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Introduction

Les leucémies sont des hémopathies malignes caractérisées par 1’accumulation et/ou la
prolifération de cellules hématopoiétiques dans la moelle osseuse et le sang ; il existe des leucémies
chroniques et des leucémies aigués. Les leucémies chroniques sont caractérisées par une évolution
lente et par la prolifération et I’accumulation de cellules originaires de la moelle osseuse a un stade
avancé de leur différenciation. Dans le cas ou cette prolifération concerne des cellules
lymphocytaires (cellules lymphoides de la lignée B) on parlera de Leucémies Lymphoides
Chroniques (LLC), s’il s’agit de cellules myéloides (lignée granulocytaire essentiellement) de
Leucémies Myéloides Chroniques (LMC). Les leucémies aigués sont, elles, caractérisées par une
évolution rapide et par la prolifération dans la moelle osseuse et dans le sang de cellules immatures.
Suivant I’origine des blastes, lymphoblastes ou myéloblastes, on parle de Leucémies Aigués
Lymphoblastiques ou Myéloblastiques (LAL ou LAM). Les leucémies doivent étre distinguées des
lymphomes qui sont aussi des hémopathies mais se développant dans les aires lymphoides
secondaires et des myélomes dont le foyer initial de la maladie est aussi la moelle osseuse mais dont
le passage dans le sang est faible ou nul [1].

Les LAM correspondent a un groupe hétérogéne d’hémopathies malignes caractérisé par la
prolifération anormale et excessive de cellules hématopoiétiques immatures généralement localisées
dans la moelle osseuse et le sang. Ces cellules, communément appelées blastes, sont bloquées dans
leurs différenciation a un stade précoce et inhibent le fonctionnement de la moelle osseuse normale
(soit par un encombrement physique de 1’espace médullaire, soit par une inhibition de la
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques normaux soit par 1’association des deux
mécanismes). Méme si I’ensemble des LAM présentent de nombreuses similitudes cliniques et
biologiques, la variabilité des réponses a la chimiothérapie et du pronostic atteste de 1’hétérogénéité
de ces hémopathies [2, 3].

Le diagnostic et la prise en charge thérapeutique des LAM font aujourd’hui une large place aux
techniques de cytogénétique (conventionnelle et moléculaire) et de biologie moléculaire en
complément de techniques usuelles (hémogramme, myélogramme et cytochimie). La thérapeutique
reste difficile a cause des résistances et des rechutes aux traitements chimiothérapeutiques
classiques. Des thérapies ciblées basées sur les connaissances de la physiopathologie des LAM sont
en cours de développement [2, 3].

L’étiologie des LAM demeure, en grande partie, inconnue. Les facteurs étiologiques reconnus sont
génétiques endogenes (constitutionnels ou acquis) ou environnementaux. Les facteurs de risque
bien établis accréditent 1’idée d’une hétérogénéité étiologique sous-jacente a cette diversité. Ceci
n’exclut pas que plusieurs hémopathies puissent partager des facteurs de risque, notamment

environnementaux [2, 3].
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Introduction

De nombreux progres ont été réalisés dans la compréhension des mécanismes moléculaires de
leucémogenese. La part de la génétique, méme si cela n’est pas simple a déterminer, est de plus en
plus étudiée. De nombreux travaux ont mis en évidence le rdle de facteurs génétiques dans la
survenue de LAM. Initialement axés vers 1’identification de mutations rares a forte pénétrance
(oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs), cependant, et au cours de la derniere décennie, un
nombre considérable d’études qui prospectent I’implication de polymorphismes génétiques a été
mené (genes impliqués dans diverses voies métaboliques qui peuvent avoir un impact important au
niveau de la population). Les polymorphismes génétiques pourraient expliquer, partiellement,
I’étiologie des LAM [4].

Le concept de susceptibilité génétique au cancer n’est pas nouveau. De nombreux exemples ont
montré que la transmission héréditaire de certaines mutations était associée a un treés haut risque de
cancers tels que le rétinoblastome, le syndrome de Li-Frauméni, la polypose adénomateuse ou
certains cancers du sein. Cependant, ces mutations sont tres rares dans la population générale et leur
contribution a I’incidence des cancers est faible. Par ailleurs, on sait qu’un grand nombre de cancers
est due a des facteurs environnementaux. De nombreuses études épidémiologiques ont montré le
role des expositions professionnelles (hydrocarbures aromatiques polycycliques, amiante, amines
aromatiques, benzene, chlorure de vinyle) dans le développement de cancers. Les interactions entre
facteurs génétiques et environnementaux constituent un axe de recherche en plein essor [S].

Les LAM représentent un modele privilégié des mécanismes de cancérogenese chez 1’homme, par
la présence récurrente d’anomalies génétiques impliquées dans leur processus oncogénique, et par
la disponibilité de matériel tumoral. Il est probable que 1’évolution des capacités d’analyse, de la
grande quantité de résultats obtenus lors des études globales des transcrits et des protéines
(génomique et protéomique) des échantillons leucémiques, permettra de dégager de nouvelles pistes

dans la compréhension du processus tumoral et une prise en charge thérapeutique plus efficace [6].

Notre travail de recherche vise a :

- Faire une recherche bibliographique bien documentée sur 1’aspect biologique des LAM avec
une syntheése exhaustive sur 1’épidémiologie, I’étiologie et la génétique de ces pathologies

complexes (genes impliqués et altérations géniques rencontrées).

- Prospecter, par une méta-analyse et une étude cas-témoins, I’implication du polymorphisme
C677T de la MTHFR (5,10-Méthylene TétraHydroFolate Réductase) dans 'incidence des
LAM.

]
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Chapitre 1 Sang, moelle et hématopoiese

I- Lesang:

Le sang est un tissu conjonctif spécialisé, constitué d’un liquide, le plasma, dans lequel des
cellules diverses (éléments figurés) circulent en suspension. C’est un liquide rouge et épais,
légerement alcalin (pH entre 7,35 et 7,45). Le sang contient différents types de cellules, ayant des
caractéristiques et fonctions biologiques distinctes ; un role dans le transport de I’oxygene pour les
globules rouges, dans I’inflammation et la phagocytose pour les granulocytes et les monocytes, dans
I’hémostase pour les plaquettes et dans I'immunité spécifique pour les lymphocytes (voir annexe
D.

Un dysfonctionnement quantitatif ou qualitatif de I'un des composants du tissu sanguin est
susceptible d’entrainer diverses pathologies avec une symptomatologie clinique et biologique tres

contrastée [7, 8].

1-1- Le plasma : ou phase liquide du sang, est composée a 90 % d'eau chargée de sels minéraux. Il
est également trés riche en protéines, notamment en albumine, qui contribue au transport de divers
constituants au sein de l'organisme. Les Immunoglobulines (Ig), également en suspension dans le
plasma, participent dans la lutte contre les agents infectieux. Le plasma contient également

des facteurs de coagulation (ou anti-hémophiliques) [1i].

1-2- 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) et des fragments de cytoplasme, les plaquettes (ou thrombocytes). Leurs origine est
médullaire, provenant d'une méme Cellule Souche Hématopoiétique (CSH) pluripotente, apres
intervention directe ou indirecte de facteurs de croissance hématopoiétiques agissant sur la
différenciation et la maturation de lignées cellulaires médullaires, avec passage dans le sang

d'éléments ayant fini leurs maturations [9].

a- Les globules rouges : cellules anucléées de forme biconcave, produites dans la moelle osseuse.
L'érythropoiese c'est-a-dire la syntheése des hématies, est régulée par des hormones notamment
1'ErythroPOiétine (EPO). Apres plusieurs étapes de différenciation, les érythrocytes passent dans
la circulation sanguine ou leur rdle est le transport de l'oxygene. Elles se composent d’une
membrane et d’'un cytoplasme [2i]. Cette membrane permet les échanges entre plasma et
cytoplasme. A sa surface, des charges électronégatives assurent une certaine force répulsive
empéchant les globules rouges de s'agglomérer. Le cytoplasme qui contient, outre de 1'eau, des
ions minéraux (K, Na" et Ca"™) et du glucose en provenance du plasma, deux constituants

protéiques essentiels : I'HéEmoglobine (Hb) et les enzymes érythrocytaires [10].

]



Chapitre 1 Sang, moelle et hématopoiese

b-

Les PolyNucléaires Neutrophiles (PNN): les PNN sont des cellules spécialisées dans la
destruction des agents pathogenes par phagocytose et bactéricidie. Dans la circulation sanguine,
les PNN ne sont qu'en transit (en 12 heures on estime que 50 % des PNN produits par la moelle,
ont quitté le systetme vasculaire). Leur objectif est les tissus qu'ils gagnent pour y’ remplir leur
role de défense antibactérienne non spécifique). En cas de chiffre supérieur a la normale, on

parle de polynucléose neutrophile, et dans le cas inverse, de neutropénie [9, 10].

Les PolyNucléaires Eosinophiles (PNEo) : ils sont de structure comparable aux PNN. IIs en
different par leurs granulations spécifiques €osinophiles. Leur nombre s’éleve dans certaines

parasitoses et en cas d’allergie [9, 10].

Les PolyNucléaires Basophiles (PNB) : ce sont les acteurs majeurs de la réaction allergique et
de divers événements immuns et inflammatoires (réactions d’hypersensibilité). Ils agissent par la
libération de composés vasoactifs (histamine) et immuno-modulateurs contenus dans leurs

granules, apres stimulation, faisant intervenir ou non des IgE [3i].

Les Monocytes (Mono) : les monocytes naissent au niveau de la moelle puis circulent dans le
sang. IIs ne séjournent que peu de temps dans le sang ou leur nombre varie de 200 a 1000/mm3
dans les conditions physiologiques. Apres leur séjour intra vasculaire, les monocytes se rendent
vers les différents tissus (moelle osseuse, rate, ganglions, tissus conjonctifs, tissus sous-cutanés,
poumons et séreuses) ou ils deviennent des macrophages. On peut donc dire que les monocytes
sanguins sont une forme circulante “‘intermédiaire” du systeéme des phagocytes mononuclées

encore appelé systeme réticulo-endothélial [4i].

Les lymphocytes : issus de la moelle osseuse, les cellules lymphoides occupent pour leur
maturation les organes lymphoides centraux (moelle osseuse pour les lymphocytes B, thymus
pour les lymphocytes T). Les lymphocytes T sont responsables de I'immunité cellulaire, les
lymphocytes B de I'immunité humorale. Ils migrent ensuite vers les organes lymphoides
périphériques (la rate et les ganglions). A partir des ganglions, les lymphocytes vont recirculer
dans le sang périphérique, via les vaisseaux lymphatiques, pour revenir aux ganglions ce qui
assure une recirculation permanente des lymphocytes entre systemes sanguin et lymphatique.
Les lymphocytes B circulants sont des cellules au repos, capables de se transformer pour jouer
leur role dans la défense de 1'organisme. Ils se transforment alors en plasmocytes synthétisant des
anticorps. Seules des études immunologiques spécialisées des marqueurs membranaires
permettent de différencier les lymphocytes B et T. En cas de numération supérieure a la normale
(1000 a 4000 lymphocytes/mm?3 chez 1’adulte et plus du double chez I’enfant), on parle
d’hyperlymphocytose, en cas de chiffre inférieur de lymphopénie [4i].
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Chapitre 1 Sang, moelle et hématopoiese

g- Les Plaquettes (Pq) : entités acellulaires qui proviennent de la fragmentation du cytoplasme
d'une tres grande cellule médullaire, le mégacaryocyte. Elles ne possédent donc pas de noyau.
Chaque mégacaryocyte libere plusieurs milliers de plaquettes dans le sang. La membrane qui
entoure les plaquettes comporte des phospholipides et des glycoprotéines au role fondamental
dans les phénomenes de 1'hémostase primaire et de la coagulation. Son organisation intérieure
avec un cytosquelette, des granulations de différents types, un systtme de communication avec

l'extérieur, est tres complexe [4i].

II- 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. C’est un tissu “mou’, par conséquent il est protégé par de 1’0s qui est un tissu
dur. Si on rassemblait toute la moelle osseuse chez un adulte, la masse obtenue peserait 1,6 a 3 kg
[11, 12]. Cet “organe” est tres spécial, car anatomiquement diffus, s'étend a l'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 hématogene
(hématopoiétique ou “moelle rouge”) et d’un tissu adipeux (graisseux ou ‘moelle jaune ") [13].

La moelle hématopoiétique, anatomiquement dispersée dans de multiples pieces osseuses est
enfoncée a l'intérieur d’un cadre osseux. L'examen d'une coupe de moelle d'os spongieux
hématogene permet de reconnaitre différentes structures en disposition concentrique, composé de
I’extérieur vers l’'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, véritable structure hématogeéne, mais qui serait, non fonctionnelle
sans les autres structures citées précédemment [14, 15].

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
I’adulte, on la trouve dans les logettes de 1’os spongieux de certaines épiphyses, dans les vertebres,
les cotes, les os plats (sternum, os iliaque) et le crane. Un balancement existe entre la moelle
hématogene et la moelle adipeuse. L'involution médullaire, se produit avec 1’age, et se traduit par
une réduction progressive de la moelle rouge hématogene, remplacée par la moelle jaune adipeuse.
La moelle osseuse hématopoiétique assure plusieurs fonctions : hématogéne, immunologique et
ostéogene (assurant la formation, la croissance et le modelage du tissu osseux avec des ostéoblastes

et des ostéoclastes) [16, 17].
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III- L’hématopoiese :

3-1- Définition :

L’hématopoiese est un processus physiologique ayant pour but la production continue et
régulée des cellules du sang. Ces dernieres ayant une durée de vie limitée (environ 7 jours pour les
plaquettes, 120 jours pour les globules rouges et 24 heures pour les polynucléaires), environ 10"
cellules qui sont produites chaque jour pour garder un nombre constant de cellules sanguines en
situation physiologique. Ce renouvellement permanent est soumis a une régulation fine au sein de la
niche hématopoiétique. Toutes les cellules du tissu sanguin sont produites a partir des CSH ;
cellules capables a la fois d’autorenouvelement (permettant de maintenir constant le pool de CSH
multipotentes) et de différenciation (en progéniteurs non multipotents en réponse a un signal
exogene). L’hématopoiese normale est donc un processus qui permet 1’équilibre entre 1’auto-
renouvelement des cellules et leur différentiation.

Au sein de I'hématopoiese, on distingue la myélopoicse, permettant la production des cellules
myéloides (hématies, polynucléaires, monocytes et plaquettes), et la lymphopoiese permettant la
production des lymphocytes. La régulation de I'hématopoiese est sous le contrdle de nombreux
facteurs de croissance. Les progéniteurs seront capables de donner, apres différenciation, tous les
types de cellules sanguines (voir figure 01).

Au stade embryonnaire, 1’hématopoiese ‘primitive” se déroule dans le sac vitellin puis dans la
région Aorte-Gonade-Mésonéphros (AGM). Les CSH vont ensuite coloniser le foie fcetal, le
thymus, la rate et enfin la moelle osseuse ou elles s’installent de maniere définitive. Celle-ci est
localisée dans tous les os chez I’enfant puis, chez 1’adulte, principalement dans les os plats et courts
: le sternum, les os iliaques et les corps vertébraux. Apres la naissance, 'hématopoiese se déroule
chez I'hnomme, dans la moelle des os, et en particulier chez I'adulte dans 1'os sternal, les os iliaques
et la t€te du fémur, ce sont donc des lieux de ponctions en cas de soupcon de problemes

hématopoiétiques (myélogramme et Biopsie Ostéo-Médullaire (BOM)) [5i].

3-2- Les compartiments de I’hématopoiese :
a- Les CSH: cellules souches adultes multipotentes, elles ne représentent qu’un tres faible
pourcentage des cellules médullaires (0,01 a 0,05 %). Elles se caractérisent par :
- L’auto-renouvelement, permettant un maintien du pool de CSH tout au long de la vie ;
- La multi-potence, leur conférant la possibilité de générer les différents types cellulaires
hématopoiétiques ;

- La capacité de différenciation, permettant leur engagement vers une lignée hématopoiétique.
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Ces cellules possedent la capacité de reproduire une hématopoiese lorsqu’elles sont greffées dans
des souris immunodéprimées. Le phénotype des CSH humaines est classiquement le suivant :

CD (Cluster of Differentiation) 34+Thyl1+CD38-HLA (Human Leukocyte Antigen)-DR-CD33-.

Les progéniteurs : plus nombreux que les CSH, les progéniteurs restent cependant minoritaires
et non identifiables sur un myélogramme (1 progéniteur pour 1000 cellules médullaires). Ces
cellules perdent la capacité d’auto-renouvelement mais possedent des capacités de prolifération
importante. On distingue les progéniteurs immatures et les progéniteurs dits “‘clonogéniques”
possédant la capacité a produire des colonies. Ils sont mis en évidence par des techniques de
culture cellulaire en milieu semi-solide ou liquide en présence de facteurs de croissance. On
classe alors les progéniteurs clonogéniques suivant le temps pour obtenir des colonies cellulaires,
les types cellulaires qui composent les colonies, leur aspect et leur taille. On distingue
classiquement grace aux techniques de culture cellulaire : Les LTC-IC (Long Term Culture
Initiating Cells), les CFU-GEMM (Colony Forming unit - Granulocyte Erythrocyte Monocyte
Mégacaryocyte), les CFU-GM (Colony Forming Unit - Granulocyte Monocytes), les CFU-G et
CFU-M, les BFU-E (Burst Forming Unit - Erythrocyte) et les CFU-E (Colony Forming Unit -
Erythrocyte), les CFU-Meg (Colony Forming Unit - Megakaryocyte).

Les précurseurs : les précurseurs sont des cellules identifiables sur un myélogramme car ils

présentent des caracteres morphologiques spécifiques de lignées. Ils ne sont pas capables d’auto-

renouvelement. Ce sont des cellules différenciées en cours de maturation. Ces cellules sont

capables d’un nombre limité de mitoses et sont normalement localisées dans la moelle osseuse.

On distingue :

- Pour la lignée érythroide : les proérythroblastes, les érythroblastes basophiles, les
érythroblastes polychromatophiles et les érythroblastes acidophiles.

- Pour la lignée mégacaryocytaire : les mégacaryoblastes, les mégacaryocytes basophiles, les
mégacaryocytes granuleux et les mégacaryocytes matures.

- Pour la lignée granuleuse : les myéloblastes, les promyélocytes, les myélocytes et les
métamyélocytes.

- Pour la lignée monocytaire : les monoblastes et les promonocytes.

Les cellules et particules anucléées matures: les cellules matures (terminales et
fonctionnelles) du sang sont composées des polynucléaires granuleux (neutrophiles, éosinophiles
et basophiles), des lymphocytes et des monocytes. Les particules anucléées matures sont les
réticulocytes, les hématies et les plaquettes. Une fois matures, ces éléments passent la barricre

médullo-sanguine, composée essentiellement des cellules endothéliales des capillaires sanguins.
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Figure 01 : Modele général de I’hématopoicse (Kaushansky et al., 2006).

Le développement des cellules sanguines débute a partir d'une CSH, qui peut subir soit auto-
renouvelement ou la différenciation en une lignée des cellules Progénitrices Communes Myéloides
(CMPs) ou Lymphoides (CLPs) qui donnent naissance a d’autres progéniteurs plus différenciés. De
ces dernieres descendent les cellules terminales matures. Les cytokines et facteurs de croissance
favorisant la survie, la prolifération et/ou la différenciation de chaque type de cellule sont indiqués

en rouge.
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3-3- Régulation de I’hématopoiese :

La régulation de 1I’hématopoicse est complexe. Elle dépend essentiellement de facteurs de
croissance et de 1’existence d’un microenvironnement médullaire (matrice extracellulaire et cellules
stromales : fibroblastes, cellules endothéliales et adipocytes). Plusieurs facteurs de croissance sont
impliqués dans la régulation de toute 1’hématopoiese, en agissant principalement au niveau des
progéniteurs primitifs, comme 1’InterLeukine 1 (IL1), I'IL6 et le SCF (Stem Cell Factor). D’autres
sont plutdt spécifiques a une lignée, en agissant sur des progéniteurs plus tardifs, comme 1’EPO, le
M-CSF (Myeloid - Colony Stimulating Factor) et le G-CSF (Granulocyte - Colony Stimulating
Factor). Cette régulation spécifique est importante étant donné la différence de durée de vie et la
diversité de fonctions des cellules sanguines. Le rdle de ces cytokines et de I’environnement de la
cellule dans son engagement de différenciation n’est pas encore bien é€lucidé. Ces signaux
pourraient étre déterminants dans I’engagement en différenciation de la cellule ou autoriseraient
uniquement la survie, la prolifération et la différenciation de la cellule, en offrant un environnement
permissif et sélectif, n’ayant pas ainsi de responsabilité dans le destin de la cellule (renouvellement
versus détermination). Cette décision est probablement dictée par des facteurs de transcription, dont

les mécanismes de contrdle sont loin d’étre totalement connus [18, 19].

a- Les facteurs de croissance : les facteurs de croissance hématopoiétiques sont des glycoprotéines
secrétés principalement en mode paracrine (par les cellules du stroma médullaire) agissant comme
des hormones hématopoiétiques. Ces facteurs peuvent étre soit activateurs, soit inhibiteurs du

processus hématopoiétique : ceux qui activent I’hématopoiese peuvent étre classés en 3 groupes :

» Facteurs synergiques : ces facteurs agissent sur les cellules souches primitives en augmentant
leur nombre en cycle cellulaire, en assurant leur survie et en les sensibilisant aux autres facteurs
par ’augmentation du nombre de récepteurs transmembranaires [20]. Sont principalement les :
SCF, IL1, IL6, LIF (Leukemia Inhibitory Factor), FLt-3 (Fms-related tyrosine kinase 3 ligand),
et méme la ThromboPOiétine (TPO). Bien que fiit initialement considérée comme un facteur
agissant sur les cellules engagées vers une différenciation mégacaryocytaire [21, 22], il a été

récemment démontré qu’elle pouvait induire une prolifération des CSH [23].

» Facteurs multipotents : ce sont principalement les : IL-3, GM-CSF (Granulocyte Monocyte -
Colony Stimulating Factor). Les IL-3 dont la syntheése est extra-médullaire (lymphocyte T,
mastocytes et cellules gliales) ; agissent sur toutes les lignées hématopoiétiques ; ils induisent
une prolifération des progéniteurs et favorisent une différenciation de toutes les lignées (sauf
érythroblastiques). Le GM-CSF est produit par plusieurs types cellulaires tels que les

lymphocytes T, les monocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes ou les ostéoblastes.
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Il agit principalement sur la prolifération et la différenciation des lignées granulocytaires et
macrophagiques [24, 25] mais est aussi capable d’induire la différenciation des mégacaryocytes,

des €osinophiles et en présence d’érythropoiétine, des érythrocytes [24].

» Facteurs restreints : agissent sur les cellules souches engagées et favorisent la multiplication
cellulaire et la maturation des précurseurs. Ce sont principalement le G-CSF (assure la
différenciation et I’activation des granulocytes), le M-CSF (inactif seul, dépendant du GM-CSF,
assure I’activation et la survie des monocytes et macrophages), I’EPO (agit tardivement sur la
différenciation érythroblastique), le TPO (joue un rdle dans la maturation des mégacaryocytes, la
libération et la production des plaquettes) et I'IL-5 (assure la différenciation des €osinophiles)

[26].

b- Régulation négative de I’hématopoiese : il existe également un certain nombre de facteurs capable
d’inhiber I’hématopoiese [27], par la régulation négative de 1’auto-renouvelement, de la
prolifération et de la différenciation des CSH. Ils peuvent agir directement sur les CSH ou
indirectement en modulant la sécrétion de facteurs de croissance par d’autres populations
cellulaires. Parmi ces inhibiteurs on peut citer le TGF (Transforming Growth Factor ) (qui inhibe
I’entrée en cycle cellulaire des progéniteurs primitifs et des cellules leucémiques ainsi que la

mégacaryopoeiese) et le TNFo (Tumor Necrosis Factor a) [28, 29].

c- Le microenvironnement médullaire : les cellules souches ont des interactions directes et
relativement spécifiques avec la matrice extracellulaire et les cellules stromales présentes dans la
moelle osseuse [27]. Ces interactions sont principalement responsables du maintien des CSH dans
la moelle osseuse. Néanmoins, elles permettent également la transmission de signaux qui modulent
la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire. Les progéniteurs hématopoiétiques
expriment plus de 20 récepteurs d’adhésions différents [30]. Parmi ces molécules, on trouve des
intégrines responsables de 1’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire telles que la fibronectine,
la laminine ou le collagene [25]. Des molécules d’adhésion cellule-cellule telles que I'ICAM (Inter-
Cellular Adhesion Molecule), VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) et PECAM-1 (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) [26].

En résumé, le fonctionnement normal du systeme hématopoiétique est basé sur I’équilibre entre
I’auto renouvellement, la différenciation et 1’apoptose de cellules sanguines ; ¢’est I’homéostasie.
Si cet équilibre est rompu, il peut amener a des situations pathologiques, plus au moins graves,

essentiellement des hémopathies malignes [29, 31].
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IV- Mécanismes moléculaires de la leucémogenese :

Au cours de la leucémie aigiie, il y’a une transformation maligne d’une cellule devenue
incapable de se différencier en réponse aux stimuli physiologiques normaux, et qui se multiplie
indéfiniment donnant naissance a un clone leucémique, avec blocage de la différenciation cellulaire,
source d’une accumulation de cellules blastiques dans la moelle osseuse entrainant ainsi une
défaillance de 1’hématopoicse normale responsable du tableau clinique révélateur de cette
hémopathie [32]. Ce phénomene de leucémisation peut survenir a n’importe quel stade de
I’hématopoicse, depuis la CSH jusqu’aux précurseurs déja bien engagés dans une lignée. Quel que
soit le stade ou survient la leucémisation on aura une prolifération de cellules monomorphes [33].
L’hématopoiese leucémique se développe en parallele de I’hématopoiese normale, tout en conservant
des caractéristiques comparables a cette derniere, notamment au niveau de [’organisation
hiérarchique du clone leucémique ou Cellule Souche Leucémique (CSL), CFU-L (Colony Forming
Unit - Leukemia). Les CSL partagent beaucoup de similitudes avec les CSH normales a 1’origine du

développement des LAM. En effet, a I’instar de sa contrepartie normale, le clone leucémique est

organisé de facon hiérarchique en 3 compartiments distincts :

1) Un compartiment minoritaire de CSL de phénotype CD34+ CD38- CD123+, pour la plupart
quiescentes, trés résistantes aux agents conventionnels de chimiothérapie mais capable
d’auto-renouvelement ou d’engagement dans un processus de prolifération/maturation.

2) Un compartiment plus mature de progéniteurs leucémiques CFU-L ayant perdu les capacités
d’auto-renouvelement mais dotés d’un fort pouvoir clonogénique.

3) Un compartiment majoritaire de cellules leucémiques avec des capacités de différenciation

limitées a un stade de différenciation granulo-monocytaire [34].

L’hématopoiese leucémique est associée a une inhibition de I’hématopoiese normale par des
mécanismes mal connus conduisant a un état d’insuffisance médullaire majeure qui fait la gravité de
cette maladie. L’étude des mécanismes moléculaires aboutissant au phénotype leucémique a permis
de mettre en évidence un processus a plusieurs étapes nécessitant la coopération d’au moins deux
événements oncogéniques [35]. Ces deux événements mutationnels seraient nécessaires et suffisants

pour induire la leucémie selon la théorie des deux coups ou “ Two hits model” (publiée par Warner et

coll en 2005).
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Selon ce postulat I’émergence de la LAM est le résultat de deux types d’événement mutationnel :

- Des mutations de classe II ; induisent un blocage de la différenciation. C’est le cas de la
plupart des translocations chromosomiques récurrentes observées dans les LAM. On citera
par exemple les translocations t(8;21)(q22;q22), les inversions du chromosome 16,
invl6(p13;q22) / t(16;16)(p13;q22), la translocation t(15;17)(q22;q21) ou encore les
translocations multiples impliquant le gene MLL (Mixed Lineage Leukemia) en 11g23. Des
mutations de genes de facteurs de transcription impliqués dans la différenciation myéloide
(CEBPo. (CCAAT/Enhancer Binding Protein alpha), MLL et GATAI (Globin Transcription

factor 1)) peuvent également expliquer ce blocage [35, 36].

- Des mutations de classe I ; conferent aux cellules leucémiques un avantage de prolifération
et de survie. C’est le cas par exemple du récepteur membranaire FLT3 muté et
constitutivement actif dans 30 a 40 % des LAM. Des mutations activatrices du récepteur c-
Kit (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog), du récepteur c-fms
(Mc Donough feline sarcoma viral (v-fms) oncogene homolog) et des protéines RAS (RAt
Sarcoma viral oncogene) sont également décrites. Toutes ces mutations, présentent dans
environ 60 % des LAM, aboutissent a [’activation constitutive de voies de
survie/prolifération cellulaire comme la voie des MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases), des PI3K (Phospho-Inositides 3- Kinases), Akt (v-akt murine thymoma viral

oncogene homolog), des STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) ou du

NF-xB (Nuclear Factor kB) [37, 38].

Toutefois, ce modele n’integre pas d’autres caractéristiques des processus néoplasiques
comme l’instabilité génétique, I’échappement a la réponse immune, la néo-angiogenese ou
les interactions avec le microenvironnement médullaire qui jouent également un rdle
important dans la leucémogenese et la réponse aux agressions génotoxiques. Les mécanismes

moléculaires régissant cette transformation demeurent en grande partie inconnus [39].
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Chapitre 2 Classification des LAM

I- Notion de classification des leucémies :

1-1- Historique :

Au XIX*®™ sjecle, le terme leucémie ne désignait qu'une seule maladie mortelle. Le sang
extrait des patients atteints par cette affection était d'aspect blanchétre [40]. Parmi les premiers
observateurs qui décrierent les leucémies, figure le médecin et microscopiste Alfred Donne en
France [41, 42]. Les leucémies rencontrées en 1845 étaient chroniques, Bennett proposa le nom de
leucocytémie, et Virchow, celui de leucémie. Virchow les définit comme des perturbations du
développement des cellules sanguines, et distingua des formes spléniques et lymphatiques, mais il
dut également reconnaitre des formes mixtes, et souligna la difficulté de définir les limites du
concept de leucémie [40, 43].

La découverte de la fonction hématopoiétique de la moelle osseuse par Ernst Neumann en 1869,
conduisit au concept de leucémie myélogene et a une classification en trois formes : myélogene
pure, splénique ou lymphatique avec trouble de la moelle. Ce fut seulement en 1889 que Wilhelm
Ebstein discuta des cas d’évolution rapide qu’il nomma leucémies aigués et distingua une
transformation aigué des leucémies chroniques [41]. Une preuve importante du caractere
néoplasique des leucémies fut donnée en 1934 par Jean Bernard, qui provoqua une érythro-
leucémie expérimentale par 1’injection intra-médullaire de goudron chez le rat [41, 42].

Au début des années 1970, un groupe international constitué de chercheurs francais, américains et
britanniques a travaillé sur une nouvelle classification des leucémies aigués en compulsant des
centaines de dossiers médicaux de malades leucémiques. Il en a résulté la classification Franco-
Américano-Britannique (FAB), toujours utilisée aujourd'hui pour classer les leucémies aigués. On
distingue aujourd’hui de nombreux types de leucémies qui exigent chacun un protocole

thérapeutique adapté [40].

1-2- Classification des LAM :

a- Classification FAB : le groupe Franco-Américano-britannique élaborait en 1976 la premiere
classification consensus des LAM portant le nom FAB, elle tenait compte des criteres
cytologiques et permettait de classer les LAM en sept entités (LAMO a 6) puis des 1985 en huit
entités [44, 45]. Ainsi les cellules leucémiques, ou blastes, de type MO a M3 appartiennent a la
lignée granulocytaire avec un blocage au stade myéloblaste pour les MO, M1 et M2 ou un
blocage au stade promyélocyte pour les M3. Les blastes de type M4 et M5 appartiennent a la
lignée monocytaire et sont bloqués au stade monoblaste. Les blastes M6 appartiennent a la lignée
érythrocytaire et sont bloqués au stade proérythroblaste. Enfin, les blastes de type M7

appartiennent a la lignée des plaquettes et sont bloqués au stade mégacaryoblaste.

&
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o LAMO : Indifférenciée,

e LAMI1 : Myéloblastique sans maturation,

e LAM?2 : Myéloblastique avec une maturation granulocytaire,

e LAMS3: Promyélocytaire,

e LAM4 : Myélo-monocytaire,

e LAMA4Eo : Myélo-monocytaire avec éosinophilie,

e L AMS : Monoblastique (sans différenciation : M5a, avec différenciation : M5b),
e LAMG: Erythroleucémie (M6a) ou Erythroblastique (M6Db),

e LAM?7 : Mégacaryoblastique [46].

Les sous-types morphologiques de LAM comprennent également des entités rares qui ne figurent
pas dans le systeme FAB, tels que la leucémie basophile, qui a été proposée comme un neuvieme
sous-type, M8, en 1999 [47]. Elle tenait donc compte des criteres qualitatifs morphologiques et
cytochimiques, et des criteres quantitatifs par dénombrement des blastes dans le sang et dans la

moelle osseuse [45]. (voir annexe II).

Classification OMS (Organisation Mondiale de la Santé) : élaborée a la fin des années 90,
cette classification se basait sur la présence ou non d’anomalies cytogénétiques récurrentes [48].
En 2001, la classification OMS apportait un complément a la classification FAB en intégrant les
criteres génétiques et cliniques. A ce stade, une LAM est définie dés que le taux de blastes est &
20 %, alors qu’auparavant la FAB la définissait a un taux de 30 %. De plus, pour certaines LAM
associées aux anomalies t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13;922) ou t(16;16)(p13;q22) et
t(15;17)(q22;q12) le nombre de blastes dans le sang ou dans la moelle n’est plus pris en
considération pour le diagnostic de LAM, ces anomalies suffisent a cette définition [49]. (voir
annexe III).

En 2008, une révision de la classification des LAM, tenant compte des caractéristiques
moléculaires, est apportée. Elle regroupe donc sous la dénomination LAM avec Caractéristiques
Myélodysplasiques (LAM-CM) les entités suivantes : les LAM survenant au décours d’un
Syndrome Myélo-Dysplasique (SMD) connu, les LAM sans phase de SMD connue mais
présentant une dysplasie multilignée et les LAM sans phase de SMD connue mais présentant une
anomalie cytogénétique évocatrice de SMD [50, 51].

Par ailleurs, I’observation que les LAM avec antécédents de SMD ou avec antécédents de
traitements chimiothérapeutiques ont des caractéristiques particulieres a entrainer la création de
deux nouveaux types de LAM : les LAM avec myélodysplasie “multilignée” et les LAM ou SMD

secondaires a des thérapies.
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Cette création repose sur I’importante dysplasie caractéristique de ce type de LAM, leur
pronostic plus sévere que les LAM sans antécédent, et leur association fréquente a des anomalies
génétiques particulieres (3q, -7/del(7q), -5/del(5q), +8, 12p-, -18, +19, del(20q)) et des anomalies
caryotypiques complexes.

L’OMS a donc défini 4 grands groupes de LAM: les LAM avec anomalies génétiques
récurrentes, les LAM avec signes de dysplasie touchant plusieurs lignées, les LAM secondaires a
des traitements chimiothérapeutiques et les LAM n’entrant pas dans les autres catégories [52].
En effet, si 1’évaluation idéale des patients se base sur les anomalies cytogénétiques et/ou
moléculaires, ces informations ne sont pas toujours disponibles ou identifiées. Dans ces cas, la
classification cyto-morphologique garde son importance et les criteres de classement restent
basés sur la classification FAB, exception faite de la catégorie M3 qui disparait et rejoint le
groupe des LAM avec anomalies génétiques récurrentes puisqu’il s’agit de LAM associée a une
anomalie caryotypique spécifique t(15;17)(q22;q12).

En 2008, ’OMS a révisé cette classification en ajoutant de nouveaux criteres pour la définition
de certains types de LAM et de nouvelles sous-catégories notamment a partir de caractéristiques
génétiques récemment découvertes [S3].

Dans le type LAM avec anomalies génétiques récurrentes, aux 4 sous-groupes précédemment
définis, trois anomalies génétiques ont été ajoutées : LAM avec t(6;9)(p23;q34) ; correspondant a
la protéine de fusion DEK-NUP214, LAM avec inv(3)(q21;q26.2) ou t(3;3)(q21;926.2) ; RPN1-
EVII et LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13;q13) ; RBM15-MKLI. Ces anomalies sont
associées a des caractéristiques cliniques et morphologiques qui les identifient comme des entités
a part enticre.

Mais le challenge de la classification de 2008 est d’inclure des anomalies moléculaires telles que
FLT3, NPMI1 (NucléoPhosMine ou NucléoPlasMine) et CEBPa qui ont de fortes valeurs
pronostiques mais qui ne définissent pas un groupe homogene avec des caractéristiques propres
et qui se retrouvent treés souvent associées a d’autres anomalies. Les LAM avec NPM1 et CEBPo.
muté ont donc été ajoutées dans la classification comme entités provisoires. Pour ce qui est du
FLT3 muté, celui-ci étant tres souvent associé a d’autres anomalies, il n’a pas été possible de
définir une entité en tant que telle mais a cause de sa forte valeur pronostique une détection de

cette anomalie est fortement recommandée notamment dans les cas de caryotypes normaux.
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Le type LAM avec signes de dysplasie touchant plusieurs lignées s’élargit en devenant LAM
associées a une myélodysplasie. Les LAM associées a cette catégorie sont les LAM avec histoire
de SMD ou SMD/NMP (Néoplasmes Myélo-Prolifératif), les LAM avec anomalies génétiques
caractéristiques des myélodysplasies et enfin les LAM avec au moins 50 % de cellules
dysplasiques dans au moins deux lignées.

Le type LAM/SMD “secondaires” a des traitements chimiothérapeutiques n’est plus subdivisé
selon le type de traitement incriminé, la plupart des patients recevant a la fois des agents
alkylants et des inhibiteurs de topoisomérases. Ces LAM ne sont pas associées a des anomalies
génétiques particulieres mais le fait que les patients aient des pronostics significativement moins
bons que les patients avec LAM de novo laissent penser que d’autres différences biologiques
entrent en jeu, ainsi cette catégorie a ét€ maintenue [54].

Le type de LAM n’entrant pas dans les autres catégories a lui aussi évolué. Les cas de leucémies
avec différenciation érythroide ou mégacaryocytaire ont été reclassés dans la catégorie des LAM
associées a une myélodysplasie et las cas de LAM mégacaryocytaires associées avec des
anomalies génétiques particulieres sont reclassés dans le type LAM avec anomalies génétiques
récurrentes.

Enfin, deux nouveaux groupes ont été créés : les syndromes prolifératifs dus au syndrome de
Down et leucémies a cellules dendritiques blastiques plasmocytoides. Les études moléculaires
d’anomalies génétiques associées aux leucémies ont contribué a caractériser les protéines
impliquées dans la leucémogenese. Cependant, les études morphologiques restent importantes en
raison d’une forte corrélation avec des anomalies cytogénétiques et moléculaires associées aux
LAM. L’identification d’entités homogenes permettrait le développement et le perfectionnement
des stratégies de traitement [54].

Malgré le développement de nouvelles technologies pour la caractérisation des différentes entités
de LAM [S55, 56 et 57], on continue a utiliser dans beaucoup de pays en voie de développement
les recommandations anciennes de la classification FAB, mise au point en 1976 et basée sur des
caractéristiques morphologiques et cytochimiques [58]. Cette nouvelle classification OMS est
moins une remise en cause de la classification FAB qu’une évolution réaliste dans laquelle la
morphologie demeure 1’outil central de premiere intention ; cet outil, s’il reste absolument
nécessaire, s’associe aux nouvelles approches complémentaires dont I’importance est maintenant
démontrée sur le plan diagnostic et parfois méme plus encore sur celui du pronostic. Les
classifications des LAM sont en pleine évolution du fait de la caractérisation de plus en plus fine
des événements cytogénétiques et moléculaires et ainsi de nouvelles classifications vont

apparaitre [59]. (voir annexe III).
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Chapitre 3 Aspects cliniques et biologiques des LAM

I- Epidémiologie :

Les hémopathies malignes regroupent des entités tres distinctes issues du tissu lymphoide ou
myéloide. Les connaissances en termes de phénotype immunologique et d’avantage encore en
termes de génétique ou de mécanismes moléculaires sont relativement récentes. Les classifications
épidémiologiques n’ont pas pu les prendre en compte depuis un laps de temps assez long pour
permettre d’avoir, a partir des registres généraux de cancer, des données précises d’incidence et de
mortalité pour chaque entité. Les données publiées regroupent ces entités par grandes catégories.
Les leucémies aigués représentent moins de 3 % des cancers, et les LAM environ 25 % de
I’ensemble des leucémies. L’incidence globale des LAM est d’environ 3,5 nouveaux cas pour 100
000 habitants par an. Cette incidence augmente progressivement avec 1’age, surtout apres 50 ans (de
1 cas avant 30 ans jusqu’a plus de 20 cas pour 100 000 habitants par an apres 80 ans) [60]. Selon le
dernier rapport du programme américain de surveillance épidémiologique, 1’age médian au
diagnostic est de 67 ans, avec une légere prédominance masculine et une prédominance chez les
noirs américains par rapport a la race blanche [61]. On compte aux Etats-Unis 31 500 nouveaux cas
de leucémies aigués par an, et bien qu’elles ne comptent que pour 3 % des cancers, elles constituent
la premiere cause de mortalité par cancer chez les moins de 40 ans [62].

Les LAM représentent 80 % des leucémies aigués de I’adulte et leur incidence a été estimée a 3,6
cas pour 100 000 habitants aux Etats-Unis sur la période 2001 a 2005 [63]. Cette incidence est
maximale aux Etats-Unis, en Australie, et en Europe occidentale. Elle est croissante avec 1’dge
puisqu’aux Etats-Unis entre 2000 et 2003, I’incidence était de 1,8 cas pour 100 000 avant I’dge de
65 ans, mais de 17 pour 100 000 au-delas [63]. L’age médian au diagnostic est donc estimé entre 65
et 69 ans aux Etats-Unis [63], comme en Europe [64, 65]. Les LAM du sujet agé représentent
d’autant plus un probleme de santé publique qu’une augmentation récente d’incidence a été
observée, potentiellement du fait du vieillissement des populations occidentales et de
I’accroissement de 1’administration d’agents cytotoxiques leucémogenes dans le traitement des

» N

différents cancers (recrudescences de 1’incidence des LAM dites “secondaires” a une chimiothérapie
[66].

En France, les leucémies occupent le 1

1 ieme

rang du classement des cancers et représentent 2,2 % de
I’ensemble des cas. Les taux d’incidence standardisés sont estimés a 8,9 pour 100 000 chez les
hommes et 5,5 pour 100 000 chez les femmes. En ce qui concerne les leucémies aigués, elles
représentent 41,5 % des cas de leucémies, avec des taux d’incidence standardisés a 4,3 pour 100

000 chez les hommes et 3,2 pour 100 000 chez les femmes [67].
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L’incidence des leucémies aigués augmente depuis 20 ans (taux annuel moyen d’évolution de +1,48
% chez les hommes et 0,92 % chez les femmes). Dans le méme temps, la mortalité observée pour
les leucémies aigués tend a diminuer régulierement de la méme fagon chez les hommes et chez les
femmes (- 0,61 % et -0,17 % respectivement) [67]. Les LAM, avec une incidence globale de 3 pour
100 000 habitants par an en France, sont pour la majorité des pathologies de 1’adulte. Leur
incidence augmente régulicrement avec 1’age. Par exemple, I'incidence annuelle a 70 ans est de 20
pour 10 0000 habitants [68, 69 et 70]. Les LAM se répartissent selon la classification FAB comme
suit : M1 20 %, M2 30 %, M3 10 %, M4 15 220 %, M5 10 a 15 %, M6 5 % et M7 2 % [71]. Selon
la classification OMS, la répartition des LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes est la
suivante : LAM t(8;21) 5 % des LAM, LAM inv(16) 5 a 8 %, LAM t(15;17) 5 a 8 %, LAM t(6;9)
0,721,8 %, LAM inv(3) 1 a2 % et LAM t(1;22) < 1 % [71].

Les fréquences d’apparition des cancers et des leucémies sont sensiblement différentes chez les
enfants et chez les adultes. En effet, environ un tiers des adultes sont atteints de cancer une fois dans
leur vie, contre seulement un enfant sur 500 atteint d’une tumeur maligne avant 1’age de 15 ans dans
les pays occidentaux. Cette différence de distribution reste marquée pour les leucémies. En effet, les
leucémies représentent le cancer le plus fréquent chez 1’enfant (environ un tiers des cas de cancers
sont des leucémies) alors qu’elles ne représentent qu'une faible proportion des cas diagnostiqués
chez les adultes. Au vu de ces caractéristiques de distribution tres différentes, il importe que les
études sur les leucémies différencient les enfants des adultes [72]. Plus de la moitié des leucémies
aigués de I’enfant surviennent avant 1’age de 5 ans [73]. Les LAM représentent 4,6 % des cancers et
15 % des leucémies aigués chez I’enfant de moins de 15 ans. On observe un pic dans la premiere
année de vie. Le taux d’incidence standardisé sur 1’age est de 0,7 pour 100 000 personnes par an en
France chez les enfants de moins de 15 ans [74, 75]. Il n’y a pas de prédominance en fonction du
sexe [76, 61]. D’apres les données du registre national francais des hémopathies malignes de
I’enfant, la survie a 5 ans des LAM est d’environ 60 %. Au sein des LAM, la survie a 5 ans des
entités apparentées a la LAM3 est relativement bonne (environ 80 %), alors que celle des LAMG6 et
7 est de I’ordre de 40 % [77, 78].

Les données épidémiologiques concernant les leucémies aigués de lignée ambigué sont rares. Ces
leucémies dites bi-phénotypiques sont estimées entre 3 a 4 % de I’ensemble des leucémies aigués en

France. Elles sont observées aussi bien chez 1’adulte que chez I’enfant [79, 80].
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En Algérie, les données disponibles sur les cancers font apparaitre une augmentation isolée des taux
d’incidence, et ce depuis 1990. Environ 30 000 nouveaux cas de cancers sont diagnostiqués chaque
année et avec une augmentation de plus de 50 % du nombre de cas depuis une décennie. Cette
incidence est a confronter aux évolutions parfois importantes des conditions d’enregistrement [81,
82 et 83].

Une étude de I’incidence pour 100 000 habitants, effectuée en Algérie pour I’année 2002 fait
apparaitre que les leucémies aigués (LAM et LAL de 1’adulte) occupent la premicre place des
hémopathies malignes avec une incidence cumulée de 1,17 cas par 100 000 habitants, les LAM
étant plus fréquents chez 1’adulte que les LAL (et inversement chez 1’enfant), avec une incidence
respective de 0,69 et de 0,48. L’age médian des patients est, respectivement, de 39 ans pour les
LAM et inférieur a 30 ans pour les LAL de 1’adulte [81, 82 et 83].

Une autre étude multicentrique et rétrospective menée sur une période de 10 ans (de 1995 a 2005) a
été réalisée en Algérie. Les données ont été recueillies a partir d’un questionnaire préétabli, qui a été
adressé a I’ensemble des services d’hématologie et de pédiatrie du pays. 1877 cas de LAM ont été
recensés dans cette étude, sur une période de 10 ans, au niveau de 10 services d’hématologie. Ces
patients se répartissent entre 978 (52,1 %) de sexe masculin et 899 (47,9 %) de sexe féminin avec
un sex-ratio de 1,08. L’4ge médian est de 39 ans, la répartition par tranche d’4ge montre une
prédominance du sujet jeune en accord avec la pyramide des ages en Algérie. La répartition
géographique des patients en fonction de leur lieu de résidence montre qu’une grande majorité
d’entre eux originaire du Nord du pays en particulier du Centre (42,8 %) et de I’Est (31,5 %). Les
patients issus du Sud représentent seulement 6,6 %. Tous les taux d’incidences ont été calculés en
fonction des données de 1’Office National des Statistiques (ONS) en Algérie [81, 82 et 83].

En Algérie, l'incidence des diverses hémopathies malignes a été, depuis de nombreuses années,
difficile a estimer en raison du nombre insuffisant des centres spécialisés d’hématologie.
Aujourd'hui, la prise en charge des LAM se fait dans 14 hopitaux universitaires (au Nord du pays)
et nous a permis de disposer de données épidémiologiques suffisantes, pertinentes et exploitables
pour dresser un tableau cohérent sur 1’épidémiologie des LAM en Algérie [84, 85].

Dans ce contexte, une autre étude épidémiologique sur la LAM chez les adultes a été menée afin de
déterminer sa fréquence et de son impact clinique dans le pays (I’étude épidémiologique la plus
complete concernant I’incidence des LAM en Algérie). Il s’agit d’une étude nationale, rétrospective
de tous les cas de LAM adultes (> 16 ans) diagnostiqués entre le 1 Janvier 2006 et le 31 Décembre
2010. Durant la période d’étude, un total de 1426 patients adultes a été diagnostiqué avec une LAM,
avec une moyenne de 285,2 cas par an pour l'ensemble du pays, une moyenne de 19 cas par service

d’hématologie par année.




Chapitre 3 Aspects cliniques et biologiques des LAM

Il y avait une trés grande variation du taux entre les centres (de 2,2 a 34,2 cas/an) avec une moyenne
de 24 cas/an [86]. Cette étude a montré une tendance a l'augmentation annuelle et continue de
I’incidence des LAM ou 246 cas avaient été enregistrés en 2006, 265 en 2007, 292 en 2008, 303 en
2009 et 320 en 2010, augmentation du taux de 7,7 %, 10,2 %, 3,7 % et 5,6 %, respectivement, avec
un taux moyen d'augmentation de 6,8 % pour toute la période de I'étude faisant passer I’incidence
annuelle de 0,7 en 2006 a 0,9 en 2010 pour 100 000 habitants [86]. En fonction de 1’age, une
tendance nette a 1’augmentation continue a été observée ; l'incidence varie entre 0,41 pour la
tranche des 16-20 ans, 2,65 apres 1'age de 60 ans, pour atteindre le taux le plus élevé de 3,38 apres
80 ans. L'age médian du diagnostic rapporté par cette étude est de 42 ans, inférieur a celui cité dans
I’étude précédente, et qui est relativement bas comparé a la tendance mondiale ; ce fait peut étre
aisément expliqué par la jeunesse relative de la population Algérienne [86].

Les caractéristiques cytologiques ont montré une prédominance d’une hyperleucocytose lors de la
présentation, associée a une anémie et une thrombocytopénie sévere, ce qui pourrait refléter un
retard dans la prise en charge des patients au niveau des structures hospitalieres spécialisées [87].
Les proportions des sous-types de LAM (selon la classification FAB) sont sensiblement les mémes
que ceux décrit dans la littérature, mais avec un tres faible taux de M7 (0,5 % versus 1,5 %), et des
formes indéterminées (1 % versus 7 %) [88].

Cette étude a révélé une nette tendance a 1’augmentation de 1’incidence annuelle des LAM durant la
période d'étude ; cela ne peut étre expliqué par I'augmentation annuelle prévue dans le recensement
de la population Algérienne, mais également, en partie, par une amélioration des connaissances
médicales, des soins et l’enregistrement dans les services d’hématologie. Cependant, une
augmentation réelle des nouveaux cas li€s au vieillissement de la population et de meilleurs
diagnostics devraient également €tre envisagée. L'incidence annuelle brute pour 100 000 personnes
montre une augmentation de 0,7 en 2006 a 0,91 en 2010 [89]. Toutefois, un tel taux est encore
faible par rapport a celui des pays occidentaux, qui est de 3 cas pour 100 000 habitants en France
[90] et de 3,7 aux Etats-Unis [66].

Il est important de souligner que I’inconvénient majeur de cette étude réside dans le fait que les
données sur les antécédents de désordres hématologiques ou de chimiothérapies et/ou radiothérapies

antérieures n'ont pas été incluses.
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II- Etiologie :

Les hémopathies malignes regroupent un ensemble hétérogene de pathologies cancéreuses
des cellules sanguines et de leurs précurseurs. Les facteurs de risque bien établis accréditent 1’idée
d’une hétérogénéité étiologique sous-jacente a cette diversité. Ceci n’exclut pas que plusieurs
hémopathies puissent partager des facteurs de risque, notamment environnementaux. De fagcon tres
schématique, les facteurs de risque (en particulier environnementaux) établis a 1’heure actuelle
opposent les hémopathies myéloides et lymphoides. Les expositions au benzene, aux radiations
ionisantes a forte dose et aux chimiothérapies anticancéreuses sont des facteurs de risque bien
établis et particulierement bien décrits dans les hémopathies myéloides tandis que les déficits
immunitaires congénitaux ou acquis et les infections virales ou bactériennes favorisent le risque
d’hémopathies malignes lymphoides [91].

L’étiologie des LAM demeure en général inconnue. Cependant, un certain nombre de facteurs de
risque ont pu étre clairement identifiés comme augmentant le risque alors que d’autres facteurs ne
sont que suspectés. De nombreux facteurs environnementaux sont maintenant bien établis dans
I’étiologie des LAM. L’effet leucémogene du benzene et de certains solvants organiques, des
radiations ionisantes a forte dose, est particuliecrement bien décrit. De nombreuses études soulignent
I’importance possible d’autres facteurs comme les radiations électromagnétiques, les pesticides, le
radon et le tabac. Les déficits immunitaires congénitaux ou acquis favorisent également le risque de
LAM [92].

En général, dans une approche étiologique des LAM, il faut faire la distinction entre deux types :

e Les LAM de novo qui surviennent d’emblée, sans qu’on puisse mettre en évidence un
facteur de risque précis. Les facteurs de risque suspectés peuvent étres objectivés en trois
grands groupes : constitutionnels, acquis et environnementaux.

e Les LAM secondaires qui surviennent soit aprés une exposition a des facteurs
prédisposants tels que des agents toxiques ou thérapeutiques soit dans 1’évolution d’une

autre hémopathie maligne (SMD ou SMP (Syndromes Myélo Prolifératifs)).

2-1- Les LAM secondaires :

L’introduction et la large utilisation de certains traitements dans la prise en charge des
néoplasies et d’autres pathologies primaires ont conduit a une augmentation de la survie des
patients. Cependant dans certaines situations, les thérapeutiques agressives génerent autant de
risques que de bénéfices. Actuellement 4 % des patients survivant a un premier cancer auront un

second cancer dans les 20 ans qui suivent le diagnostic [93].
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La plupart des leucémies aigues induites sont myéloblastiques. On estime qu’environ 5 a 10 % des
leucémies aigues et 10 a 20 % des LAM sont induites par une chimiothérapie et/ou radiothérapie
préalable [94]. Les LAM post-chimiothérapie sont plus fréquemment observées apres traitement
pour une tumeur solide (86 % des cas). Cette complication étant fréquente, elle a été isolée dans la
classification OMS 2008 comme une entité a part entiere [95].

Le risque leucémogene est surtout le fait des agents alkylants tels que le cyclophosphamide, des
inhibiteurs de topoisomérase II comme les épipodophyllotoxines, et des anthracyclines. D’autres
traitements comme [’hydroxy-urée, la L-asparaginase, et les facteurs de croissance
hématopoiétiques sont suspectés d’induire des anomalies médullaires mais leur role n’est pas
démontré [96]. Le risque leucémogene dépend de la dose et du schéma d’administration.
L’exposition aux alkylants et aux inhibiteurs de la topoisomérase II est retrouvée dans 50 a 75 %
des cas, avec pour 45 % des cas, une radiothérapie associée [97, 98]. Le risque de LAM apres
exposition aux épipodophyllotoxines est de 2 a 12 %. La combinaison de la chimiothérapie a la
radiothérapie augmente le risque de leucémie induite [99]. Les leucémies aigues post-thérapeutiques
se déclenchent généralement entre 5 et 8 ans apres 1’exposition a des chimiothérapies ou a des
radiations ionisantes. Le risque de leucémies aigues est quasi nul 10 ans apres 1’exposition au
traitement [97, 98].

Des anomalies cytogénétiques sont trouvées dans 90 % des cas de LAM post-chimiothérapie. Le
type d’anomalie chromosomique est relié a la famille de produits incriminés et secondairement a la
localisation du premier cancer [98]. Environ 5 a 10 % des LAM a réarrangement MLL sont induits
par une thérapeutique. Les translocations portant sur la région 1123 représenteraient 32 % des
translocations équilibrées des LAM induites [100].

Des facteurs de prédisposition génétiques ont été également identifiés. Certains polymorphismes
concernant les genes impliqués dans la réparation de 1’ Acide Désoxyribo Nucléique (ADN) ou la

détoxification sont significativement associ€s au risque de LAM post-chimiothérapie [101, 102].

a- Les LAM induites par les agents alkylants : ces LAM surviennent entre 2 et 10 apres la
chimiothérapie d’une maladie de Hodgkin, d’un cancer du sein ou de l’ovaire, et sont
fréquemment précédées d’une phase de pancytopénie ou myélodysplasie. Le risque dépend du
type d’alkylants (plus important avec le melphalan qu’avec le cyclophosphamide, mais moins
qu’avec une association d’alkylants). Dans ces LAM, le sous-type FAB est souvent M6 ou M7 et
des signes de dysplasie multilignée sont fréquents en cytologie. Sur le plan cytogénétique, ces
LAM sont associées a la présence d’anomalies cytogénétiques dans plus de 90 % des cas,

concernant le plus souvent les chromosomes 5 et 7 [103].
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a-

Les leucémies secondaires aux traitements alkylants et/ou radiothérapie s’accompagnent souvent
d’anomalies non équilibrées des chromosomes 5 ou 7 (délétions ou pertes) dans un caryotype
complexe. Le pronostic des LAM post-thérapeutiques est péjoratif. La survie a 5 ans de ces
patients est de moins de 10 %. Les cas associé€s a une anomalie des chromosomes 5 ou 7 ou a un

caryotype complexe sont particulicrement séveres, avec une médiane de survie de moins de 1 an

[96].

b- Les LAM liées a I’utilisation d’inhibiteurs de topoisomérase II : ces LAM surviennent plus

rapidement (1 a 3 ans apres une chimiothérapie pour cancer du sein (traité par épirubicine),
cancer du testicule, LAL de I’enfant (traitée par étoposide) voire sclérose en plaques (traitée par
novantrone)) et généralement sans phase cytopénique. Il s’agit le plus souvent de LAM4 ou M5,
auxquelles sont associées des anomalies de la région 11g23, sous la forme de translocations
impliquant le gene MLL qui a un role fondamental dans la leucémogenese [103]. In vitro, 1l a été
démontré que 1’étoposide provoque des cassures en 11923 s’il est ajouté a des cultures de

progéniteurs CD34+ [104].

2-2- Les LAM de novo: on connait de nombreux facteurs favorisants, qu’on différencie

classiquement en facteurs génétiques et acquis d’une part et facteurs environnementaux d’autre part.

Les facteurs constitutionnels (génétiques) : la trisomie 21 constitue un facteur de risque majeur
de leucémie chez I’enfant. Parmi les autres pathologies génétiques constitutionnelles, on peut citer
le syndrome de Klinefelter, le syndrome de Bloom, I’anémie de Fanconi, le syndrome de
Schwachman-Diamond, la maladie de Kostman, le syndrome de Wiskott-Aldrich, 1’ataxie-
télangiectasie, la neurofibromatose de Recklinghausen, I’ostéogénese imparfaite et le syndrome de
Li-Fraumeni [61, 10S5]. Certains déficits immunitaires congénitaux favorisent la survenue
d’hémopathies malignes des I’enfance. Certains traitements immunosuppresseurs pourraient
également étre en cause dans le développement de LAM mais aussi de LAL [106]. Les
antécédents familiaux sont rarement évoqués dans les LAM. En effet, le risque est augmenté d'un
facteur de 2 a 4 en cas de leucémie aigiie dans la fratrie. Il devient tres élevé pour le jumeau vrai
d'un enfant atteint de leucémie aigiie : 20 % si I’hémopathie est apparue avant I’age de 6 ans et
100 % si elle est apparue avant 1 an. Le risque est majeur pendant l'année qui suit le diagnostic

[61, 105].

Les facteurs acquis : la présence d’antécédents d’hémopathie maligne peut étre évoquée dans la
recherche d’une étiologie des LAM. En effet, les LAM secondaires surviennent parfois a la suite
de I’évolution d’un état pré-leucémique (SMP ou SMD). Dans I’histoire naturelle de certaines

hémopathies chroniques 1’accutisation est fréquente.
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L’accutisation traduit 1’évolution méme du clone malin initial et I’accumulation d’anomalies
cytogénétiques. Cependant la part respective de la maladie et des traitements recus
(chimiothérapie, radiothérapie) reste a préciser dans le processus de leucémogenese. Le role des
agents infectieux a tres souvent été évoqué et parfois confirmé dans I’apparition des LAL (HTLV-
1 (Human T-Cell Leukemia Virus-1) et leucémie/lymphome T de 1’adulte, le virus d’Epstein-Barr
et les lymphomes de Burkitt) mais aucun virus spécifique n’a jamais €té mis en cause dans les
LAM [107]. Méme si une association entre 1’exposition a certains virus et le développement des
LAM a été suggérée, aucun virus n’a été mis en évidence dans leur étiologie. Le parvovirus B19

pourrait jouer un rdle dans la pathogenese des LAM [108].

Les facteurs environnementaux : concernant les agents carcinogenes toxiques, la classique
exposition au benzene, décrite des 1928, peut entrainer diverses hémopathies et notamment des
LAM. Ces dernieres sont reconnues comme maladies professionnelles si I’exposition au benzene
(usines de production de vernis, peintures, émaux, plastiques, encres, pneus, lubrifiants, colorants,
détergents, explosifs...etc) est supérieure a un an. L’exposition aux radiations ionisantes est
également reconnue comme facteur étiologique, notamment depuis 1’étude de 82 000 personnes
suite aux explosions nucléaires d’Hiroshima et Nagasaki [61]. Il est désormais admis que le
tabagisme et 1’utilisation de pesticides peuvent étre des cofacteurs de la leucémogenese.
L’augmentation du risque de LAM chez les fumeurs, évoquée des les années 1970, a été
récemment confirmée par une étude américaine, avec un risque relatif de 1,4 a 2 selon la
consommation de tabac [109], et une prédominance de certains sous-types cytogénétiques
notamment la t(8;21) [110]. Le lien entre utilisation de pesticides et la survenue de lymphomes
est bien argumenté ; pour ce qui est des LAM, il semble que le risque soit i€ plus précisément a
I’usage d’insecticides organochlorés et organophosphorés [111]. Une exposition prénatale a
différents pesticides est associée au développement de leucémies avec t(8;21) chez I’enfant [112],
et une étude Belge a mis en évidence une augmentation d’incidence de LAM (avec un sur-risque
évalué a plus de 6) chez des agriculteurs utilisateurs de pesticides et plus particulicrement de
dibenzodioxines et dibenzofuranes polychlorinés [113].

Un autre facteur environnemental est 1’exposition aux rayonnements électromagnétiques : une
étude a montré qu’une exposition supérieure a 0,4 p Tesla multiplie par deux le risque de survenue
d’une leucémie [92] ; une autre étude, Suisse, met en évidence une relation directe entre le risque
leucémique et la quantité d’exposition aux champs électromagnétiques de basse fréquence [114].
En revanche, il n’a pas été retrouvé de sur-risque chez des travailleurs exposés aux émissions
diesel [115]. Un autre facteur favorisant est le niveau socio-économique élevé [116]. Des études

ont rapportées qu un surpoids ou une obésité entraine un risque relatif de 1,52 [117].
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III- Aspects cliniques des LAM :

La symptomatologie clinique est tres polymorphe, parfois tres riche, parfois tres réduite. Elle
est représentée par des signes d’insuffisance médullaire traduisant le retentissement de la
prolifération tumorale sur les lignées myéloides et lymphoides normales, et par des manifestations
tumorales traduisant I’infiltration leucémique des organes hématopoiétiques et, éventuellement,

d’autres organes [118].

3-1- Syndrome d’insuffisance médullaire : il est presque toujours présent, et associe :

- Syndrome anémique : en rapport avec 1’érythropénie, souvent important et d’apparition
rapide (en quelques semaines). Il se traduit par une paleur cutanéo-muqueuse, des
manifestations cardiaques (dyspnée d’effort et tachycardie) et une asthénie [118].

- Syndrome infectieux : il est 1i€¢ a I'importance de la neutropénie. La fievre est présente dans
la moitié des cas. Des foyers infectieux doivent étre recherchés par I’examen clinique et des
prélevements bactériologiques orientés ou systématiques (hémoculture, prélevements
cutanés et orificiels, de gorge, d’urines, de selles). Ces examens sont réalisés a 1’entrée du
malade et sont répétés périodiquement pendant le traitement [118]. Les foyers les plus
fréquents sont la sphere Oto-Rhino-Larynx (ORL) ou cutanés (angine, stomatite,
pneumopathie et/ou lésions surinfectées), répondant mal aux antibiotiques habituels. Les
infections sont plus souvent bactériennes, rarement virales ou fongiques [1].

- Syndrome hémorragique : il est li€ a I'importance de la thrombopénie. Il s’agit
habituellement d’un purpura cutané (pétéchial ou ecchymotique), d’épistaxis et de
gingivorragie. Le danger est celui d’une hémorragie cérébro-méningée. De vastes
hématomes, des saignements au niveau des points de piqlire doivent faire rechercher une

coagulopathie de consommation [118].

3-2- Syndrome tumoral : il se voit surtout dans les leucémies aigues avec composante
monocytaire et les LAL T [1] et traduisent I’infiltration blastique qui s’exprime par :

- L’hypertrophie des organes hématopoiétiques se manifeste par la splénomégalie qui est
fréquente, de volume modéré, parfois associée a une hépatomégalie, et des adénopathies
diffuses, symétriques et indolores [1].

- L’atteinte neuro-méningée qui est rare au début. C’est une méningite leucémique découverte
par une ponction lombaire en présence des signes méningés ou de la paralysie d’un nerf
cranien [119, 120].

- L’hypertrophie gingivale et I’atteinte cutanée (infiltrats ou nodules enchéassés dans le derme,

indolores, rouges violacés) sont inconstantes mais tres évocatrices des LAM [119].
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IV- Aspects biologiques des LAM :

Selon la classification de I’OMS, le diagnostic de LAM repose sur la mise en évidence dans
la moelle osseuse ou le sang périphérique de plus de 20 % de blastes. Il sera donc nécessaire dans le
cadre du bilan diagnostique de réaliser un myélogramme (voire une Biopsie Ostéo-Médullaire
(BOM) en cas d’échec du myélogramme). Le taux de blastes sur le sang et la moelle osseuse
(colorés par le May-Griinwald-Giemsa (MGQG)) est évalué apres avoir compté un minimum de 200
et 500 cellules nucléées respectivement. Les blastes sont des cellules plus ou moins arrondies, de
taille variable (15 a 30 um) avec un rapport noyau/cytoplasme €levé. Le noyau présente un contour
régulier, une chromatine fine et un ou plusieurs nucléoles. Le cytoplasme, quant a lui, est basophile
et peut contenir des granulations, voire un ou plusieurs corps d’Auer (fins batonnets azurophiles).
Cette description ne s’adapte toutefois pas aux monoblastes.

Une fois I’exces de blastes mis en évidence, il sera nécessaire d’affirmer le caractere myéloide de
ces cellules. L’examen cytologique pourra apporter une réponse par la mise en évidence de grains
azurophiles ou mieux de corps d’Auer dans le cytoplasme des blastes. L’examen cytochimique va
rechercher une activité myéloperoxydasique des cellules blastiques. Si la MyéloPerOxydase (MPO)
est retrouvée dans plus de 3 % des blastes, le diagnostic de LAM pourra étre retenu. A 1’inverse,
une activité myéloperoxydasique négative ne permet pas d’éliminer certains sous-types de LAM
(LAM peu différenciées, monoblastiques, érythroblastique, mégacaryoblastiques ou bi-
phénotypiques) et I’on pourra s’aider d’autres techniques de cytochimie (estérases).
L’immunophénotypage des blastes par cytométrie en flux est devenu I’examen de référence, en
association a I’examen cytologique et cytochimique, pour établir la nature myéloide ou lymphoide
de la leucémie aigiie. Cette technique permet de quantifier I’expression d’antigenes spécifiques
d’une lignée présents sur les blastes (en surface ou en intra-cytoplasmique). Selon le type de
marqueurs retrouvés (voir tableau I), on pourra affirmer le caractere myéloide de la leucémie
aigué.

Tableau I : Marqueurs de surface ou cytoplasmiques détectés par cytométrie en flux permettant
d’établir le caractere myéloide de la leucémie aigué.

Type de marqueur Marqueurs positifs
Marqueurs de précurseurs immatures | CD34, CD38, CD117, CD133, HLA-DR
Marqueurs granuleux CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, MPO cytoplasmique
. Estérase non spécifique (NSE), CDl11c, CD14, CD64,
Marqueurs monocytaires lysozyme, CD4, CD11b, CD36, NG2 homologue
3 . CD41 (glycoprotéine IIb/Illa), CD61 (glycoprotéine
Marqueurs megacaryocytalres IHa), CD42 (glyCOprOtéine 1b)
Marqueurs érythrocytaires CD235a (glycophorine A)
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Depuis [D'instauration de la nouvelle classification diagnostique de I’OMS, les analyses
cytogénétiques et moléculaires sont devenues des outils diagnostiques et non plus seulement
pronostiques. Ainsi, le diagnostic de LAM peut €tre retenu en 1’absence d’un taux de blastes >20 %
si le caryotype retrouve I'une des anomalies cytogénétiques suivantes : la t(15;17)(q22;q12), la
t(8;21)(q22;q22), I’inversion du chromosome 16 inv(16)(p13.1g22) ou la t(16;16)(p13.1;g22). Il en
est de méme pour I’analyse en cytogénétique moléculaire et la recherche des genes de fusion
correspondant en biologie moléculaire (PML-RARa, RUNXI-RUNXITI, CBFf-MYHII). En
I’absence d’anomalie cytogénétique ou moléculaire caractéristique d’un sous-type de LAM, le
terme de “LAM sans spécificité” sera retenu et I’examen cytologique standard permettra de classer
la LAM selon la classification FAB.

L’ensemble de ces analyses réalisées sur les blastes médullaires et/ou sanguins (cytologie,
cytochimie, cytogénétique conventionnelle ou moléculaire, biologie moléculaire), associées aux
caractéristiques du patient, permet ainsi d’établir le diagnostic de LAM selon la classification OMS
2008. [121, 122].

Le recours a la cytogénétique et la biologie moléculaire permet de mieux cerner les entités cyto-
morphologiques (définies par la classification FAB), a identifier de nouvelles entités et a une
meilleure compréhension des événements oncogéniques a 1’origine de cette pathologie.

Les anomalies chromosomiques et moléculaires rencontrées dans les LAM (voir chapitre 04)
contribuent a définir le type de LAM et présentent aussi l'intérét d'étre des facteurs pronostiques
indépendants, essentiels pour les choix thérapeutiques permettant aussi la surveillance de la maladie

résiduelle (rechutes). [123].
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Chapitre 4 Aspects génétiques des LAM

I-  Altérations géniques rencontrées dans les LAM :

Des le début du siecle, il a été observé une relation entre anomalies chromosomiques et
cancers. Dans les années 1970, de nombreuses études ont montré que les cellules tumorales
possédaient des formules chromosomiques différentes des cellules normales. Gilliland et al ont
proposés en 2001 le postulat que le mécanisme de leucémogenese se fasse en plusieurs étapes par
I’accumulation de mutations de type 1, apportant un avantage prolifératif, et de type 2, bloquant le
processus de différenciation des cellules myéloides. Les deux types de mutations forment des
groupes de complémentation et il est rare de trouver deux mutations du méme groupe dans une
LAM (excepté le cas particulier pour AMLI (RUNXI) et MLL qui appartiennent au méme groupe de
complémentation mais dont la co-occurrence est observée) [125].

Les mutations de type 1 seules entrainent une maladie ressemblant a une LMC caractérisée par une
prolifération accrue de globules blancs mais ces cellules sont matures et fonctionnelles.
L’apparition de mutations de type II en plus de ces mutations de type 1 entraine une LAM. Les
mutations de type 2 concernent les capacités de différenciation et d’apoptose et entrainent, seules en
absence de mutation de type 1, une hémopathie de type SMD [124].

Certaines mutations récemment identifiées ne sont pas encore classées dans 1’'un ou l’autre des
groupes puisque leurs conséquences ne sont pas encore bien identifiées. Par ailleurs, 55 % des
patients ont des anomalies au niveau chromosomique et 45 % ont un caryotype normal mais une
tres grande variabilité de mutations au niveau génomique. L’identification de ces anomalies est
importante pour la compréhension de la physiopathologie, I’identification de facteurs pronostiques
et le développement de traitements plus ciblés [126].

Les anomalies génétiques retrouvées dans les LAM sont diverses et concernent a la fois des
translocations chromosomiques, des mutations ponctuelles, des duplications et des inversions. On
remarque également I’implication de mécanismes épigénétiques dans la leucémogenese.
L’apparition d’un si grand nombre d’anomalies est trés probablement reliée a des instabilités dans le
génome des blastes et ces perturbations pourraient résulter de dérégulations de geénes impliqués

dans le maintien de I’intégrité du génome et dans sa réparation [127].

1-1- Les mutations de type 1 : les mutations de type 1 sont des mutations apportant des avantages
prolifératifs et/ou de survie aux progéniteurs hématopoiétiques en dérégulant certaines voies
de signalisation telles que celles impliquant N-RAS et K-RAS (Neuroblastoma- et Kirsten-
RAS), FLT3 et c-KIT.

&



Chapitre 4 Aspects génétiques des LAM

a-

N-RAS et K-RAS : les voies de signalisation impliquant les génes RAS sont activées par
une large gamme de cytokines et jouent un role important dans la prolifération et la survie
de progéniteurs hématopoiétiques en activant la voie des MAPK. Des mutations
activatrices du proto-oncogene RAS sont retrouvées dans différents types de tumeurs et
dans 15 a 25 % des LAM. Ces mutations ne sont pas associées a des anomalies
caryotypiques particulieres, ni aux caractéristiques cliniques ou évolutives de la LAM

[128].

FLT3 : le gene FLT3 code pour un récepteur transmembranaire de type tyrosine kinase
exprimé a la surface des progéniteurs hématopoiétiques normaux de la moelle osseuse et
notamment des CSH. Son ligand est exprimé et sécrété par les cellules du
microenvironnement médullaire entrainant son activation et ainsi la stimulation de la
croissance et la survie des cellules progénitrices dans la moelle et dans le sang. FLT3 est
exprimé de fagon importante dans les LAM (entre 70 % et 100 % des LAM de tous types
de FAB) et cette surexpression joue un rdle dans la survie et la prolifération des blastes
leucémiques. De plus, il existe deux types de mutations activatrices de ce récepteur
retrouvés dans les LAM ; des duplications internes en tandem d’une séquence
palindromique présente dans la région juxta-membranaire du récepteur (FLT3-ITD : FLT3-
Internal Tandem Duplication), et des mutations ponctuelles au niveau de la boucle
d’activation du domaine kinase (FLT3-TKD : FLT3-Tyrosine Kinase Domain) [129]. La
mutation du gene FLT3 est I’altération la plus fréquente dans les LAM.
» FLT3-ITD : mutations retrouvées entre 25 et 30 % des cas, les duplications retrouvées
sont tres variables, mais toujours dans le cadre de lecture et entrainent une perte de
fonction du domaine inhibiteur. Ces mutations sont associées a un mauvais pronostic

[130].

» FLT3-TKD : mutations ponctuelles retrouvées chez 7 % des patients qui entrainent une
conformation active de la boucle et donc une meilleure fixation de 1’Adénosine Tri-
Phosphate (ATP) et du substrat. La relation entre ces mutations et 1’incidence au niveau
du pronostic reste encore en débat [130].

Les deux types de mutations conduisent a la dimérisation, a I’activation et

I’autophosphorylation du récepteur de facon constitutive. Cette altération se traduit par une

activation des voies PI3K/AKT, PLCy (Phospho Lipase C gamma), STATS et les voies

RAS/ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinase) impliquées dans la prolifération et la

survie cellulaire [131].
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C-

KIT : le gene KIT code pour un récepteur de type tyrosine kinase qui a pour ligand le SCF.
Des mutations activatrices dans le domaine extracellulaire ou la boucle d’activation sont
retrouvées dans 20 a 30 % des patients ayant des aberrations chromosomiques spécifiques
telles que t(8;21) et inv(16). Ces mutations entrainent une hyperactivation des voies MAPK

et PI3K en aval du récepteur [132].

CBL (Casitas B-cell Lymphoma) : le géene CBL code pour une ubiquitine ligase qui cible
une grande variété de tyrosine kinase et entraine leur dégradation. Les mutations de ce gene
entrainent I’inhibition de I’internalisation et I’ubiquitination de FLT3 et ainsi augmente

I’amplitude et la durée du signal de ce récepteur [133].

PTPNI11 (Protein Tyrosine standard Phosphatase Non récepteur 11) : le géne de
PTPNI1 code pour une phosphatase cytoplasmique appelée SHP-2 (Src Homology
Phosphatase 2). Cette phosphatase, tres exprimée dans les cellules hématopoiétiques,
participe a la transduction du signal en aval des facteurs de croissance, des cytokines, des
hormones et des molécules d’adhérence en partie via la voie RAS/MAPK. Ces mutations
entrainent une anomalie dans la transition forme active/forme inactive de la phosphatase
mais leurs roles dans la pathogénicité des LAM reste a déterminer. Elles ne semblent pas

avoir de valeur pronostique [132].

f- JAK2 (JAnus Kinase 2) : il s’agit d’une tyrosine kinase cytoplasmique impliquée dans la

transduction de signaux initiés par plusieurs récepteurs de facteurs de croissance et de
cytokines, requis pour I’hématopoicse. Les mutations de ce récepteur entralnent une
augmentation de son activité kinase et 1’activation de voies en aval telles que STATS,
PI3K/AKT, ERK. La mutation de JAK2 est retrouvée chez 70 % des patients ayant une

LAM précédée d’une maladie myéloproliférative mais est rare dans les LAM de novo [127].

1-2- Les mutations de type 2 : ces mutations correspondent essentiellement a des aberrations

chromosomiques de type translocations. De nombreuses translocations chromosomiques sont

retrouvées dans les LAM ; elles conduisent a la formation de protéines chimériques (de

fusion) impliquées dans la pathogenese. Certaines anomalies chromosomiques ont été

identifiées comme entités a part entiere, au vu de leurs caractéristiques cliniques et

biologiques spécifiques, dans le sous-groupe des LAM avec anomalies cytogénétiques

récurrentes (classification OMS, 2008). Les plus fréquentes sont les suivantes :

|
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a- Translocation concernant CBF : facteur de transcription avec deux sous-unités, CBFa
(appelé aussi AML1 ou encore RUNXI1) et CBFp. RUNXI interagit directement avec
I'ADN et CBFp interagit avec RUNX1 et permet l'activation de la transcription. CBF régule
I’expression de nombreux genes impliqués dans la différenciation hématopoiétique (IL-3 et
GM-CSF) et la maturation des lymphocytes T et B [125]. CBF est critique pour
I’hématopoiese normale et est la cible de plusieurs remaniements dans les LAM, deux sous-
groupes sont caractérisés dans la classification OMS 2008 : RUNXI/ETO et CBFS/MYHI 1.
Ces translocations concernent 10 % a 15 % des LAM [134] et sont de bon pronostic [130].

» RUNXI/ETO (nommé aussi AMLI/ETO, AMLI) : correspond a la translocation
t(8;21). RUNXI est un des genes les plus fréquemment dérégulés dans les LAM a la fois
par des remaniements chromosomiques mais aussi par des mutations ponctuelles ou des
amplifications [125]. ETO est un répresseur de la transcription. Ainsi la protéine
chimérique RUNXI/ETO recrute des corépresseurs et inhibe 1’expression des genes

normalement régulés par RUNX1 [135].

» CBFP/MYHI1 (nommé aussi CBFS/SMMHC, SMMHC : Smooth Muscle Myosin
Heavy Chain et MYHII) : correspond a la translocation chromosomique
inv(16)/t(16;16) qui fusionne les 165 premiers acides aminés de CBFp avec la région C-
terminale de la chaine lourde de la myosine musculaire. La protéine chimérique
interagit avec RUNX1 et inhibe la transcription des genes cibles de ce dernier en
recrutant des corépresseurs [136]. Ces CBF/AML sont fréquemment associées a des

mutations dans les genes KIT (1/3 des CBF/AML), N-RAS, K-RAS et FLT3 [137].

b- PML/RARa : correspond a la translocation t(15;17) caractéristique de la leucémie aigue
promyélocytaire qui conduit a la synthése d’une protéine chimérique entre RARo (Retinoic
Acid Receptor alpha), un récepteur nucléaire aux hormones et PML (Pro-Myelocytic
Leukemia) une protéine nucléaire (facteur de transcription a doigt de zinc). En absence de
I’acide rétinoique, RARa interagit avec RXR (Retinoid X Receptor), lie ses genes cibles
impliqués dans la différenciation, 1’apoptose et 1’auto-renouvelement et inhibe leur
expression en recrutant des corépresseurs. Cette inhibition est renversée par la présence
d’Acide Tous-Trans Rétinoique (ATRA) qui induit un changement de conformation et
entraine la dissociation des co-répresseurs et le recrutement de co-activateurs. Des doses
pharmacologiques d’ATRA sont utilisées pour le traitement des patients présentant cette

translocation [136].
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c- MLL : le gene MLL, situé en 11923, code pour un facteur de transcription de 431 kDa et qui

1-3-

a-

présente de nombreux modules : trois domaines de fixation et de courbure de I'ADN, un
domaine d'homologie aux méthyl-transférases et plusieurs domaines d'activation ou de
répression de la transcription. Il est exprimé dans toutes les cellules hématopoiétiques
notamment dans les CSH et impliqué dans 1’activation de plusieurs promoteurs notamment
ceux régulant I’expression des geénes HOX (HomeobOX). Ces genes codent pour des
facteurs de transcription qui participent au développement de multiples tissus et notamment
du systeme hématopoiétique. MLL est une des plus fréquentes cibles dans les leucémies
aussi bien dans les LAM que dans les LAL et les leucémies aigues bi-phénotypiques.

En effet, il existe plus de 50 translocations affectant ce géne et ces translocations sont

retrouvées dans environ 10 % de I’ensemble des LAM [138].

Les mutations non classées : la liste des génes probablement impliqués dans les LAM
s’étoffe de plus en plus grace a de nouvelles technologies telles que le criblage de genes haut
débit. Voici quelques-uns de ces nouveaux genes candidats dont I’implication dans la

leucémogenese LAM est de plus en plus évoquée.

DNMT (DNA Méthyl Transférases) : des mutations de ce géne ont été identifiées par
séquencage haut débit d’ADN de patients atteints de LAM et retrouvées chez 22 % d’entre
eux [139]. Les Dnmt sont des enzymes qui catalysent 1I’addition d’un groupement méthyle
sur les cytosines des ilots CpG. Les mutations DNMT n’alterent pas de fagon tres
importante la méthylation globale de I’ADN mais la méthylation de certains génes, tels que
les genes HOX, sont affectés. Ces mutations sont associées avec les mutations FLT3,
NPM]1 et IDH et conferent un mauvais pronostic [140].

TET2 (TET oncogene family member 2) : ce géne a été récemment identifié comme un
gene candidat en tant que suppresseur de tumeur dans les SMD, SMP et dans les LAM
grace a un séquencage haut débit d’ADN de cellules de patients. Dans cette étude, des
mutations de ce gene ont été retrouvées chez 27 % des patients atteints de LAM. Les
protéines TET sont impliquées dans la régulation épigénétique [141]. Elles sont capables
de convertir des méthyl-cytosines en hydroxy-méthyl-cytosines, formes intermédiaires de
déméthylation des cytosines, et ainsi ont un role dans la déméthylation de I’ADN. Les
mutations de TET2 dans les LAM entrainent un taux moindre d’hydroxy-méthyl-cytosine
ainsi ce géne pourrait étre associé a la leucémogenese en participant a 1’hyperméthylation
souvent observée dans les cancers. Ces mutations sont mutuellement exclusives avec les
mutations IDHI/IDH?2 (Isocitrate DésHydrogénase 1/2) et leur implication pronostique

n’est pas encore claire [140].
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c- IDHI/IDH? : ce gene a été identifié par séquencage du génome entier de patients atteints
de LAM. Ce criblage a révélé des mutations déja identifiées mais aussi des mutations
IDH]1 qui n’avaient jamais été observées. De plus, les IDH sont une nouvelle classe de
protéines mutées dans la leucémogenese puisqu’il s’agit d’enzymes métaboliques [142].
Ces protéines catalysent la décarboxylation oxydative de I’isocitrate en o-cétoglutarate
avec formation de NADP(H) (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate(H)). Elles
sont impliquées dans le métabolisme cellulaire au niveau de la syntheése lipidique, la
protection contre le stress oxydant et la transduction du signal médiée par 1’oxygene. Les
patients ayant des mutations dans ces geénes ont des hyperméthylations aberrantes de leur
génome, cela s’explique par une production d’un métabolite anormal : 2- hydroxy-glutarate
qui inhibe la déméthylation amorcée par TET2. Les mutations IDH et TET2 sont d’ailleurs
mutuellement exclusives [132]. Deux études ont analysé la fréquence et la valeur
pronostique de ces mutations. Ces études montrent qu’elles touchent entre 11 % et 16 %
des patients, qu’elles sont associées treés souvent avec un caryotype normal et avec des
mutations NPM1 et MLL et enfin qu’elles sont corrélées a un haut risque de rechute et une

survie moindre [143, 144].

d- NPMI1 : la Nucléophosmine est une phosphoprotéine ubiquitaire qui transite entre le noyau
et le cytoplasme avec une localisation nucléaire prédominante. Des mutations de ce gene
sont retrouvées chez 46 % a 62 % des patients LAM avec un caryotype normal [145] et 25
% a 35 % de toutes les LAM [140]. Ces mutations entrainent 1’apparition d’une séquence
d’export vers le cytoplasme et entraine une localisation cytoplasmique aberrante [146].
Toutes les mutations de ce geéne entrainent une altération de sa distribution cellulaire
laissant penser que celle-ci a un rdle dans la leucémogenese et qu’elle interfere
probablement avec les fonctions de la nucléophosmine [147]. Cette derniere joue un role
de protéine chaperonne dans le noyau permettant d’établir de multiples interactions
protéine-protéine. Elle a un role critique dans la cellule ; elle empéche 1’agrégation des
protéines nucléaires, elle régule 1’assemblage des protéines ribosomales et est nécessaire
pour la transcription, la réplication et la réparation de I’ADN. Elle est aussi impliquée dans
la régulation de nombreuses voies de signalisation telles qu’ARF (ADP Ribosylation
Factor) et p53 [148]. La facon dont la nucléophosmine contribue a la leucémogenese est
encore floue mais de plus en plus d’éléments suggerent que les LAM mutées pour NPM 1
pourraient constituer un sous-type distinct de LAM avec des -caractéristiques
pathologiques, immunologiques et pronostiques spécifiques. Les LAM mutées NPM1 ont

d’ailleurs été ajoutées comme entité provisoire dans le classement OMS de 2008 [147].
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De plus, les mutations dans NPM1 sont mutuellement exclusives avec d’autres anomalies
récurrentes classées dans la catégorie LAM avec anomalies génétiques récurrentes mais
sont significativement retrouvées avec la mutation FLT3-ITD. Cela suggere que les
altérations de NPM1 pourrait faire partie des mutations de type 2 [127]. Les mutations
NPM1 sans anomalie FLT3-ITD sont classées dans le groupe des anomalies génétiques

avec pronostic favorable [142].

e- ASXLI (Additional SeX comb-Like) : ce géne code pour une protéine impliquée dans la

régulation du remodelage de la chromatine [147]. La fonction de cette protéine dans les
LAM est inconnue mais une étude a révélé une fréquence de 10 % de mutations de ce gene

chez les patients testés [149].

WT1 (Wilms Tumor 1) : le gene WT'I code pour un facteur de transcription exprimé dans
les progéniteurs CD34+ du systeme hématopoiétique mais pas dans les leucocytes matures.
Il est fortement exprimé dans les LAM, son implication dans la leucémogenese a donc été
fortement étudiée. Mais bien que les mutations du gene WT'1 aient été découvertes dans les
hémopathies malignes il y a plus de 10 ans, le role précis de WT'1 dans 1’hématopoiese
normale et maligne n’est pas encore clairement défini. Il a été impliqué dans la régulation
de la survie cellulaire, la prolifération et la différenciation et il a été montré comme a la
fois suppresseur de tumeur et oncogene. Ces différences pourraient s’expliquer par la
variabilité des tissus étudiés et des différents transcrits possibles de WT'I [150].

Les mutations de WT'I sont retrouvées dans 10 % a 13 % des LAM avec caryotype normal
mais son impact pronostic n’est pas établi (certaines études rapportent un pronostic

défavorable tandis que d’autres ne rapportent pas d’impact) [142].

BAALC (Brain And Acute Leukemia Cytoplasmatic) : géne qui code pour une protéine
dont la fonction est inconnue mais dont le taux d’expression est particulierement haut chez
certains patients atteints de LAM. Plusieurs études ont démontré sa valeur pronostique

avec une baisse de la survie globale pour ces patients [132].

ERG (Ets-Related Gene), EVII (Ecotropic viral integration 1), MNI (MeNingiomal) :
une expression augmentée de ces trois genes implique un pronostic défavorable selon
plusieurs études. ERG est un effecteur en aval de plusieurs voies de régulation concernant
la prolifération, I’apoptose et la différenciation. EVII entraine des néoplasmes
hématopoiétiques chez des modeles murins et enfin MNI est un activateur de la

transcription. Leurs roles précis dans la leucémogenese sont inconnus [130].
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i- P53 :le gene P53 est un gene suppresseur de tumeur qui code pour une protéine impliquée
dans la surveillance de I'intégrité du génome. En effet, un dommage a I’ADN active ce
facteur de transcription qui a son tour active la transcription de genes impliqués dans 1’arrét
du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN et ’apoptose. P53 est inactivée dans les LAM
par des délétions et des mutations ponctuelles. Ces mutations entrainent une instabilité du
génome et une inhibition de I’apoptose. Elles sont retrouvées dans moins de 10 % de LAM

de novo [132].

1-4- L’expression des miARN : les miARN (microARN), en s’hybridant sur leur ARNm (Acide
Ribo-Nucléique messager) cibles, sont capables d’inhiber I’expression des protéines codées
par ces ARNm en induisant leur dégradation ou en inhibant de leur traduction. Ces miARN
sont capables de réprimer des centaines de geénes et ainsi de réguler les processus cellulaires
normaux. Leurs expressions aberrantes ou leurs dérégulations contribuent donc a la
transformation maligne en interférant avec les voies de prolifération, de survie, de
différenciation et d’apoptose. Il a d’ailleurs été montré que des profils particuliers
d’expression de ces miARNs étaient retrouvés selon les cancers [151].

Une étude en 2007 [152], a réussi a distinguer une LAL d’une LAM uniquement sur le profil
d’expression des miARN. La plupart des miARNs dérégulés joueraient un réle dans la
différenciation myéloide et dans ses fonctions spécifiques. En ce qui concerne les LAM, on
peut méme discriminer entre plusieurs LAM avec anomalies caryotypiques uniquement par le
profil miARN [153].

Les mémes anomalies génomiques (telles que les arrangements chromosomiques, les
délétions et les mutations ponctuelles) qui modifient I’activité des genes codant pour des
protéines, sont responsables des modifications d’activité des miARN. En effet, I’expression
des miARN est corrélée a la présence de plusieurs anomalies récurrentes dans les LAM. Par
exemple, les mutations dans NPM1 sont associées a 1’augmentation de miR-10a, miR-10b et
miR196a et tous résidents dans la méme partie du génome que les genes HOX, eux aussi
surexprimés dans les LAM avec NPM 1 muté. De méme, la mutation FLT3-ITD a été associée
avec 1’augmentation de miR-155, or la surexpression de miR-155 a été montrée comme
entrainant 1’expansion des granulocytes et des monocytes et causant des symptomes
caractéristiques des hémopathies myéloides. Ces données qui relient I’expression des miARN
a la pathogénicité laissent penser que ces miARNSs pourraient agir comme suppresseurs de

tumeurs ou comme oncogenes et contribuer a la leucémogenese [153].
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II- Cytogénétique des LAM :

Les anomalies chromosomiques sont précieuses dans le diagnostic et le pronostic des
différents types de leucémies et de lymphomes. Bon nombre de ces anomalies sont uniquement
associés a des sous-types histologiques ou immunologiques spécifiques d’hémopathies malignes
[154]. Au cours des deux dernieres décennies I’importance clinique de la cytogénétique, de
I’analyse génétique et moléculaire est devenue de plus en plus évidente dans le diagnostic, le
pronostic, le choix et le suivi thérapeutique des leucémies en général et des leucémies aigues en
particulier. L’identification des anomalies chromosomiques spécifiques (récurrentes) et leur
corrélation avec des caractéristiques cliniques, cyto-morphologiques et immunophénotypiques ont
conduit a une nouvelle compréhension de ces maladies hétérogenes. Récemment dans la nouvelle
classification des hémopathies malignes établie par I’OMS, des anomalies cytogénétiques
spécifiques ont été utilisées pour aider a définir les entités morbides distinctes dans les pathologies
myéloides et lymphoides [155]. Les techniques cytogénétiques contribuant au diagnostic des entités
les plus fréquentes de LAM identifient des anomalies cytogénétiques récurrentes telles les
hyperdiploidies > 50 chromosomes, la t(12;21)(p13 ;q22)/TEL-AMLI(ETV6-CBFA2) et I'inv
(16)(p13q22)/CBFB/MYH11 sont développées [156].

La signification clinique de ces aberrations chromosomiques est devenue de plus en plus appréciée.
Certains changements sont fortement corrélés avec des sous-groupes particuliers de LAM, comme
respectivement les t(8;21) et M2, t(15;17) et M3, M4 et inv16 Eo, t(19;11) et M5a, et t(1;22) et M7
[157]. Ces anomalies récurrentes ont un impact important et indépendant sur le pronostic, et elles
peuvent influencer la gestion de la maladie. Les différentes techniques de la cytogénétique et de
biologie moléculaire utilisées telles que la FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), le Southern
Blot, la PCR (Polymerase Chain Reaction) et la CGH (Comparative Genome Hybridization) ont
également ajouté des informations importantes pour le regroupement plus sophistiqué des différents
types d’hémopathies malignes [158]. Avec une application optimale de ces techniques dans le
diagnostic des LAM, les stratégies de traitement peuvent €tre plus spécifiquement orientées et de
nouvelles approches thérapeutiques peuvent étre évaluées de manieres plus efficaces.

L’étude des anomalies chromosomiques associées aux hémopathies malignes en général et aux

leucémies aigues en particulier possede un triple intérét :

» Diagnostique ; anomalies primaires, spécifiques et récurrentes de certaines entités,
» Pronostique ; anomalies, primaires ou secondaires, étroitement liées a la probabilité de survie,

» Fondamental : contribue a I’identification des génes impliqués dans la leucémogenese [154].

0
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1-4- Les anomalies génétiques récurrentes :

> LAM avec t(8;21)(q22;q22) : 5 a 10 % des LAM adultes, 6 a 19 % de I’enfant, spécifique
des LAM?2, ayant pour conséquence la fusion des genes ETO/AMLI

» LAM promyélocytaire avec t(15;17)(q22;q12) : associée a la LAM3 qui représente 5 a 8 %
des LAM ayant pour conséquence la fusion des genes PML/RARa.

» LAM ave inv 16(p13;q22) ou t(16;16)(p13;q22) : spécifique des LAM4 a éosinophiles. Le
résultat est la juxtaposition des deux génes CBFS/MYHII.

» LAM avec anomalies du gene MLL (11q23): spécifique des sous-types M4 et M5 et
implique le gene MLL dont deux réarrangements assez fréquents; t(11;19)(p22;q23) et
t(11;19)(q23;p31.1) [159, 160].

1-5- Les anomalies chromosomiques de nombre :

a- Les délétions :

» del(5q)/-5 : anomalie cytogénétique fréquente chez les patients atteints de SMD et de LAM
de novo. Souvent secondaire, elle peut étre retrouvée également dans les LAMO [161].

» del(7q)/-7 : souvent retrouvées dans les LAL, mais peuvent apparaitre de novo dans les SMD
et les LAM, ou étre secondaires a 1’exposition aux agents alkylants [162].

» del(17p)/-7 : anomalies cytogénétiques relativement fréquentes dans les SMD et les LAM.
Ces anomalies représentent environ 4,3 % des anomalies cytogénétiques des SMD et des
LAM et, dans un nombre important de cas, il s’agit de formes induites.

» del(9q) : anomalies secondaires fréquentes dans les LAM?2, avec souvent la t(8 ;21) comme
anomalie primaire. Isolée, elle peut étre retrouvée dans tous les sous-types de LAM 2 %.

» del(12p) : moins fréquente dans les LAM 5 % que dans les LAL. Elle est observée dans 20 a
55 % des LAM a composante monocytaire (M4 et MS5), et est souvent associée a des

caryotypes complexes avec anomalies du chromosome 5 et une trisomie 8 [163].

b- Les trisomies :

» La trisomie 8 : la plus fréquente des trisomies dans les LAM, représente 10 a 15 % de toutes
les anomalies observées dans ces hémopathies. Rencontrée dans les différents sous-types, elle
représente également I’anomalie secondaire la plus fréquente dans les LAM (1/3 des cas).

» La trisomie 21 : représente 1 % des anomalies cytogénétiques rencontrées dans les désordres
hématopoiétique et 2,5 % de I’ensemble des anomalies rencontrées dans les LAM. La trisomie
21 est souvent associée a une inversion du chromosome 16. Ainsi que d’autres trisomies

comme la trisomie 13, 14, 15 et 19 [163].
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III- Biologie Moléculaire des LAM :

En complément de la cytogénétique conventionnelle, les progres récents et continus de la
biologie moléculaire, par technique FISH et/ou RT-PCR (Reverse Transcription-PCR), permettent
actuellement de démembrer les différentes anomalies moléculaires associées aux LAM.
La FISH permet de confirmer les remaniements PML-RARa, CBFa-ETO et CBFf-MYHI 1, dont la
présence est parfois difficile a affirmer en cytogénétique conventionnelle. La biologie moléculaire
sur sang ou sur moelle met en évidence les transcrits de fusion : il n’y en a qu’un seul type pour
CBFo-ETO alors que 10 transcrits CBFf-MYH 11 différents ont été décrits. Le type de transcrit n’a
pas d’impact pronostique, I'intérét de la biologie moléculaire dans ce ces cas de figure comporte
donc la confirmation diagnostique et 1’évaluation de la maladie résiduelle apres traitement.
C’est sans aucun doute le groupe des LAM a caryotype normal qui a le plus bénéficié des avancées
moléculaires récentes, puisque la caractérisation d’'une LAM a caryotype normal est désormais
décisionnelle [164, 165 et 166].

Les anomalies moléculaires recherchées sont :

» Les mutations FLT3 comme la duplication interne en tandem (FLT3-1TD),

» Les mutations de I’exon 12 du géne NPM 1,

» Les mutations de CEBPo présentes dans 9 % des LAM,

» D’autres anomalies étudiées non actuellement décisionnelles sont en cours d’évaluation. Ces
anomalies sont 1’hyper-expression de BAALC qui serait un facteur de mauvais pronostic en
terme de rechute et de survie globale dans les LAM a caryotype normal, 1’hyper-expression
de WT1 présente dans 90 % des LAM et utilisée comme marqueur de maladie résiduelle, et
I’hyper-expression de ERG qui serait un facteur indépendant de mauvais pronostic en terme

de rechute et de survie globale.

IV- Polymorphisme de la MTHFR :

La MTHFR est une enzyme clé du métabolisme des folates qui catalyse la conversion
irréversible du 5,10-méthylénetétrahydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate en utilisant le NADPH.
Elle permet ainsi de maintenir le pool de folates et de méthionine circulants et de prévenir une
éventuelle augmentation de la concentration en homocystéine. La MTHFR joue également un rdle
dans les processus de méthylation de 1I’ADN, de protéines, de neurotransmetteurs et de
phospholipides. La méthylation de I’ADN joue un role primordial dans la régulation de 1’expression

des genes et le maintien de la stabilité génomique.
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La MTHFR est également impliquée dans la production de dTMP (désoxy Thymidine Mono-
Phosphate) via la synthese de purines. La MTHFR est donc un élément essentiel a la provision de
nucléotides nécessaires a la synthese d’ADN, sa réparation [167].

La voie enzymatique des folates est ainsi impliquée dans la stabilité de I’ADN et toute altération sur
cette voie peut induire des cassures d’ADN simple ou double brin dans et/ou modifier le taux
d’expression de certains génes voire induire des anomalies de la ségrégation chromosomique. Par ce
biais, les folates jouent un rdle essentiel dans les régulations épigénétiques de 1’expression des
genes. Un déficit en folates, par carence d’apport ou en rapport avec des polymorphismes
nucléotidiques, se traduit par une hypométhylation de I’ADN et d’autres molécules, ainsi que par
une accumulation d’homocystéine [168].

Le gene de la MTHFR (OMIM : 607093) fut localisé par Goyette et al en 1994, dans le
chromosome 1 (1p36.22) et comprend 11 exons [169]. Plus tard, Gaughan et al, en 2000, ont
montré que le géne ne contient pas TATA box, mais contient plusieurs ilots CpG trés importants
pour les sites d’union pour les autres facteurs de transcription. L’enzyme MTHFR a deux isoformes
de 77 KDa et 70 KDa. Ce dernier est retrouvé uniquement au niveau du tissu hépatique et rénal
chez I’enfant [170].

L’expression de ’ADN complémentaire humain de 2,2 Kb donne une protéine de 70 kDa
comportant 656 acides aminés [171]. Elle est subdivisée en deux domaines : le premier catalytique
(N terminal) de 40 KDa et le deuxieme régulateur (C terminal) de 37 KDa. A T'union de ces deux
domaines se trouve une région hydrophobe avec une séquence d’acides aminés : Lys-Arg-Arg-Glu-
Glu, qui représente le site de clivage de la trypsine. La MTHFR est un homodimere cytoplasmique,
localisé dans la rate, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse. Son expression est plus
intense dans le testicule, intermédiaire dans le cerveau et rein, et inférieur dans d’autres tissus [172].
Pour le gene codant pour la MTHFR une soixantaine de polymorphismes ou SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) ont été décrit (voir figure 2), le plus commun étant le polymorphisme
C677T (rs1801133) (substitution d’une alanine pour une valine dans la séquence protéique),
identifié par Frosst et al en 1995, sur I’exon 4 dans le domaine catalytique de I’enzyme qui la rend
thermolabile avec une diminution de 50 % de son activité [173, 174]. Une baisse de 1’activité
enzymatique de I’ordre de 30 a 40 % pour les hétérozygotes et de 60 a 70 % pour les homozygotes a
été décrite [175]. La prédominance du polymorphisme C677T est relativement élevée dans la
population générale ; la prédominance des homozygotes 677TT de cette mutation autosomique
récessive, est de 5 a 15 % et 50 % d’hétérozygotes dans les populations caucasienne et asiatique ; il

existe une faible incidence dans les populations africaine et américaine [176].
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Figure 02 : Représentation schématique de la structure du géene MTHFR et de la protéine avec des

indications des polymorphismes les plus communs (Szpecht-Potocka A et al., 2002).

Ce polymorphisme a été décrit comme un facteur de risque établi de maladies cardiovasculaires, de

cancers colorectaux et de défauts de fermeture du tube neural. Vu son rdle dans la physiologie

cellulaire, de nombreuses recherches sont menées pour prospecter 1’association possible entre ce

polymorphisme et nombre de pathologies cancéreuses (dont les LAM). Certaines d’entre elles se

sont révélées assez concluantes.
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Partie pratique Patients et méthodes

I- Etude statistique (Méta-analyse) :

1-1-  Principe :

L’objectif d’une méta-analyse est de synthétiser, de maniere exhaustive (le plus possible), rigoureuse,
reproductible et quantifiée, les résultats provenant de différentes études. Ce type d’analyse est

particulierement utile dans deux cas de figure :

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

» Lorsque des études concernant une méme problématique montrent des résultats apparemment

contradictoires.

En effet, une méta-analyse permet d’augmenter la puissance statistique car le nombre de sujets
considérés est plus important, mais aussi d’expliquer la variabilité des résultats entre les différentes

études. Une méta-analyse se réalise en plusieurs étapes :

Définir I’ objectif,

Etablir les criteres d’inclusion et de non inclusion des études dans la méta-analyse,
Extraire de la littérature, les publications concernant a priori la méta-analyse,
Eliminer les publications dont les résultats sont visiblement biaisés,

Faire le tri des publications en utilisant les criteres d’inclusion,

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

Tester la robustesse des résultats (analyse de sensibilité),

YV V. V V V V V V

Rechercher I’hétérogénéité.

Une méta-analyse peut €tre sujette a principaux biais :

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

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

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

» Biais de sélection ; les critéres de sélection peuvent ne pas étre adaptés.

&
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1-2- Stratégie de recherche :

Notre travail de recherche consiste en une méta-analyse regroupant des études tirées de la
littérature électronique (en ligne) sur notre thématique en utilisant la base de données PubMed
(publications parues avant le 01 Mai 2015). PubMed est le principal moteur de recherche de données
bibliographiques de 1'ensemble des domaines de spécialisation de la biologie et de la médecine. Il a été
développé par le centre américain pour les informations biotechnologiques (National Center of
Biotechnologies Information : NCBI), et est hébergé par la bibliotheque américaine de médecine des
instituts américains de la santé. PubMed est un moteur de recherche gratuit donnant acces a la base de
données bibliographiques MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online),
rassemblant des citations et des résumés d'articles de recherche biomédicale. Cette base de donnée est
gérée et mise a jour par la bibliotheque américaine de médecine.

Dans la présente méta-analyse, nous avons pris les résultats provenant de différentes études afin de
prospecter I'implication du polymorphisme C677T de la MTHFR dans I’apparition d’'une LAM. Nous
avons procédé a une recherche en utilisant les mots clés suivants : MTHFR polymorphism, C677T,

Acute Myeloid (Myeloblastic, Myelogenous) Leukemia.

1-3- Sélection des études :

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

» Une exploration de I’association du polymorphisme C677T MTHFR et le risque d’occurrence d’une
LAM.

» Une étude de type cas-témoins établie selon des criteres définis (construction de deux
groupes indépendants; patients et témoins, avec des criteres bien définis de chaque groupe).

» La disponibilité dans la publication de la taille des deux cohortes (patients et témoins) avec les
fréquences génotypiques (CC, CT et TT) et/ou alléliques (C et T) permettant le calcul de 1’Odds
Ratio (OR) et de la valeur p.

Ont été exclues :

» Les études prospectant 1’effet d’un polymorphisme de la MTHFR autre que le C677T.

» Les études prospectant I’effet du polymorphisme C677T de la MTHFR dans la réponse a une
thérapeutique particuliere d’'une LAM.

» Les études prospectant 1’implication de ce polymorphisme dans la survenue des leucémies ou
leucémies aigues de maniere générale (sous-groupe des LAM non défini)

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

publication).
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1-4- Extraction des données :
De chaque étude incluse dans notre méta-analyse, nous avons extrait les informations suivantes :
nom de(s) auteur(s), année de la publication (référence bibliographique), pays, ethnie de la
population d’étude, la valeur de HWE, répartitions génotypiques et alléliques (effectif brut ou

fréquences en rapport avec I’effectif de la cohorte).

1-5-  Tests statistiques :

Pour prospecter I’association entre le polymorphisme de la C677T de la MTHFR et les LAM dans
cette méta-analyse, nous avons étudié précisément I’effet de 1’allele T dans le groupe des patients et
témoins. Il s’agit d’une étude statistique basée sur le calcul de ’OR a Intervalle de Confiance (IC) et la
valeur p dans le but de déterminer s’il existe une association significative entre le polymorphisme étudié
et I’hémopathie maligne ; ceci se fait par la comparaison du nombre de fois ou I’allele est observé chez
les patients par rapport au nombre de fois ou il est présent chez les témoins. Si la valeur de p est
inférieure au seuil de 0,05 ; la différence de distribution est statistiquement significative entre patients et
témoins avec un effet probable de I’implication de 1’allele T dans 1’apparition des LAM. La méta-
analyse a été faite avec le logiciel Comprehensive Meta-Analysis V3.1 (CMA®). Le biais des
publications utilisées est déterminé par le logiciel. Selon les mémes criteres nous allons prospecter
I’effet de I’allele T sous trois modeles : Le modele homozygote (TT vs CC), le modele récessif TT vs
CC + CT et le modele dominant TT + CT vs CC. Pour ces modeles le calcul des OR et de la valeur p

s’est fait par le logiciel EPI-info 7.0™.

II- Etude moléculaire :

2-1- Extraction d’ADN a partir de sang total :

a- Le prélevement sanguin : le prélevement sanguin est recueilli dans des conditions stériles par
ponction veineuse, dans un tube vacutainer contenant de ’EDTA (Ethylene Diamino Tetracetic
Acid) comme anticoagulant, en quantité de 5 a 10 ml. L’EDTA est un chélateur de cations bivalents
(Mg™, Ca™) nécessaires au fonctionnement des ADNase. Il est donc utilisé également comme
inhibiteur indirect des nucléases. L’extraction de I’ADN est lancée immédiatement ou (si les
conditions ne le permettent pas) dans les 3 a 5 jours qui suivent le prélevement conservé a +4°C.

b- L’extraction de ’ADN: Les leucocytes représentent la source d’ADN la plus facilement
exploitable. Plusieurs techniques d’extraction peuvent étre utilisées (au chlorure de guanidine, au
phénol-chloroforme). Celle employée dans le laboratoire de Biologie Génétique du CHU Ben-Badis
est une approche qui se fait sur un prélevement de sang total et en utilisant un solvant inorganique,
le NaCl. L’extraction se fait en trois étapes ; la préparation des leucocytes, ’extraction de I’ADN

proprement dite et enfin la solubilisation.




Partie pratique Patients et méthodes

= Préparation des leucocytes : les leucocytes sont séparés du sang total par lyse hypotonique des
érythrocytes dans un tampon Tris-EDTA (TE) 20:5 pendant 10 minutes dans la glace (voir annexe
IV). Apres lavage, le culot est remis en suspension dans le TE 20:5.

= Extraction de ’ADN : se fait par ajout d’un tampon de lyse (voir annexe IV), du Sodium Dodécyle
Sulfate (SDS) a 10 % (détergent a action lytique sur les membranes cellulaires qui dénature les
protéines et inhibe 1’action des nucléases) et de la protéinase K a 10 milligramme (mg)/ millilitre (ml)
(enzyme qui dénature et dégrade les protéines). Les tube tournent sur une roue a 27°C une nuit et sont
refroidis le lendemain dans la glace pendant 5 minutes. On ajoute ensuite 1 ml de NaCl 4M pour
permettre la libération de I’ADN nucléaire dans le lysat ainsi que la digestion et 1’élimination des
protéines qui lui sont associées par précipitation avec le NaCl. La pelote d’ADN est formée dans le
surnagent par précipitation avec 1’éthanol pur. Une fois la pelote d’ADN récupérée avec une pipette
Pasteur®, elle est rincée deux fois dans I’éthanol 2 70 % et mise dans un tube Nunc® de 1,5 ml.

= Solubilisation : I’ADN ainsi obtenu est solubilisé en phase aqueuse (on ajoute 300 a 1000 microlitre
(ul) d’eau Préparation Pour injectable (PPi) selon la grosseur de la pelote). On laisse 2 a 3 jours sur

agitateur-rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a dissolution complete (1 a 2 jour).

2-2- Détermination de la concentration, la pureté et de la qualité de ’ADN extrait :

La pureté ainsi que la concentration de I’ADN sont déterminées par spectrophotométrie a Ultra-
Violet (UV) avec un Nanodr0p® (spectrophotometre qui ne nécessite pas 1’utilisation de cuvette). Un
volume de 2 ul de I’échantillon est déposé directement a I’extrémité d’un cable de fibre optique.
Lorsque celui-ci est mis en contact avec un second cable par fermeture de 1’appareil, I’échantillon est
maintenu par une tension de surface et traversé par un signal lumineux. Il est possible ainsi de mesurer
et de quantifier I’ADN double ou simple brin. L’un des inconvénients majeurs de ce type de mesure
réside dans le fait que toute molécule parasite qui absorbe la lumiere est prise en compte dans la mesure
de la concentration. L’analyse de I’absorbance se fait par un logiciel (Nanodrop® 1000 v3.7) installé sur
un ordinateur relié a 1’appareil. L’ ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines qui représentent les
témoins de contamination absorbent a 280 nm. L’absorption, absorbance ou Densité Optique (DO) est
mesurée a 2 longueurs d’ondes différentes (260 et 280) et un rapport est établis (260/280) est calculé
automatiquement par le logiciel. En effectuant le rapport de DO 260 nm/ DO 280 nm, la pureté de
I’ADN est déterminée en vérifiant une éventuelle contamination par les protéines ou par les ARN. On
considere que : L”ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est compris entre
1,6 et 2 (1,6 <R <2),I’ADN est contaminé par les protéines si R < 1,6 et que I’ADN est contaminé par
les ARN si R > 2. La concentration de I’ADN est donnée directement en nanogramme (ng) par ul et doit

étre idéalement supérieure a 50 ng/ul pour optimiser la réalisation d’une PCR.
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2-3- Génotypage de la MTHFR :
2-3-1- Amplification de I’exon 4 de la MTHFR :
a- Principe :

Pour prospecter le polymorphisme C677T (Ala222Val) (rs1801133) du gene de la MTHFR
(OMIM : 607093), nous avons amplifié par PCR I’exon 4 (ENSE00001225832) en utilisant une paire

d’amorces spécifiques.

b- Matériel :
- Micropipettes et pointes,
- Eppendorfs®,
- Vortex,
- Petite centrifugeuse,
- Tubes de PCR,

- Thermocycleur (Techne® iCycler).

c- Réactifs :
Les réactifs utilisés pour la préparation du milieu réactionnel de la PCR ainsi que les quantités
nécessaires pour chaque tube sont mentionnées dans le tableau ci-dessous. La préparation du milieu

réactionnel de la PCR se fait dans la glace.

Tableau II : Composition du milieu réactionnel de la PCR pour I’amplification de I’exon 4 de la MTHFR.

Réactif Vol/tube (ul)
ADN (~50ng) 1
Tampon 10X (Sans MgCl,) 5
deoxyribo-Nucléotide Tri-Phosphate (ANTP) 2Mm 5
MgCl, S0Mm 3
Thermus aquaticus (Taq) Polymérase (Bioline® 250U) 0.4
H,O distillée (PP1) 35.2
Amorces (F) 0.2
Amorces (R) 0.2
50

Les références des amorces utilisées pour 1’amplification sont mentionnées dans le tableau ci-dessous.

&
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Tableau III : Identification des amorces utilisées pour I’amplification de 1’exon 4 de la MTHFR.

L. Taille de la
p , Nucléotide .
Amorces Séquence (5°—3’) , région
de départ cpm s
amplifiée (pb)
Forward (F) | TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 770 198
Reverse (R) | AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 968

Tableau IV : Programme du thermocycleur pour I’amplification de I’amplification de 1’exon 4
de la MTHFR (durée 105 minutes).

Processus Température (°C) Temps Cycles
Dénaturation initiale 94 05 minutes 1
Dénaturation 94 30 secondes
Hybridation 65 30 secondes 30
Elongation 72 40 secondes
Elongation finale 72 10 minutes 1

2-3-2- Digestion et migration sur gel d’agarose :
a- Principe :

Pour la mise en évidence du polymorphisme recherché, les produits de PCR sont soumis a une
digestion enzymatique en clivant les molécules a des points précis appelés sites de restriction. Une
modification par mutation dans la séquence du site de restriction pourrait entrainer ou empécher l'action
de l'enzyme ; autrement dit: faire disparaitre ou apparaitre un site de restriction spécifique. Ces
modifications de I'ADN sont détectées par des variations du nombre et de la longueur des fragments de
restriction obtenus apres digestion enzymatique. Cette technique est connue sous 1’appellation de
polymorphisme de longueur des fragments de restriction ou Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP), le profil électrophorétique ainsi obtenu est appelé profil de restriction.

Le polymorphisme C677T de la MTHFR fait apparaitre un site de restriction Hinfl (Enzyme extraite de

la bactérie Haemophilus influenzae).

Site Hinfi 577
87T F — &

5 - TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAYGCCGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCT
TTGAGGCT YGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATC

ACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCAT CCAGygageogcceaggagagootatadgrings

— BYT R
Tocacooccacloleacogoaccglocl=3'

Figure 03 : Représentation schématique du site de restriction Hinfl sur I’amplicon de I’exon 4 de la
MTHFR.
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b- Matériel :

Support pour le moulage,

Etuve,

Erlenmeyer®,

Micro-onde,

Cuve d’électrophorese et peigne,
Plaques pour coloration,

Pipette,

Générateur de courant,

Chambre avec lampe UV munie d’un systeme de photographie-impression.

Réactifs :

Enzyme de restriction Hinfl (Kit BioLabs®),

Tampon de digestion 1X (CutSmart® Buffer) (Kit BioLabs®),
Gel d’agarose (UltraPure™ Agarose) (3 %),

Tris-Borate EDTA (TBE) 1X (100 ml par gel),

BET (Bromure d'EThidium),

BBP (Bleu de Bromo-Phénol) (dilué au Y2 dans le TBE1X),
Marqueur de taille (100 a 600 pb).

d- Mode opératoire :

Apres préparation du milieu réactionnel de la digestion (voir annexe V), les produits de PCR sont

mis en incubation pendant 5 heures a 37°C dans I’étuve. La digestion est stoppée par immersion dans un

bain marie a 80°C pendant 20 minutes. La migration se fait a 100V et pendant 2 heures. Cette migration

génere des profils de 1 (homozygote) ou deux bandes (hétérozygote) (voir photo 01).

1 2 3 4 5 6 7 8

600bp

400bp
300bp

200bp

100bp

M CC_CC CT _TT cCcT CC_CT

Photo 01 : Analyse par RFLP du polymorphisme C677T sur un fragment PCR de 198 pb digéré avec
Hinfl. Ce polymorphisme (allele T) fait apparaitre un site de restriction Hinfl et génere un fragment de

175 pb.
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2-4- Analyse statistique :

Dans ce travail nous avons effectué une étude statistique d’association entre le polymorphisme
de la MTHFR C677T et les LAM. L’étude statistique est basée sur ’OR et la valeur p dans le but de
déterminer s’il existe une association significative entre le polymorphisme étudié (voir tableau V). Les
calculs ont été faits en utilisant le logiciel EPI-info 7.0™.

Pour le calcul de I’OR nous avons établi un tableau de contingence. Il est présenté sous forme de tableau
croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de 1’étude est présenté en colonne et le caractere

exposé/non exposé en ligne. L’IC est de 95 % (ou 0,95).

Tableau V : Tableau de contingence croisé pour une étude cas-témoins.

Malades Témoins Total

Exposés
(Présence du facteur A B a+b
présumé de risque de maladie)

Non-exposés
(Absence du facteur C D c+d
présumé de risque de maladie)

Total a+c b+d a+b+c+d

OR=a/b/c/d

Pour la valeur p, le seuil critique a priori est de 0,05 (vu que I'IC pour I’OR est de 95 %). Si la valeur de
p calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée

statistiquement significative.
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I- Etude statistique (Méta-analyse) :
1- Recherche des publications :

En effectuant une recherche bibliographique exhaustive et rigoureuse sur PubMed en utilisant les

mots clés sélectionnés nous avons recensé :

Tableau VI : Recensement des études publiées sur Pub Med menées sur I’impact de la MTHFR

Etudes sur PubMed
Polymorphisme de la MTHFR dans 1’apparition des cancers 621
(C677T, MTHFR, Cancer)
Polymorphisme de la MTHFR dans I’apparition des leucémies 115
(C677T, MTHFR, Leukemia)
Polymorphisme de la MTHFR dans I’apparition des LAM 15
(C677T, MTHFR, AML)
Etudes retenues pour la méta-analyse 13

2- Caractéristiques des études incluses :

Apres lecture détaillée des 15 publications visibles sur la base de données PubMed trouvées en

utilisant une recherche avec les mots clés sélectionnés. Nous avons rejeté deux études :

® Huang L et al., 2015 du fait que les fréquences génotypiques et/ou alléliques ne sont pas
mentionnées. Seul I’OR et la valeur p sont indiqués.

e Jiang N et al., 2014 ; dans cette étude menée sur I’'impact de ce polymorphisme dans
I’apparition des hémopathies malignes sur une grande cohorte de patients, les fréquences
génotypiques et/ou alléliques dans les différentes entités d’hémopathies malignes (LAM,
LAL, LMC, etc.) ne sont pas mentionnées et ne peuvent tre déduites a partir de ce qui est

cité dans la publication.

Il est a noter que dans deux des 13 études sélectionnées ; Skibola et al., 1999 et Hur et al., 2006 les
populations d’étude ne sont pas en équilibre de Hardy-Weinberg (valeur de p inférieure au seuil de
0,05 ; respectivement de 0,0042 et 0,018). Cependant, ces valeurs n’ont pas été jugées comme
significatives par leurs auteurs respectifs et ont méme été incluses dans d’autres méta-analyses

publiées sur le sujet (Yu-Tao Qin et al., 2014 et Hairong He et al., 2014).

L’effectif de notre population d’étude pour cette méta-analyse est de 6552 ; 1657 patients et 4995

témoins (voir tableau VII).
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Tableau VII : Présentation des données des études selectionnées pour la méta-analyse.

Résultats

Patients Témoins

E : t el el Ll lal o] |51 slolglalel lgl |e

3 g ¢ (R e e el 2 2 (S (B SRS B 5|2

y R g 0 0 g H v 519 0 g H v H

B

1 [Skibda e al., 1999 Royaume-Uni 0042 | 213 | 1346000 | 66 {2960 | 2 1031 ] 334 [ 7489 | 112 | 50| 360 | 196 [ 312 | 130 | 353 | 43 | 1165 ] 522 | 07| 26 | 2927
1 [Deligezer et al., 2003 Turquie 0.5010 49 2 14604 25 |02 1 |24 T | 248 2T | 2755 161 T4 (45961 T3 (4534 14 | 870 | 221 | 6863 | 101 | 3137
3 |Chen et al,, 2006 Chine (Asiatique) 0520 | 40 | 16 [4000| 16 [4000| 8 |2000] 48 | 6000 | 32 | 4000 | 187 | 72 | 4586 | 66 | 4204 | 19 | 1200 | 210 | 6688 | 104 | 33,12
4 IDa-Costa et al., 2006 Brésil (Brésilienne) 0.5300 18 | 9 | 5100 | 67 | 3681 22 | 1200 | 253 | 6951 | 111 [ 3049 [ 315 | 136 | 4952 ] 128 | 4063 | 31 | 984 | 440 | 6984 | 190 | 30,16
§ [Hur et al,, 2006 Corée du sud (Asiatique) 0,0180 55 18 | 3273 30 | 3455 7 | 1273] 66 | 60,00 | 44 | 40,00 | 200 80 (40,00 80 | 40,00 | 40 | 2000 | 240 | 60,00 [ 160 | 4000
6 [Kim ef al,, 2006 Corée du sud (Asiatique) 0.3480 390 1121|3033 20215063 | To | 1905 | 444 | 55,64 | 354 | 4436 | 1700 | 540 | 31,76 | 863 | 30,76 | 297 | 1747 | 1943 | 5715 | 1457 | 4185
7 |Bolufer et al., 2007 Espagne 0,7410 163 13303 80 | 4908 29 | 1779 | 188 | 5767 | 138 | 4233 | 331 | 106 | 3202 | 160 | 4834 | 65 | 1964 | 372 | 56,19 | 290 | 4381
8 Moon et al., 2007 Corée du Sud 00780 W0 |61 | 3050 [ 1073350 32 [ 1600 ) 220 | 3725 | 171 | 4275 | 434 | 144 [ 3318 ) 196 | 4516 | 94 | 2166 | 484 | 3576 | 384 | 44.4
9 IBarhosa et al., 2008 Brésil 02700 n 17 | 6296 | 8 2063 2 | 741 42 | 7778 12 |22 100 | 65 [6500) 20 | 2900 6 | 600 | 139 [ 7050 | 41 | 20,50
10 [Lightfoot et al., 2010 Royaume-Uni 02600 79 47 15949 | 2 | 2638 | 11 (1392 ) 115 | FAUR | 43 | 2722 60 | 339 | 4724 | 3T | 4171 [ &4 | 1105 | 1035 | 6809 | 485 | 3191
11 [Vahid et al,, 2010 Tran (Caucasienne) 04870 | 106 | 8 | s | 30 [ 3679 o | sde | 155 [ mar| 57 |89 | 97 | s6 [ 57| 37 |14 | 4 | 412 | 149 | 7680 | 45 | 2320
12 |Hussain et al., 2012 Inde {Asiatique) 0,1060 1m | 7 | 6696 | 26 | 2321 11 | 982 | 176 | 7857 | 48 [ 2143 ( 281 | 180 (7,71 61 | 2430 10 | 398 | 421 | 838 | & | 164
13 |Zeng et al., 2013 Chine (Asiatique) 03470 | 12 | 14 | 63gd| 4 188 4 88| 32 [ | 12 |zm2r| 1o | s6 [4667| 54 | 4500 | 10 | 833 | 166 | 6917 | M | 3083
TOTAL 1657 | 731 | 44,12 | 691 | 41,70 | 235 | 14,18 | 2153 | 6497 | 1161 | 35,03 | 4995 | 2064 | 41,72 | 2194 | 4392 | 717 | 1435 | 6362 | 63,68 | 3628 | 3632
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100,088~ CC (Patients) =@ CT (Patients) TT (Patients) =@ CC (Témoins) =0=CT (Témoins) TT (Témoins)
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
Skibolaet Deligezer Chenet  Da-Costa Hur et Kimet Boluferet Moonet Barbosaet Lightfoot Vahidet Hussainet Zenget
al., 1999 etal,, 2003 al, 2006 etal., 2006 al., 2006 al., 2006 al.,2007 al,2007 al.,2008 etal,6 2010 al.,2010 al.,2012 al, 2013
=8—CC (Patients) 60,09 46,94 40,00 51,10 32,73 30,33 33,13 30,50 62,96 59,49 54,72 66,96 63,64
—0—CT (Patients) 29,60 51,02 40,00 36,81 54,55 50,63 49,08 53,50 29,63 26,58 36,79 23,21 18,18
TT (Patients) 10,31 2,04 20,00 12,09 12,73 19,05 17,79 16,00 7,41 13,92 8,49 9,82 18,18
=8—CC (Témoins) 53,12 45,96 45,86 49,52 40,00 31,76 32,02 33,18 65,00 47,24 57,73 71,71 46,67
=0—=CT (Témoins) 35,23 45,34 42,04 40,63 40,00 50,76 48,34 45,16 29,00 41,71 38,14 24,30 45,00
TT (Témoins) 11,65 8,70 12,10 9,84 20,00 17,47 19,64 21,66 6,00 11,05 4,12 3,98 8,33

Figure 04 : Représentation graphique des fréquences génotypiques (génotypes CC, CT et TT) dans les différentes études recueillies dans la méta-analyse.
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100,00

—0— C (Patients) —0—T (Patients) C (Témoins) =0—T (Témoins)
90,00

80,00

O A -
60,00 \/\ ~— /

50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
Skibolaet Deligezer = Chenet Da-Costa Hur et Kimet Boluferet Moonet Barbosaet Lightfoot Vahidet Hussainet Zeng et
al.,, 1999 etal., 2003 al., 2006 etal., 2006 al.,2006 al.,2006 al.,2007 al,2007 al., 2008 etal,2010 al,2010 al.,2012 al,2013
=0—C (Patients) 74,89 72,45 60,00 69,51 60,00 55,64 57,67 57,25 77,78 72,78 73,11 78,57 72,73
=o—T (Patients) 25,11 27,55 40,00 30,49 40,00 44,36 42,33 42,75 22,22 27,22 26,89 21,43 27,27
C (Témoins) 70,73 68,63 66,88 69,84 60,00 57,15 56,19 55,76 79,50 68,09 76,80 83,86 69,17
=—T (Témoins) 29,27 31,37 33,12 30,16 40,00 42,85 43,81 44,24 20,50 31,91 23,20 16,14 30,83

Figure 05 : Représentation graphique des fréquences alléliques (alleles C et T) dans les différentes études recueillies dans la méta-analyse.
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3- Résultats de la méta-analyse :

Tableau VIII : Effet de I'allele T (Polymorphisme C677T de la MTHFR) dans la survenue de LAM

(OR et IC 295 %).

g .g ‘g c§ g E
: & o P " S 2
< S 2 : g 3 2
2 = 2 = A, =
= = =
1 |Skibola et al., 1999 0,81 0,62 1,06 14,22
2 |Deligezer et al., 2003 0,83 0,50 1,37 4,01
3 [Chen et al., 2006 1,35 0,81 2,23 3,95
4 |Da-Costa et al., 2006 1,02 0,77 1,35 12,81
5 |Hur etal., 2006 1,00 0,65 1,54 5,44
6 |Kim etal., 2006 0,88 0,57 1,38 5,19
7 |Bolufer et al., 2007 0,94 0,72 1,23 14,04
8 |Moon etal., 2007 0,94 0,74 1,20 17,64
9 |Barbosa et al., 2008 1,11 0,54 2,29 1,91
10 |Lightfoot et al., 2010 0,80 0,55 1,15 7,51
11 | Vahid et al., 2010 1,22 0,78 1,91 4,96
12 | Hussain et al., 2012 1,42 0,95 2,11 6,37
13 | Zeng et al., 2013 0,84 0,41 1,72 1,96
0,97 0,87 1,07
2,50
2,23 2,29
) 00 ’ 2,11
1,91
1,72
1,50 1,54
1,37 § 1,35 g 1,35 138 142
’ 1,20 1,15 1,22
1,00 1,06 I 1,02 § 1,00 0.94 I 0.94 L 0.95
0ss f 0 ; , 4
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Figure 06 : Représentation graphique de I’effet de 1'allele T (Polymorphisme C677T de la
MTHFR) dans la survenue de LAM (OR et intervalle de confiance a 95 %).
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Résultats

Tableau IX : Etude des différents effets possibles de 1alléle T
(Polymorphisme C677T de la MTHFR) par OR (IC 95%) et valeur p.

Conclusion

Odds Ratio
Effet recherché Odds Ratio Vil
(IC 95%)
Allele T (T vs C) 0,97 (0,87 - 1,07) 0,49
Modele homozygote (TT vs CC) 1,08 (0,84 - 1,38) 0,55
Modele récessif TT vs CC + CT 1,05 (0,84 - 1,32) 0,66
Modele dominant TT + CT vs CC 0,97 (0,83 - 1,14) 0,74

4- Biais des publications :

Funnel Plot of Standard Error by Log odds ratio

[
(=]
=
=

w

T
=
©

T
c
1]

-

(/7]

Figure 07 : Test de bias des études incluses dans la méta-analyse

(représentation graphique en “Funnel Plot”).

D’apres ce test le biais des publications pouvant fausser les résultats de notre méta-analyse est jugé

non significatif.

I1I- Etude moléculaire :

Nous avons procédé au génotypage de la MTHFR pour 12 patients recrutés au niveau du

service d’hématologie du CHU Ben-Badis entre 01 Avril 2015 et 30 Mai 2015. Une partie des

résultats de cette analyse est mentionnée dans la photo ci-dessous (voir photo 02).

Pour notre étude cas-témoins, nous avons confronté les résultats du génotypage de la MTHFR de

nos patients avec ceux d’un pool de témoins (16 individus en bonne santé apparente) de génotypes

définis (pour le polymorphisme étudié) et recrutés également au niveau du méme laboratoire.
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Photo 2 : Profil d’électrophorese sur gel d'agarose des fragments obtenus apres digestion du produit
de PCR du gene de la MTHFR par Hinfl de nos patients.

La lecture des profils d’électrophorese nous a permis de définir le génotypage de la MTHFR pour
tous nos patients. La répartition des différents génotypes et alleles, pour nos patients et témoins, est

mentionnée ci-dessous. (voir tableau X, figures 08 et 09).

Tableau X : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T de la MTHFR
chez la population témoin et chez les patients.

Patients Témoins
Génotype n % n %
02 17 % 08 50 %
CT 10 83 % 07 43,75 %
00 00 % 01 6,25 %
TOTAL 12 100 % 16 100 %
14 58 % 23 71,87 %
10 42 % 09 28,13 %

55



Partie pratique Résultats

90
80
§ 70
o 60
o —_———
& 50
& 40
o
g 30
a 20
y
18 e
CT TT
Malades 17 83 0
Temoins 50 43,75 6,25

Figure 08 : Répartition des différents génotypes de la MTHFR pour les patients et les témoins.

80
70
X 60
) 50
©
= 40
[J]
e 30
b=}
S 20
10
0
Allele C Allele T
M Malades 58 42
O Temoins 71,87 28,13

Figure 09 : Répartition des deux alleles de la MTHFR pour les patients et les témoins.

Les résultats ainsi obtenus ont été traités avec le logiciel EPI-info 7.0™ dans le but de prospecter
I’association possible entre le facteur de risque étudié (polymorphisme C677T de la MTHFR). Les

résultats de I’analyse statistique sont mentionnés ci-dessous. (voir tableau XI).

Tableau XI : Etude des différents effets possibles du polymorphisme C677T de la MTHFR par
calcul de I’OR (IC 95%) et la valeur p.

OR
Effet recherché OR Valeur Conclusion
(IC 95%) p
Allele T (T vs C) 1,82 (0,51 - 6,47)

Modé¢le homozygote (TT vs CC) -
Modeéle récessif (TT vs CC + CT) -
Modéle dominant (TT + CT vs CC) 5,00 (0,66 - 57,97)

56
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Discussion

L’étude des mécanismes moléculaires de la cancérogenese dresse aujourd’hui vers une
étiologie a double origine des LAM ; génétique et environnementale. Cependant, la part relative des
deux composantes n’est pas simple a déterminer [177]. L’étiopathie demeure en grande partie
inconnue ; des facteurs de risque actuellement reconnus sont essentiellement iatrogenes, tels que
certaines chimiothérapies anticancéreuses (inhibiteurs de topoisomérases II et agents alkylants) et
les radiations ionisantes a forte dose (radiothérapie ou irradiation accidentelle rare), ces dernieres
étant particulicrement déléteres lors du développement feetal intra-utérin [178].

Des maladies génétiques sont également des facteurs de risque identifiés de leucémie aigué. La
trisomie 21 multiplie par environ 50 le risque de LAM et par environ 10 le risque de LAL [179].
Les leucémies surviennent aussi, exceptionnellement, dans le cadre de syndromes génétiques
identifiés (Li-Fraumeni, anémie de Fanconi, ataxie télangiectasie, syndrome de Bloom ou une
neurofibromatose de Von Recklinghausen) [180]. Ajoutés a ces facteurs, les radiations ionisantes, le
sexe et I’ethnie expliquent moins de 10 % des cas de leucémies [181]. Par ailleurs, il est maintenant
prouvé que la forte concordance du risque de leucémie de I’enfant entre jumeaux monozygotes
résulte de la transmission trans-placentaire de clones pré-leucémiques [182].

La comparaison de la séquence d’ADN de deux humains montre une identité de 99,9 %. Dans la
fraction restante (0,1 %) réside le degré de risque d’apparition de certaines maladies a hérédité
complexe (comme 1’asthme, le diabete et le cancer) ou la susceptibilité individuelle a certains
médicaments. On estime qu’il existe dans le génome plus de dix millions de variations communes
(Fréquence de plus de 5 % dans la population), la plupart étant des variations d’une seule base
d’une séquence d’ADN entre individus d’'une méme espece, soit les SNP [183]. Un gene est
considéré comme polymorphe s’il existe au moins deux alleles a une fréquence égale ou supérieure
a 1 %. 1lls représentent plus de 90 % de toutes les différences entre individus. En moyenne un SNP
est rencontré tous les 300 a 1 200 nucléotides et il y en a de 1’ordre de 10 millions dans le génome
humain. Dans une population déterminée, 1’allele ayant la fréquence la plus petite est appelé allele
mineur. Des geénes de susceptibilité génétique codant pour des enzymes ayant un role dans le
métabolisme des xénobiotiques et le transport membranaire ont été associés aux leucémies [184].
De nombreuses études d’association gene-candidat ont été publiées sur des polymorphismes situés
dans des geénes codant pour des enzymes du métabolisme des carcinogenes, du métabolisme des
folates et de la réparation de I’ADN et certains polymorphismes (CYPIBI, CYP3A5, GSTTI et
SULTIAI) semblaient associés positivement au risque de LAM [185].

|



Discussion

La MTHFR fait aujourd’hui office de candidat idéal a 1’étude du polymorphisme génétique associé
avec un risque accrue de développer une pathologie cancéreuse. En effet, la MTHFR, enzyme clé
du métabolisme des folates, est impliquée dans la synthese d’ADN, sa réparation et sa méthylation.
De part ces fonction, on peut aisément concevoir le fait que de nombreuses recherches ont été
orientées dans ce sens [186].

Deux polymorphismes communs pour le gene MTHFR, C677T et A1298C, modifiant 1’activité de
I’enzyme ont été identifiés et largement étudiés. La variation C677T (Ala222Val) affecte le
domaine catalytique de la MTHFR, créant une enzyme thermolabile dont I’activité catalytique est
réduite, par rapport a I’enzyme de génotype thermostable, d’environ 60 a 70 % pour les
homozygotes et a un niveau intermédiaire pour les hétérozygotes (35 a 40 %) [187]. Ce
polymorphisme entraine une diminution des niveaux de 5-méthyl THF, une accumulation de 5,10-
méthylene THF, d’ou une augmentation des niveaux d’homocystéine plasmatique et des
changements dans la composition cellulaire des dérivés des folates mono-carbonés avec apparition
de polyglutamates THF formylés [188]. Cette perte d’activité entraine une diminution des niveaux
de 5,10-méthylene-THF, substrat de MTHFR nécessaire a la synthése de thymidylate, ce qui
entraine la mésincorporation d’uracile dans I’ADN, une diminution de I’efficacité du systeme de
réparation de I’ADN et une accumulation de cassures et de lésions au niveau des chromosomes
[189]. Elle entraine également une hypo-méthylation de I’ADN due a la baisse des niveaux de S-
adénosyl-méthionine. A 1’état homozygote, ce polymorphisme prédispose au développement d’une
hyper-homocystéinémie (augmentation d’environ 25 %) [190], particulierement lors d’une carence
en folates [191]. Cependant, en I’absence de carence en folates, les niveaux d’homocystéine
plasmatique seraient bas et indépendants du génotype.

L’autre polymorphisme A1298C (Glu429Ala) affecte le domaine régulateur en remplacant un
glutamate par une alanine au codon 429. L’activité de I’enzyme est diminuée mais de fagon moins
marquée que pour C677 et les individus homozygotes pour I’allele A1298 ne semblent pas avoir des

taux plasmatiques d’homocystéine plus élevés, sauf en présence de I’allele C677 [192].

A la lumiere de tous ce qui a été mentionné ci-dessus, nous avons entrepris un travail de
recherche visant a prospecter, par une méta-analyse et une étude cas-témoins, I’'implication du
polymorphisme C677T de la MTHFR dans I’ apparition des LAM.

Apres une recherche bibliographique approfondie, nous avons recueilli 13 études (1657 patients et
4995 témoins) ayant exploré I’effet de ce SNP. Ces études ont apporté des résultats tres contrastés ;

une association statistiquement positive ou négative a été€ mise en évidence (voir tableau XII).
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Tableau XII : Conclusions des études (C677T de la MTHFR et LAM) incluses dans notre méta-analyse.

Polymorphisme C677T de la MTHFR et le risque de LAM

Association significative Association non significative

Skibola et al., 1999
Deligezer et al., 2003
Chen et al., 2006
Da-Costa et al., 2006
Hur et al., 2006
Kim et al., 2006
Bolufer et al., 2007
Moon et al., 2007
Barbosa et al., 2008
Vahid et al., 2010

Lightfoot et al., 2010
Hussain et al., 2012
Zeng etal., 2013

Ces résultats, contradictoires, confirment la pertinence de la réalisation d’une méta-analyse sur le
sujet. En effet, la taille relativement faible des populations étudiées (parfois quelques dizaines de
cas) diminue la puissance statistique et ne permet pas de mettre en évidence des effets modestes
(ORs) attendus inférieurs a 1,5). Rappelons que le géne étudié fait partie d’une catégorie a faible
pénétrance (contrairement aux oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs) dont I’effet, si il est
avéré, va étre tres modeste. Pour pouvoir le mette en évidence il faut augmenter la puissance
statistique, qui est proportionnelle a la taille des échantillons recueillis et 1’organiser en deux
cohortes sur le modele patient-témoins.

Les résultats de la méta-analyse, incluant 13 études, a conclue a 1’absence d’un possible effet de
I’allele T dans la survenue de cette hémopathies. Ces résultats sont en accord avec ceux de deux
méta-analyses ; Yu-Tao Qin et al., 2014 et Hairong He et al., 2014, entreprises et publiées sur le
sujet. Il est d’'usage de mentionner que nous avons suivi le méme modele de construction de la
méta-analyse utilisé dans ces études (criteres d’inclusion et d’exclusion, extraction des données,
etc). Prises séparément, les données contradictoires de la bibliographie suggerent que les effets de
ce polymorphisme sont tres complexes et sont conditionnés, probablement, par nombre d’autres
facteurs, tels que les expositions a des facteurs environnementaux, les habitudes alimentaires et le
statut d'autres genes de la voie du métabolisme des folates. Malheureusement, peu d’articles a ce

jour, ont étudié des combinaisons de polymorphismes.
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A Uinstar des études sélectionnées, il est i noter que Skibola et al., 1999, Barbosa et al., 2008, Hur
et al., 2006, Moon et al., 2007, Vahid et al., 2010, Da-Costa et al., 2006 et Zeng et al., 2013 ont
prospecter, sur la méme cohorte de patients et de témoins, I’effet du polymorphisme A1298C dans
I’apparition des LAM. Seule I’étude de Da-Costa et al., 2006 a conclu a I’existence d’une
association significative.

L’ analyse de I’effet statistique de 1’association des deux polymorphismes déléteres de la MTHFR
(haplotypes) a été réalisée par deux études. Cependant, des résultats non concluants ne peuvent
indiquer I’effet réel de cette association faute d’effectifs suivants. Une conclusion sur un possible
effet du polymorphisme étudié (seul ou en association avec d’autres polymorphismes ou altérations
géniques) doit impérativement tenir compte de la taille de 1I’échantillon étudié, la nature des témoins
utilisés et 1’ origine ethnique.

Aujourd’hui, plusieurs méta-analyses ont été effectuées pour clarifier 1’effet de la susceptibilité
génétique que peut exercer le polymorphisme C677T de la MTHFR sur le risque du développement
de plusieurs cancers. Par exemple, You W et al., 2013 ont démontré son association a un risque de
cancer de la vessie [193]. Wei et al., 2013 ont fourni la preuve que le polymorphisme C677T
augmente le risque de développer un cancer colorectal [194]. D’autres part, une méta-analyse de
Ding et al., 2012 indique qu’aucune association significative n’a été observé entre le ce SNP et la
survenue du cancer de I’ovaire [195]. Par ailleurs, Niu et al., 2012 suggerent qu’aucune association
significative entre le polymorphisme A1298C de la MTHFR et le cancer du col de 1’utérus n’a été
retrouvée [196]. Ces données inspirent d’une part la complexité de la voie métabolique des folates
(Certes la MTHFR occupe un role central dans ce processus, mais ce n’est pas la seule enzyme) et
des mécanismes moléculaires de la cancérogenese (different d’une pathologie cancéreuse a une
autre). L’influence de I’apport en folates est de plus en plus évoquée dans des études menées sur des
polymorphismes d’enzymes du métabolisme des folates. L’apport alimentaire de plusieurs
nutriments riches en vitamine By pourrait influencer la distribution du métabolite du folates, et avoir
une incidence sur la syntheése d’ADN et sa méthylation, ce qui peut conduire a une insuffisance en
acide folique et en vitamine B [197].

Une absence de folates peut introduire des erreurs au cours de la synthese d’ADN, une rupture des
deux brins et peut entrainer également des altérations chromosomiques, une hypo-méthylation de
I’ADN activant I’expression de proto-oncogenes en raison d’une diminution de synthese de S-
Adénosyl-Méthionine. Il est intéressant de noter que la supplémentation en acide folique pourrait
influencer les niveaux d’homocystéine plasmatique. Une étude suggérait que les individus
homozygotes pour I’allele variant C677T de MTHFR tendaient a avoir des niveaux d’homocystéine

plasmatique normaux lorsque I’apport de folates était adéquat [198].
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Un apport suffisant en folates réduirait ainsi I’impact de la baisse d’activité de ’enzyme due au
polymorphisme sur la méthylation de I’ADN [199] ou I’incorporation de 1’uracile dans I’ADN
[200]. Certains auteurs suggerent que le polymorphisme C677T pourrait ainsi réduire le risque de
cancer si la prise de folates est adéquate ou, au contraire, augmenter le risque de cancer si la prise
de folates est inadéquate [201].

Malheureusement, aucune étude sur notre thématique de recherche n’a prospecter I’effet de 1’apport
en folates, En analyse cas-seuls, Milne et al., 2006 n’ont pas observé d’interaction entre le génotype
de MTHFR et la supplémentation en folates en association avec les LAL. L’étude de Metayer et al.,
2011 trouvait une interaction entre certains polymorphismes de MTRR (Methionine Synthase
Reductase) et la quantité moyenne de folates de 1’alimentation maternelle, ces polymorphismes
étant positivement associés aux LAL pour des apports en folates inférieurs a la médiane, et
négativement pour des apports supérieurs. Il n’y avait pas d’interaction entre la prise de folates et
chacun des polymorphismes de MTHFR ou du polymorphisme A66G de MTRR.

Notre étude cas-témoins, réalisée sur deux cohorte recrutée dans la région de Constantine n’indique
aucun effet potentiel du polymorphisme dans la survenue de LAM. Nous avons prospecté cette
association avec tous les effets possibles que peut exercer ’allele supposé délétere et ce a travers le
calcul de I’OR de 4 modeles ; effet brut de I’allele T (T vs C) ainsi que les modele homozygote (TT
vs CC), récessif (TT vs CC + CT) et dominant (TT + CT vs CC). En effet les valeurs p étaient
supérieures au seuil de 0,05. Il est a noter que nous n’avons pas pu calculer les effets homozygotes
et récessifs qui ne peuvent étres quantifiés du fait qu’aucun de nos patient ne présente le génotype
TT (TT % = 0).

Le calcul de 'OR a IC de 95 % et de sa valeur p n’indique aucune association (délétere ou
protectrice) entre le polymorphisme étudié et la pathologie en question.

La comparaison des fréquences génotypiques entre la population témoin (CC 50 %, CT 43,75 % et
TT 6,25 %) et la population malade (CC 17 %, CT 83 % et TT 00 %) démontre que celles-ci n’en
differe pas beaucoup ; elle est marquée en ce qui concerne les fréquences génotypiques de CC et
CT. Les fréquences alléliques entre la population témoin (71,87 % pour I’allele C et 28,13 % pour
T) et la population malade (58 % et 42 % respectivement pour C et T) ont été calculées. La aussi la
fréquence de I’allele C est légerement plus importante que celle de ’allele T sans pour autant €tre
statistiquement significative.

La taille relativement faible de notre cohorte de patients (n=12) et de témoins (n=16) ne permet pas
de faire la comparaison entre les fréquences génotypiques et alléliques que nous avons obtenu avec

ceux rapportées dans d’autres études.
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Dans notre étude sur les LAM, et a notre connaissance, la bibliographie ne rapporte aucune étude
mentionnant cet effet protecteur. Il s'avere donc que le rdle de l'activité de la MTHFR dans le
développement du cancer, et son importance relative dans la pathogénie tumorale peut varier en
fonction de la localisation tumorale et du tissu concerné.

Il est impérative dans une recherche génétique d’association (polymorphisme génique-incidence
d’une pathologie) de considérer I’origine ethnique et de tirer, avec prudence, des conclusions a
partir d’études cas-témoins. A I’instar d’autres polymorphismes étudiés, les données de la littérature
mettent en évidence une tres grande hétérogénéité dans la distribution du variant C677T dans la

population mondiale (voir figure 10).

Québec 14 % Norvége 10 %

Canada 12 % Hollande 9 %

s

Espagnols de Etats-Unis

Californie 21 % Noirs 1% Allemagne 10 %

Italie 18 %

—_— Y __ Colombie 25 %

Blancs Non-Espagnols 10 %
Espagnols 18 %

Inde 3%
Brésil
Ameérindiens 8 %
Blancs 10 % Australie 11 % 0
Noirs 2 %

Blancs 12 %  Espagne 16 %~ 2=~ % i —Japon 12 %

Figure 10 : Prévalence de ’homozygotie de I’allele 677T par régions (Leclerc D et al., 2007).

Cette figure illustre parfaitement I’extréme hétérogénéité de distribution des génotypes CC, CT et
TT en fonction des groupes ethniques. Différentes études réalisées de par le monde ont montré une
distribution treés hétérogene du polymorphisme C677T de la MTHFR et correspond a des variations
ethniques et régionales dans différentes populations et selon un gradient croissant Nord-sud,
notamment en Europe et en Amérique du Nord.

La prédominance du polymorphisme C677T est relativement élevée dans la population générale ; la
prédominance des homozygotes 677TT est particulierement commune au nord de la Chine (20 %),
le sud de I'Italie (26 %), Mexico (26 %), la population caucasienne (5 a 15 %). Dans les pays

Arabes du golfe, les fréquences restent faibles et tournent toutes autour de 2,5 %
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Il est a noter qu’aucune é&valuation globale, méme approximative, de la fréquence du
polymorphisme C677T dans la population générale originaire de 1’ Afrique du Nord n’a été faite. De
telles données nous permettront dans 1I’avenir d’interpréter correctement des résultats d’association.
Heureusement, I’interaction entre les prédispositions génétiques (677TT) et des parametres non-
génétiques (acide folique alimentaire, suppléments vitaminiques) est susceptible de prévenir

certaines manifestations cliniques associées a une légere déficience de la MTHFR [202].

e



Conclusion

Notre travail de recherche a consisté en étude avec deux volets ;
épidémiologique (méta-analyse) et moléculaire (cas-témoins par génotypage de la
MTHFR pour le polymorphisme C677T). Nos résultats suggerent 1’absence d’un effet
quelconque du polymorphisme étudié ce qui concorde avec ce qui est rapporté dans la
bibliographie. Cependant, la taille relativement restreintes des cohortes utilisées pour
ces études ne permette pas de mettre en évidence I’effet réel de ce polymorphisme sur
cette pathologie. En plus I’expression de ce polymorphisme peut €tre influencée par
des interactions subtiles avec d’autres SNPs, 1’origine ethnique ainsi que le statut du
métabolisme des folates (apport nutritionnel).

Il parait évident que la constitution génétique d’un individu joue un rdle tres
important dans la physiopathologie des LAM et pourrait expliquer, méme
partiellement, 1’étiologie de ces hémopathies complexes. A ’avenir ces informations

serviront a établir une stratégie thérapeutique adaptée.

A la lumicere de ce travail nous voyons comme perspectives :

» La nécessité de création de registre national de cancers spécialisé et la
sensibilisation du personnel hospitalier a I’'importance du dossier médical qui
doit étre le plus exhaustif possible. Sans ces deux composantes il sera

impossible de mener des études épidémiologiques exploitables,

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

d’autres €tudes.

> 1l serait utile de recommander, dans toute étude cas témoins future, menée sur
les polymorphismes de la MTHFR de préciser le statut du métabolisme des
folates en interaction avec des facteurs environnementaux (régime nutritionnel

conditionné par les disparités socio-économiques).
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Annexes I

Tableau 1 : Caractéristique des €léments figurés du sang.
[Elaine N et al., (2010). Anatomie et physiologie humaines - 3e Ed. (p.675)].

Durée du
Nombre de cellules  développement (D)
Cellule lllustration Description* par litre de sang ot de la vie (V) Fonction
Erythrocytes (@ Disques biconcaves, De4a6x 107 D:de5a7jours Transport de I'oxygéne
(globules rouges) @ Q anucléés; couleur saumon; V:de 1004 120 jours et du gaz carbonique
¥ de 74 8 pm de diamétre
Leucocytes Cellules sphériques De48a 108 x10°
(globules blancs) nucléées
Granulocytes
» Granulocytes ' EY Noyau plurilobé; De3a7x10? D:de 629 jours Phagocytose des bactéries
neutrophiles \ granulations cytoplasmiques V:deb6ha
ot difficilement visibles; quelques jours
de 10a 12 pm de diamétre
= Granulocytes Noyau bilobé; De0,1 204 x10° D:de6a?9jours Destruction des vers parasites
€osinophiles granulations cytoplasmiques V:de 824 |2 jours et des complexes antigéne-
rouges difficilement visibles; anticorps; inactivation de cer-
de 10 a 14 pum de diamétre taines substances chimiques
allergénes associées 2 la
réaction inflammatoire
= Granulocytes Noyau lobé; grosses De 0,022 0,05 10° D:de3a7jours Libération de I'histamine et
basophiles granulations cytoplasmiques V:? (de quelques d'autres médiateurs chimiques
bleu violet; de 8 a4 10 pm heures a quelques associés a la réaction
de diamétre jours) inflammatoire; contient de
I'héparine, un anticoagulant
Agranulocytes
* Lymphocytes Noyau sphérique ou De 1,5a3,0= 10°  D:de quelques jours Défense de l'organisme par
échancré; cytoplasme a quelques semaines  I'attaque directe de cellules
violacé; de 5a I7 um V:de quelques heures ou par I'entremise d'anticorps
de diamétre a quelques années
* Monocytes Noyau en forme de Uoude De0,120,7x10° D:de2a3jours Phagocytose; transformation
haricot; cytoplasme gris bleu; V:plusieurs mois en macrophagocytes dans
de 14 & 24 pm de diamétre les tissus
Plaquettes p Fragments cytoplasmiques De 1502400 x 10 D:de4a5jours Réparation des petites
@ ’ discoides contenant des V:de 54 10 jours déchirures des vaisseaux
v @ granulations violettes; sanguins; coagulation

@ & 7 de 2 a4 um de diametre



Annexes 11

Tableau 1 : La classification FAB des LAM.

[Bennet JM et al., (1976): Proposals for the classification of acute leukemia: French-American-British
(FAB) cooperative group. British Journal of Hematology, 33: 451], [Bennet JM et al., (1981): The
morphological classification on acute leukemia: concordance among observers and clinical correlation.
British Journal of Hematology, 47: 559], [Bennet JM et al., (1985): Proposed revised criteria for the
classification of acute myeloid leukemia. Annals of Internal Medicine 103 (4): 626-629].

Sous-type

Caractéristiques

LAM 0

Les blastes ne sont pas classables sur les seuls criteres morphologiques et la MPO
est négative. Seul, le phénotype permet de classer les blastes dans cette catégorie
en montrant, en ’absence de marqueurs lymphoides, la présence de marqueurs
my¢éloides.

LAM1

Blastose médullaire de type myéloblastique avec moins de 10 % de la maturation
granuleuse.

LAM 2

Blastose médullaire de type myéloblastique avec plus de 10 % de maturation
granuleuse présentant ou non des signes de dysgranulopoiese.

LAM 3
(Promyélocytaire)

Leucémie aigué.

¢ Forme classique : Les blastes sont de taille variable avec un noyau
réniforme. Le cytoplasme est basophile et comporte soit de nombreuses
granulations azurophiles, soit de volumineuses granulations foncées soit de
nombreux corps d’Auer en fagots.

¢ Forme variante : Les blastes sont peu ou agranulaires a noyau en bissac ;
quelques blastes a corps d’Auer ou a grosses granulations sont présents en
nombre variable.

LAM 4

Elle se définit par la présence conjointe de blastes appartenant a la lignée
granuleuse et a la lignée monocytaire (supérieur a 20 % de blastes). Il existe
comme dans la LAM?2 une maturation granuleuse de plus de 10 % de
morphologie normale ou dysplasique.

LLAM4éosino : se caractérise par une maturation granuleuse constituée par des
éosinophiles anormaux ; elle est corrélée a l’existence d’une anomalie
cytogénétique caractéristique.

LAM 5

Plus de 90 % des blastes appartiennent a la lignée monocytaire. Ce sont soit des
éléments peu différenciés dans LAMSa (monoblastes) soit des éléments plus
différenciés dans le LAMSb (promonocytes, monocytes).

~ LAM®6
(Erythroleucémie)

Elle se définit par une hyperplasie érythroblastique dépassant 50 % et la présence
d’au moins 30 % de blastes myéloides parmi les cellules granuleuses.

LAM 7

La moelle est souvent hypocellulaire avec des signes de myélofibrose. Les
blastes sont parfois identifiables par leur morphologie rappelant la lignée
mégacaryocytaire mais souvent, ils présentent un aspect indifférencié ou
lymphoide. Le phénotype est indispensable pour affirmer cette catégorie.




Annexes I11

Tableau 1 : Classification OMS des LAM (2001).

[Ferrant A ., hématologie tome 1, Faculté de Médecine Unité d’Hématologie, 2004].

Type Sous-type
LAM avec t (8;21)(q22:;q22)
LAM aYec LAM avec t(15;17) (q22;q12) et ses variants.
anomalies —— - - - - -
cytogénétiques LAM avec éosinophiles médullaires anormaux et anomalies sur le chromosome 16 : inv
récurrentes (16) (p13g22) ou t.(16;16) (p13;q22)
LAM avec anomalie chromosomique 11g23
LAM avec Faisant suite a un syndrome myélodysplasique ou un syndrome
dysplasie myéloprolifératif/dysplasique

multi-lignées

Sans antécédent de myélodysplasie

Liée aux agents alkylants

.LA.M IZOSt . | Liée aux inhibiteurs de topoisomérase type Il (quelques-unes pouvant étre lymphoides)
chimiothérapie —————;
Liées a d’autres composants
LAM avec différenciation minime
LLAM sans maturation
LAM avec maturation
LAM sans LA myélo-monocytaire
catégorisation | LA monoblastique ou monocytaire
particuliere | LA érythroide

LA mégacaryo-blastique

LAM a composante basophile

LA avec myélofibrose

Sarcome granulocytaire




Tableau 2 : Classification OMS des LAM (Révisé en 2008).
[Weinberg O et al., Clinical characterization of acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related
changes as defined by the 2008 WHO classification system. Blood, 2009. 113(9): p. 1906-8].

Type

Sous-type

LAM avec anomalies
cytogénétiques récurrentes

LAM avec (8;21)(q22;q22); RUNXI-RUNXITI

LAM avec inv(16)(p13.1q22) ou t((16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH]1

leucémie aigué promyélocytaire avec t(15;17)(q22;q12); PML-RARa

LAM avec t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL

LAM avec t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

LAM avec inv(3)(q21926.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); RPNI-EVII

LAM (megacaryoblastique) avec t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKLI

LAM avec mutation NPM1*

LAM avec mutation CEBPo*

LAM avec caractéristiques myélodysplasiques

Hémopathies myéloides induites par une thérapeutique

LAM
sans
spécification

LAM avec différenciation minimale (LAMO)

LAM sans maturation (LAM1)

LAM avec maturation (LAM?2)

Leucémie aigu€ myélo-monocytaire (LAM4)

Leucémie aigu€ monoblastique/monocytaire (LAMS5a et 5b)

Leucémie aigué érythroblastique (LAMO6)
Leucémie érythroblastique pure (LAM®6a)
Erythroleucémie, érythroide/myéloide (LAMG6b)

Leucémie aigué€ mégacaryo-blastique

Leucémie aigué a basophiles

Panmyélose aigué avec myélofibrose

Sarcome granulocytaire

Myélo-proliférations des
trisomies 21 constitutionnelles

Myélopoigse transitoirement anormale

LAM associée aux trisomies 21 constitutionnelles

Leucémie aigué a cellules dendritiques plasmocytoides

* Entités provisoires.




Annexe IV

Composition des solutions tampons utilisées pour I’extraction d’ADN.

1- Réparation des solutions utilisées pour I’extraction d’ADN.

TE 20:5 : (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5) auto clavé :

e Tris: 2,422 g/l
e EDTA: 1,86 g/l
e Ajuster le pH avec HCL 1 N

Tampon de lyse :

NaCl 400 mM
EDTA 2 mM
Tris 10 mM
pH 8,2

2- Préparation du TBE 10X et 1X.

TBE 10X :
Tris 108 g
Acide borique 55 g

EDTA93 ¢
QSP H,O pour 1L

TBE 1X :
e 100 mlde TBE 10X
e 900 ml H,O

Ajuster le PH a 8,3 avec I’acide acétique glacial

Annexe V
Digestion de I’amplicon de I’exon 4 de la MTHFR a la recherche de la mutation C677T.

Tableau 1 : Composition du mélange de la digestion.

Mix

Vol (ul)/tube de digestion

Produit de PCR

H,O

Tampon Enzyme 10X
Enzyme de restriction Hinfl
BSA

30

—_

0,2

Tableau 2 : Génotypage de la MTHFR.

MTHFR Génotype Longueur du fragment en pb
Homozygote sauvage CC 198
Homozygote muté TT 175
Hétérozygote CT 198 +175




Etude moléculaire des Leucémies Aigues Myéloides (LAM)
(Polymorphisme C677T de la MTHFR)

Les LAM correspondent a un groupe hétérogéne d’hémopathies malignes caractérisé par la
prolifération anormale et excessive de cellules hématopoiétiques immatures dites (blastes), localisées
dans la moelle osseuse et le sang. Les techniques de cytogénétique (conventionnelle et moléculaire)
et de biologie moléculaire occupent aujourd’hui une place croissante dans le diagnostic et la prise en
charge thérapeutique de ces hémopathies complexes. Leur étiologie demeure en grande partie
inconnue (entre facteurs de risque établis et suspectés).

L’étude des mécanismes moléculaires de la leucémogenese qui s’est focalisée en premier lieu sur
I’effet d’altérations de proto-oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs, s’intéresse, de plus en
plus, a I’'impact de polymorphismes génétiques dans la survenue de ces hémopathies. L’un de ces
genes dont I'implication a été prouvée ou suggérée dans la survenue de diverses pathologies
cancéreuses est celui de la MTHFR, qui code pour une enzyme clé du métabolisme des folates,
impliquée dans la synthese, la réparation et la méthylation de I’ADN.

Dans ce sens, nous avons entrepris une prospection de 1’association entre le polymorphisme C677T
de la MTHFR et la survenue de LAM.

Apres une recherche bibliographique bien documentée sur 1’aspect biologique des LAM avec une
synthese exhaustive sur 1’épidémiologie, 1’étiologie et la génétique de ces pathologies complexes
(génes impliqués et altérations géniques rencontrées) nous avons essayé d’explorer, par une méta-
analyse et une étude cas-témoins, I’impact de ce polymorphisme sur I’incidence des LAM.

Les résultats de notre méta-analyse et étude cas-témoins suggere que le polymorphisme étudié ne
constitue pas un facteur de risque dans I’occurrence des LAM. Cependant, et vue la taille réduite de
nos deux cohortes (patients et témoins) et des conclusions contradictoires rapportées par la
bibliographie, nos résultats ne peuvent confirmer ni infirmer 1’existence de cette association.

Il serait donc intéressant dans 1’avenir, de poursuivre 1I’étude de I’influence du polymorphisme
C677T de la MTHFR dans 1I’étiologie des LAM en utilisant un échantillon de taille suffisante et en
tenant compte de 1’origine ethnique, le statut du métabolisme des folates en interaction avec des
facteurs environnementaux. Cela peut étre objectivé par des études d’interactions (géne-gene, gene-

nutriments et gene-environnement).

Mots clés : LAM, MTHFR, biologie moléculaire.



Molecular study of Acute Myeloid Leukemia (AML)
(C677T polymorphism of MTHFR)

The AML corresponds to a group of malicious heterogeneous hemopathy which is
characterized by abnormal proliferation and excessive hematopoietic progenitor cells
(blasts), localized in bone marrow and blood. Cytogenetic (conventional and molecular)
take today is growing up in diagnostic and therapeutic management of this complex
hemopathy. This etiology stays largely unknown, (between established risk factors and the
suspected ones).

The study of the molecular mechanism of leukemogenesis which has focused on the effect
of alteration of proto-oncogene and tumor suppressor gene, is interested, more and more,
about the impact of the genetic polymorphism in the onset of hemopathy one of those gene
where the implication had been proved or suggested in the onset of several cancerous
pathologies, that is MTHFR, which encode for key enzymes of folates metabolism. In this
way, we have undertaken the prospection of the association between polymorphism C677T
of MTHFR and the onset of AML.

After bibliographical research well documented in biological aspects of AML with
comprehensive synthesis about epidemiology, etiology, genetics of these complex diseases
(Implicated genes and encountered gene alterations), we tried to explore, by a meta-
analysis and case-control study, the impact of this polymorphism in incidence of the AML.

The result of our meta-analysis and case-control study suggests that the polymorphism
studied, doesn’t constitute of the risk factor in occurrence of the AML. Meanwhile, since
our wasp waist of our two cohorts (patient and witness) and the contradictory conclusions
reported by the bibliography, our results could not provide the confirmation or none of the
existence of this association.

I will be interesting in the future, to pursue the study about the influence of polymorphism
C677T of MTHFR in the etiology of the AML by using a sample in sufficient size with the
consideration of ethnic origin of the metabolism statue of folates in the interaction of with
environmental factors. This can be objectified by studies of interactions (gene-gene,
nutriment-gene and environment-gene).

Key words: AML, MTHFR, molecular biology.
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ETUDE MOLECULAIRE DES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES (LAM)
(POLYMORPHISME C677T DE LA MTHFR)

Les LAM correspondent a un groupe hétérogéne d’hémopathies malignes caractérisé par la
prolifération anormale et excessive de cellules hématopoiétiques immatures dites (blastes), localisées
dans la moelle osseuse et le sang. Les techniques de cytogénétique (conventionnelle et moléculaire) et
de biologie moléculaire occupent aujourd’hui une place croissante dans le diagnostic et la prise en
charge thérapeutique de ces hémopathies complexes. Leur étiologie demeure en grande partie
inconnue (entre facteurs de risque établis et suspectés).

L’étude des mécanismes moléculaires de la leucémogenese qui s’est focalisée en premier lieu sur
I’effet d’altérations de proto-oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs, s’intéresse, de plus en plus,
a I'impact de polymorphismes génétiques dans la survenue de ces hémopathies. L’un de ces geénes
dont I’implication a été prouvée ou suggérée dans la survenue de diverses pathologies cancéreuses est
celui de la MTHFR, qui code pour une enzyme clé du métabolisme des folates, impliquée dans la
synthese, la réparation et la méthylation de I’ ADN.

Dans ce sens, nous avons entrepris une prospection de 1’association entre le polymorphisme C677T
de la MTHFR et la survenue de LAM.

Apres une recherche bibliographique bien documentée sur I’aspect biologique des LAM avec une
synthése exhaustive sur I’épidémiologie, 1’étiologie et la génétique de ces pathologies complexes
(génes impliqués et altérations géniques rencontrées) nous avons essayé d’explorer, par une méta-
analyse et une étude cas-témoins, I’impact de ce polymorphisme sur I’incidence des LAM.

Les résultats de notre méta-analyse et étude cas-témoins suggere que le polymorphisme étudié ne
constitue pas un facteur de risque dans 1’occurrence des LAM. Cependant, et vue la taille réduite de
nos deux cohortes (patients et témoins) et des conclusions contradictoires rapportées par la
bibliographie, nos résultats ne peuvent confirmer ni infirmer I’existence de cette association.

Il serait donc intéressant dans 1’avenir, de poursuivre 1’étude de I’influence du polymorphisme C677T
de la MTHFR dans I’étiologie des LAM en utilisant un échantillon de taille suffisante et en tenant
compte de I’origine ethnique, le statut du métabolisme des folates en interaction avec des facteurs
environnementaux. Cela peut étre objectivé par des études d’interactions (géne-gene, geéne-nutriments
et géne-environnement).

Mets clés : LAM, MTHFR, biologie moléculaire.
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