches hématopoiétiques (CSHs). L’activation

des genes HOXA pourrait affecter la différenciation hématopoiétique et étre impliquée dans
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I’augmentation de la prolifération et de 1’autorenouvellement des CSHs par différentes voies comme
la voie Wnt ou I’activation des voies Notch et Hedghog. Ces altérations pourraient coopérer avec la

fusion BCRABL.1 dans la progression de la leucémie myéloide chronique (LMC) (53).

3. Caractérisation de la translocation t(2;12) et identification de la fusion ETV6-
HOXD11, d’une forme tronquée de ETV6 et activation de HOXD9 :

Le gene ETV6 (ETS variant gene 6) code pour un répresseur de la transcription. Il fait partie de la
famille des facteurs de transcription ETS (E-twenty six) essentiels pour I’hématopoic¢se adulte.
Lorsqu’altéré, il joue un role important dans plusieurs types de cancers, incluant les leucémies
(Bohlander, 2005). Le réle de ETV6 au niveau de 1’hématopoiése adulte a été démontré par Wang et
al (58).

Suite a la t(2;12), il y a une activation de HOXD9 qui pourrait augmenter la prolifération et la survie
des cellules souches hématopoiétiques (CSHs). L’altération d’un des deux alléles de ETV6 lors
d’une translocation chromosomique pourraitinduire une différenciation hématopoiétique anormale
mais aussi une anomalie du pool desCSHs . Ces altérations pourraient coopérer avec la fusion BCR-

ABL1 dans la progression de la leucémie myéloide chronique (LMC) (59)(56) .
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Figure 29 : Modeéle proposé du réle oncogénique de la t(2;12) dans la progression de la leucémie

myeéloide chronique(58).

4. Caractérisation de la translocation t(8;17) et identification de I’altération des
génes MSI2 et SOX17

L’investigation de la translocation chromosomique t(8;17)(q11;q22) a révélé une altération du geéne
MSI2 et du locus SOX17. L’¢étude 01 présente pour la premiére fois la caractérisation moléculaire de

cette translocation récurrente.

Suite a la t(8;17), il y a la formation d’une forme tronquée de MSI2 qui peut donner une
protéine prédite avec un seul domaine RRM, qui pourrait affecter 1’épissage alternatif des ARN
cibles, avoir de nouvelles fonctions et/ou étre impliquée dans I’immortalisation et/ou la prolifération
des CSHs. L’activation de SOX17 sous forme d’un nouveau transcrit, pourrait activer la voie de

signalisation Wnt et augmenter ’autorenouveélement et la prolifération des cellules souches
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hématopoiétiques (CSHs). L’activation de SOX17 pourrait aussi inhiber la voie de signalisation
TGFp ce qui va entrainer une augmentation de la prolifération. Ces altérations pourraient coopérer

avec la fusion BCR-ABL1 dans la progression de la leucémie myéloide chronique (LMC)(58).
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Figure 30 : Modele proposé du r6le oncogénique de la t(8;17) dans la progression de la leucémie

myeloide chronique (58).
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Etude 2: L'impact des aberrations cytogénétiques dans I'évolution clonale de la
leucémie myéloide chronique : une expérience monocentrique parmi 450 patients turcs
(Cohort Study)( Turk J Hematol ,2022).

Dans I'analyse cytogenétique et FISH, les ACAs et les CCAs ont été détectés dans 41 cas sur 450
(9,11 %), ce qui est conforme a la littérature (entre 5%-12.7%)(73)(74).

L'age moyen de ces patients (55 + 16,18 ans) était également conforme au données de la littérature
(entre 30 et 60 ans). De plus, On remarque une prédominance masculine (Hommes : 26 (63 %) et
femmes : 15 (37 %)), avec sex ratio : 1.70 conforme a la littérature (1.4 & 2.2) (75).

La majorité des anomalies chromosomiques observées dans cette études sont a haute risque et qui

donne un mauvais pronostic, anomalies « major route » MRAs :

- L’anomalie chromosomique la plus commun était +8 (la trisomie 8), qui a observé chez
16/41 patients (39.02%) anomalies « major route » MRAS, qui représente un mauvais
pronostique.

- Un cas portant LOY et une trisomie 8 en plus, ce qu’il donne un mauvais pronostique et
augmente le risque.

- Un chromosome de Philadelphie dupliqué est retrouvé chez 9/41 patient (21.95%),
anomalies « major route » MRAS, qui représente un mauvais pronostique.

- Des caryotypes complexes, qui sont classé a haute risque, sont observés chez

Cependant, Trois patient LOY, délétion du chromosome Y, anomalie «mineur route » MiRAs a

faible risque.
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CONCLUSIONS :

- L’identification de différents types de transcrits de fusion, d’épissages alternatifs et/ou une
expression aberrante des genes réarrangés dans ces translocations chromosomiques nous a permis de

distinguer trois conséquences possibles de ces translocations.

1) la formation de genes de fusion avec des séquences qui correspondent & des domaines des deux
genes impliqués, générant une possible protéine chimérique avec un gain de fonction ayant un
potentiel oncogénique. C’est le cas de la t(1;21)/RUNX1-PRDM16.

2) I’activation de I’expression des geénes impliqués dans les translocations, tel que décrit pour la
translocation t (1 ; 21) avec activation de PRDM16, les translocations t (7 ; 17) et t (2 ; 12) avec
activation des genes HOXA/D et la translocation t (8 ; 17) avec activation de SOX17.

3) un épissage alternatif aberrant donnant de nouvelles formes tronquées tel que les formes
tronquées de RUNX1, ETV6 et MSI2.

- Les ACA et les CCA ont des effets négatifs sur MMR, avec un mauvais pronostique

- La détection de ces aberrations cytogénétiques est importante car elles offrent des signaux d'alerte
pour le traitement de la LMC et le suivi des patients. De plus, @ mesure que de plus en plus
d'anomalies chromosomiques sont signalées, leur signification pronostique deviendra plus claire.
Enfin, ces anomalies ne peuvent étre détectées que par des méthodes cytogénétiques, indiquant que

la méthode cytogénétique conventionnelle est toujours considérée comme la norme dorée.
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Résumé

La leucémie myéloide chronique (LMC) apparait lorsqu'une cellule-souche pluripotente subit une transformation

maligne et clonale, entrainant une surproduction de granulocytes matures et immatures.

Elle est caractérisée par la translocation t(9;22)(g34;911.2) qui résulte en la formation du chromosome de
Philadelphie et du réarrangement BCR-ABL. Le réarrangement BCR-ABL se détecte de préférence par biologie moléculaire.
Initialement asymptomatique, la progression de la leucémie myéloide chronique (LMC) est insidieuse, avec des
manifestations non spécifiques "bénignes" (sensation de malaise, anorexie, perte de poids) aboutissant finalement a une phase
d’accélération ou phase blastique avec des signes plus inquiétants tels qu’une splénomégalie, une paleur, des ecchymoses, des
hémorragies, une fievre, des adénopathies, des Iésions cutanées. Les frottis sanguins et médullaires, ainsi que la mise en
évidence du chromosome Philadelphie confirment le diagnostic. Le traitement repose sur les inhibiteurs de la tyrosine kinase
(ITK), tels que I'imatinib, le dasatinib, le nilotinib et le bosutinib, qui améliorent considérablement la réponse et prolongent la
survie. Les agents myeélosuppresseurs, la transplantation de cellules-souches et I'interféron alpha peuvent aussi parfois étre

utiles.

Notre travail consiste en une recherche bibliographique concernant les différentes anomalies chromosomiques de la leucémie
myéloide chronique en la phase chronique et la phase blastique (accutisation). Nous avons présenté 1’apport de la

cytogénétique et la cytogénétique moléculaire de la LMC
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