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Résumé

La leucémie pédiatrique est une hémopathie maligne clonale qui représente 30% des
maladies qui affectent les enfants moins de 15 ans dont la majorité sont atteints par la forme aigue
avec une prédominance de la LAL (75%) qui se traduit par la prolifération de cellules cancéreuses
immatures (blastes) suite a des aberrations de mécanismes génétiques et moléculaires en
particulier des translocations chromosomiques notamment La translocation t (9 ; 22) (q34;ql1)
qui conduit a la fusion BCR-ABL représentant un marqueur de mauvais pronostique chez les
enfants.

Notre étude a pour objectif d’analyser les caractéristiques épidémiologiques, cliniques et
biologiques des leucémies aigués pédiatriques, ainsi que la recherche de la translocation BCR-
ABL dans la LAL-B par la technique RT-qPCR afin d’améliorer le diagnostic, prédire des
marqueurs pronostique et améliorer la prise en charge.

L’analyse des caractéristiques réalisée sur 100 patients pédiatriques atteints de leucémie aigiie
diagnostiqués et hospitalisés entre 2020-2025 montre une prédominance de la LAL (67%),
prévalence du sexe masculin (53%) et une susceptibilit¢ des enfants agés entre 2-6 ans. La
majorité des cas présentent un syndrome tumoral (79%), syndrome hémorragique (43%), Anémie
(51%), thrombopénie (46%), leucocytose (39%) et un taux élevé de blastes médullaires 82,5%
audiagnostic. La recherche de la translocation BCR-ABL réalisée sur 16 enfants atteints de LAL-
B a permis de détecter ’anomalie chez 2 patients qui ont été traités a I’imatinib présentant une
rémission complete.

Notre travail met en évidence l’'importance du diagnostic moléculaire dans le pronostic, la
détection des formes a haut risque de leucémie et 1’orientation vers des protocoles thérapeutiques

plus adaptés ciblant spécifiquement I’anomalie génétique.

Mots clés : Leucémies pédiatriques, BCR-ABL, RT-qPCR, Leucémie aigiie lymphoblastique B



Abstract

Pediatric leukemia is a malignant hematopathy that accounts for 30% of diseases affecting
children under 15 years old, the majority of whom are affected by the acute form with a
predominance of ALL (75), which is characterized by the proliferation of immature cancer cells
(blasts) due to aberrations in genetic and molecular mechanisms, particularly chromosomal
translocations. The translocation t(9;22)(q34;q11) leads to the BCR-ABL fusion.

Our study aims to analyze the epidemiological, clinical, and biological characteristics of pediatric
acute leukemias, as well as the search for the BCR-ABL translocation in B-ALL using the RT-
gPCR technique to improve diagnosis, predict prognostic markers, and enhance therapy.

The analysis of the characteristics conducted on 100 pediatric patients with acute leukemia
diagnosed and hospitalized between 2020-2025 shows a predominance of ALL (67%), a
prevalence of the male sex (53%), and a susceptibility of children aged between 2-6 years. The
majority of cases present a tumor syndrome (79%), hemorrhagic syndrome (43%), anemia (51%),
thrombocytopenia (46%), leukocytosis (39%), and a high rate of bone marrow blasts (82.5%) at
diagnosis. The search of the BCR-ABL translocation conducted on 16 children with B-ALL
allowed the detection of the anomaly in 2 patients who were treated with imatinib and achieved
complete remission.

Our work highlights the importance of molecular diagnosis in prognosis, the detection of high-risk
forms of leukemia, and the guidance towards more suitable therapeutic protocols specifically
targeting the genetic anomaly.

Keywords: Pediatric leukemias, BCR-ABL, RT-qPCR, B acute lymphoblastic leukemia
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I-INTRODUCTION



Introduction

Les leucémies aigues se caractérisent par la prolifération incontrolée de cellules immatures,
incapables de se différencier, dans les tissus hématopoiétiques touchant principalement la lignée
my¢loide et lymphoide (Rodriguez et al., 2024) avec une prédominance de la leucémie aigiie
lymphoblastique (LAL) affectant les lymphocytes B et T (Adar et al., 2024) qui résulte de divers
mécanismes moléculaires aberrants, notamment des altérations du cycle cellulaire, des mutations

génétiques et des translocations chromosomiques (Munir et al., 2023).

La translocation t(9;22)(q34;q11) du chromosome Philadelphie aboutit a la formation du géne de
fusion BCR-ABL qui code pour une protéine chimérique avec une activité tyrosine kinase
constitutive de mauvais pronostic détectée dans la LAL-B chez I’enfant (Yan et al., 2024). Le
diagnostic de I’anomalie repose sur des examens cytogénétiques et moléculaires notamment la
RT-qPCR qui permet de détecter la présence du géne BCR-ABLI et de suivre 1’évolution de la

maladie chez les patients sous traitement (Li et al., 2024).

La recherche de la translocation BCR-ABL met en évidence des alternatives thérapeutiques
ciblées de la LAL infantile, spécifiquement les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) notamment
I’Imatinib utilisé en association avec la chimiothérapie pour le traitement des patients atteints de
LAL-Ph+ (Ray et al., 2024) permettant d’obtenir une rémission compléte dans 20 a 60% des cas
(Munir et al., 2023).

L’objectif de notre étude est la caractérisation des leucémies aigues pédiatriques ainsi que la
recherche de la translocation BCR-ABL chez les enfants atteints de leucémie aigiie lymphoide afin

de :

» Contribuer a élargir les données épidémiologiques, cliniques et biologiques concernant les

patients atteints de leucémies aigues pédiatriques.

» Déterminer la fréquence de la translocation BCR-ABLI1 chez les patients pédiatriques atteints

de leucémie aigu€ lymphoblastique de type B

» Mettre en évidence 1’importance du diagnostic moléculaire (RT-qPCR) pour 1’orientation

thérapeutique et la prédiction des marqueurs pronostiques.



II- RAPPELS



Rappels

I1.1. LES LEUCEMIES

I1.1.1. Définitions

La leucémie est une hémopathie maligne clonale qui résulte d’une transformation anormale
des cellules souches hématopoiétiques (CSH) au cours du processus d’hématopoiese et qui conduit a
I’accumulation de cellules leucémiques qui infiltrent la moelle osseuse, le sang, et dans certains cas
d’autres organes suite a des aberrations de divers mécanismes moléculaires tels que la prolifération

incontrolée, le blocage de la différenciation et la réduction de I’apoptose (Ma et al., 2021).

I1.1.2. Classification
La classification des leucémies est basée principalement selon :

- Classification de ’OMS (Organisation Mondiale de la santé¢) (Annexe 1) qui repose sur des
anomalies cytogénétiques et moléculaires (Juliusson& Hough, 2016).

- Classification FAB (French-American-British) fondée sur des criteres morphologiques des
cellules leucémiques (Szczepanek, 2020).

- Classification EGIL (European Group for the ImmunologicalCharacterization of Leukemias) qui
s’appuie sur I’analyse immunophénotypique des cellules leucémiques (Mahdaoui et al., 2023).

Les leucémies sont différenciées selon des critéres déterminants en différents types (Tableau I).

Tableau I : Les différents types de leucémie

Criteres Types Caractéristiques Références
. Seuil supérieur a 20 % de blastes dans le
Aigue
sang périphérique et la moelle osseuse. (Chennamadhavuni et al.
Blastes (%)
‘ Seuil inférieur a 20 % de blastes avec une | 2023)
Chronique .
progression lente.
Dérivée des cellules de la lignée lymphoide
Lymphoide
Origine (lymphocytes B et T).
(Nemkov et al., 2018)
cellulaire Dérivée des cellules de la lignée my¢loide
My¢éloide .
(érythrocytes, neutrophiles, monocytes...).

Leucémie aigue lymphoide (LAL), leucémie aigue myéloide (LAM), leucémie chronique lymphoide (LLC), leucémie
chronique myéloide (LMC). (Chennamadhavuni et al., 2023)
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I1.1.3. Leucémies pédiatriques

Les leucémies pédiatriques représentent 30 % des maladies qui touchent les enfants moins de
15 ans (Rodriguez et al., 2024) dont la majorité sont touchés par la forme aigue qui se caractérise
par la prolifération de cellules cancéreuses immatures, appelées« blastes » qui se multiplient de
manicre incontrélée sans parvenir a maturité, ce qui les empéche d’exercer leurs fonctions normales

et elles envahissent la moelle osseuse (Quessada et al., 2021).

11.1.3.1. Leucémies aigués lymphoblastiques

Les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) Représentent 75% des leucémies aigues chez
I’enfant et affectent la lignée des lymphocytes (Rodriguez et al., 2024).

Les LAL de la lignée B (LAL-B) représentent 85% des cas et surviennent principalement entre 1
et 4 ans (Lejman et al., 2022), tandis que Les LAL de la lignée T (LAL-T), une forme rare de
leucémie lymphoblastique, représentent 10 a 15% des cas avec une incidence plus élevée chez les
adultes (Lato et al., 2021).

11.1.3.2. Les leucémies aigués myéloblastiques

Les leucémies aigues my¢loblastiques (LAM) représentent 20 % des cas pédiatriques et affectent
les précurseurs des globules blancs et plus rarement des globules rouges ou des plaquettes
(Rodriguez et al., 2024).

11.1.3.3. Les leucémies aigués a phénotype mixte

La leucémie aigiie a phénotype mixte (LAPM) est un type rare de leucémies aigues qui représente
2 a 5% des cas pédiatriques, caractérisé par 1’accumulation des mutations et ’affection combinée
des progéniteures hématopoiétiques des deux lignées cellulaires, lymphoide et myéloide

(B/Myéloide — T/My¢loide) (Inaba&Mullighan, 2020).

I1.1.4. Epidémiologie

Le taux d’incidence mondial des leucémies pédiatriques en 2020 est estimé a environ 4,8 cas
pour 100 000 enfants agés de 0 a 14 ans. Le taux d’incidence est plus élevé dans I’Amérique du

Nord, I’Europe et ’Océanie et plus faible en Afrique et en Asie (Ibrahimova et al., 2021).

I1.1.5. Symptomes

Chez les enfants, les signes cliniques de la LAL et de la LAM peuvent apparaitre de maniére
similaire sous forme de paleur, fatigue, faiblesse, perte d'appétit, fievre, tachycardie, douleurs
osseuses et articulaires, troubles du sommeil, des changements de comportement, un manque de

concentration,des pétéchies, anémie, thrombopénie et neutropénie(Erdem& Toruner, 2017).
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I1.1.6. Etiologie multifactorielle

L’¢étiologie des leucémies pédiatriques est complexe et multifactorielle, impliquant une

combinaison de facteurs génétiques et environnementaux.

I1.1.6.1. Facteurs génétiques

Prédisposition héréditaire : certains syndromes génétiques influencent le développement de la
leucémie aigiie tel que la Trisomie 21, la neurofibromatose de type 1, le syndrome de Bloom
dans la LAL et ’anémie de Fanconi, le syndrome de Li-Fraumeni dans la LAM.

Mutations familiales : des mutations dans des genes (CEBPA, RUNX1) peuvent augmenter le
risque de développement de la LAM.

Mutations génétiques acquises : des translocations chromosomiques (t (9 ; 22)) et des mutations

génétiques (FLT3, NPM1, et CEBPA dans la LAM) (Tripathi &Chuda, 2025).
11.1.6.2. Facteurs environnementaux

Radiations ionisantes et non ionisantes.
Les solvants organiques (benzéne et formaldéhydes...) et les pesticides.
L’exposition a des agents infectieux (Polychronakis et al., 2013).

Les infections virales, bactériennes et fongiques (Tebbi, 2021).

I1.1.7. Facteurs pronostiques

L’dge : constitue un facteur déterminant dans le pronostic des leucémies pédiatriques. La LAL
est plus fréquente entre 1 et 4 ans avec un pronostic plus favorable chez les enfants agés de 1 a 9
ans et moins bon chez les nourrissons et les adolescents de 15 a 19 ans tandis que la LAM est
plus fréquente chez les nourrissons avec un pronostic défavorable chez les enfants de moins de
Sans (Ciesielska et al., 2024).

Le sexe : les garcons sont plus susceptibles de développer les leucémies (LAL ou LAM) que les
filles quelquesoit leur origine avec un taux de survie plus faible (Ciesielska et al., 2024).
L’origine éthnique : L’ origine ethnique influence le pronostic de la LAL pédiatrique en raison
de variations génétiques, de sous-types moléculaires spécifiques a certaines populations (Lee et

al., 2022).
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11.2. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA LEUCEMIE AIGUE LYMPHOBLASTIQUE

Le développement de la leucémie aigiie lymphoblastique implique des mécanismes
génétiques et moléculaires anarchiques qui se traduisent par différentes altérations génétiques et

épigénétiques ainsi que des voies de signalisation aberrantes.
I1.2.1. Altérations génétiques et épigénétiques

11.2.1.1. Translocations Chromosomiques
Aboutissent a la formation de génes de fusion codant pour des protéines oncogéniques. Les plus
fréquentes sont :
- t(9;22)(q34; qll) conduit a la fusion BCR-ABL1 qui est de mauvais pronostic.
- t(12;21) (pl3; q22) conduit a la fusion ETV6-RUNXI.
t(1;19)(ql13; pl13) conduit a la fusion TCF3-PBX1 (Inaba&Mullighan, 2020).

11.2.1.2. Aneuploidie

Une anomalie du nombre de chromosomes fréquente dans les LAL pédiatriques notamment la LAL-
B qui présente une Hyperdiploidie élevée (>50 chromosomes), une Hypodiploidie faible (31-39
chromosomes) ou Une haploidie quasi-masquée (24 a 30 chromosomes) (Inaba&Mullighan, 2020).
11.2.1.3. Mutations génétiques

Mutation du facteur de transcription PAXS fréquente dans la LAL-B et des genes de signalisation
RAS et JAK?2 ainsi que des mutations dans le gene ETV6, TP53 (Inaba&Mullighan, 2020) et IKZF-
1 qui code pour la protéine de la famille des facteurs de transcription IKAROS (Stanulla et al.,

2019) ; des mutations inactivatrices dans le géne CDKN2A/B, un régulateur du cycle cellulaire

(annexe 2) (Kang et al., 2016).

11.2.1.4. Altérations épigénétiques

Dans les leucémies, trois variations €pigénétiques s’impliquent : I’hyperméthylation de I’ADN, les
modifications des histones et les expressions aberrantes des micros ARN (Liu et al., 2020). La
dérégulation de I’expression des miARN est une caractéristique utile pour la classification des sous-
types génétiques de la leucémie aigiie (Rodriguez et al., 2024), le diagnostic et le pronostic (Li et
al., 2024). Dans les leucémies pédiatriques 1’expression des mi-ARN oncogenes (miR-155 associé
aux LAL pédiatriques) est de mauvais pronostic, cependant les mi-ARN suppresseurs de tumeurs
(miR-127 associ¢ aux LAL-B) sont de pronostic favorable et bloquent 1’expression des proto-

oncogenes ce qui les rends comme cible thérapeutique majeure (Szczepanek, 2020).
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I1.2.2. Translocation BCR-ABL dans la LAL pédiatrique

La translocation BCR-ABL crée le géne de fusion Ber-Abl qui code pour une protéine a activité

tyrosine kinase élevée, qui provoque l'apparition de la LAL-Ph positive.

11.2.2.1. Chromosome Philadelphie

Le chromosome de Philadelphie (Ph) est détecté dans 2 a 3 % des cas de LAL pédiatriques
(Rodriguez et al., 2024)notamment dans les cas de LAL-B ainsi que les cas de LMC. Il résulte d’une
translocation réciproque t (9;22) (q34;qll) (figure LLA) qui entraine la fusion entre BCR
(chromosome 22, bras long) et ABL1 (chromosome 9, bras long)(Kang et a/., 2016).

I1.2.2.2. Variants transcriptionnels

La recombinaison génomique entre BCR et ABL génére le géne de fusion BCR-ABLI1 qui
produit trois isoformes de la protéine BCR-ABLI (p210, p190 et p230)(tableau II) avec une
forteactivité tyrosine kinase (TK). L'emplacement des points de cassure génomiques BCR et ABLI
est trés variable (figure I.B) et concerne ’intron 1, I’intron 13/14 ou I’exon 19 de BCR et une région

de 140 kb entre les exons 1b et 2 de ABL1 (Kang et al., 2016).

Tableau II: Les transcrits BCR-ABLI1 issus de la recombinaison génomique

Recombinaison génomique Transcrit de BCR-ABL1 Protéine hybride
BCR ABL

Exon 1 Exon2 m-BCR (ela2) P190 (190kDa)

Exon 13 0u 14 | Exon2 M-BCR (el3a2 ou el4a2) P210 (210kDa)

Exon 19 Exon 2 pu-BCR (el9a2) P230 (230 kDa)

11.2.2.3. Domaines fonctionnels

La protéine BCR-ABLI contient plusieurs domaines provenant a la fois de BCR et d'ABL1

(figure IL.b).

* Les domaines de BCR :Domaine spiralé N-terminal (1 a 63 AA), domaine de kinase Ser/Thr
contenant un site d'amarrage (tyrosine phosphorylée 177, Y177) pour la protéine adaptatrice
GRB2 (récepteur du facteur de croissance 2) et domaine de kinase de la famille des genes
homologues ras/facteurs d'échange de nucléotides guanine (Rho/GEF) (298 a 413 AA).

= Les domaines d’ABLI1 : Des domaines d'homologie src (SH) (SH1/SH2), un domaine riche en
proline et des domaines de liaison a I'ADN et a l'actine (Kang et al., 2016).
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Normal chromosomes Chromosome break Chromosomal rearrangement
A.
Changed
Chromosome 9 Chromosome 9 chromosome 9 Changed
chromosome 22:
Chromosome 22 Chromosome 22 Philadelphia
J chromosome
J J
-BCR —,
J i - BCR/ABL
B.
el 1 e2 el13 1 eld 3191 1a 1b l a2 a3 all
——|-—|L//——|——|7’/-|-—|-—|7¢— e
m-ber M-ber u-ber Breakpoint region
ela2 ALL p190
b2a2 SN emupz1o
b3a2 SR, emup210
e19a2 D enpzso

Figure I : Structure de chromosome Philadelphie (Vuelta et al., 2021)

(A)La translocation t(9;22) (q34,q11), (B) L ’emplacement des points de cassure et la fusion entre
BCR et ABLI. Dans la LAL, les points de cassure sur ABLI se situent entre les exons 1b et 2

tandis que sur BCR, ils se trouvent dans la région m-BCR (exons 1) résultant des protéines de

fusion BCR-ABLI
d
1b 1a a2 a3 all
oo — e[ DAL T
el e13(b2) e14(b3) eld a1
BCR
m-BCR M-BCR u-BCR
b
ABL1

[ [TsRsh2_ | Yinase | [obE0]
p190 CClRSIRRRaN (Jsel st Viness | [opa0o] JRE
P210 CG {JsH3] Stz | Y-kinase | [080 ] [AED
[ isAcoR sH3l SH2 | Yeinase | [ Do JAED

Figure II : les différents domaines de BCR et ABL1 (Zhou et al., 2018)

BCR : CC (domaine d’oligomérisation spiralé), S/T kinase (sérine/thréonine kinase), Rho-GEF
(facteur d’échange de type Rho/DBL-like), PH (domaine d’homologie de la pleckstrine), CalB (liaison

aux lipides dépendante du calcium), RAC-GAP (protéine activatrice des GTPases de type RAC,
tronquée). ABL1 : SH3 et SH2 (domaines d’homologie SRC), Y-kinase (tyrosine kinase), DBD
(domaine de liaison a I’ ADN), ABD (domaine de liaison a [’actine).
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I1.2.2.4. Voies de signalisation impliquées dans la LAL pédiatrique

La translocation BCR-ABLI1 provoque une autophosphorylation de la protéine de fusion, une
perte du domaine N-terminal et une hyperactivation du domaine kinase d’ABL-1 entrainant une
prolifération excessive des cellules leucémiques, un blocage de la différenciation cellulaire et une

résistance a 1’apoptose (Figure III).

TyA7T
BCR-ABL1 \/\ 0PN, = Microenvironment of
/ Mo =7 leukemia stem cell

/ @ \ GRB2) __ GRB2)
~ 80
D o
D>
* Methylation of
C/EBPa promoter
\_m @ -->Ce|| proliferation

Cytoplasm

Nucleus

Cell survival Cell survival/Cell cycle arrest ~ Cell survival/  cell differentiation
Proliferation

Figure I1I : Principales voies régulées par la protéine BCR-ABL1 (Kang et al., 2016)

La voie de signalisation JAK2-STATS est activée de maniére anormale suite a l'activation de la Janus kinase JAK2 qui
phosphoryle directement le BCR-ABLI au niveau du domaine Y177 ce qui permet une progression du cycle cellulaire et
une survie des cellules leucémiques lymphoides. L’ activation de la voie PI3K-AKT-mTOR induit I’expression de Skp2
(protéine 2 associée a la kinase de phase S) etaugmente [’expression de la p21 (p21WAF-1/CIP-1), inhibiteur de la
kinase dépendante de la cycline cytosolique, pour I’échappement a l’arrét du cycle cellulaire et la prolifération des
cellules leucémiques. La voie RAS/RAF/MEK/ERK est activée suite a I’activation de RAS via la phosphorylation de la
GAB?2 (protéine de liaison associée @ GRB2/GRB2 2) dépendante de la phosphorylation d’Y177 de BCR et active RAP1
(liée a RAS) ce qui stimule [’activation de la B-RAF stimulant ainsi la voie MEK/ERK/ELK-1 et donc la prolifération
incontrolée des cellules leucémiques. La surexpression de l'ostéopontine (OPN), une protéine de la niche des cellules
souches dans les cellules exprimant BCR-ABLI, médiée par la voie RAS/RAF/MEK/ERK favorise le maintien du
microenvironnement des cellules souches leucémiques. La sous-expression de TRAIL (TNFSF10) est un ligand
inducteur d'apoptose, appartenant a la famille du facteur de nécrose tumorale (TNF) conduit a I’échappement des

cellules leucémiques a l’apoptose.
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I1.3. Méthodes de diagnostic

Le diagnostic de la leucémie repose sur des examens cliniques, biologiques et moléculaires
visant a confirmer la présence de cellules leucémiques, a déterminer leur origine, et a orienter la

prise en charge thérapeutique.

I1.3.1. Examens hématologiques de base

- Hémogramme et frottis sanguin : permet d’observer une augmentation anormale des globules
blancs, une anémie, une thrombopénie, ainsi qu'une présence de blastes circulants sur le frottis
sanguin.

- Le myélogramme : permet de quantifier les cellules leucémiques médullaires (cellules
immatures) de la moelle osseuse

- Dosage des marqueurs biochimique et inflammatoire : permet d’évaluer 1’état général du
patient. Il comprend la mesure de la créatininémie, 1’urée, la bilirubine totale, les transaminases

ainsi que la vitesse de sédimentation (Li et al., 2024).

I1.3.2. Immunophénotypage

L’ immunophénotypage par cytométrie en flux multiparamétrique permet de caractériser les
blastes en fonction du profil antigénique. Des anticorps fluorescents sont utilisés pour détecter des
marqueurs spécifiques (ex : CD3, CD7, CD19, CD20, CD34...), permettant de distinguer les

leucémies lymphoides des my¢loides, et d’orienter le diagnostic final (Li et al., 2024).

I1.3.3. Analyses moléculaires et cytogénétiques

- Caryotypage : Permet d’analyser les chromosomes et de détecter les altérations. Ces anomalies

ont une valeur pronostique et peuvent influencer le choix du traitement.

- FISH(hybridation in situ en fluorescence) : permetde détecter les translocations

chromosomiques visibles et cryptiques, offrant une analyse plus fine que le caryotype classique.

- PCR (Polymerasechainreaction) : Permet de détecter des anomalies moléculaires spécifiques
(le géne de fusion BCR-ABL1) et de suivre la maladie résiduelle aprés traitement (Li et al.,

2024).
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I1.4. Stratégies thérapeutiques

La prise en charge thérapeutique de la leucémie aigué repose sur une combinaison de

traitements adaptés au type de leucémie, aux caractéristiques moléculaires, biologiques et cliniques

du patient. L objectif est d’éliminer les cellules leucémiques, restaurer une hématopoi¢se normale et

de prévenir les rechutes.

Chimiothérapie :administrée en trois phases pour une rémission compléte et pour la prévention
de toute rechute.
Induction avec les corticoides, la vincristine, I’asparginase et I’anthracycline.
Consolidation avec la cytarabine, le méthotrexate, I’anthracycline et les agents alkylant.
Entretien avec le 6-mercaptopurine, le méthotrexate, la vincristine, les corticoides et

I’intrathécale (Huang et al., 2020).

Agents moléculaires ciblés (tableau II-3 annexel) : qui ciblent les mutations génétiques et les
voies de signalisation impliquées dans la leucémie aigue lymhpoblastique (LAL) ainsi que les

cellules leucémiques tout en préservant les cellules saines (Imatinib, Dasatinib, Vénétoclax).

Immunothérapie : une alternative thérapeutique a base d’anticorps (Blinatumomab,
Inotuzumabozogamicine) ou a base de cellules T (CAR T) (tableau I1.3 annexe 1) dans les

formes résistantes ou en rechute de LAL (Inaba&Mullighan, 2020).

Greffe de moelle osseuse : Une stratégie thérapeutique essentielle pour le traitement des LAL et
LAM pédiatriques qui suit une chimiothérapie intensive notamment chez les patients a risque
élevé de rechute ou qui ont déja rechuté. Elle consiste a faire introduire des cellules souches
hématopoiétiques saines dans la circulation sanguine de ’enfant afin de restaurer 1’activité de la
moelle osseuse de maniere allogénique (les CSH proviennent d’un donneur ayant un type de
tissus compatible a celui du patient) ou autologue (la réintroduction des CSH du patient lui-

méme) (Rodriguez et al., 2024).
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INI-MATERIEL ET METHODES

II1.1. Matériel

Notre travail rentre dans le cadre de projet des Programmes Nationaux de Recherche (PNR) N
03/78/DFPR/ATRSSV/22, dont le théme est : Apport de la biologie moléculaire dans la prise en

charge de la maladie résiduelle dans les leucémies de I’enfant en Algérie.

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire central de I'hdpital CHU NefissaHamoud pendant

4 mois de Février-Mai. Nous avons réalisé :

» Une étude rétrospective de 2020- 2025 a portés sur 100 patients atteints de leucémie aigiie
pédiatrique traités par chimiothérapie et/ou radiothérapie dans le service d’oncologie
pédiatrique dirigé par Pr Zeroual et Pr Benmouffak, chez qui nous avons exploité les
résultats en fonction des caractéristiques cliniques et biologiques (FNS, biochimie, frottis
sanguin, my¢logramme, immunophénotypage et génétique).

» Une ¢étude prospective qui a porté sur 16  patients atteints de leucémie aigué
lymphoblastique B (LAL-B), d'dge moyen de 5 anms, prélevés au niveau du service
d'oncologie pédiatrique de I'hopital CHU NefissaHamoud (Ex : Parnet).Le diagnostic
moléculaire et génétique a été réalis€ a l'unit¢ de Biologie moléculaire et I'unité

d'hémobiologie du laboratoire central.

II1.1.1. Prélévements

- Les prélevements des patients (5 ml) sont réalisés dans un tube en présence d’un anticoagulant
type EDTA, qui est un chélateur ou un inhibiteur de 1’action des enzymes nucléases, permettant
ainsi de préserver I’intégrité de ’ADN et de ’ARN, pour la recherche de la translocation, les
autres prélévementssont réalisés sur un tube sec et héparine.

- Les prélevements sont accompagnés d’une fiche de renseignements (annexe 7) avec le

consentement €clairé des patients et les parents.

II1.1.2. Equipements et réactifs biologiques

I11.1.2.1. Equipements (annexe 3)
II1.1.2.2. Réactifs biologiques (annexe 4)
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I11.2- Méthodes

I11.2.1.Détermination de la morphologie par frottis sanguin et de moelle osseuse

Principe

Le frottis est une technique qui permet d’'évaluer la morphologie des cellules sanguines
(érythrocytes, leucocytes et plaquettes), permettant la différenciation des types cellulaires et la
détection d'éventuelles anomalies hématologiques, notamment les leucémies aigués (Vu et al.,

2021).

Mode opératoire

- Prélever une goutte de Iml de sang total ou de moelle osseuse dans un tube en présence d’un anti
coagulant EDTA et la déposer avec une micropipette prés de l'extrémité d'une lame de verre

stérile.

- Placer une autre lame étaleuse, inclinée a environ 45° et la goutte de sang s’étale par capillarité

sur la surface de la lame.

- Sécher la lame a I’air libre pendant 10 min et la colorer avec le May-Griinwald (MG) contenant

des dérivés du bleu de méthylene et de 1’éosine et incuber pendant 4 min a 37°.
- Eliminer le tampon et incuber pendant 4 min puis éliminer I’exces.

- Ajouter la solution de Giemsa diluée (30 ml de I’eau 750de Giemsa) et incuber pendant 20 min a

température ambiante.

- Rincer la lame avec de I’eau du robinet, et la sécher puis I’observer au microscope optique

(Gx100) pour I'analyse morphologique des cellules.
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I11.2.2. Techniques d’Extraction de ’ARN totale

Nous avons utilisé deux techniques d’extraction d'ARN totale. Une technique semi-automatique

(PureLink® RNA Mini Kit), et une technique par automate (nucleicacid extraction kit lanlong).

I11.2.2.1. Technique d’Extraction de ’ARN totale semi-automatique
Principe

Cette technique repose sur la lyse cellulaire qui permet de libérer ' ARN contenu dans les
cellules sanguines. Une fois que I'ARN libéré, il est protégé de la dégradation en utilisant des agents
chimiques spécifiques. Ensuite, il est isolé des autres constituants cellulaires, tels que I'ADN, les
protéines et les lipides pour obtenir un ARN pur total, utilisé pour la transcription inverse en ADN
complémentaire (ADNCc) pour I'analyse des génes spécifiques, la PCR en temps réel pour quantifier

l'expression génique (Chen,etal., 2023).

Mode opératoire

- Prélever 200 pl de sang total a I’aide d’une pipette et transférer dans un tube Eppendorf (1.5ml),
ajouter 200 ul de tampon de lyse et agiter le tube en vortexant pour assurer la lyse cellulaire.

- Centrifuger le tube a 12000 x g pendant 2 minutes afin de séparer les composants cellulaires
(protéines, lipides) du surnageant contenant I’ARN.

- Transférer le surnageant dans un autre tube Eppendorf en Evitant de perturber le culot et ajouter
200 pl d’éthanol absolu au surnageant pour précipiter I’ARN.

-  Homogénéiser en vortexant et transférer le surnageant dans une mini colonne de
chromatographie échangeuse d’ion fixée dans un tube de collecte, Centrifuger a 12000 x g
pendant 15 secondes a température ambiante.

- Eliminer le flux en prenant soin de ne pas perturber le culot et ajouter 80 ul de DNase et 350 ul
de tampon de lavage I a la mini colonne. Centrifuger a 12000 x g pendant 15 s, éliminer le flux
et le tube de collecte.

- Ajouter 500 pL de tampon de lavage II en présence de 1’éthanol. Centrifuger a 12000 x g
pendant 15 s, éliminer le flux et faire un 2eéme lavage avec la méme solution.

- Transférer la mini colonne dans le tube de récupération et ajouter entre 30 - 100 uL d’eau ultra
pure sans RNase pour récupérer I’ARN purifié.

- Incuber pendant 1 minute pour permettre la dissolution complete de I’ARN et centrifuger a
12000 x g pendant 2 minutes pour 1’¢lution de I’ARN dans le fond du tube puis conserver dans

de la glace ou stocker a —80°C a long terme (PureLink® RNA Mini Kit.2012).
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I11.2.2.2. Technique d’extraction de I’ARN totale automatique
Principe

La purification basée sur des billes magnétiques implique l'utilisation de polymeres
synthétiques, de verre poreux ou de particules magnétiques d'un diamétre de 0,5 a 10 pm. Lorsque
I'agrégation magnétique commence, la suspension est regroupée pour assurer une extraction
uniforme. Les billes magnétiques offrent une méthode simple et fiable pour extraire de I'ADN, de
I'ARN, des protéines et d'autres biomolécules a partir de divers types d'échantillons. Cette méthode
¢limine le besoin de centrifugation ou d'autres étapes longues, ce qui la rend idéale pour le

traitement a haut débit, comme l'automatisation (Figure IV).
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Figure IV : Différentes étapes d’extraction d’ARN automatique.

Mode opératoire

- Déposer 200 ul de sang total avec 20 ul de réactif dans le premier puit de la plaque.
- Placer la plaque et la barrette dans 1'automate (programmer pour un seul échantillon).
- Apres 20 mn I'ARN est récupéré dans le dernier puit de la plaque.

- L’ARN doit étre stocké a 4 C° pour un court terme et a — 80 C° a long terme.
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I11.2.3. Controle qualitatif et quantitatif
Controle de qualité d’ARN et d’ADN par électrophoreése

L’¢lectrophorése sur gel d’agarose a pH = 8,3, est une méthode simple et efficace pour la
séparation, 1’identification et la purification des fragments d’ARN et d’ADN. Elle consiste a faire
migrer dans un gel soumis a un champ électrique des molécules chargées négativement. Leur
distance de migration dépend principalement de leurs poids moléculaires, de la concentration

d’agarose et de I’intensité du courant appliqué.

Mode opératoire

- Préparer un gel d’agarose a 2 % dans un tampon Tris — acétate — EDTA (TAE) (IM Tris, 200
mM Acétate, 50 mM EDTA), pH 8 contenant 0,5 pg/ml de bromure d’éthidium pour le controle
de ’ARN et a 0,5% pour le controle d’ADN.

- Préparer les échantillons de fagon suivante : 5 ul d’ARN ou d’ADN génomique et 5 pl de bleu
de dépot (0,05 % bleu de bromophénol, 60% glycérol).

- Déposer 10 pl des différents échantillons dans les différents puits du gel et le contrdle positif
(ARN/ADN humain) de poids moléculaire variable.

- Faire migrer le gel dans le tampon Tris Acide Borique et EDTA (TBE) (0,5 M) pendant 30 mn a
100 V.

- Révéler ’ARN ou I’ADN par exposition du gel aux rayons UV.

II1.2.4. Technique de transcriptase reverse polymerasechainreaction (RT-PCR)
Principe

La réaction de transcription inverse-PCR (RT-PCR) est une technique essentielle en biologie
moléculaire qui implique deux étapes principales. Tout d'abord, la transcription inverse utilise la
transcriptase inverse pour convertir 'ARN en ADN complémentaire (ADNCc) (Figure V). Ensuite,
I'amplification PCR amplifie sélectivement la région ADNc d'intérét en utilisant des amorces
spécifiques. Cette méthode permet la détection et 1'analyse des produits de PCR, qui peuvent étre
visualisés par électrophorése sur gel ou quantifiés a l'aide de la qPCR. La RT-PCR trouve de
nombreuses applications dans l'analyse de l'expression génique, la détection des pathogenes et la
caractérisation des ARN non codants, permettant la conversion de 'ARN en ADN et I'amplification

ciblée de régions spécifiques pour des analyses moléculaires ultérieures (Tantray et al., 2023).
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FigureV: Principe de la RT-PCR

La synthese d’ADNc est réalisée par la technique RT-PCR en présence de 1 ul d’ARN totale

resuspendu dans 10 ul d’eau ultra pure dans un tube a PCR (100ul).

Apres Incubation a 70°C pendant 10 minutes dans un thermocycleur, refroidir le tube dans de la

glace et ajouter les solutions pour un volume final de 20 pl (tableau III).

Dongen et al., 1999)

Déposer les tubes (200ul) de PCR dans un thermocycleur selon le programme (tableau V)

Apres 1h de programme, diluer I’ADNc avec 30 ul d’eau ultra pure, (conserver a -20°C) (Van
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Tableau III : Répartition des solutions et réactifs pour préparation RT mix

Solutions et réactifs Volume (pl)
Transcriptase inverse (100 U) 1
Tampon RT (1ImM) 2
dNTP (ImM) 0,8
DTT (10mM) 0.8
Primaires aléatoires (25mM) 2
Inhibiteur de ARNase (20 U) 1
H20 4,2
ARN totaux 10
Volume finale 20

Tableau IV : Etapes de la RT- PCR et Températures Correspondantes

Etapes Température (°C) Temps (min)
Dénaturation 25 10
Hybridation 42 45
Elongation 99 3

4 0
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I11.2.5. Polymerase Chain Reaction quantitative (Q-PCR)
Principe

La Q-PCR, également connue sous le nom de PCR en temps réel, permet la détection des produits
de PCR en temps réel, fournissant des résultats immédiats sur I'amplification de I'ADN cible. Cette
méthode permet la quantification de la quantité initiale de modele d'ADN présente dans la réaction
de PCR. En mesurant la fluorescence émise pendant la réaction, le nombre de produits de PCR peut
étre déterminé, offrant des informations sur la concentration initiale de I'ADN cible. La
quantification par Q-PCR implique de comparer le signal de fluorescence de I'échantillon cible avec
une courbe standard générée a partir de concentrations connues de I'ADN cible. Cela permet de

déterminer avec précision la concentration initiale d'ADN dans 1'échantillon(Tantray et al., 2023).
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Figue VI : Analyse d’expression génétique TagMan (Thermo Fisher)
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Mode opératoire

- Déposer 5 ul d’ADNc final, équivalent a 100 ng d’ARN dans un tube PCR (0,2 ml) et incuber a

50°C pendant 2 minutes pour activer la transcriptase inverse (RT) (Tableau V).

- Incuber les tubes dans le thermocycleur en temps réel selon le programme (Tableau VI)

- Pour la mutation, nous avons un contrdle positif correspondant au plasmide (annexe 5) et un

contrdle négatif. (Tableau VII)

Tableau V : Répartition des solutions

Solutions et réactifs Volume (pl)
Mélange maitre (D Master Mix) 1x. 12,5
Sonde (200 nM) 0,75
Couple d’amorces (300 nM) 0,75
Eau ultra pure 6
ADNec 5
Volume finale 25

Tableau VI : Programme de Thermocycleur en Temps Réel

Etapes Température °C Temps
Activation de transcriptase reverse 50 10 min
Dénaturation de I’ADN double brin et

95 10 min
activation de la polymérase
Cyclage : 50 fois

Dénaturation 95 I5s
Hybridation 60 1 min
Maintien 4 00

19




Matériel et méthodes

Tableaux VII : Répartition des solutions par réaction de 25 pL (Tantray et al., 2023)

Solutions Patient (uL) Témoin positif (1L) | Témoin négatif (uL)
D-mix (x 1) 12,5 12,5 12,5
Couples d’amorces
0,75 0,75 0,75
(300 nM)
Sonde (200 nM) 0,75 0,75 0,75
Eau sans nucléase 6 6 11
ADNCc 5 - -
Plasmide - 5 -
Tableaux VIII : Séquences des sondes et des amorces (amorces de Eurogentec)
Translocations| Amorces et sondes Séquences Tm (C°)
Amorce sens F (BCR) TCC-GCT-GAC-CAT-CAA-TAA-GGA 49,2
BCR- ABL1
Amorce R (ABL1) CAC-TCA-GAC-CCT-GAG-GCT-CAA 51,2
Sonde (ABL) CCC-TTC-AGC-GGC-CAG-TAG-CAT-CTG{ 7

il se.0ic for 2:00

+ Plate Read

72950 C Jor 10:00

+ Plate Read

3 950 C for 0:15

+ Plate Read

il + Plate Read

@ T END

WiTen0!C /Hoe 100 LA

s GOTO 3 40 more times

Figure VII: Programme de thermocycleur de la RT-PCR
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I11.2.6. Extraction d’ADN par la technique SALTING OUT
Nous avons réalisé¢ 1’extraction d’ADN par la technique de SALTING OUT a partir du sang total
pour une ¢tude immunogénétique des polymorphismes (HLA et récepteur de la vitamine D)

Principe

Les techniques d'extraction de I'ADN utilisant des solutions salines a forte concentration, telles
que le NaCl 6 M satur¢, relevent de la méthode de salting out qui repose sur le principe selon lequel
les sels minéraux a forte concentration ont besoin d'étre entourés par l'eau d'hydratation. Cette
situation se produit aux dépens des protéines, qui se retrouvent privées d'eau. En conséquence, une
surconcentration se crée, favorisant l'agrégation et l'insolubilisation des protéines. Apres
centrifugation, les protéines sont sélectivement précipitées au fond du tube, tandis que I'ADN se

retrouve libre dans la phase supérieure (Miller et al., 1988).

Mode opératoire
- Prélever 5 a 10 ml du sang sur anticoagulant dans un tube de 50 ml a fond conique.

- Diluer le sang dans 2 volumes de solution de lyse des globules rouges (SLR) (annexe 6), agiter
quelques minutes et centrifuger a 12000 g pendant 20 minutes a + 4 ° C.

- Eliminer le surnageant et laisser le culot, puis répéter les lavages jusqu'a obtention d’un culot
clair sans globules rouges.

- FEliminer le surnageant et resuspendre le culot dans 9 ml de solution de lyse des globules blancs
(SLB) (annexe 6), vortexer et ajouter 500 pul SDS a 10% et 50 ul de protéinase K (1mg/ml).

- Apres une Incubation une nuit a + 37 °C dans une étuve, ajouter 3 ml de NACL de sodium
saturé 6M et centrifuger 10 minutes a 1500g. Vérifier la présence de protéines au fond du tube
et transféré le surnageant dans un nouveau tube.

- Ajouter 5 ml d'alcool isopropylique et centrifuger 10 minutes a 1500 g.

- Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans un tube eppendorf avec 1,5 ml d’alcool
éthylique a 70 %. Centrifuger a 30000 g pendant 5 mn, et éliminer le surnageant.

- Incuber les tubes environ 30 minutes a 37 °C puis resuspendre le culot dans 250-500 pl du

tampon Tris-EDTA (TE) a [10V/5V] et conserver ’ADN a - 80 °C.

IT1.3 Analyse statistique

L'analyse des données, les calculs et les illustrations graphiques ont été réalisés par le logiciel

Excel 2019 et GraphPad Prisme version 10. La comparaison entre Les trois types de leucémie aigiie
(LAL, LAM et LAB) a été réalisée avec le test ANOVA non paramétrique (KruskallWallis) a un
facteur pour les variables quantitatives (Age, poids, taille, blastes médullaire et blastes circulaires),
et le test exact de Fisher pour les variables qualitatives (Sexe,rechute, déces, critéres clinique,
Leucocytoses, Neutropénie, Thrombopénie, Anémie) avec un p<0.05 considéré comme significatif.
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Résultats et discussion

IV.1.Résultats de I’étude rétrospective

Notre travail a porté sur une étude rétrospective de100 patients atteints de leucémie aigué

(LA) d’age moyen de 5,70 + 3,98 ans hospitalisés entre 2020- 2025 et une étude prospective

génétiquesur la recherche de la translocation BCR-ABL par la technique de RT-qPCR.

IV.1.1- Les caractéristiques cliniques et biologiques

Les résultatsdes différentes caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques des

patientsdans les trois types de leucémie (LAL, LAM, LAB)montrent une différence significative
du sexe (P=0,0499), syndrome tumoral (P=0,0147) et des blastes médullaires (P=0,0004) avec
16% de rechute et 17% des déces (tableau 1X).

Tableau IX : Analyse des critéres cliniques et biologiques des patients

| Patients (n=100) | LAL (n=67) | LAM (n=30) | LAB (n=3) pvalue *
Sexe
Féminin n (%) 47 (47) 30 (45) 17 (57) 1(33)
Masculin n(%) 53(53) 37 (55) 13 (43) 2(67) 0,0499
Ratio M/F 1,13 1,23 0,76 2
Age (Année) ** 4,7[0,6-15] 5,710,6-15] 3,310,35- 4,9 [1,4-11,93] 0,2321
14,64]
Poids (kg) ** 16,5 [5,6-68] 17 [7,8-68] 13 [5,6-63] 22 [8,1-30] 0,1938
Taille (cm) ** 106 [64-183] 106,5 [70-183] | 100 [64-160] | 93,5[78-109] 0,5096
Rechute n(%) 16 (16) 10 (15) 6 (20) 0(0) 0,6324
Décés n (%) 17 (17) 8 (11) 9 (30) 0(0) 0,0791
Criteéres cliniques
Douleurs osseuses 27 (27) 23 (34) 4 (13) 0(0) 0,0600
n(%)
Syndrome tumorale 79 (79) 58 (86) 18 (60) 3 (100) 0,0147
n(%)
Syndrome 43 (43) 27 (40) 14 (45) 2(67) 0,5805
hémorragique n(%)
Criteres biologiques
Leucocytoses n (%) 39 (39) 26 (39) 12 (40) 1(33) 0,7342
Neutropénie n(%) 20 (20) 12 (18) 7 (23) 1(33) 0,5409
Thrombopénie(%o) 46 (46) 29 (43) 15 (50) 2 (67) 0,6325
Anémie n(%) 51 (51) 37 (55) 12 (40) 2 (67) 0,3863
Blastes médullaire 82,5[14-100] 88 [24-100] 65 [14-95] 87[58-89] 0,0004
(%) **
Blastes circulaires 37 [0-96] 50 [1-96] 27[0-92] 37[5-40] 0,0762
(%) **

(*) Comparaison entre LAL : Leucémie lymphoblastique aigue ; LAM: Leucémie aigiie myéloblastique et LAB :

Leucémie aigue biphénotypique.

(**) Données représentées en valeur de médiane.
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IV.1.2- Résultats de la répartition des patients en fonction du type de leucémie

Nos résultats montrent une fréquence élevée de la leucémie aigué lymphoblastique par

rapport aux LAM et LAB (67%, 30% vs 3%) dont 81% de LAL-B et 19% de LAL-T (Figure
VII).
Nos résultats corroborent avec une étude marocaine deDoumbia et al. (2016)chez 104 patients
atteints de leucémies aigués pédiatriques qui rapporte une prédominance de la LAL par rapport
aux LAM et LAB (74 %, 20,2% vs 5,8%) en particulier la LAL-B par rapport a la LAL-T (78% vs
22%).

N=100

m LAL
LAM
LAB

(@)

u LAL-B
= LAL-T

(b)

Figure VIII : Répartition des patients en fonction du type de leucémie
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IV.1.3- Résultats de la répartition des patients en fonction du sexe

Notre étude montre un sexe ratio H/F de 1.13 dont 53% des patientssont de sexe masculin
et 47% de sexe féminin.(Figure 1X.a).
Nos résultats corroborent avec une étude iranienne de Dargahi et al. (2016)chez des enfants et
adolescents diagnostiqués entre 2006-2016, qui rapporte une fréquence élevée de leucémie aigué
chez les gargons par rapport aux filles (57,3% vs 42,7%) avec un sexe ratio H/F = 1,34.
La prédominance masculine concerne la LAL et la LAB par rapport a la LAM avec une différence

significative (55%, 67% vs 13%, P=0.0499) (Figure IX.b).
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Figure IX : Répartition des patients en fonction du sexe
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IV.1.4- Résultats de la répartition des patients en fonction de I’age

La moyenne d’age des patients est de 5.70 £+ 3.98 ans avec une prédominance au niveau de
la tranche d’age [2 — 6 ans] par rapport aux tranches d’age [0-2ans], [6-11ans] et [11-16ans](44%,
14%, 27% vs 14%) (Figure X.a).

Nos résultats montrent une fréquence plus €levée dans la tranche d’age [2 - 6 ans] dans la LAL,
LAM et LAB (42%, 50% vs 33%), ce qui concorde avec I’é¢tude de Beghdoud et al. (2020)
réalisée chez 135 enfants atteints de leucémies aigu€s dans I’ouest algérien de 2016-2018 avec une

prédominance dans la tranche d’age de 2 -5 ans (37,8%) (Figure X.b).
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Figure X : Répartition des patients en fonction de I’age
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IV.1.5- Résultats de I’évolution des patients en fonction des années

L’évolution des patients en fonction des années montre unestabilit¢ de nombre de cas et

une diminution en 2025 (4%) qui peut étre expliquée par le fait que I’année est en cours.

Les variations annuelles de I’incidence des leucémies aigues pédiatriques sont influencées par
plusieurs facteurs, environnementaux ou démographiques, sans lien direct avec un évenement

épidémiologique précis (Figure XI).
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Figure XI: Evolutiondes patients en fonction des années
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IV.1.6- Résultats de la répartition des patients en fonction des groupes sanguins

Nos résultats montrent une fréquence ¢levée des patients avec le groupe sanguin O+ et A+

par rapport aux autres groupes sanguins(32 %, 30%) (Figure XII).

Nos résultats concordent avec 1’étude de Sakié et al. (2012) sur 172 enfants atteints de leucémie
aigiie de 2000- 2010 a Sarajevo qui rapporte une fréquence élevée du groupe O par rapport aux
autres groupes sanguins et avec 1’é¢tude de Dargahi et al. (2016) qui rapporte une faible fréquence
des groupes sanguins Rhésus négatif (6,4%) ce qui peut étre expliqué par la faible fréquence du

Rh- dans la population générale.
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Figure XII:Répartition des patients en fonction des groupes sanguins
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IV.1.7- Résultats de la répartition des patients en fonction des atteintes cliniques

Nos résultats montrent que les patients présentent plusieurs manifestations cliniques avec,
syndrome tumoral (79%) (Hépatosplénomégalie, adénopathies), syndrome hémorragique (43%)
(ecchymoses, pétéchies), douleurs osseuses (27%) et anomalies biologiques avec anémie (51%),

thrombopénie (46%), neutropénie (20%) et leucocytose (39%) (Figure XIII).

Nos résultats concordent avec 1’étude de Tlamgani et al. (2018) réalisée chez 83 patients
marocains pédiatriques (LAL) sur une durée de 6 ans qui rapporte unsyndrome tumoral(89.2%),

anémie (100%),thrombopénie (85,5%), leucocytose (60%) et des douleurs osseuses (6%).
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Figure XIII: Répartition des patients en fonction des manifestations cliniques et biologiques
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IV.1.8- Résultats de la répartition des patients en fonction des régions et de la
consanguinité

Nos résultats montrent que la fréquence des leucémies pédiatriques est plus élevée dans le Nord
de I’Algérie (Alger, Médéa, Boumerdas, Bejaia, Bouira, Tipaza, Jijel, Blida, Tizi ouzou) par
rapport a 1’est (Msila, Constantine, Bordj Bouariredj, Khenchela, Batna, Guelma, Sougahras,
Sétif), ’Ouest (Djelfa, Chlef) et le Sud (El Oued, Tamanrasset, Ghardaia, Laghouat, Biskra,
Ouargla) (66%, 10%, 12%, 12%) (Figure XIV).

La consanguinité est plus fréquemment retrouvée chez les patients originaires du Sud et de I’Ouest
de I’Algériepar rapport aux patients originaires du Nord et de I’Est (50% vs 19% vs 8%, P=
0,0001)(Figure XIV.7.b).
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Figure XIV :Répartition des patients en fonction des régions et de la consanguinité
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IV.2-Résultats de I’étude prospective

Notre étude a porter sur 28 patients pédiatriques atteints de leucémie aigué diagnostiqués entre
2024-2025 dont 16 patients présentent une leucémie aigué lymphoblastique de type B (LAL-B)
d’age moyen 7,505+4,037 ans ont été retenus pour la recherche de la translocation BCR-ABL par
RT-qPCR.

IV.2.1- Caractéristiques cliniques et biologiques des patients

Les caractéristiques cliniques et biologiques des patients LAL-B montrent un sexe ratio M/F de
1,285, une concentration élevée de LDH 1637,66 U/L par rapport aux témoins (190-400 U/L), une
concentration élevéede globule blancs 62,99 10"3/mm3 et une fréquence élevée des blastes

médullaires et circulaires (86%, 55%) (tableau X)

Patients LAL-B | BCR-ABL négatifs | BCR-ABL positifs
Paramétres (N=16) (N=14) (N=2)
Sexe (M/F) 9/7 8/6 1/1
Age moyen (ans) 7,505+4,037 7,61+4.173 6,8+4,172
LDH (U/L) 1637,66 1839,5 628,5
GB (10*3/mm3) 62,99 33,06 257,495
Hémoglobine (g/dl) 8,25 8,02 9,8
Plaquettes (10"*3/mm3) 85,47 89,77 57,5
Taux de Médullaires 86% 86% 89%
blastes (%) Circulaires 55% 53% 74%

Tableau X : Caractéristiques des patients LAL-B.

IV.2.2- Résultats de la répartition des patients en fonction de la translocation BCR-ABL

Nos résultatsmontrent une faible fréquencede la translocation BCR-ABL chez les patientsatteints

de LAL-B (12,5%) (Figure XV) corroborent avec I’étude de Qamar et al. (2022) réalisée chez 150

patients Pakistanais agés de 1-17ans atteints de LAL-B rapportant une fréquence de 10%.

30




Résultats et discussion

N=16
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Figure XV :Répartition des patients en fonction de la présence du BCR-ABL

IV.2.3 - Résultats du frottis sanguin

L’analyse morphologique des éléments figurés du sang sur frottis permet une évaluation

qualitative des principales lignées cellulaires.

v’ Les érythrocytes apparaissent comme des cellules anucléées, de forme de disque biconcave,
avec une coloration rosée. Toute variation de taille (anisocytose), de forme (poikilocytose) ou
de couleur (hypochromie ou polychromasie) peut traduire une perturbation de I’érythropoiése.

v" Les leucocytes et notamment les lymphocytes sont caractérisés par un noyau dense occupant la
majeure partic de la cellule, un cytoplasme réduit, basophile, souvent clair en périphérie
(Figure XVI.c) et les éosinophiles qui se distinguent par un noyau bilobé et un cytoplasme
abondant contenant des granulations éosinophiles rouge-orangé (Figure XV1.a).

v’ Les blastes, cellules immatures qui se caractérisent par une grande taille, avec un rapport
nucléocytoplasmique élevé, une chromatine fine, des nucléoles et un cytoplasme basophile

(Figure XVLb).
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Figure XVI : Microphotographies du frottis sanguin coloré avec la coloration MGG (GX 100). (a)
Eosinophiles; (b) Blastes; (¢) Lymphocytes (Unité d’hémobiologie du laboratoire central
HopitalParnet 2025)
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1V.2.4- Résultats de ’extraction de ’ADN et de ’ARN

Une électrophorése sur gel d’agarose et spectrophotométrie Nanodrop ont été réalisées pour
confirmer 1’efficacité des méthodes de I’extraction de ’ADN et de I’ARN. La présence de bandes

claires et continues indique la pureté et la non-dégradation de I’ARN (Figure XVII et XVIII).

T2 T3 - T4--T5 316, TZTFTSL 9 sidUREITN IR LS 1415

Figure XVII : Profil électrophorétique d’ADN chez les témoins.Gel d’agarose a 0.5% en

présence du BET (0,5 pg/ml) suivie d’une visualisation sous UV

Figure XVIII : Electrophorése sur gel d'agarose (2%) des ARN
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IV.2.5- Interprétation des résultats de la RT-qPCR

La RT-gqPCR a permis de détecter le transcrit de fusion BCR-ABL chez deux patients (tableau XI,

figure XIX).
Patients Amplification du Courbe Résultat
géne témoin positif d’amplification BCR-ABL
Patient 1 Oui Oui Positif
Patient 2 Oui Oui Positif
Patient 3 4 16 Oui Non Négatif

Tableau XI : Résultat de la qPCR

E o Amplification

B 4 . R 3 b v s x v T v v T
-! “bruit | croissanceex QeSS

40 ".’"d'e' - .| ponentiell

T fond | Phase de plateau (ou de
20 i e v ... _ saturation) -

Cycles

Figure XIX : Résultats d’amplification PCR quantitative pour la
translocation BCR-ABL1
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IV.2.6- Résultats du profil des patients BCR-ABL négatifs

Nos résultats montrent une fréquence de 87,5% de patients avec absence de la
translocation d’age moyen de 7,61+4.173, avec une prédominance masculine. La moyenne de
la fréquence des blastes médullaires 86%, blastes circulaires 53%, globules blancs 33,06
(10°*/mm?), plaquettes 89,77 (10°3/mm3), I’hémoglobine 8,02 (g/dl) et du LDH 1839,5 (U/L).
Les patients sont traités par chimiothérapie selon le protocole FRALLE-2000 groupe B en 3

phases (induction, consolidation et intensification, entretien).

IV.2.7- Profil des patients BCR-ABL positifs
Parmi les 16 patients inclus dans 1’étude BCR-ABL, deux patients présentent un résultat

positif de la translocation BCR-ABL.

Caractéristique cliniques et biologiques du patient 1 :

Il s’agit d’une patiente admise pour une prise en charge d’une leucémie aigiie lymphoblastique B
en rémission de sexe féminin agée de 4 ans originaire de Jijel, issue d’un couple non consanguin

sans antécédents familiaux et pathologiques particuliers et sans comorbidités, de 14kg et 100 cm.

Le début des symptomes est marqué par une asthénie et anorexie avec apparition d’une

splénomégalie de type 2, hépatomégalie, adénopathie, anémie et paleur apres le diagnostic

Les résultats de ’hémogramme révelent une anémie (Hb=7.5 g/dl), thrmbopénie (PLQ= 32) et
leucocytose (GB=12.49 10"3/mm3). L’examen cytologique de la moelle osseuse montre une
moelle riche envahie par 82% de blastes avec infiltration de 57% dans le sang. L’étude
immunophénotypique confirme 1’expression de plusieurs marqueurs de la lignée B (CD19, CD10,
CD22, CD24, cCD79a). Les résultats biochimiques montrent une augmentation de la

concentration du LDH 473 (U/L) par rapport aux valeurs normales.

Les résultats de 1’analyse génétique par QPCR pour la détection de la translocation BCR-ABL
montrent une présence du transcrit mBCR-ABL orientant le traitement vers une stratégie adaptée
par la pris en charge selon un protocole thérapeutique combinant le protocole de chimiothérapie

FRALLE-2000B et I’imatinib (ITK) (100mg).
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Caractéristique cliniques et biologiques du patient 2 :

Il s’agit d’un patient admis pour prise en charge d’une leucémie aigiie lymphoblastique B avec
atteinte neurologique et ORL de sexe masculin agé de 10 ans originaire de Médéa, issue d’un
couple non consanguin sans antécédents familiaux et pathologiques particuliers et sans

comorbidités, de 29kg.

Le début des symptomes est marqué par une paleur, asthénie, ecchymoses, pétéchies, céphalées,
diminution de [’acuité visuelle et une exophtalmie bilatérale avec apparition Une
pansinusitepolypoidale, rombéopénie, hépatomégalie, adénopathie cervicale et inguinales
bilatérales, splénomégalie type 3, présence d'une hémorragie rétinienne diffuse et bilatérales et

hyperplasie du tissu lymphoide du cavum apres le diagnostic

Les résultats de I’hémogramme révelent une thrombopénie (PLQ= 83) et hyperleucocytose
(GB=502.5 10"3/mm3). L’examen cytologique de la moelle osseuse montre une moelle riche
envahie par 95% de blastes avec infiltration de 91% de blastes dans le sang. L’étude
immunophénotypique confirme I’expression de plusieurs marqueurs de la lignée B (CD19, CDI10,
CD22, cCD79a). Les résultats biochimiques montrent une augmentation de la concentration du

LDH 784 (U/L) par rapport aux valeurs normales.

Les résultats de 1’analyse génétique par QPCR pour la détection de la translocation BCR-ABL
montrent une présence du transcrit mBCR-ABLorientant le traitement vers une stratégie adaptée
par la pris en charge selon un protocole thérapeutique combinant le protocole FRALLE-2000B,
I’imatinib (300mg) et 13 séances de radiothérapie. Cette approche a permis d’obtenir une

rémission complete (00% de blastes dans la MO) et le patient devient négatif pour le BCR-ABL.
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Discussion générale

La leucémie aigiie est le cancer le plus fréquent de I’enfant qui débute dans la moelle
osseuse (Rodriguez et al., 2024) affectant la production de la lignée lymphoide et myé¢loide a
partir des CSH au cours du processus d’hématopoicse (Coiteux et al., 2024) qui se différencient en
progéniteurs multipotents (MPP) puis en progéniteures lymphoides communs et myéloides
communs (Kwon et al., 2024) en réponse a des signaux du microenvironnement médullaire
(interleukines, cytokines, facteurs de croissance, molécules d’adhésion ...)(Belyavsky et al.,

2021).

Les progéniteurs lymphoides se différencient en LB dans la moelle osseuse en réponse aux
signaux IL-3, IL-7 et IL-4 par plusieurs stades allant d’une cellule Pro-B (exprimant le CD10,
CD19, CD20, CD79 et le pro BCR), Pré-B (exprimant le CD10, CD19, CD20, CD40, CD79 et le
pré BCR), cellule B immature (exprimant le CD10, CD19, CD20, CD40, CD79, IgM et le BCR),
jusqu’a la cellule B mature naive (exprimant le CD19, CD20, CD21, CD40, CD79, IgM et IgD)
(Azam, A., 2018).Chaque étape de différenciation est contrdlée par un ensemble de genes et de

voies de signalisation qui régulent la prolifération, la survie et la différenciation (Kim et al., 2023).

Une altération génétique (Translocation BCR-ABL, mutation du PAXS5 associée a la LAL)
affectant les voies de signalisation (PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPK, JAK/STAT) entraine la
perturbation des stades de maturation conduisant ainsi a 1’arrét de différenciation, prolifération
accrue et échappement a 1’apoptose d’ou I’accumulation des blastes dans les leucémies (Inaba&
Pui, 2021 ; Wachter &Pikman, 2024) Ce qui concorde avec nos résultats qui montrent une
fréquence ¢€levée de blastes médullaires dans les 2 cas BCR-ABL+ (82%, 95%) confirmantle

blocage précoce de différenciation dans la leucémogenese induite par cette translocation.

Le traitement des leucémies aigués a évolué grace aux thérapies ciblant les anomalies moléculaires
spécifiques notamment les inhibiteurs de tyrosine kinase (Imatinib) (figure XVII) qui agissent en
se liant au domaine de tyrosine kinase ABL, empéchant 1’activation des voies de signalisation
oncogéniques conduisant a une désactivation des voies de survie et a I’induction de 1’apoptose
dans les cellules leucémiques (Repsold et al., 2017) ce qui explique la rémission des patients de

notre étude apres I’introduction de 1’imatinib dans le traitement

La présence de la fusion BCR-ABL1 explique la prolifération accrue des blastes, et I’action ciblée
de I’imatinib permet de maitriser cette prolifération en bloquant les voies oncogéniques activées

par la fusion BCR-ABLI.
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Figure XX : Leucémogenese de la LAL-B BCR-ABL+ (Kim et al., 2023).
La LAL-B résulte du réarrangement BCR-ABLI survenant dans une cellule souche multipotente (CSH ou

treatment resistant

Cell of transformation

MPP) favorisant la prolifération et la survie cellulaire. La transformation leucémique s’initie ensuite
dans un progéniteur B, via [’acquisition d’altérations secondaires conduisant a un blocage de la

différenciation et a l’échappement a I’apoptose.
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Figure XXI : Action de I’Imatinib sur ’activit¢ BCR-ABL dans les cellules leucémiques
(Repsold et al., 2017).
L’imatinib agit en inhibant [’activite tyrosine kinase de BCR-ABL ainsi que les voies de
signalisation impliquées(RAS/MAPK, PI3K/AKT, STAT et MYC) bloquant les mécanismes qui
favorisent la prolifération, la survie cellulaire et ’angiogenese, et induisant la mort des cellules
leucémiques.
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Conclusion et perspectives

Notre étude nous a permis de mettre en évidence I’importance de la caractérisation
épidémiologique, biologique et moléculaire des patients dans le diagnostic des leucémies aigues.
La détection de la translocation BCR-ABLI dans certains cas de LAL confirme la présence de
formes Ph+ dans la population pédiatrique renforcant 1’intérét de la biologie moléculaire dans le

diagnosticainsi pour I’amélioration du pronostique et des stratégies de prise en charge plus ciblées.

Nos résultats ouvrent la voie a des recherches futures sur d'autres altérations moléculaires
associées aux leucémies pédiatriques afin d’optimiser le pronostic et d’augmenter les taux de

survie dans cette population.

Notre travail ouvre des perspectives vers :

» La mise en place de la technique RT-Q-PCR dans le laboratoire centrale du CHU Parnet
pour la recherche des translocations génétiques

» L’exploration de la recherche de la translocation BCR-ABL dans le suivi des patients au
cours du traitement.

» L’intégration des analyses génétiques et moléculaires dans la phase initiale du diagnostic,
afin d’identifier précocement les formes a haut risque et d’adapter les protocoles
thérapeutiques.

» Une exploitation plus large des données ¢épidémiologique des patients pédiatriques atteints

de leucémie aigiie a I’échelle nationale.
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Annexe 1

Figure 1 :Classification OMS 2022 des leucémies aigues lymphoblastiques (Aureli et al., 2023).

Table 1. WHO classification of acute lymphoblastic leukemia.

B-lymphoblasticleukemia/lymphoma

B-lymphoblasticleukemia /lymphoma, NOS

B-lymphoblastic leukemia /lymphoma with recurrent genetic abnormalities

B-lymphoblastic leukemia /lymphoma with t(9;22)(q34.1;q11.2);BCR-ABL1

B-lymphoblastic leukemia /lymphoma with t(v;11¢23.3);KMT2A rearranged

B-lymphoblastic leukemia /lymphoma with t(12;21)(p13.2;q22.1);ETV6-RUNX1
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy

B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with hypodiploidy

B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(5;14)(q31.1;q32.3)IL3-IGH

B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(1;19)(q23;p13.3);,TCF3-PBX1

Provisional entity:B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with translocations involving tyrosine
kinases or cytokine receptors (“BCR-ABL1-like”)

Provisional entity:B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with intrachromosomal amplification of
chromosome 21 (iIAMP21)

T-lymphoblastic leukemia/lymphoma (can only be differentiated from B-ALL/LBL based on
IHC and/or flow cytometry).

Provisional entity: Early T-cell precursor lymphoblastic leukemia

Provisional entity: NK cell lymphoblastic leukemia/lymphoma

Figure 2 : Classification OMS 2022 des leucémies aigues myéloides (Khoury et al., 2022)

Table 7. Acute myeloid leukaemia.

Acute myeloid leukaemia with defining genetic abnormalities
Acute promyelocytic leukaemia with PML:RARA fusion
Acute myeloid leukaemia with RUNXTzZRUNXTTT fusion
Acute myeloid leukaemia with CBFE=2MYHT1T fusion
Acute myeloid leukaemia with DER:NUPZ2 14 fusion
Acute myeloid leukasmia with REM15:2MRTFA fusion
Acute myeloid leukaemia with BCR=ABLT fusion
Acute myeloid leukaemia with KMT24 rearrangement
Acute myeloid leukaemia with MECOM rearrangement
Acute myeloid leukaemia with NUP28 rearrangement
Acute myeloid leukaemia with NPMT mutation
Acute myeloid leukaemia with CEEPA mutation
Acute myeloid leukaemia, myelodysplasia-related
Acute myeloid leukaemia with other defined genetic alterations

Acute myeloid leukaemia, defined by differentiation
Acute myeloid leukaemia with minimal differentiation
Acute myeloid leukasmia without maturation
Acute myeloid leukaemia with maturation
Acute basophilic leukaemia
Acute myelomonocytic leukaemia
Acute monocytic leukaemia
Acute erythroid leukaemia
Acute megakaryoblastic leukasmia
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Annexe 2

Figure 3 : Les instabilités génomiques réccurents dans les leucémies a chromosome philadelphie
positif (Kang et al., 2016)

Table 1 Recurrent genomic abnormalities in Philadelphia chromosome (Ph)-positive leukemia

Genomlbc abnormality Locatbon Status Ph-positive leukemla Frequency Reference(s)
KZF1 gl Dreletion ALL S—-H34% [162 164]
Dreletion Lymiphoid CML-BC T3%—75% [163, 180]
PAXS Sp13 Deletion ALL 33%-51% [171, 172, 1801
Daletion Lyrnphaid CML-BC 54.3% [180]
EBFT Sg34 Dreletion ALL 14% [19E]
CORNIAE Spl3-pdil Draletion AL e [=a]
Daletion MIPAL 33.3% [=a]
Dreletion All 33.5% [163, 164]
[haletion Lymphoid CML-BC 58 300 [1a0]
e 1403833 IGHAGHGE M deletion Lymphoid CML-BC B0 100 [a, 163, 180]
2gniz IGLLT deletion AML b7 [=a]
TCR 141124/ p14.1 TERAABD deletion AMALMEAL e [a]
14g11.2 TERA deletion Lymphoid CML-BC Tt [&a, 180]
BTGt 1402133 Deletion BOP-ALL 1T%-3135% [178]
Dreletion MRAL 333% [178]
Dreletion CML-BC (B-lineane) 333% [178]

MFE Y transcription factor IKARDS family zinc finger protein 1, PAXS paired box 5, FBFT early B-cell factor 1, COAN2A/E cyclin-dependent kinase inhibitor 2, IG

immunoglobulin, TCR T-cedl receptor, TG B-oell translocation gene 1, 1GHY immiunoglobulin hesvy chain variable region, iGHGE2M immunoglobulin hesvy constant
gamma 2, IGLL] immunoglobulin lsmbda-lice polypeptide 1, TCAA T-cell receptor alpha loous, ALL acute lymphablastic keukemis, O -8C chronic myeloid keukemis
blast crisis, AML acute myeloid leukemia, MPAL mived-phenotype acute leukemia, BCP-ALL B-oell precursor ALL

Annexe 3:

Les différentes méthodes ont été réalisées au sein du laboratoire de biologie moléculaire,

comprenant trois salles distinctes pour la manipulation de I’ADN, de I’ARN et pour

I’¢électrophorese, chacune équipée selon les exigences des techniques utilisées.
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Tableau 1 : Liste des équipements utilisés

Equipement utilisé La marque
Poste de sécurité microbiologique PSM-120
Automate d’extraction des acides nucléiques IANLONG
Electrophorese PowerPac Basic
BIO-RAD
Thermocycleur classique et en temps réel BIO-RAD C1000
Touche
Automate d’imagerie moléculaire BIO-RAD Gel Doc
XR+
Centrifugeuse Mini spin
Eppendorf
Balance analytique /
Bain marie BOECO
Microscope optique ELCIA DM750
Réfrigérateur /
Vortex /

Poste de sécurité microbiologique Automate d’extraction des acides

nucléiques

Electrophorése
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Thermocycleur Microscope optique

Annexe 4: Reéactifs biologiques

Tableau 2 : Liste des équipements utilisés

Techniques Réactifs utilisés

Frottis sanguin Colorant de type May-Griinwald Giemsa (MGG)

Tampon de lyse, ethanol 100%, DNase, tampon de lavage 1,
Extraction d’ARN tampon de lavage 2, I’eau sans RNase

Electrophorese Agarose, TBE 10 mg/ml, BET, eau distillée

Master mix (tampon RT, dNTP, Primers aléatoires, reverse
RT-PCR transcriptase, inhibiteur de I’ARNase)

Couples des amorces (BCR et ABL), la sonde (SyberGreen),
Q-PCR Master mix de qPCR

Extraction d’ADN | Tampons de lyse (SLR et SLB), Solution saline saturée (NaCl ou
acétate), Protéinase K , Ethanol absolu et 70%, Tampon TE

Colorant Giemsa Kit d’extraction d’ARN Méduse d’ADN Plasmide BCR-ABL1
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Annexe 5 : Plasmide de la translocation BCR-ABL1

Invitrogen

Quality Assurance Documentation by Thermo Fisher Scientific
ProjectiD: 2OFZAAGVAC ConstructiD: Z2ACPIBC

Gene Mame: sapiens_BCR-ABL1 Gene Size: 720 bp

Designation: E.coli K12 DH10B™ T1R Vector Backbone: pMA-RO (AmpR)
Manufacturing Date: 3 Movember 2023 Quantity: -5 pg Plasmid DMNA

Product Description:

Product Handling:

Plasmid Map:

Data Handling:
5L
=]

The synthetic gene sapiens_BCR-ABL1 was assembled from synthetic
oligonuciectides andlor PCR praducts. The fragment was inserted into phA-
RO (AmpR) The plasmid DMA was purified from transformed bacteria and
concentration determined by LW spectroscopy. The final construct was verified
by saquencing. The seguence identity within the insertion sites was 100%. 5 pg
of the plasmid preparation were wacuum dried for shipping.

The delivered DMNA amounts are indicated on the individual tube labels.
Centrifuge tubes prior to opening. Do not store wacwum dried DA for 8
prolonged time. Add an appropriate amount of distilled water or 10 mh Tris-
HCA (pH 8.5} and incubsate for 1 hour at room temperature (optionally followed
by &n owernight imcubation at 4°C). Resuspend DMNA by gently pipetting up and
dowm 8 coupke of times. If not to be used Immediately, resuspendead DA
should be stored at -20°C or -B0"C. Storing as aliquots helps 10 reduce
unfavorable freeze-thaw cycles. We recommend seguence verification after
each subcloning respectively ransformation step.

ELm M)

PriE=IN
ampR

HEAOPRE_apera BOE-ABLA_abi-RO ArpR| Aapmns_BCR-A8L1
4 b

S s

Col E1 orign

If you heve subscribaed to our convenient senvice to deliver all Ouslity Assurance
Documentation (QAD) for your GenefArt orders electronically through Thermo
Fisher Cloud, please follow this link to access your information:
hitps:fapps.themofisher. com/epps/genaart-ga. Alternatively, you can scan the
OR code.

If you heve not subscribed to this service, the GAD can be found on the CD
included in youwr shipment The QAD includes a .gb file containing the full vector
information, a .fas file for your inser sequence only and if applicable, your
ordered raw seguencing deta.

Annexe 6 : Préparation des solutions

Préparation de la solution de lyse des globules rouges (SLR) :

- Ajouter 10 ml du tampon Tris avec 20 ml de ’EDTA.

- Ajouter 970 ml de I’eau distillée pour une solution de 1000 ml.

Préparation de la solution de lyse des globules blancs (SLB) :

- Ajouter 5 ml du tampon Tris avec 5 ml de '’EDTA.

- Ajouter 490 ml de I’eau distillée pour une solution de 500 ml.
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Annexe 7: Fiche de renseignement des patients

Fiche de renseignement

1- INFORALATIONS GENERALES

Audrazsa Iemane da talaphona:

Bl

Saxa:

Tailla fom) : Poids (k) .

Croupass © Antigéna:

Drats d'hospitalization :

hIadarins traitamts :

I-HISTORIQUE MEDICAL ET PERSONNEL

™ e o Al S
OO T2s =L

Autezz v

- AMANIFESTATIONS CLINIQUES
Trvpedelencemie

L=ucamis gigis lvmphoblastigua(LALY
Leucémiz sizie myvaloblastigue (LAMD

P SV
LI ~AIDaE | DISCISSE)

]

]
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Arteintes hematologigues

Angmiz = pilzer o Fatigoe of mangus

o thrombocytopsnis = scchymosss =

patachizz = Saizmaments igvre cInfection: recumemtz: = Doulsers csssusss ou
sticrlzirzas Ads
convulsions, diminution du

hlzmifastations buocalas: Aphtes

. hvpertrophiz zingivals ot szignements daz gancivas.

Autrss symptdmes:.. ... ...

todfe o pulmeonaits o

Eadicgraphie :

1peE O ghdpminals o Candiaqua o

A Aada T

4-BILANPRE-THERAPEUTIQUE

FNE Frotos sansuin

Cellules FHesulan | Normes Cellules Resultans
B

Clebules blancs PEN (%4

(10 '’y BLE {%a)

Lymphocytes (x10° mnr
vmphooytes (2107 /mn BT D

Neurrophiles (107 mnr)

Globules ronges
(%104 /mar'y

Hb (z/dl)

Hematocrites {99)

Plaguettes {x10° mnr) Momochromis

VEA(FL) poikilocrtoss

CCAH (g dl)

TCAL {pE)




Annexes

INAUNOPHENOTHYPAGE

Prelevement : Samg = AD =z Leucocyies | mm3):
CTd=:

CTa: HLA-DR:

CD117: CTid CD13s: CD4:

E CD7: APOc: CDac -
CD11hb: CDl: CDd2a: CD238a:;
CD22: CD1k CD¥T8a: CDla:

CDhaa: CDla: CD2: CDASurface:
Conclusion

Eesultats dela recherche des translocations

BCE- AEL =
EXA-PEXC
TEL- AAL 1=

ANELOGEAADIE

Elastes: %

P

Yo zauf;

Ligna=

Conclusion

Cyviopatholegiedu LCR

Cellules emudiess {%o):

CDa3s:
CD3AAc:
CIMe:
CDas:

CDad -
CDE:
CD20
CDa:
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£- TRAITEMENTS
Chimiotherapie Ouiz Momco

Si oui, preéeciser le traitement

Radioctherapie Ouniz Nenc

Si oui, preciser le traitement

Immunothérapie Ouiz MNonc

Si oui, preéeciser le traitement

§- Resultats pendant le traitemnsen

Frotts J&

Callules Eesultats

=B (a)

PRE (00)

PRE (08)

PNE (08)

Alonocrtes (24)

Lyvmphooroes (24)

Elastes {%4)

PRI AYELOGEANMME) J21

Cellules

Resultats

Alveloblastes (3a)

Promrvelocvies (36

Abveloovies ()

Aletamvelocytes (3a)

PN (%)

Fosinophiles {%a)

Ervihroblastes (%)

Alegacarvocriaire

Lyvmphoories (Ya)

Mlonoortes (3G

Plasmocvtes (3a)

Elastes (1)
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o
=3O8 pateEnt

Pre

3] TRAI

(K3

Pre Post

Induction

Post consolidation

Postintensification
1 1

Post

Entretien

=B
(x10° mm)

Lym
(107 mm™y

New
(10 mm*}

HCT 0

GE (x10% mm7]

Hb {g/dl}

Flt{x10" mm

VGM (EL)

CCAMHE
{z/dl}

TCM (pz)

Frotts Postinduction

Cellules

Eesultats

GE (%)
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PXE (%4

PME (M)

Alonocytes {09

Lyvmphocres (24)
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DFautres analysies

Pre Pre Post Postcomsolidation |Postintensifi P:'!-_t
Traiteme Induction 1 ? 3 1 2 Entretient
RESULTATS EIOCHIAIE
Alb {21)
CEFimz T}
ORGSR IIIE
R B
(meg T}
Eenal
Urde izl
Crez{msT)
Hemostase
TETCE
E:II!T:I.II!
Lvse
Alimgl)
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Czl{mgml)
LIV [l
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{ul}
erologie viral
Heipain B
HepannC
a1l




Annexes

£, Padent rechute :

Phasede rechute :

ARNELOGRAADE

Kon

ARceloblastes (24

Promvelocyies (24)

ARvelooytes (%)
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Cellules
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B
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R

Polynuclenires
Neutrophiles PNN{ mnr!
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