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Résumeé

Laleucémie myéloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne chronique
caractérisée par une prolifération importante de la lignée myél oide sans blocage
de maturation et par la présence d’un marqueur cytogéenétique typique : le
chromosome Philadel phie résultant de la translocation réciprogue entre les deux
bras longs des chromosomes 9(g34) et 22(g11) mettant en contact un oncogene
(ADbl) et le gene Ber créant un géne de fusion Ber-Abl qui est traduit en une
protéine fonctionnelle a activité tyrosine kinase é evée directement responsable
de latransformation leucémique .

Nous avons réalisé au laboratoire d’hématologie EHS ELCC Blida la mise en
culture de cellules médullaires (pendant 24h) avec synchronisation, réalisation
d’un choc hypotonique, fixation du culot cellulaire, étalement pour établir le
caryotype en bandes R pour la mise en évidence du chromosome Philadel phie.
Un autre étalement est réalisé simultanément pour I’examen de cytogénétique
moléculaire (FISH) ; techniques d’hybridation in situ reposent sur la capacité
des fragments d’ADN marqués par un ou plusieurs fluorochromes (sondes) de
s’hybrider spécifiquement avec un ADN complémentaire. Les hybrides non
spécifiques sont éliminées par lavage, les hybrides spécifiques sont révél és par
immunofluorescence mettent ainsi en évidence les genes hybrides Ber-Abl.

En dernier on alabiologie moléculaire quantitative PCR ultra (entiérement
automatisé) qui est I’examen de référence pour I’évaluation de la réponse au
traitement.

Pour la prise en charge d’une hyperleucocytose majeure a 153000/ul associer a
une splénomegalie et une myélémie a45% le diagnostic de laLMC en phase
chronique est confirmé par des examens cytogénétiques (caryotype et FISH) le
patient est mis sous inhibiteurs de tyrosine kinase de premiére génération
(Imatinib 400mg/J). En évaluation de la réponse selon les criteres de I’ELN a 3,
6 et 12 moisle patient était toujours en rémission hématologique et
cytogénétique compléte ainsi en réponse moléculaire majeure (RMM) a0.024%
en biologie moléculaire, cette réponse optimale illustre bien I’efficacité du
traitement.

Mots clés: Leucémie Myé oide Chronique, Caryotype, FISH, Chromosome
Philadelphie, PCR, ITK.




Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a chronic malignant hemopathy
characterized by extensive proliferation of myeloid lineage with no maturation
blocking and by the presence of atypical cytogenetic marker: the Philadel phia
chromosome resulting from reciprocal translocation between the two long arms
of chromosomes 9 (g34) and 22 (g11) contacting an oncogene (Abl) and the Ber
gene creating a Ber-Abl fusion gene which is trandated into a functional protein
with high tyrosine kinase activity directly responsible for the leukemic
transformation.

We performed in the EHS EL CC Blida hematology laboratory the culture of
medullary cells (during 24h) with synchronization, hypotonic shock, cell pellet
fixation, spreading to establish the karyotype in R bands for highlighting of the
Philadel phia chromosome. Another spread is performed simultaneously for
molecular cytogenetic examination (FISH); In situ hybridization techniques rely
on the ability of DNA fragments labeled with one or more fluorochromes
(probes) to hybridize specificaly with complementary DNA. Non-specific
hybrids are removed by washing, the specific hybrids are revealed by
Immunofluorescence thus highlight the Ber-Abl hybrid genes. Lastly, we have
the ultra quantitative (fully automated) PCR molecular biology, which isthe
reference examination for evaluating the response to treatment.

For the management of major leukocytosis at 153000/pl associated with
splenomegaly and 45% myelemia, the diagnosis of chronic phase CML is
confirmed by cytogenetic examinations (karyotype and FISH). First-generation
tyrosine kinase (Imatinib 400mg / J) is prescribed for the treatment. In evaluation
of the response according to the ELN criteriaat 3, 6 and 12 months the patient
was still in complete hematological and cytogenetic remission thus in major
molecular response (MRM) at 0.024% in molecular biology, this optimal
response is agood illustration of the effeciency of treatment.

Key words. Chronic myeloid leukemia, karyotype, FISH, Philadelphia
chromosome, PCR, ITK.
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| ntroduction

L’ensemble des mécanismes qui assurent la fabrication et le renouvellement des
différentes cellules sanguines s’appelle I’hématopoiese. C’est I’un des processus
biologiques les plus régulés et |es plus stables. Néanmoins, il arrive que son
fonctionnement soit altéré, menant a des anomalies sanguines. Les plus connues sont
les leucémies. D’une fagon générale, la leucémie signifie que les cellules du sang (ou
de lamoelle osseuse) sont devenues cancéreuses, et se multiplient anormalement. Elle
est définie d’un point de vue clinique, en fonction de son caractére (chronigque ou
aigue) et du type de cellules impliquée (myéloide, lymphoide, ou monocytique).
(Adimy, 2006)

Laleucémie myéloide chronique est une affection myé o-proliférative monoclonale
caractérisée par I’expansion des cellules hématologiques porteuses de I’aberration
chromosomique connue sous le nom de «chromosome de Philadel phie».(Demetri,
2009).

Laleucémie myéloide chronique (LMC) constitue un modele majeur en Onco-
Hématologie avec plusieurs « premiéres » a son actif : 1l s’agit en effet de la premiére
affection dans laquelle un marqueur chromosomique spécifique a été détecté sous la
forme de chromosome Philadel phie, par Peter Nowell et son étudiant en Thése, David
Hungerford.(Nowell, 1960).

Laformation du chromosome de Philadel phie est due a une transl ocation réciproque
entre les bras longs des chromosomes 9 et 22 ((t:9;22) (g34;g11)) qui conduit ala
formation d’un nouveau géne de fusion, le BCR-ABL, encodant une tyrosine-kinase
active. Cette protéine de fusion dérégule la tyrosine kinase constitutive et est
responsable de la genese de la leucémie.(Adimy, 2006).

Des analyses de cytogénétique reposant sur le caryotype et I’hybridation fluorescente
In situ (FISH) sont indispensables pour diagnostiquer laLMC, pour déterminer la
phase de la maladie et aussi pour évaluer son pronostic afin de choisir le schéma
thérapeutique adéquat au patient.Une thérapeutique ciblée contre I’activité tyrosine
kinase de la protéine chimérique BCR-ABL, est rapidement devenue la thérapeutique
standard en modifiant remarquablement son pronostic. (L arson, 2008).

L’objectif de notre éude est de réaliser différentes techniques cytogénétiques ;
caryotype et Hybridation fluorescente in situ (FISH) et de biologie moléculaire
(PCR),pour un patient atteint de laleucémie myéloide chronique au sein du
laboratoire de cytogénétique, service d’hématologie, Centre Hospitalier
Universitaire(CHU) Frantz fanon, pour diagnostique la leucémie myéloide chronique.
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1. Cytogénétique:
1.1 Historique:

La cytogénétique pratiquement née avec le vingtiéme siécle est une discipline
jeune. Les progres les plus récents ont amene la transformation des méthodes, et
I’élargissement des applications. La connaissance de I’organisation des chromosomes
a permis de rendre compte des particularités et des variations de I’ADN constitutif. A
I’heure actuelle, I’apport cytogénétique est devenu indispensable a plusieurs
pathologies humaines. La découverte des bandes chromosomiques va améliorer
considérablement les potentialités d’analyses et permet la reconnaissance plus aisée
des anomalies chromosomiques. Actuellement |a cytogénétique apparait comme une
science a part entiere. Plusieurs spécialités se sont dével oppées (Springer, 1979)

Etudes des anomalies chromosomiques constitutionnel les.

Dépistage anténatal des aberrations chromosomiques.

Analyse des anomalies chromosomiques acquises présentes dans les cancers et
les leucémies ou consécutives a I’exposition aux radiations ionisantes, a des
substances toxiques ou des agents mutagenes.

L ocalisation des génes ou de segment d’ADN sur les chromosomes, ayant pour
objectif d’établir une carte chromosomique du génome humain. (Springer,
1979)

1.2 Définition :

La cytogénétique est une science qui s’intéresse aux chromosomes. En général, la
Cytogénétique a pour but de détecter les anomalies chromosomiques
constitutionnelles ou acquises grace a des techniques microscopiques (techniques de
bandes, techniques de cytogénétique moléculaire) ou de biologie moléculaire, afin
d’établir un diagnostic biologique et d’assurer un conseil génétique. Ces anomalies
peuvent étre de nombre (plus ou moins de 46 chromosomes), de structure
(modification dans la succession de plusieurs locus) ou de réparation (cassures
chromosomiques). (Delabesse, 2003)

1.2.1 Lacytogénétique conventionnelle (classique) :

Lacytogénétique classique ou caryotype est |'arrangement standard de |I'ensemble des
chromosomes d’'une cellule, a partir d’une prise de vue microscopique .Les
chromosomes sont photographiés et disposes selon un format standard, par paire et
classés en fonction de :

Lataille

La position des bandes apres coloration

Laposition des centroméres (Rumpler, 2000)




Dans I'espéce humaine normale, le nombre des chromosomes est de 46. Leur taille et
leur forme sont variables. Il existe des chromosomes métacentriques (figl, a), dont le
centromere est en position médiane, des chromosomes sub-métacentriques (figl, b),
dont e centromére est plus pres de I'une des extrémités que de I'autre (le chromosome
possede alors des bras longs << q >> et des bras courts << p >>) et des chromosomes
acrocentriques (fig, C), dont le centromére est a l'une des extrémités (ces chromosomes
ne possedent alors que des bras longs). (Rumpler, 2000)
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Figure 1 : position des centroméres chez les humains(Rumpler, 2000).

a: chromosome 1 métacentrique.
b : chromosome 4 Submétacentrrique.
c : chromosome 14 Acrocentrique.

Sur chaque chromosome, on définit différentes parties (régions) :

- Ces régions sont subdivisées en divers bandes.

- Ces bandes sont subdivisées en plusieurs sous-bandes, et ceci permet de hommer
chaque portion du chromosome. (Rumpler, 2000)

1.2.2 LaCytogénétique moléculaire (FISH) :
1.2.2. a Principe général :

La cytogenétique moléculaire est une nouvelle approche morphologique qui utilise
a la fois les outils de la biologie moléculaire et de la cytogénétique. La principale
technique utilisee actuellement est I’hybridation in situ fluorescente (FISH) qui
consiste en I'hybridation de sondes froides dADN sur des lames de préparations
cytogénétiques de cellules métaphasiques ou inter-phasiques et sa révélation par
fluorescence. Initiallement utilisée pour localiser certaines séquences répétées de
I’ADN sur des chromosomes métaphasiques, son champ d’application s'est




progressivement diversifieé. Elle constitue actuellement un outil puissant et
performantdans I'établissement de la carte du génome humain, |'analyse des processus
tumoraux et e diagnostic chromosomique prénatal et post-natal (Abdelmoula, 2000).

\ | Cytogenstique
canventionnele

b | Cytogénétique
moléculaire

¥ | Biologie
moléculaire

Figure 2 : Représentation schématique du génome humain a différentes échelles
(Abdelmoula, 2000).

1.2.2.b Lessondes:
Avec les progres des techniques, il est possible de générer aujourd’hui des fragments
d’ADN de tailles variées correspondant a différentes parties d’un chromosome. Pour la
FISH on utilise des sondes spécifiques de régions chromosomiques ou des sondes
capables de s’hybrider sur les bras d’une paire chromosomique donnée. On distingue :

e Les sondes composées de sequences spécifiques d’ADN répeété. Elles sont de petite
taille (moins de 1000 paires de bases ou 1 kilobase), mais s’hybrident sur des
séquences spécifiques (centromeéres par exemple) répétées en tandem sur plusieurs
centaines de kilobases. Elles générent des signaux ponctuels de forte intensité.

e Les sondes composeées de séquences uniques, on distingue les sondes specifiques de
loci et les sondes spécifiques d’un bras chromosomique ou d’un chromosome
entier.(Romana,1994)




1.2.2.c Lemarquage:

C’est I’étape qui permet d’introduire des fluorochromes dans un fragment d’ADN.
Au début des années 80, on utilisait des nucléotides, le plus souvent le dUTP, couplé
aux hapténes que sont la digoxigénine et la biotine. Les sondes étaient alors révélées
gréce a des anticorps antidigoxigénine ou de la streptavidine (substance se fixant
spécifiqguement sur la biotine) couplés a des fluorochromes. Aujourd’hui, les
fluorochromes sont directement fixés sur les nucléotides. Différents procedés sont
utilisés pour incorporer un fluorochrome dans un fragment d’ADN. Les plus connues
sont le Random-priming et la Nick-tranglation. (Charle,2009)

1.2.2.d Lesfluorochromes:
Les fluorochromes sont des molécules capables d’étre excitées (accumulation
d’énergie) par une longueur d’onde donnée, appelée longueur d’onde d’excitation et de
restituer une partie de cette énergie sous I’aspect d’une longueur d’onde de moindre
energie appelée longueur d’onde d’émission. Ils sont donc tous caractérises par une
longueur d’onde d’excitation et une longueur d’onde d’émission. Les fluorochromes
couramment utilisés sont :

* le DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) (310nm — 372nm) se fixe sur lesrégions
riches en AT de I’ADN et est appliqué directement sur les préparations
chromosomiques apres I’hybridation pour colorer de fagon aspécifique tous les
chromosomes, ce qui permet de les repérer.

* le FITC (Fluorescein isothiocyanate) (exc 495nm — A em 519nm) fluoresce dans le
vert

* La Cyanine 3 (Cy3) (Aexc 495nm — A em 519nm) fluoresce dans I’orange

* Le Texas red (A exc 589nm — A em 615nm) fluoresce dans le rouge

* La Cyanine 5 (Aexc 650nm — A em 670nm) fluoresce dans le rouge

* La Cyanine 5.5 (Aexc 675nm — A em 694nm) fluoresce dans le rouge(Miller,2010)

2. Physiologie du sang et du system hématopoiétique :

2.1 L’hématopoiese :
L’hématopoiése est définie comme étant un ensemble de mécanismes biologiques qui
concourent alaproduction et alarégénération continue des cellules sanguines, trés
différenciées, et indispensables ala vie des organismes complexes multicellulaires.

Elle assure une production importante de cellules sanguines, de I’ordre de 1013
cellules sanguines/jour (Orkin, 2008).

Ce processus physiologique régulé commence a partir de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) possédant la capacité d’autorenouvellement et de
multipotence leur permettant de générer toutes les lignées du systéme
hématopoiétique. Au cours de cette différenciation pyramidale, les CSH perdent
d’abord leur capacité d’autorenouvellement, et s’engagent vers des cellules




multipotentes, capables de donner des progéniteurs lymphoides ou myéloides, qui
acquiérent leur potentiel de différenciation de lignée myéloide ou lymphoide, et
finalement s’engagent, pour aboutir a la production des cellules fonctionnelles matures
terminales (Dingli et al., 2007).

L'hématopoiése comporte 4 compartiments (Figure 3) :

- Les cellules souches pluripotentes: cellules trés primitives ayant un haut pouvoir de
prolifération, capables d’autorenouvellement et de différenciation vers toutes les
lignées hématopoiétiques.

- Les progéniteurs : cellules capables de proliférer sans s’autorenouveler, de se
différencier. Ces cellules sont déja engagées vers une seule lignée cellulaire: BFU-E
(Burst-Forming Unit Erythroid) et CFU-E (Colony Forming Unit Erythroid) pour la
lignée érythroblastique, BFU-Meg et CFU-Meg pour la lignée mégacaryoblastique,
CFU-M pour lalignée granulo-monocytaire, progéniteurs B et T pour les lymphocytes
BetT.

- Les précurseurs:. cellules morphol ogiquement identifiables, correspondant a des
cellules en cours de maturation avant leur passage dans la circulation sanguine.

- Les cellules matures: cellules fonctionnelles qui circulent dans le sang et
maintiennent I’homéostasie.(Cavazzana-Calvo ,2004)
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Figure 3:Schémade I’hématopoiése chez I'hnomme (Cavazzana-Calvo.,2004)




2. 2. Laleucémogenese:

C’est I’ensemble des mécanismes responsable de la transformation des cellules
normales en cellules leucémiques, elle est cliniquement et pathol ogiquement
scindée en deux: leucémie aigle et chronique. Elle est aussi scindée en fonction
de I'origine des cellules tumorales: cellules lymphoides et cellules myéloides.

Laleucémie aiglie: caractérisée par une prolifération accrue et anarchique des
cellules immatures du sang non fonctionnelles, ayant une histologie anormale.
Un traitement rapide est requis immédiatement pour éviter ladiffusion de ces
cellules aux organes.

Laleucémie chronique: les cellules cancéreuses de ce type de leucémie sont

plus matures, bien que toujours anormales et passant dans le sang, |'évolution
se fait sur des mois voire sur des années (Bur ke, 2008).

2.3. Classification des hémopathies:

Les classifications des hémopathies se sont succéde depuis le début des années 1970
pour aboutir a une classification international e consensuelle publiée en 2000 sous
I'égide de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Cette nouvelle classification
tient compte du tissu d'origine de la prolifération, lymphoide ou myéloide, puis des
éléments cliniques, morphol ogiques, histologiques, génétiques et mol éculaires pour

définir chaque entité. (M ehta et Hoftbrand, 2003)

Tableau |: Classification des hémopathies malignes (M ehta et Hoftbrand, 2003)

Aigue

Chronique

Lymphoide

Lymphoblastique aigue (LLA)

et sous types

L eucémies chronique
(LLC) et variantes.
Lymphome non
Hodgkinien (LNH).
Lymphome de Hodgkin
(LH).

Myélome multiple et
variantes.

Myéloide

Leucémie myéloide aigue
(LMA) et sous types

Leucémie myéloide
chronique (LMC) et
variantes.
Myélodysplasie (MDS).
Affections
myéloprolifératives.

3. Laleucémie myéoide chronique (LMC)




3.1 Définition :

Laleucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome myéloprolifératif
monoclonal di a une atteintede la cellule souche pluripotente. Elle est responsable
de laprolifération maligne prédominante de la ligné granulocytaire et caractérisee
par la présence du chromosome Philadelphie ou de son transcrit moléculaire
(Ruffer, 2003)

3.2 Historique:

Il'y aprés de 160 ans, Bennet, simultanément avec Virchow, avait observeé une
apparence blanchatre du sang de deux patients. C’était les deux premiers cas de
LMC. Lacaractérisation précise de cette hémopathie maligne a pris de
nombreuses années. On doit a Nowel et Hungerford en 1960 la premiére
description de I’anomalie cytogénétique au niveau du Chromosome 22 appelée
chromosome Philadelphie (Nowell, 1960).

Il a fallu attendre encore 13 ans pour que Janet Rowley montre qu’il s’agissait en
fait d’une translocation équilibrée entre les chromosomes 9 et 22 (Rowley, 1973).

Puis, 10 ans de plus pour que Bartram et Groffen établissent que cette
translocation équilibrée ditet (9;22) est responsable de la juxtaposition de deux
génes BCR et ABL Au niveau du bras long du chromosome 22(Bor tram, 1983)
(Greffen, 1984).

3.3 Epidémiologie:
LaLMC représente 7 a 15 % des leucémies de |'adulte, avec environ dix nouveaux
cas par an pour un million d'habitants, soit 600 nouveaux cas par ans en France.
Cette affection touche préférentiellement les hommes, avec un sex-ratio proche de
deux, son incidence augmente avec |'age pour atteindre trois cas par million
d'habitants chez | es sujets dgés (médiane de survenue entre 45 et 50 ans).

Les taux d’incidence varient de 0,6 a 2 cas pour 100000 habitants, et augmentant
avec I’age (Rohrbacher et Hasford , 2009).

Tableau |1 : Incidence standardisée (population mondiale standard)de bases de
données(Rohrbacher et Hasford , 2009).




‘ Periods ‘ Mombre de patients locidence

Erats unis (SEER- US) 2000-200% 4460 L0
Trance L955- 2008 S0 0.8
Suisse (SCR) 100%-2000 260 0.7
Ecosse (SLE) 19942000 o 0,6
Angleferre (Sud) (TR) 1990-2000 180 0.8
Sarre [Allemagne) (CRS) L 995-2000 65 Lo

Dans la grande magjorité des cas, aucune étiologie n'est retrouvée. Cependant,
I'exposition a des radiations ionisantes pourrait jouer un role favorisant. Cette
hypothése, suggérée est liée al'augmentation de I'incidence de laLMC chez les
survivants de la bombe atomique d'Hiroshima (Deininger et coll, 1998).

En Algérie, une étude épidémiologique, faite entre 1994 et 2004 a montré un taux
de prévalence est de 1,8/100.000 habitants. L'incidence est en progression
puisqu'elle passe de 0,19/100.000 habitants en 1994 a 0,4/100.000 habitants en
2004. La répartition des nouveaux cas de LMC par année passe de 53 cas en 1994 a
130 cas en 2004, avec une moyenne de 88 nouveaux cas par année. Cette étude a
aussi démontré une |égere prédominance masculine avec un sexe ratio de 1,12.
L'age moyen au diagnostic est de 44 ans aprés un an une autre étude a été faite
entre 2005 et 2009 avec les variations des taux d’incidences selon le tableau

IV (Djouadi , 2009).

Tableaul I I: Incidence annuelle et globale de laleucémie myéloide chronique en
Algérie durant la période : 2005 -2009 (Djouadi-L ahlou, 2009)

Annda =
| 2005 121 32,5 0,37 |
| 2006 150 33 0.45 |

2007 170 335 050 |
. 2008 182 33,7 0,54 |
| 2009 155 35,1 044 |
| Total 778 33,5 046 |

3.4 Circonstances de découverte:
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Le début est insidieux et difficile a préciser ; une symptomatologie non spécifique,
asthénie, une pesanteur de I’hypochondre gauche amenent ala découverte d’une
splénomeégalie ; qui est I’augmentation du volume de la rate, elle est quasi constante
dans le diagnostic dela leucémie myéloide chronique e, de volume modéré atres
important, indolore, I’échographie abdominale en définit précisément la taille, plus au
moins proportionnelle a I'hyperleucocytose(Quitas-Car dama, 2009).

Assez souvent (40% des cas) ladecouverte est fortuite a I’occasion d’un
examen systématique clinique ou biologique (I’hémogramme)

Plus rarement, la maladie est découverte a I’ occasion d’une complication :
crise de goutte, infarctus splénique, thrombose veineuse, trouble visuels ou
insuffisance respiratoire par leucostase.

Exceptionnellement la maladie n’est découverte qu’au stade de transformation
aigue, la phase chronigue étant passée inapercue.(Sebahoun, 2006)

3.5 Lesphasesdelaleucémie myéoide chronique:

Laleucémie myéloide chronique évolue en trois phases : une premiéere phase dite
«chronique», pauci symptomatique, suivie d’une deuxieme phase, caractérisée par une
accélération de lamaladie, et enfin une troisieme phase, appelée « transformation
aigué », prenant I’aspect d’une leucémie aigué secondaire, résistante ou réfractaire au
traitement, conduisant au déces du patient (L eguay, 2005).

a. Phasechronique: Cette premiére phase d’installation progressive dure en
moyenne 4 a5 ans. Les signes cliniques sont souvent insidieux et de nombreux
patients sont asymptomatiques au moment du diagnostic, suspecté devant un
hémogramme réalisé a titre systématique. (L eguay, 2005).

b. Phase d'accélération : Elle correspond alatransition entre la phase chronique et l1a
phase blastique. Sa durée est de 12 & 18 mois en moyenne. Elle peut cependant étre
guasi inexistante, la phase blastique étant alors « explosive ». (Jabbour e, 2012).

c. Phaseblastique : Elle survient avec un délai médian de 4 ans et se définit par la
présence de plus de 20 % de blastes médullaires ou plus de 30 % de blastes et
promyélocytes sanguins ou médullaires. Elle s’accompagne en général de douleurs
osseuses, de sudation nocturne, et d’adénopathie et d’une instabilité genétique accrue.
(Borries, 2003).

3.6PhysiopathologiedelaLMC :
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3.6.1 Lechromosome Ph :

Le chromosome Ph est un chromosome 22 raccourci, résultant d’une translocation
réciproque entre les chromosomes 9 et 22 1(9,22). C’est une anomalie cytogénétique
acquise présente dans 95% des cas de la LM C et constamment présente dans les
cellules de ces patients. Cette translocation réalise un échange de matériels génétique
entre les bras long des chromosomes 9 et 22, aboutissant a un gene de fusion Ber-Abl
qui constitue donc I’équivalent moléculaire du chromosome Philadelphie. Ce gene est
fonctionnel, c’est-a-dire transcrit en un ARNm de 8.6kb qui lui-méme code pour une
protéine. (Breccia, 2011).

3.6.2 Gene Abl et saproténe:

L’oncogene Abelson (c-Abl) est localisé sur le chromosome 9 en position 9g34, dont
nom est dérivé de son homologue viral le gene Abelson (v-Abl) responsable d’une
leucémie chez les souris. Il est exprimé dans une grande variété de types cellulaires,
dont lalignés hématopoiétiques, larate, le thymus, le testicule. |1 existe deux variantes
possibles pour le premier exon le majoritaire et Abl, et les ARNrn messagers produits
mesurent respectivement 6 et 7 kb. (Costello , 1996).

Le gene Abl code pour une protéine tyrosine kinase de 145kDA (deux variétés
exprimées en fonction de I’exon 1caou 1b), sans fonction de récepteur. Elle est
exprimeée de fagon ubiquitaire et retrouvée tant dans le noyau que dans le cytoplasme.
(Deininger ,2000).

Lastructure de la protéine cellulaire Abl est hautement conserve (figure 4). Commela
plupart des protéines induisant un signal intra-cellulaire, la protéine Abl possede des
domaines d’homologie SH (Srchonmology) semblables a ceux de la protéine Scr.

Le domaine SH3 est un régulateur négatif du domaine SH2, qui est pour sa part un
régulateur positif du domaine SH1, support de I’activité tyrosine kinase de la protéine
Abl. Dans la partie C-terminale de la protéine ; il existe une séquence de localisation
nucléaire (NLS pour nuclear Localization Signal) ainsi que les domaines lui
permettant de se fixer aux filaments d’actines de I’ acide désoxyribonucléique
(ADN)(Bhamidipati , 2013).
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Figure4 : Structure de laprotéine ABL (L eguay , 2005)
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Son action dépend de sa localisation nucléaire ou cytoplasmique : dansle
compartiment nucléaire, Abl joue un réle de régulateur négatif du cycle cellulaire,
alors que dans le cytoplasme la protéine Abl joue un réle important dans la croissance
delaprolifération cellulaire, participant alatranslocation du signal initiée par certains
récepteurs aux facteurs de croissances .(L eguay, 2005).

3.6.2 GeneBcr et saprotéine:

Le géne Bcr, positionne sur le bras long du chromosome 22, s’étend sur 135kb et
comprend 23 exons. Il permet la transcription de deux ARN messagers dont les poids
mol éculaire sont respectivement de 4.5 et 6.7kb, codant une protéine de 160 kDa.
(Costello, 1996)

L es cassures chromosomiques de la LM C surviennent presgue exclusivement dans une
région de 5.8kb du gene Bcr, appelé région M-Bcr (major- breakpoint cluster region),
en dehors des exons, et essentiellement entre les exons 3 et 4 ou bien 2 et 2, néanmoins
des cassures sont possibles dans chacune des cing zones définies dans M-Bcr.
(Deininger, 2000)

L es fonctions biol ogiques normales de la protéine Ber sont encore mal connues. Cette
protéine de 160 kDa est exprimeée de fagon ubiquitaire. Elle est localisée dansle
cytoplasme lorsque la cellules n’est pas en cycle et est exprimée de maniére
périchromosomique lors de la mitose, ce qui suggere qu’elle joue un réle dansle cycle
cellulaire. (L eguay , 2005)

La protéine Ber est constituée de plusieurs domaines (Figure 5). Dans la partie N-
terminale, le domaine 1B constitue une région importante puisqu’il permet la
dimérisation de la protéine Ber-Abl conduisant a I’ouverture de I’activité tyrosine
kinase. Le domaine 2B comprend deux sites de liaisons aux domaines SH2 comme
ceux portés par la protéine Abl et la protéine Dbl (facteur d’échange guanosine
triphosphate GTP/guanosine diphosphate GDT. La partie C-terminal de Bcr absente
dans la protéine de fusion Ber-Abl, a une fonction GAP (GTPase activating protein)
pour les protéines G DE TY PE Rac (Bhamidipati , 2013)

P
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ibf-like and PH domain

Figure5: Structure de laprotéine BCR. (Bhamididipati., 2013).

13




3.6 .4 GéneBcr-Abl et protéinedefusion :

La translocation réciproque fusionne I’oncogéne Abl avec la région Bcr donnant un
gene hybride codant pour une protéine de 210kDa a activité tyrosine kinase (figure 6).
Cette protéine joue un réle majeur dans le développement de laleucémie par son
action sur le cycle cellulaire. En effet, I’activité tyrosine kinase constitutive de la
protéine Ber-Abl est un élément essentiel de lafonction leucémogenese de la protéine
de fusion Ber-Abl. Contrairement ala protéine Abl dont lafonction est étroitement
régulée, laprotéine Ber-Abl interfére avec des processus cellulaire normaux comme la
prolifération. L’adhérence et I’appoptose en activant des voies de transduction du
signal de fagon autonome. Elle comprend les trois domaines SH1, SH2, SH3 et tous
les autres domaines d’Abl. Du coté Bcr, le motif de dimerisation est la partie la plus
importante. Cette partie de Ber conduit ala dimérisation de la protéine Ber-Abl et son
auto-activation par transphosphorylation. De plus, la perte de la partie N-terminal
d’Abl supprime son auto- inhibition. Ces deux modifications protéiques expliquent
I’activation permanante de latyrosine kinase de Ber-Abl.

CHR 22 CHR 9
&5 Géne BCR pe Géne ABL
el =i #17 X3

5 3
© o B R IS
\,\ Géne BCR-ABL /

5 a1 all 3-
AR L]
v

CHR 22 BCR ABL

ARNm b2a2 et b3a2

\

Proteine BCR-ABL (210 Kda)

we [ | MW coon

Figure 6: Le gene Ber-Abl et la protéine (210kDa) (M ahon , 2001)

Par ailleurs il existe d’autres variantes de la protéine de fusion qui sont en fonction de
larégions de cassure du gene de fusion Bcer et responsables de différents types de
transcrits (figures 7).En effet si la protéine 210kDa provient du gene de fusion Bcr-
Abl lorsgue la cassure de Ber survient dans laregion M-Bcr, une protéine de 190 kDa
correspond quant a elle a une cassure dans larégion m-ber ( minor-Bcr) et est
retrouvée dans deux tiers des LAL et de trés rare cas de leucémie myéloide chronique
(LMC). Savariante est la protéine chimérique de 230kDa qui correspond a une cassure
danslap-Ber (micro BCR), entre les exons 19 et 20.(Costello, 1996) (Deininger,
2000) (Eclache, 2002)(L eguay , 2005)
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Figure 7 : Variante protéiques Bcr-Abl (L eguay , 2005)
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3.6.5 Voiesdesignalisations et conséquences cellulaire:

De par saforte activité tyrosine kinase, la protéine Ber-Abl est capable de phosphorylé
divers substrats impliqués dans plusieurs voies de transduction (figur e 8)avec pour
consequences :

L activation des voies de Ras et JAK-STAT entrainant croissance et
prolifération cellulaire.

Le blocage de I’activité des caspaces par activation de Bcl2 inhibant
I’appoptose et induisant une accumulation des cellules leucémiques.

La diminution de I’adhésion au stroma médullaire des cellules tumorales
immatures, qui échappent au role essentiel des molécules d’adhésion comme les
integrines dans la régulation de I’hematopoiese.

Une dégradation viale protéasome des protéines Abil et Abi2, inhibiteurs
physiologique de I’activité kinase d’Abl et une dégradation d’enzymes de
réparation de I’ADN responsable d’une instabilité génomique a I’origine de la
progression de la LMC vers une phase d’accélération ou d’acutisation.

(L eguay, 2005).

Ainsi sur le plan cellulaire on assiste a des modifications au niveau dés I’adhésion,
du cycle cellulaire, de la réponse a I’apoptose des cellules leucémiques,
consequence directe ou indirect du gene normal. La présence du gene Ber-Abl
conduit aussi a des altérations secondaires du génome. Celafait le lien avec une
caractérisation clinique de lamaladie qui évolue inexorablement versla
transformation aigue ou crise blastique.(M ahon, 2001).
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Figure 8 : Lesvoies de signalisations cellulaires(L eguay, 2005)

4. Examensbiologique:

4.1 Hémogramme:

L’hémogramme désigné sous le terme de (Numeération-Formule Sanguine) est
I’examen biologique le plus prescrit dans la Leucémie myéloide chronique .l apporte
des informations sur les cellules du sang contribuant au maintien de I’intégrité de
I’organisme.

L’hémogramme constitue I’expression du résultat de :

* lanumération des é éments cellulaires du sang circulant (hématies, leucocytes
etplaguettes) accompagné de parametres permettant de caractériser la
populationérythrocytaire (constantes érythrocytaires).

» laformuleleucocytaire : détermination de la proportion des différents types de
L eucocytes (polynucl éaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles,
lymphocytes,

Monocytes) et la détection d’autres cellules éventuellement (anormalement
Rencontrées dans le sang)(Gr ady, 2005).
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Figure 9 :Exemple d’hémogrammed’un patient atteint de laleucémie myéloide
chronique en phase chronique montrant une forte hyperleucocytose (Grady,2005).

4.2 Myélogramme:

Cet examenest réalisé par une ponction au niveau du sternum, ou au niveau de la
créteiliaque, ilest indispensable, non pas au diagnostic, maisil permet de définir le
pourcentage de blastes, afin de déterminer le stade de leucémie myél oide chronique et
deréaliser le caryotype. Lemyélogramme met en évidence I’hyperplasie du tissu
myéloide. C’est surtout la lignée granuleuse qui est hyperplasique (jusqu’a pres de
95%) mais de facon harmonieuse et sans blastose significatif inférieur a5 Les
meégacaryocyte peuvent étre hyperplasiques et des densifications de laréticuline est
possible mais sans ostéo-myél ofibrose(Sebahoun , 2005).

Figure 10 : Envahissement médullaire par lalignée granuleuse sur un frottis de
myélogramme dans une LMC. (Sebahoun, 2005).
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4.3 Lecaryotype:
Les caryotypes sont réalisés dans le but de détecter des aberrations chromosomiques,
dans la leucemie myéloide chronique c’est une Translocation réciproque : 1l s’agit
d’un échange de matériel entre deux chromosomes nonhomol ogues apres cassure sur
chacun des chromosomes impliqués. (Goasguen, 2000)
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Figure 11 : Représentation schématique de translocation réciproque entre 2
chromosomes. ( Goasguen, 2000)

Dans le cas d’une leucémie myéloide chronique le caryotype permet de mettre en
évidence le chromosome Philadelphie dans 95% des cas, et d’évaluer la réponse
cytogeénétique par la détermination du pourcentage de cellules résiduelles Phl. 11
permet aussi de détecter |es anomalies cytogénétiques associées alatranslocation (9 ;
22). Les transl ocations complexes (un peu moins de 10 % des cas) impliquent un ou
plusieurs chromosomes en plus du chromosome 9 et du chromosome
22.(Cortes,2012).
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Figuren©12 : Caryotype d’un patient atteint de leucémie Myéloide Chronique
(Cortes,2012)

Le caryotype montre latransocation t (9 ; 22) (934 ; q11). La cassure et I’échange
d’un chromosome 9 et d’un chromosome 22 aboutit & la formation d’un chromosome 9
plus long et d’un chromosome 22 plus court (= chromosome Philadelphie). Au niveau
génique cette translocation met en contiguite les genesBcer et Abl, forment une
séguence chimérique codante pour une tyrosine kinase anormale (Bcer -Abl) a I’origine
delaLMC (Corte, 2012).

44 LaFISH:
LaFISH est un examen ciblé qui ne visualise pas tout e génome, il met en évidencele
signal de fusion BCR/ABL sur :

Noyaux (FISH inter-phasique)
Mitoses (FISH métaphasique) (Thomas, 2013)

En double coloration avec des sondes ADN speécifiques de Bcr et d’Abl, I’hybridation
mol éculaire permet de visualiser directement lafusion Ber-Abl dans les métaphases et
les noyaux interphasiques, lalocalisation des sondes Ber et Abl dans les cellules Ber-

Abl positives se traduit par un seul signal de fusion.
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L’avantage de cette technique est de détecter les remaniements Bcr-Abl sans
chromosome Philadelphie et d’étre plus sensible que le caryotype mais aussi
d’observer un trés grand nombre de cellules. Elle est ainsilimitée et permet de
visuaiser que larégion du génome complémentaire de la sonde utilisée et effectuée
sur un prélevement sanguin. En, revanche, elle ne permet pas de mettre en évidence
des anomalies cytogenétiques additionnelles .Cependant, elle peut étre utile pour
rechercher une délétion du chromosome 9 reconnu comme un facteur pronostique
pgoratif. (Thomas, 2013)
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Figure 13 : FISH, mise en évidence du signal de fusion Bcr-Abl (sonde Ber en vert,
sonde Abl en rouge, et fusion Ber-Abl en jaune) (Thomas, 2013)

La mise en évidence d’une telle translocation permet un diagnostic de certitude. Quand
la maladie passe en phase accélérée, d’autres anomalies chromosomiques peuvent
apparaitre : trisomie 8, (3 chromosomes 8 au lieu de 2), duplication du chromosome
Ph, c’est-a-dire 3 chromosomes 22 dont 1 normal et 2 Ph sur le caryotype d’une
cellule. (Thomas, 2013)

4.5 LaBiologie moléculaire:

Cette méthode de Biologie Moléculaire a été mise au point en 1985 par KaryMullis,
qui obtient pour ces travaux le prix Nobel de Chimie en 1993. Aujourd’hui, ce procéde
révolutionnaire couplé a I’utilisation d’une ADN polymérase thermorési stante permet
d’obtenir sans clonage une amplification considérable d’un fragment donné
d’ADN.(Messar ah,2011).

Lareéaction PCR (Polymérase Chain Réaction) permet d'amplifier in vitro une région
spécifique d'un acide nucléique donné afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le
détecter et I’étudier. Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication
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d’une matrice d’ADN double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction
PCR, les produits obtenus a la fin de chague cycle servent de matrice pour le cycle
suivant I’amplification est donc exponentielle. Chacune des trois étapes constituant un
cycle de PCR, sont effectuées a des températures différentes permettant de controler
I’activité enzymatique. Pour effectuer ces transitions de températures. Lesmicros tubes
contenant le mélange réactionnel sont placés dans un appareil programmable : un
thermocycleur. Cet appareil permet d’exposer les tubes a des températures choisies et
pour des durées déterminées par I’expérimentateur. La réaction PCR est extrémement
rapide et endure que gquelgues heures (2 a 3 heures pour une PCR de 30
cycles).(Messarah ,2011).
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Figure 14 : Les étapes de Polymérase Chain Réaction (M essar ah,2011).

Cet examen est aujourd’hui indispensable au diagnostic de la LMC. Elle met en
évidence le transcrit de fusion Ber-Abl dans les cellules médullaires ou plus facilement
apartir d’un prélevement sanguin (L eguay , 2005)

Les résultats sont exprimés en pourcentage de copies BCR-ABL par rapport a un
gene de référence, généralement ABL. Par consensus général, le niveau du transcrit est
fixé a 100 % au diagnostic (quel que soit le taux réellement mesuré). La réponse
moléculaire majeure (RMM) est définie par une réduction de 3 logarithmes décimaux
(soit BCR-ABL1< 0,1 %). Pour les transcrits m-BCR et M-BCR (e13a2 et elda?), il
existe un consensus pour les amorces a utiliser et les résultats sont standardises:
chague laboratoire convertit son résultat sur une eéchelle internationale, par application
d’un facteur de conversion qui lui est propre. Ainsi, les résultats sont comparables
d’un laboratoire a un autre, ce qui facilite la prise en charge des patients et I’analyse
des données dans les essais cliniques (Baccar ani et al, 2013)
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Figurel5: Définition de laréponse moléculaire optimale (Baccar ani et al. 2013).

L es patients avec un ratio BCRABL/ABL inférieur 2 10%, 1% et 0,01% a3, 6 et 12
MoOi s respectivement, sont répondeurs optimaux (zone en vert). Les patients avec un
ratio BCR-ABL/ABL supérieur a 10%, 1% a6 et 12 mois respectivement, sont en
échec (zone rouge). Entre ces deux limites, les patients sont en zone d’alarme (zone
grise)(Baccarani et al. 2013).

4.6 Autre Examensbiologiques:

L e score des phosphatases al calines leucocytaires est classiquement égal a zéro.
Latranscobalamines (1 surtout) et lavitamine B12 sont également élevés en
rapport avec I’hyperleucocytose.

L’ uricémie et le taux de LDH sont généralement augmentés.

Il existe une hyperhistaminémie, directement liée alI’augmentation des
basophiles

Des artéfacts liés a |’ hyperleucocytose massive peuvent sevoir ; fausse
hypoglycémie ou hyperkaliémies (Pignon , 1997)(Sebahoun , 2006)
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5. Traitement dela Leucémie Myéoide Chronique:

e Lachimiothérapie:

Elle nefait pas disparaitre le Ph mais permet le controle de la masse leucémique en
réduisant la leucocytose, elle améliore la qualité de vie. L”hydroxy urée (Hydréa) est le
traitement le moins néfaste, qui aboutit a une rémission hématol ogique dans environ
70% des cas. Cependant, la rémission cytogénétique est tres rare (Verloes, 2007)

* L’Interféron alpha (IFN) :

Chez I’humain, les IFN sont des molécules produites et sécrétees par les cellules en
réponse a des infections virales ou a différents inducteurs synthétiques et biologiques.
LesIFN-G 2a et 2b recombinants, utilises aujourd’hui dans le traitement de la LMC
sont des cytokines obtenues par génie genétique. |ls étaient utilisés en phase chronique
chez les patients qui ne pouvaient pas bénéficier d’une greffe (Guilhot, 2003)

» Lagreffedemoelle osseuse:
Autogreffe :

On utilise des cellules souches hématopoiétiques (CSH) pour constituer le greffon.
L autogreffe a partir de cellules souches périphériques (CSP : CSH présentes dans
le sang circulant) cette technique repose sur le fait que le patient possede des
progeénitures normaux (cellules Ph -) détectables qui vont étre utilisés pour
reconstituer sa moelle osseuse. (Rousselot, 2003)

Allogreffe:

la greffe de moelle osseuse allogénigue ou bien de cellules souches
hématopoiétiques est le seul traitement éradicateur delaLMC quel que soit le
stade de la maladie. Grace au conditionnement et a I’effet greffon versus leucémie,
elle permet I’élimination des cellules leucémiques et la reconstitution d’une
hématopoiese normale. (Rousselot, 2003)

* Lesinhibiteursdetyrosinekinase (ITK) :

Les|ITK ont révolutionné le traitement de la LMC et ce depuis e 15 janvier 2002
(date de commercialisation de GLIVEC®).Le mécanisme d’action du Mésylate
d’imatinib : GLIVEC® repose sur la neutralisation de I’activité tyrosine kinase de la
protéine BCR-ABL par inhibition competitive de I’ATP au niveau du site catalytique
de celle-ci. En effet, au sein du domaine catalytique d’ABL, il existe une poche
constituée d’acides aminés dont certains sont impliqués dans les interactions avec
I”’ATP et d’autres se lient a I’imatinib empéchant ainsi la phosphorylation du substrat.
Il en résulte une inhibition de I’autophosphorylation, une inhibition de la prolifération
et I’induction de I’apoptose (L egbay, 2005)
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Figure 16 : Mécanisme d’action de I’imatinib sur BCR-ABL (L egbay , 2005)
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Chapitrell :
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L es technigues de cytogénétique que nous avons pratiquée pour cette étude sont celles
du laboratoire d’hématologie du CHU Frantz fanon Blida ou nous avons effectué notre
stage de 6 mois. Dans | e but de réalisé différents techniques de cytogénétique
(caryotype & FISH) chez des patients atteints de leucémie myéloide chronique

Le protocole qui va suivre tiendra compte :

» Delarecherche du chromosome Philadelphie, ainsi que du géne de fusion
Ber/Abl.

> D’etudier I’évolution de la pathologie chez un patient traité par des inhibiteurs
de tyrosine kinase de premiere génération.

1. Matérids:

Le matériel biologique utilisé consiste en une ponction de la moelle osseuse (suc
médullaire), ainsi qu’un prélévement de sang periphérique.

1.1 Ponction dela moelle osseuse :

Il s’agit d’un prélevement des cellules de la moelle osseuse, qui se fait
habituellement a deux centimeétres au-dessous du creux sternal (I’os situé aux milieux
de la poitrine) ou plus rarement au niveau de la créte iliaque, ou I’os du bassin.

Le patient est couché sur le dos. On nettoie la peau qui entoure la région ou une
aiguille sera insérée avec une solution antiseptique (Bétadine).Ensuite on introduit le
trocart avec des mouvements circulaire (jusqu’a effraction de la tablette osseuse
externe)apres fixation de la seringue seche, on aspire le suc médullaire qui est étalé sur
des lames en verre pour le frottis qui sont ensuite colorés puis examiné sous
microscope optique. Le deuxiéme prélévement se fait avec la seringue héparing, ce
dernier est transféré dans un tube conique, etsera acheminé au laboratoire
d’hématologie pour des examens cytogenétiques.

Laplaie est nettoyée avec la bétadine ensuite on pose un pansement sur larégion et
on applique une pression pendant quel ques minutes.

Biopsie osseuse

e - 3 Aiguille
- 1 de biopsie

Figure 17 : Ponction de lamoelle osseuse (Cazivassilio, 2016)
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2. Méthodes:
Plusieurs techniques ont été développées au cours de cette étude ; a savoir :

Latechnique du caryotype.
LaFISH.
LaPCR.

2.1 Laculturecdlulaire:

Laculture cellulaire se fait de laméme fagon pour les deux examens cytogéenétique
conventionnelle (caryotype) et moléculaire (FISH)

> Les reactifs indispensables a la réalisation d’une culture cellulaire sont :
Colchicine 10mg/ml ; elle bloque la mitose (ladivision cellulaire).
Kcl 0.065 M 2.8g dans 500ml d’eau distillé ; Il provogue le choc
hypotonique pour disperser les chromosomes.
Fixateur (Carnoy 1) 3V méthanol + 1V acide acétique Il fixe les
chromosomes en |es préparant a étre étalés.
RPMI complet (RPIM 1640 + sérum de veeu + héparine + Glutamine
+ peni streptomycine.

2.1.1 Accumulation descellules en métaphase :

* Apresavoir effectué un prélévement de la moelle osseuse, on procéde ala
numeration pour le comptage de cellules nucléees, ensuite une quantité calculée de
sang (20 millions de cellules par 1 ml de milieu de culture) est additionnéa I’RPMI
complet sous I’hote.

* Leschromosomes sont visibles au stade de métaphase de la mitose, les cellules
médullaires du patient vont étre stimulés et mise en culture. L’opération se fait
obligatoirement en milieux stériles.

» Laculture cellulaire dure 24h a I’intérieur d’une étuve a CO?, sous une
température de 37°C dans un plateau en inox propre.

2.1.2 Blocage des cellulesen mitose:

Cette étape consiste a bloquer les cellules en métaphase afin de pouvoir
observer les chromosomes. Apres 16h de culture on gjoute 60pl de colchicine sous
I’h6te pour chaque flasque.

Lacolchicine est un agent bloquant du fuseau mitotique son équivalent synthétique
la Colcémide qui empéche aussi |a progression de la mitose vers I'anaphase donc
les cellules sont ainsi bloquées en métaphase.

Apres avoir bien mélangé le contenu des flasques, ces derniers sont remis dans
I’étuve a 37°C pendant 20 a 30 minutes.
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2.1.3 Choc hypotonique:

Cette étape, indispensable pour avoir un étalement correct, entraine le gonflement
des cellules par différence de pression osmotique. Les membranes cytoplasmique et
nucléaire sont fragilisées se qui permet I’éclatement des cellules et I’obtention d’une
bonnes dispersion des chromosomes.

On transvase les flagues dans des tubes coniques de 15ml, qui sont ensuite
passé ala centrifugeuse a 1300tours/min pendant 8 minutes.

Apres centrifugation on obtient un culot et un surnageant, on retire ce dernier
pour laisser 1/3 de culot pour 2/3 de surnageant et on remet le culot en suspension
en goutant du Kcl.

On compl éte le tube jusqu'a 10cc de K Cl et on agite avec la pipette pasteur par
des mouvements d’aspiration et d’éjection contre la paroi du tube, le choc doit étre a
lafois mécanique et thermique.

Remise des tubes sans leurs bouchons dans I’étuve seche a 37°C pendant
25minutes.

2.1.4 Fixation:

Cette étape a pour but de fixer les mitoses obtenues. Elle nécessite la préparation de
la solution Carnoy | (le fixateur) : 3Volumes de méthanol + 1VVolume d’acide
acétique, en quantité suffisante pour deux ou trois fixations.
> Préfixation :
" Les tubes sont sortis de I’étuve,
=  Onrgoute 1 cc de fixateur et on homogénéise doucement,
=  Mettre dans la centrifugeuse & 1300tours/Min pendant 8minutes.
» Fixation 1.
=  Onenlevelesurnageant (1/3 culot, 2/3 surnageant), puis on ragjoute 1cc
de fixateur et on homogeéné se doucement,
=  Oncompléte jusqu’a 8cc avec le fixateur et on homogénéise doucement
puisons | e place dans la centrifugeuse a 1300T ours/min pendant 8min.

On peut faire jusqu’a 3 fixations afin d’obtenir un culot blanc.
2.1.5 L’étalement sur lame:

On retire le surnageant et on remet le culot en suspension (la quantité de carnoy |
sera plus au moins importante suivant I’épaisseur du culot)

L’etalement a une trés grande importance pour la qualité des mitoses et des bandes
chromosomiques. Il doit étre réalisé sous des conditions de température et
d’hygrométrie particulieres. Généralement, la lame est étalée dans une piece a
température de 22°C (+/- 2°C) et a45% (+/- 5) d’humidité minimum.

On identifie les lames avec e nom, prénom et date, avant de déposer une seule
goutte pour laFISH, et deux gouttes séparées pour le caryotype, sur des lames
humidifiées au préalable pour ce dernier seulement. On surveille I’étalement par le
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phénomene d’irisation de la goutte qui diffuse sur la lame, puis on dépose la lame
sur un papier sec et on laisse sécher a température ambiante.

2.2. Leprotocole de cytogénétique conventionnelle caryotype (BandesR) :

» Equipementsnécessaires:

L ames de microscope.

Lamelles 24* 24mm.

Chronometre.

une pipette Pasteur.

I’humidificateur.

Bain mariea90°C

Bac en porcelaine avec couvercle.

Microscope avec logiciel (exemple : métasysthem ou cytovision)

N OrWDNE

> Reéactifs nécessaires:
1. Tampon de dénaturation ( NaH2PO4)
2. Giemsa
3. Tampon de coloration : (KH2PO4+Na2HPO4,12H20)
4. Eau didtillée stérile.

2.2.1 Réhydratation : Aprés I’étalement de la culture cellulaire sur lame on laisse
séché 45min avant de laréhydraté a I’eau distillé dans un bac a température ambiante
pendant Smin.

2.2.2 Dénaturation_: Ladénaturation se fait dans un bac préchauffer a87°C, dans un
tampon phosphate NH2PO4 pendant 12min en moyenne (peut varier en fonction du
climat)

2.2.3 Blocage de la dénaturation :Par refroidissement en la mettant dans un bac
d’eau distillé a 18°C pendant 5 min.

2.2.4 Coloration : On procéde ala préparation de colorant dans un bac avec 4cc de
Giemsa, 4 cc de tampon de coloration (Na&2HPO4 + 12 H20), complété avec de I’eau
distillée, on met les lames dans |e bac de colorant pendant 5 min, elles sont ensuite
rincées avec de I’eau du robinet et sechées atempérature ambiante.

Remarque:

Lorsque l'on colore des préparations chromosomiques avec du Giemsa, les
chromosomes prennent un aspect rose violacé a peu pres homogene sur toute leur
longueur.

Afin reconnaitre spécifiquement chague paire chromosomique, on utilise des
technigues de marquage particuliéres; le caryotype en bande R (Reverses) obtenu par
dénaturation thermique,permet d'obtenir une coloration inhomogéne des chromosomes
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par le Giemsa, les bandes obtenues sont I’inverse de celles obtenues avec la trypsine,
les bandes sombres correspondent aux séquences d’ADN riches en GC.
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Figure 18 : Exemple de caryotype bande R chez un sujet atteint de LMC (Cortes
,2012)

2.2.5 Lecture du caryotype:

Aprés avoir séché les lames, on leurs rajoute de I’huile d’immersion avant la lecture
sous microscope. Il est nécessaire d’analyser (comptage et identification des
chromosomes) au moins 20 mitoses. Ainsi les chromosomes sont classés en fonction
de leur taille décroissante et leur indice centromeérique et les bandes.

2.3 Protocole de la cytogénétique moléculaire FISH :

L e protocole de FISH que nous avons utilisé pour cette étude est celui pratiqué en
routine au laboratoire de cytogenétique du CAC de I’hopital Frantz fanon BLIDA,
conforme au protocole Cytocell aguarius company.

La technique utilise des sondes ADN qui s’hybrident aux chromosomes entiers ou a
des séquences spécifiques. L’ADN cible apres fixation est traité par la chaleur et ssc,
pour dénaturer la double hélice la rendant simple hélice. L’ADN cible est alors de la
méme maniere marquée avec un fluorochrome. Apres I’hybridation, I’ADN non
hybridé et non lié spécifiquement sont éliminés par une série de lavages stringents.
L’ADN est ensuite contre coloré avec le DAPI. Un microscope a fluorescence permet
ainsi la visualisation de la sonde hybridée sur I’ADN cible.
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» Caractéristiques de la sonde : (double fusion tricolore)

Sonde de larégion ABL1 9g34. 11-g34. 12 en rouge.
Sonde de larégion BCR 22q11. 22-q11. 23 en vert.
Sonde de larégion ASS1 9g34. 11-g34.12 en bleu.

Le mélange de sondes BCR contient une sonde qui s’étend sur une région
centromérique de 169kb du BCR et contient les génes GNAZ et RAB36. Une seconde
sonde couvre une région de 148kb qui est positionnée sur une region télomérique de
261kb du BCR. Les deux sondes sont marquées en vert et sont orientées de telle
maniére que les points de cassures de MBCR ou MBCR se traduisent par un signal de

fusion.
22q911.22-q11.23
B B
D2¥51002 : 11’!?}3!1}?! (j
D22%257
=== | —————— - ]
1&5kh 148kb

100k

Figure 19 : Les sondes Bcr (Prospectus cytocell )

Pour ABL 1, un contig de sondes couvre 346kb, depuis le centre des genes FUBP3
jusgu’a un point situé a 64kb de la région télomérique des genes ABL1, et il est
marqueé en rouge. Une sonde supplémentaire bleue couvre une région de 173kb et
I’entiereté du géne ASSS1. La sonde ASS1 se trouve a 212kb de I’extrémité
centromérique du gene ABL 1.
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Figure 20 : Lasonde Abl ( Prospectus cytocell )
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» Conditionnement :

» Sonde :50ul par tube (5 tests), 100ul par tube (10 tests) ou 200ul par tubes (20 tests)
conserve a (- 20°C)

Concentration de sonde ABL 1, rouge : 24-30ng/test

Concentration de sonde BCR, vert : 108-135ng/test

Concentration de sonde ASSL1, bleu : 304-380ng/test

La sonde est fournie préte a I’emploi dans le tampon d’hybridation (formide, sulfate de

dextran, SSC).

» Contrecolorant :
Le contre-colorant est le DAPI antifading (ES : 0.125ug/ml DAPI (4.6-diamidino-2-
phenylindole)

» Avertissementset précautions:

1. Porter des gantslors de la manipul ation des ondes ADN et du contre-col orant
DAPI.

2. Lasonde contient de laformamide qui est un tératogene. Ne pas respirer les
vapeurs. Ne pas mettre en contact avec la peau. Porter des gants, une blouse de
laboratoire et manipuler sous une hotte. Aprés élimination, rincer abondamment
avec I’eau.

3. Le DAPI est un carcinogéne potentiel. Manipuler avec précaution. Porter des
gants et une blouse de laboratoire. Apres élimination, rincer abondamment avec
I’eau.

4. Toute matiere dangereuse doit étre éliminée selon laréglementation mise en
vigueur dans notre institution pour I’élimination des dechets dangereux.

5. Velillez toujours vous assurer de limiter I’exposition de la sonde a I’éclairage
du laboratoire.

» Conservation et manipulation :

Lekit Aquairus doit étre conservé a-20°C jusqu’a la date d’expiration indique sur
le kit. La sonde et le contre-colorant doivent étre conservés a I’abri de la lumiére
(chambre noire).

» Réactifs nécessaire:
= Tampon SSC.
= Tween-20.
= Ethanol. HCL pepsine.
» Formaldéehyde.
= 0,1et0,3Igepa
= DAPI
» Lessondes

» Préparation des échantillons:

Lekit a été développé pour utilisation sur les cellules du sang périphérique ou de la
moelle osseuse cultivées et fixées avec du fixateur Carnoy et doivent étre préparées
selon les protocoles en vigueur dans le laboratoire.

Préparer les lames de microscope avec les échantillons séchés a I’air selon les
procédures standard de cytogénétique (culture cellulaire).
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» Protocole:(Toutes les étapes de cette techniques FISH sont réalisées a I’abri de la
lumiére)

2.3.1 Dénaturation et hybridation de I’ADN :

On retire la sonde du congélateur a -20°C et on lalaisse préchauffer atempérature
ambiante, en veillant a bien homogénéiser la sonde en pipetant plusieursfois. Aprés
avoir préchauffer la sonde et lalame a échantillon sur une plague chauffante a 37°C
pendant 5 minutes.

On dépose 10 pl de sondes sur les zones limitées ou sont étalés les chromosomes en

métaphase. L es dépdts sont recouverts par une lamelle qui est ensuite scellée sur la
lame & I’aide de rubber cément.

La dénaturation de la sonde et de I’échantillon se fait ssmultanément en placant la lame
sur une plaque chauffante a 75°C pendant 2 minutes dans le thermobrite.

=0

Figure 21 : Schémaexplicatif du dépbt de sondes et la fixation de lalamelle avec le
rubber cément

L’hybridation des sondes avec leurs séquences complémentaires au niveau de
I”’ADN est effectuée a 37°C dans un incubateur pendant 16 a 24 heure (
hybridaseurthermoBrite).
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Figure 22 :Hybridation des sondes au niveau des genes cible (Romana, 1994)
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2.3.2 Lavages.:

Afin d’éliminer les hybrides non spécifiques, les molécules de sondes non hybridées,
les lamelles et les traces de rubber cément ; leslames sont lavées dans deux solutions
stringentes.

Le premier lavage s’effectue dans un tampon 0..4xSSC (pH 7.0) a 72°C (+/-1°C)
pendant 2 minutes.
Puis le deuxiéme dans du tampon 0.1xSSC, 0.4% Tween-20 (pH 7.0) atempérature

ambiante pendant 30 seconde sans agitation puis passage dans les alcools
Les lames sont ensuite séchées, et gardées al’abri de la lumiére.

2.3.3 Contrecoloration DAPI:

Une foisles lames séchées, 10ul de DAPI est déposé sur lalame au niveau de la
préparation cellulaire pour étre ensuite recouvert d’une lamelle, déposée de fagon
incliné afin d’éviter les bulles d’air. Les lames ainsi préparées sont conservées a 4°C
jusqu’a lalecture au microscope a épifluorescence.

2.3.4 Analyse microscopique:

La lecture s’effectue grace a un microscope a epifluorescence (Zeiss ®). Avec une
lampe a mercure de 100-watts et d’objectifs plan apochromatiques *63 or *100. Le
filtre triplet bande DAPI/FITC/Texas Red est optimal pour la visualisation des 3
fluorochromes simultanément.

Un fluorochrome est caractérisé par son spectre d’excitation et son spectre d’émission.
La lecture s’effectue d’une part grace a un rayonnement sélectionné par un filtre
d’excitation spécifique du fluorochrome et d’autre part gréce au filtre d’émission
spécifique du fluorochrome qui va permettre de visualiser la fluorescence émise. Pour
chague zone de lecture, nous observons entre 20 a 30 mitoses (tout dépend de la
richesse des cellules).

Stabilité deslames:
Les lames FISH sont anal ysables pendant plusieurs mois voire des années si elles sont
conservées a I’obscurité et au-dessous de la température ambiante a (4°C)

Recommandations:

1. Vieillir les lames n’est pas recommandg, ceci pouvant réduire I’intensité du
signal.

2. L’utilisation d’un thermometre calibré est fortement recommandée pour
mesurer les températures des solutions, bain-marie et incubateurs. Ces
températures sont essentielles pour une efficacité optimale du produit.

3. Lesconcentrations des lavages (stringence), pH et température sont importants.
Une faible stringence peut résulter en une perte de signal.

4. Une dénaturation incompl éte peut engendrer une perte de signal et une trop
forte dénaturation : une hybridation non-spécifique.

34




2.4 Protocole de PCRultra: (Technique complétement automatisé)

Appareillage: Genexpert Modele GX-I1 1 moduleinstrument avec PC-
CEPHEID

Intégre et automatise le traitement d'échantillons, I'amplification d'acides nucl & ques et
la détection des séquences cibles dans des échantillons simples ou complexes par PCR
en tempsréel et par PCR aprés transcription inverse. Le systéme est composé d'un
appareil, d'un ordinateur personnel, d'un lecteur de code-barres et d'un logiciel
préinstallé pour effectuer des tests sur des échantillons prélevés et afficher les résultats
Le systéme requiert |'utilisation de cartouches jetables et & usage unique GeneX pert,
cartouches qui contiennent les réactifs PCR pour effectuer une procédure PCR

La contamination croisée entre les échantillons est éiminée car les cartouches sont
indépendantes

Il fonctionne avec le logiciel de gestion ExiStation ™ qui permet le contréle de
I’ensemble de I’opération de la préparation de I’échantillons jusqu'a I’analyse des
données.

Equipementset réactifsnécessaireala PCR :
» Protéinase K
= Réactif delyse
= Ethanol
= Tampon de lavage
= Prélévement sanguin dans un tube EDTA bien rempli
= Votrex
» Nouvelle cartouche Cephied
= Un flacon de 50ml.

Protocole:

Ajouter 100ul de protéinase K dans le flacon de 50ml

Inversé le tube de sang EDTA 10 fois

Ajouter 4ml de sang total au flacon. votrexer 10 secondes et incuber 1 minute
Ajouter 2.5 ml réactif de lyse, vortexer 10 secondes, et incuber 5 minutes, puis
un deuxieme vortex durant 10 secondes ; incuber 5 minutes

Transférer ImL du lysat dans un nouveau flacon de 50 ml

Ajouter 1.5 detampon de lyse, vortrexer 10Secondes, et incuber 10minutes
Ajouter 2ml d’éthanol, puis vortexer 10 secondes

Ajouter le tampon de lavage dans I’ouverture numeéro 1de la cassette

Ajouter la totalité du lysat dans I’ouverture S

Scanner le code-barres de la cartouche

placer la cartouche dansle GX et |e fermer la porte

Lancer I’opération d’analyse qui va durer 2h.

O O O ©°

O O OO0 oo oo
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Chapitrelll :
Résultats et
discussion.




Notre étude porte sur laleucémie myéloide chronique (LMC) qui est une maladie
rare ; son incidence dans le monde est de 1 a 2 patients/100.000 ha par an, cette
incidence est plusfaible en Algérie ou elle a été évaluée a 0,40/100.000 ha en 2004
(Djouadi , 2009).

Bien que laLMC soit une maladie rare, elle possede une signification historique
considérable en hématologie car elle est |a premiere hémopathie maligne ou une
anomalie cytogénétique acquise specifique le chromosome Philadel phie (Ph) a été
retrouvée(Nowel ,1960)

Pour illustrer notre éude, nous avons choisi un patient &gé de 51 ans qui a été suivi au
service d’hematologie CAC Blida, depuis le 12 janvier 2012 pour prise en charge
d’une hyperleucocytose avec une splénomégalie, qui aévoluée en une LMC.

Examens biologique du patient :

1. L"hémogramme:

Une grande proportion des patients pour lesquels un diagnostic de LMC en phase
chronique est porté, I’anomalie de la formule sanguine est découverte sur un bilan de
routine. Elle est caractérisée par une hyperleucocytose a polynucl éaires neutrophiles,
avec une myélémie initialement équilibrée, une basophilie et une éosinophilie,
fréquemment associ ée a une thrombocytémie. Cliniquement, la splénomégalie est e
signe le plus courant et évocateur(Rodgers, 2012).

L’hémogramme est I’élément clé du diagnostic, il consiste en une FNS qui permet
I’étude quantitative des éléments figuré du sang, les résultats de notre patient sont
résumeé dans | e tableau suivant :

GR : Globules Rouges (t/1) tetraparticule/litre

Hte : Hématocrite, (%)

Hb : Hémoglobine (g/dl)

VGM : Volume Globulaoire Moyen (FI)

CCMH : Concentration moyenne en hémoglobine (%)
GB : Globules blancs (6 éments/ul)

PN : polynucléaires neutrophiles (€lément/ul)

L : lymphocytes (élément/ul)

Boso : Basophiles (%)

Plq : Plaguettes (éléments/ul)

Tableau VI : Résultat de I’hnémogramme du patient.

GR | Hte | Hb | VGM | CCMH GB PN L Baso PLqg

278 | 258 | 08 | 928 31 153000 97870 | 23610 | 5 168000
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L’hémogramme révéle une hyperleucocytose majeur a 153000/ul donc > 100000 /pl,
une anémie modéré a 08g/dl (donc <14 g/dl), normocytaire (VGM a92.5 FI)
hypochrome (CCMH a 31% donc < 32%) alors gque le taux de plaquettes est normal a
168000/pl.

2. Frottissanguin ;

C’est I’étude morphologique des éléments figurés du sang, dans la LMCil présente des
meégacaryocytes en nombre normal ou augmenté, souvent de taille réduite et avec
noyau peu segmente, ainsi qu’une hyperplasie globale de lalignée granuleuse, tout
stadereprésenté (Jabbour, 2012).

Le frottis sanguin a montré la présence de précurseurs de granuleux sans blocage de
maturation de la moelle osseuse au niveau du sang périphérique qui sont définis par la
myélémie.

Dans notre cas la myélémie était a 45% (donc >20%)

Figure 23 : Frottis sanguin.

Devant cette splénomégalie, I’hyperleucocytose majeur et lamyélémie >20% nous
évoquons | e diagnostic de laleucémie myéloide chronique (LMC)

Pour confirmer le diagnostic un médullogramme qui est I’examen microscopique du
suc médullaire est indiqué en vue d’un examen cytogénétique conventionnel
(caryotype) ou cytogénétique moléculaire par FISH.

3. Résultat du médullogramme : il a montré une hyperplasie granuleuse a 88% et un
taux de blastes a 1%, nécessaire au diagnostic afin de définir la phase de lamaladie.
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4. Lesreésultats de la cytogénétique classique (caryotype):

L a cytogénétique conventionnelle permet |e diagnostic dans 95% des casdelaLMC et
le suivi des patients traités en corrélation avec I’évolution clinique. Elle présente en
outre I'avantage de dépister des anomalies secondaires importantes pour le pronostic
des malades tel que les anomalies cytogénétique additionnelles (trisomie 8 ou 19,

duplication du Phl, anomaliesdu 17,..) qui correspondent a une évolution clonale.
(Dine, 2013)

Dans cet optique nous avons établi un caryotype (Bande R) qui a permis d’identifier la
présence delat(9 ;22) (34 ; gl11). Elle est caractérisée par la présence d’un bras long
du chromosome 9 rallongé, et le chromosome 22 raccourci qui est e chromosome
Philadel phie sur les 20 mitoses anal ysées.
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Figure 24 : Le caryotype (bandes R) du patient: 46 XY t(9;22) (34 ; ql11) .

5. Lesreésultats dela cytogénétique moléculaire (FISH) :
La mise en évidence d’un gene hybride BCR-ABL par FISH confirmeraalorsle
diagnostic dela LMC, donc cette technique présente comme avantage :
- Ladétection des chromosomes Philadel phie «masqués» non visualisés par la
cytogénétique conventionnelle.

Sa sensibilité est meilleure que la cytogenétique conventionnelle en particulier
avec les sondes double fusion ( Francine, 2001)

39




* Résultatsattendus:

Dans une cellule normale, ces sondes apparai ssent comme des points rouges/bleus et
vert discrets, un pour chague chromosome homologue (entrainant une conformation
2RB, 2V) En fonction du réarrangement, les cellules peuvent afficher I’un des motifs
de signaux suivants :

1. Dansun cast(9;22)(g34 ;qll) classique (sans délétion) un signal rouge/vert (de
fusion jaune) et un signal rouge/vert/bleu, en plus d’un signal rouge/bleu et
d’un signal vert des chromosomes 9 et 22 normaux respectivement, doivent étre
observés ( 1RV, 1RVB , 1RB et 1V).

2. Chez un patient t(9 ;22)(g34 ;gl11) présentant une perte du 9q proximal, un
signal rouge/vert (fusion de jaune ) et un signal vert, en plus d’un signal
rouge/bleu et un vert des chromosomes 9 et 22 normaux respectivement,
doivent étre observeés (1RV, 2V et 1RB).

3. Chez un patient t(9 ;22)(g34 ;ql11) présentant une perte du 22q distal, un signal
rouge/vert (de fusion jaune) et un signal rouge/bleu, en plus d’un signal
rouge/bleu et d’un signal vert des chromosomes 9 et 22 normaux
respectivement , doivent étre observés (1RV, 1RB et 1V).

4. Chez un patient t(9 ;22)(g34 ;g11) présentant une perte du 99 proximal et
du 22q distal, un signal rouge/vert ( de fusion jaune), en plus d’un signal
rouge/bleu et d’un signal vert des chromosomes 9 et 22 normaux
respectivement, doivent étre observé (1R, 1RB et 1V).

La sonde ASS1 bleue peut différencier un signal provenant d’un chevauchement de
signaux aléatoire d’un vrai signal de fusion BCR-ABL dansles cellules
interphasiques. Le chevauchement de signaux aléatoires se traduit par la présence
d’un signal bleu, alors que la vraie fusion entraine la perte du signal bleu.
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Figure25: Résultats attendus lors de la lecture de la FI SH(Pr ospectus cytocell)
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Les résultats de la FISH de notre patient avec la sonde BCR-ABL dual colore dual
fusion (Cytocell) a montré la présence du signal Ber-Abl sur 100% des noyaux et des
mitoses.

Lasonde couvrant le gene ABL 1 sur le chromosome 9 est marquée en rouge, celle
couvrant le gene BCR sur le chromosome 22 est marquée en vert. On observe un
signal rouge sur le chromosome 9, un signal vert sur le chromosome 22 et un signal de
fusion sur le chromosome Philadelphie ou (der(22)) ou le 22 raccourci et sur le
chromosome (der(9)). Lafusion des genes Ber/Abl est mise en évidence par la
technigque FISH.

Figure 26 : RésultatsdelaFISH du patient.

6. Labiologie moléculaire: Par laRT-PCR est un outil indispensable au diagnostic
qualitatif pour connaitre le type de transcrit Ber/Abl et quantitatif, selon les
recommandations de I’ELN, non fait chez notre patient.

Conclusion : Sur les critéres cliniques et biologiques de notre patient, la présence :

D’une splénomégalie

D’une hyperleucocytose majeur 153000/ul

D’une myélémie harmonieuse > 20%

D’un taux de basophile a 5%

D’un taux de blastes < 5%

Lacytogénétique : par la présence du chromosome Ph, et présence du signal
Bcr/Abl en FISH.

On est devant un cas de leucémie myél oide chronique en phase chronique.
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Prise en charge thérapeutique:

Georges Daley et ses collaborateurs ont mis en évidence le rble central de laprotéine
chimérique Bcr-Abelson et son activité tyrosine-kinase accrue avec les effets qui en
découlent sur I’inhibition de I’apoptose, I’activation de la multiplication cellulaire et
I’atténuation de I’adhérence des cellules leucémiques au stroma médullaire atténuée.
Déslors était reconnue lacible, la protéine Ber-Abelson, qu’il fallait inhiber pour
espérer avoir un authentique effet thérapeutique. La découverte des anti tyrosine
kinase dont le chef de ligne est I’imatinib, premiere thérapeutique ciblée inhibant
spécifiqguement le site de fixation de I’ATP de la protéine Bcr-Abelson, a constitué une
réelle révolution dans |a prise en charge thérapeutique de cette hémopathie maligne
(Goldstien , 2003). De cefait des la confirmation du diagnostic de laLMC, le patient
aété mis sous inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) de 1 génération, qui est I’imatinib a
la dose de 400 mg/j.

L’évaluation de la réponse :

Le suivi d’un patient sous ITK, outre I’évaluation clinique et hematologique, repose
sur les analyses cytogenétiques et moléculaires. Les experts de I’European Leukemia
Net (ELN) recommandent un examen cytogénétique a 3, 6 et 12 mois jusqu’a
I’obtention d’une RCyC, et une analyse moléculaire tous les 3 mois jusqu’a I’obtention
d’une RMM .En pratique a compter du diagnostic on aréalise une analyse
cytogénétique a 3 mois, 6 mois, puis tous les 6 mois jusqu’a réponse cytogénétique
compléete, ensuite tous les 12 mois (Bar ccar ani , 2013)

Selon les résultats biologiques obtenus lors de ce suivi, I’ELN définit des critéres de

réponse optimale ou d’échec du traitement, orientant la stratégie thérapeutique
(tableau V).
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Tableau V : Définition des réponses hématol ogiques, cytogénétiques et moléculaires

(Cross, 2015) (Kantarjian , 2002)

.m RHC  Réponse hémalokgiqué Leucocyles < 8 GIL, lormule nomale,
hématologique complte Lauux 0% plaquaties < 450 GAL
Disparition des sympldmes e signes
Ciriques 0 13 malsdie (nolamment b
. _ Splénomégale)
ROC  Réponse cylogénétique complete PhO%
RCYP  Réponse cyloginéique pariele P [1 %35 %)
Reponses ROVM  Réponse ¢ylogandtique majiue RCYC + RCYP, Ph < 6%
e Réponse cylagénétique mineure Ph1 [36 %65 %)
i Rkponss cylogéndtue minime Ph1 166 %-35 %]
Pas de réponse cylogenélique Phis®5%
MM Réponse molécuare majeure BOR-ABLYABLY® <0,1%
RO-PCRpositve  BOA-ABLIMBLI® < 0,01 %
pif Régonsemokcusieponds vhedicoduididhid
RO-PCRndgaive  Copies ABL1(10000-31 98]
Reponses 8
e O s
MY Réponse mokculaire prolonde
RO-PCAnégative  Coples ABLI [32000~39 993
RO-PCRpositve  BCR-ABLIABLY® <0001 %
ol Mo bt e coples ABL1 » 100000
RO-PCRnkgate  Copies ABLT > 100000

Evaluation delaréponse chez notre patient :

L’examen clinique, ayant montré une absence de splénomégalie.
L"hémogramme, montre une normalisation des globules blancs, et du taux de

plaquettes.
L e frottis sanguin, absence de myélémie

L a cytogénétique, le monitoring de la réponse cytogénétique a été fait par FISH et a
montré une absence de signal Ber-Abl sur les noyaux et 300 mitoses avec Rémission

cytogénétique compléte

L’évaluation de 3 a 24 mois|e patient était toujours en rémission hématologique et

cytogénétique compl ete.
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Le tableau ci-dessous résume I’évaluation des réponses hématologiques et
cytogénétiques de notre patient sous I TK de premiere génération « Imatinib » :

Tableau VI : Tableau résumant les résultats de I’évaluation des réponses
hématol ogique et cytogénétique de notre patient sur 24 mois.

3 mois

6 mois

12 mois

24 mois

Réponse
hématol ogique

GB : 5100/l
Plq : 120000/pl

Spl:0

GB : 4990/pl
Plq : 132000/pl

Spl:0

GB : 4500/l
Plg : 176000/ul

Spl:0

GB : 5200/l
Plq : 210000/pl

Spl:0

RHC RHC RHC RHC
Réponse
cytogénétique | Ph 0% Ph 0% Ph 0% Ph 0%
RCyC RCyC RCyC RCyC

Réponse moléculaire:

Dans e British Journal of Haematology |'équipe de Liverpool rapporte son expérience
dansle suivi par quantification du transcrit Ber-Abl, d'une cohorte de patients atteints
de LMC traités par Imatinib. Les résultats sont exprimés sous forme d'un rapport Bcr-
Abl/Abl en pourcentage. (Wang, 2002)
Des recommandations européennes sont regulierement publiées par I’ELN afin de
définir les réponses optimales au traitement par ITK en premiére et deuxieme ligne en
se basant sur |es données cytol ogiques, cytogenétiques et moléculaires (tableau V1)
(Barccaran , 2013)
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Tableau VII : Réponses hématol ogiques, cytogénétiques et moléculaires au cours du
traitement par inhibiteurs de tyrosine kinase de premiére ligne (Baccar ani, 2013)

Duéedy  Réponse optimale Alertes Echec du rsitemant

[railement

3moig BCR-ABLYABLY® < 10% BORABLIABLY® » 10% Pa 06 RHC ou P! » 5%
ouPht <35% 0u P! 35 %95 %

6 mos BOR-ABLI/ABLSS ¢ 1% BORABLIABLI®1%-10%  BCARABLUABLI®» 10%
ouPh ouPnt1%-35% ouPM > 3%

2mis  BORABLIABLI® <01% BCRABLIABLI® 0.1 %1% mamm.ﬂ%mmm;w

» SilesvaeursBcr-Abl sont inférieures a 10% apres 3 mois de thérapie, cela
signifie que laréponse du traitement est optimale. Le traitement dois étre
poursuivi et son succes contrdlé tous les 3 mois au moyen de la PCR.

» SivosvaeursBcr-Abl sont inférieurs a0.1% apres 12 mois de thérapie, il
s’agit alors d’une rémission moléculaire majeure (MMR : Mgjor
MoléculaireRéponse). A partir de maintenant un contréle par PCR tousles3 a6
mois suffit.

» SivosvaeursBcr-Abl sont inférieures & 0.01% au cours de la thérapie, il s’agit
alors d’une rémission molécule profonde (Baccar ani, 2013).

Dans notre cas avec une réponse hématol ogique et cytogénétique compl éte ainsi

gu’une réponse moléculaire majeure (RMM) a 0.024% notre patient présente une
réponse optimal a I’ matinib qui a encore une fois prouvé son efficacité.
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Conclusion

Laleucémie myéloide chronique (LMC) est une maladie remarquable sur le plan
oncogeénétique, elle est caractérisé parlatrandocation t (9;22) (chromosome
Philadelphie, Ph) qui est présente dans environ 95 % des casde LMC. Ce
remaniement chromosomique aboutit alafusion de deux genes, ber et abl et ala
synthése d’ARN messagers et de protéines bcr-abl hybrides.

Lediagnostic dela LMC repose sur des méthodes cytogénétiques (caryotype, FISH) et
moléculaires (PCR), qui sont incontournable dans |e bilan des hémopathies a visée
diagnostique, pronostique et le suivi thérapeutique. Les antis tyrosine kinase sont
incontestablement un progres thérapeutique majeur de la derniere décennie en
hématologie. LaLMC avu son pronostic transformé par L’Imatinib ; un inhibiteur de
la tyrosi ne-kinase activée en conséquence de la mutation responsable de la maladie.

L es études successives ont permis invariablement de montrer sa grande efficacité en
taux de réponse hématol ogique (pres de 100 %), mais aussi cytogénétique, Mieux, il a
conduit & développer des techniques de biologie moléculaire quantitative qui
permettent d’évaluer sous traitement la maladie résiduelle, qui ont modifié laprise en
charge de cette maladie. S’il n’est pas encore possible d’espérer une guérison par ce
type de traitement, des études sont en cours pour tester des associations prometteuses
(notamment avec interféron) pour améliorer encore le pronostic along terme de la
LMC.

46




ANNEXES

LeKcdl LeRPMI complet

L’huileaimmersion Le DAPI

R

Laprotéinasek La solution Carnoy |
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L a pipette pasteur L es micropipettes
A an_

L a plaque chauffante Letrocart

ES. 7

L es Sondes BCR-ABL L esBoites aFISH
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| La centrifugeuse la micro-centrifugeuse

Lebain marie Levortex
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L’étuve seche L’étuve a CO?2

L’appareil de la PCRultra La cartouchejetable de PCR
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L e microscope optiquel a héte

M atériels utilisé pour la ponction dela moelle osseuse :

Un plateau stérile a ponction

Des gants stériles

Des compresses stériles

Une seringue stérile hépariné (avec de I’héparine dilué 1/10) et une seringue
seche.

Un trocart (aiguille de gros calibre) avec un jeu d’étiquettes correspondant
au patient.

Tube conigue contenant RPMI complet (héparine, sérum de veeu, RPMI,
ATB, acide aminé)

Matériel de désinfection cutanée (Bétadine dermique pour antisepsie.

Equipement nécessaire ala culturecellulaire:

Plaque chauffante (avec bloc et contrdle de la température jusqu’a 80°C)
Micropipette 1ul-200ul.

Bain-marie avec contréle de latempérature a 72°C.

Tubes a microcentrifugation (0.5ml)

Microscope a fluorescence (Voir la section Microscope et filtres).
Jarres en plastique ou en verre.

Huile aimmersion pour microscope a fluorescence.
Centrifugeuse de paillasse.

. Lames de microscope.

10. Lamelles 24* 24mm.

11. Chronometre.

12. Incubateur a 37°C.

13. Colle Rubber cement

©WCoOoNOA~WONE

L’étalement du caryotype
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Cy’rocell

O compaany

aguarius

Instructions For Use
REF: LPH 038-8 / LPH 038/ LPH 038-20

BCRI/ABL Plus Translocation, Dual Fusion Probe

CE€E | w

PROFESSICN . SHLY
EMNGLISHFARANGAISITALIANC: 0L | 00s E=maioL
Further information avallabba af ww' - - focef coam

Fiuorsscencs i1 SEu Hybrdeabon [(FISH] & & techng . Tat aliows Dbkd
sequEnces to be delecied on Metaphass ChOMOSoIMES OF M | phass Puchsi
fram fizad cylogenstic samples. The (echnigue wsea DA probes (127 nyoridess
o anlire CHIOMORTES O BNJM UNUE BIQUENCES. AN0 SEVES as § owerful
adjunct i clatis cylogenetos. Recen! developments have maant kel 1his
walushie Ischnigue can now be spplied sn an essenlind disgnostic ool o
prenatal. rassnatclagical and palthologicad chrometomal analysis. Tamal DMA,
after fivabon and denaturation. i avadable for annesling fo a8 suEdary
denaturad. Nuorescantly |abslsd DMNA prabe WHICE DAL 6@ SSMplemanliary
soguence. Following twhridisation, wunbound and non-spscifically Dound ONA
probs. 8 memoved and  fhe DMA s courierwisned for  visuslisabon
Fluonsscsnts mcroscogy then slows the visualsaton of the hrybnomed probe
or the target matonal

Probe information
m-mﬂumm{-ﬁrmwm
and prognoslic IMpECABOnE I 8 namber of disarders, The
abnarmality is chamcierishc of Cnoonc Myshod Leukaamia (CML) found in
Bround 90°% of cases, bul also reprasents & Bgnficant sbnormality in 30% of
adult and 2 w© 10% of chighood Aculs L Leukasmia (ALL)
cases’ T This rumnmn: s ssd meen 0 rare cases of Acule
Myslogenous Leukasmaa (AML)". Az @ result of ihe Prilsdeiphia transiocation,
HE2T)igde 12,991.23), The ABLT (Absl (=il nd e BCR
{wmm}mm MMMMEMIW
mmmmm!mﬂmh‘w
by loss of prodimal sequsnces on he dervilive chiomosomes O mm
m“ﬂS?m-mmmm

abtvopatsd by beatmen! wilth imatind’. Thadelors, hl
i af the alypical patterns in the BECAGABEY anslocation may hove
clmical dingr and o

Probe Specification

BELY. Bgdd 1153412, Red
BCR. 22911 22-911.23; Green
ARS1 Gg3d 11-334 17, Blss

e

e o BB 1 gdd 13

-___,_:—_-_ '-\._.
— s Ce e
I | |

- — — e ——

a b

—ir

—

’-’d!,-»-"'"'r ""-—._._‘_\_J_‘Jitljl‘-qll 13

__.-"' -‘-\_\-‘-""‘—-_
i SR o L
2 : P |
Elry e — o eeaee—
demp - =
BCR pl'd- s ConlEine & probe, wiech edends 80K L[5}

The

BCR and condans Ehe GMAT amd RABIS. A second probes covers a
A8kt region. winch s poddioned 20 1kb ieioment o BCR. Both ars labslled in
graan and are onentaled such thal breskpomis e aither mBCR or MBCR will
result i @ Fusom signal. For ABL1 & probe conbig covers J48kE from the middls
of the FUBRP3 gene o a point 84k islomenc 1o ABL | and |t & Wbelled in red
Thers i an asttonal blus probe thatl covers a 1735 region and spans the
whols ASST gena Tha ABET probe & Doaled 12k from centromanc and of
the ABLY pane

:

Materials Provided

Probe: 50ul per waal {5 tests), 100 per vind (10 tests) or 2004 per wisl {20
lasls|

Amagunt of rmd ABLY probe. 2d=-30ngtest

#maunt of gresn BCR prope: 108-135ngMest

amaouni of blue A551 probe. 10d-380ng et

Tha plobes e provided premiked in hybridesabon solSon (Formamide
Dexiran Sulphale, SSC) and are fesdy 0 ule:.

Counterstain 15&ulwmﬂ:tim:rmulwﬂnl{50llm
Tre countersian & DAP antfade (ES 0. 1385ug/mi DAPT (4 d-dlarmdsio.X.
oRenyhnacie))

quln“udFrlml.hﬂ-

For an wilro diagnosbc use. For professanal use |'r

i Visar gloves when handiing DA probes and DAP) cownberstain.

3 Probe misiures conisen farmamads which @ 8 leralogen. do nol breaasths
fusmms or sllow skin contact Wear ghoves, a lab cosd, and handle it a fume
nocd. Upen daptail Nush with & Ergs volume of waber,

4  DAFl s a polental carcinogen. Handls with cam, wear gloves and a lab
Laal. Upon gmpasal. ush with a ango »olume of waler

4 Al nazardous materials should D8 daposed of Bccon@ng o your
InNGiuhon § guadelines for hazanmous wanbs disposs

Storege mrd Mandling
The Agquanus® kit Snould Be sored af -20°C untl e Sxpiny A8 NS an

Eqwmmnﬂ!um
Hotplate (with o solid plale and socurale lemperatune control up o BOC),
Vanabls woluma michopipenes and lips rangs Tl - 2000
Wl [xath with BeCirals lemperatse comlrol 81 7290

merury lamg
and plan - apochromal objectives o3 or w100, Thhlﬂamht
wn:ﬂmmumhmhﬂdmwmll

wall b eounBrEain simu The Erlum fisooap s speciicity to e
Aqua and DEAC spuctrum (snghs bandpass Agus or DEAC fitar s requinsd)
Sample Praparatian

The kil i desgred for use on culured pempheral biood cels or oullured boneg
Ao oells Rosd in ﬂlmﬂf‘ﬂmﬂ u‘ﬂm"ﬂwmhml

labaratony or indlitition gued i dined a o
sbdes g o i cyiog ptvudt.-“.
FISH Protocol

ﬁm Plagss aniuie thal asposurs of the probe o mbarsiony lights = lmited al
timea).

ﬂlﬂ-tm
Sipat the cell sample omo 8 glass microscope side. Allow fo dry,

z Immerse the slide in 225SC for 7 menules 8 foom lemperatufe (RT)
wilhout ageason

| | ah sihanol seces (T0%. B5% and 100%), asch for I minubes
.t;'T'_

4. Allow o gy

Pra-Denaturation

& Remove the probe inom the freeser and allow it 1o warm o AT

&  Ensure Ihai the probe soluton s ehilormily mized wilh 8 pipatis.

DS136/CE w002 0020140219
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T, Remoyve 10ul of probe per lesl, and transher i o & microcantifuge lilbs.
Quickly metum Me rermainng probe 1o -20°C

B. Pilace tha probe amd We sample shde 1o (rewarm on & 37°GC (0 1°C)
haiplate Tor § menues.

% Spol 10ul of probe micdura ondo Ihe cell sampie and carsdully apply a
coverdfip.  Seal wilh rubber solubon ghue and alow the glue 1o dry
completeky

Dienaturation
10 Denahae Me samgle and probe
hafglate 88 TG (= T°C) far 2 minules

by healing the slide an &

Hyoridisation
11 Piaca ihe skde In B humid, Iighiproa! cantsines at 7°C {41~ 1°C) avemignt

F‘ulmmhnhnmm
Remave the coversiip and all iraces of glue carshuly,

u Immersa the slide in 04x55C (pH 7.0) at T2°C (= °C) far 2 minuias
wilhaul aghatan.

14 Drain the shde and immense il in 22550, 0.05% Tween-20 at BT (pH 7.0)
for 30 saconds withoul agitation

16 Drain the shde and apply 10ul of DAP] antifade onic esach sample,

18, Cowver wilh a covarslip, remove sny bubbles and allow the colowr o
dayslop in [he dark for 140 renules

17 View wilh & flusrescencs microstipe

Sdabitity of Fintshed Slidas
FiSHed shdes remain anassabis for ug oo 1 marin f $iored in the dark atior
Belors BT,

Procedural R ot

1. Baking o ageng af slides s nol mcommandad as 4 may reduce signal
Meorescance

2. Hybndisation cond®ons may be adwerasly affecied by the usa of reagenia
oihvar than thasa provided or recammended by Cylocall Lid

3, The use of a cabbrafed thermometor i sirongly recommended for
maasuring emperalures of solitons, watarbaths, and incubatars as these
mmparatuies are ontcal for aptimum product periormance

4, The wash cor ns, pH and temperafures ane impotant as low
stingancy can nesull in non-specific binding of fhe probe and oo high
sbingancy can resull n 8 lack of signal

5. Incomplels denaturation can resull in kack of sipnal anc over denaturaban
car aiso rasull in nan-gpeciic binding.

Expocted Results

in & romal cell thase probes shouwld appear as discrele rediblee and green
=pols. one i sach homologue  (rasuling in a ZRE. 3G conformation)
Depending on the rearangament calls can show ore of tha Sollowing signal
pathemny

1. I B classical W9 I2)034g11) case (wilhout oelglion) one redigreen
{yaliow Tugon) and one signal in addilion to one rediblis
a0t ore green signal of the nonnai chromosomed 8 and 23 mspectiely
should be observed (TRG, 1RGA, 1RE and 1G),

2. 0 a ke E2Hq34.911] patien with loss of proximal %g one redigresn (yellow
fusion) and are gresn signal N acdion i ona redblue and one green
signal of the normal chromosomes § and 27 mspectively should be
abservad (1RG. 26 amd 1RE)

3, o2 KR 23ig34.q11) patient with loss of distal 27q one redigresn [yellow
fusion] and one rediblua signal n addfion 1o one ed/blus and one green
signal ol fhe normal chomosomes & and 27 respecively should be
abserved (1RO, 2RE and 15}

4 oA EE22Hg34917) patient with loss of praximal 8g and distal 22q one
redigrean (yelicw fuson] signal in addibon o one rediblue and one green
signal of e normal chromosomes § and 27 respoctively shoulkd be
observad (1RG. 1RE amd 105G}

Tha ASS1 probe in blue can diferentiats random signal overap fom bue

BCRAABLT fugsion in the inlerphase calls. The random signal overlap would

rasull in he presence of the Blie signal. while the true fusion would resufl in

the absence of the blue wgnal

mherreal WE, BE)

Limitations

Reporting and merpretatian of FISH resulls should b conssbent “with
al standards of prechice and should take wio consideraBon olhar

chnical and diagnashc informaton, This ki 18 intended as an adjunct 10 othar

disgnoshic tests and therapeutic acton should nod be inMated an tha

bamin of 1he FISH nesull alane.

Adaitional Information

For additonal product information please conlacd the Cytocell Technical
Suppon Deparment.

T, +dd (0)1223 294048

E. lecrsuppori@Poybocel com
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