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Résumé :

La leucémie myéloide chronique (LMC) représente un modéle privilégié pour 1’étude des
remaniements moléculaires liés a une anomalie cytogénétique elle méme associée a une

maladie.

L’objectif de ce travail est de connaitre les particularités de la leucémie myéloide chronique,
le diagnostic de la maladie ainsi le suivi des patients, en utilisant des techniques de la biologie

moléculaire pour déterminer le choix du traitement ou pour prédire la rechute.

Nous avons effectué une étude prospective portant sur 40 sujets adresses au service
d’immunologie pour suspicion de LMC. Au moment de diagnostic nous avons utilisé la
technique de PCR en temps réel pour détecter et quantifier la présence de la translocation
BCR-ABL P210.

28 patients (70%) sont positifs avec un age moyen de 41,54 ans, et une sex-ratio H/F de 1,8.

Cliniquement, la splénomégalie est notée dans 75% des cas. Biologiquement, I’hémogramme
était anormale avec hyperleucocytose chez tous les patients, I’anémie a été retrouvée chez 75
% de nos malades, une thrombopénie dans 17.86 % des cas et une hyperplaquettose dans
42.86 % des cas. L'examen de frottis sanguin permet de déterminer une myélémie chez
85,71% (supérieur a 20 %), la majorité de nos patients (92.86 %) avaient un taux de blaste

inferieure a 10 %.

Le suivi moléculaire a permis de répartir les patients en 03 groupes : bonne réponse, rechute

et échec thérapeutique, selon le taux de ratio BCR-ABL.

En conclusion, la recherche et la quantification du transcrit BCR-ABL par RT-PCR permet

un diagnostic rapide et fiable du transcrit BCR-ABL et un suivi efficace des malades.

Mots clé : LMC, RT-PCR, ratio BCR-ABL, suivi moléculaire, anomalie cytogénétique.



Abstract:

Chronic myeloid leukaemia (CML) is an excellent model for the study of molecular
rearrangements caused by a cytogenetic anomaly associated with a disease.

The objective of this work is to know the chronic myeloid leukemia, the diagnosis of the
disease, thus the monitoring of patients, by using the techniques of the molecular biology to

determine the effectiveness of treatment or to predict the relapse.

We conducted a retrospective study of 40 patients referred to the Immunology service for
suspicion of CML. On diagnosis, we used the technique of Real-Time PCR to detect and
quantify the presence of translocation BCR-ABL P210.

28 patients (70%) were positive with an average age of 41.54 years, and sex ratio 1.18 in

favor of men.

Clinically, splenomegaly is noted in 75% of cases. Biologically, the Complete blood count
exam was abnormal with hyperleukocytosis in all patients, anemia was found in 75% of our

patients, thrombocytopenia in 17.86% of cases and a hyperplaquettose in 42.86% of cases.

The blood smear examination allows to determine myelemia in 85.71% (greater than 20%),
the majority of our patients (92.86%) have a blast rate of less than 10%.

The  molecular monitoring has allowed to dividethe patients according
to the rate of ratio BCR-ABL in three groups: Good response to treatment, relapse and
therapeutic failure.

In conclusion, the research and quantification of the transcript BCR-ABL by RT-PCR allows

rapid and reliable diagnosis of transcript BCR-ABL and effective monitoring of patients.

Key words: CML, RT-PCR, BCR-ABL ratio, molecular monitoring, cytogenetic anomaly.
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ABL : Abelson

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

ARNmM : acide ribonucléique messager
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Cbl: Casitas-B-lineage lymphoma

CDK: Cyclin-dependent kinase

CDKI: Cyclin-Dependant Kinase Inhibitor
CI: control interne
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Crkl: sarcoma virus CT10 oncogene
homolog-like

CSH : cellule souche hématopoiétique

EDTA : acide éthylene diamine tétra-
acétique.

ELN : European Leukemia Net

FISH: fluorescence in situ hybridation.

Gab2: GRB2 Associated Binding Protein 2
GAP: GTPase activating protein
GDP: guanosine diphosphate

Grb2: Growth factor receptor-bound
protein 2

GTP: guanosine triphosphate
JAK: janus kinases
Kda: kilo dalton

LAL : leucémie aigué lymphaoblastique

LAM : leucémie aigué myéloide
LMC : leucémie myéloide chronique

MAP-kinase: mitogene activator protein
Kinase

M-BCR: major breakpoint cluster region
m-BCR: minor BCR
MEK: MAPK Erk Kinase

Myc: Myelocytomatosis viral oncogene
homolog

NFKB: Nuclear Factor kappa-B

NFS : numération-formule sanguine
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PCR: polymerase chain reaction

PDGF: platelet-derived growth factor
Ph" : philadelphie négatif.

Ph*: philadelphie positif.

P13K: phosphatidyl inositol-3 kinase

RQ-PCR: real-time
polymerase chain reaction.

quantitative

SMP : Syndromes MyeéloProlifératifs

STAT: signal transducer and activator of
transcription

TK: tyrosine kinase

u-BCR: micro-BCR
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Introduction :

Les leucémies sont des maladies cancéreuses graves, surtout si elles ne sont pas traitées a
temps, désignées aujourd’hui dans le langage courant de « cancer du sang ».
Le terme de leucémie signifie littéralement "sang blanc" et provient du fait que le nombre de

globules blancs (leucocytes) augmente, si bien qu’ils submergent les globules rouges.

La leucémie myéloide chronique(LMC) est une variété de syndrome myéloprolifératif, est
caractérisée par une production excessive et persistante au sein de la moelle osseuse des
globules blancs aboutissant a une hyperplasie granuleuse, c’est une maladie grave, mortelle
dans les cas séveres ce qui conduit a poser les questions suivantes :

Quelle sont les particularités de ce type de maladie ? Le diagnostique de certitude ?

Comment survit-elle?

Au cours des 20 derniéres années, plusieurs études portant sur la LMC ont identifié plusieurs
génes impliqués dans la cancérogénése. Toute fois la translocation philadelphie t (9;22)
demeure de loin le marqueur le plus spécifique de cette pathologie. La recherche de cette
anomalie se fait par plusieurs techniques, cytogénétique, biologie moléculaire... etc, dont les

avantages et les inconvénients sont les facteurs limitants.

L’objectif de ce travail est le diagnostic de la leucémie myéloide chronique et le suivi des
patients, en utilisant des techniques de la biologie moléculaire pour déterminer I’efficacité du

traitement ou pour prédire la rechute.

Nous avons utilisé pour cela deux techniques de PCR en temps réel, une PCR en temps réel
qualitative pour détecter ’anomalie au moment de diagnostic et une PCR en temps réel
quantitative pour suivre les patients sous traitement. Cette étude a été réalisée sur un
échantillon de (40) patients algériens adressés au service d’immunologie pour suspicion de
LMC.



Généralité :
1. Définitions :
1-a. Les syndromes myéloproléfératifs :

Les syndromes myeéloprolifératifs (SMP) sont des maladies chroniques caractérisées par une
prolifération clonale des cellules myéloides (précurseurs des lignées granulocytaires,
érythroides et mégacaryocytaires) avec une conservation de leur capacité de différenciation
[1]. Ce sont des maladies acquises [2], caractérisées par :

*La production excessive de cellules sanguines myéloides matures, fonctionnelles [3], et

indépendantes des cytokines [4].
*L’évolution chronique [5].
*Le risque accru de développer une leucémie myéloide aigué [6,7].

Le terme syndrome myéloprolifératif a été introduit pour la premiére fois en 1951 par
William Dameshek. [8].

Il décrit quatre maladies différentes avec ressemblances cliniques et biologiques et connue

ainsi comme SMP classique :

La leucémie myéloide chronique (LMC) est caractérisée par la prolifération prédominante

de la lignée granulocytaire et par la présence d’un marqueur chromosomique : chromosome

de Philadelphie [9].

La Polyglobulie Vraie (PV) (maladie de Vaguez ou polyglobulie primitive) est une affection
clonale caractérisée par la prolifération de la lignée érythroide qui aboutit a une production
excessive de globules rouges et a un moindre degré des lignées granuleuses et
mégacaryocytaires [10, 11]. Elle survient surtout aprés 50 ans, avec une prédominance

masculine [12].

La Thrombocytémie Essentielle (TE) est caractérisée par le nombre élevé de
mégacaryocytes dans la moelle osseuse et par un nombre élevé de plaquettes sanguines
(thrombocytose ou hyperplaquettose), dont la conséquence est I’apparition des complications

thrombotiques et/ou hémorragiques [13].



La Myelofibrose Primitive (MFP) touche la lignée granuleuse et la lignée
mégacaryocytaire, elle est caractérisée par le développement d’une fibrose avec en

parallele une hématopoiese extra-medullaire [14].

Les trois syndromes (TE, PV et MFP) ont la particularité de la présence de la
mutation acquise dénommée Jak2 (V617F) [15].

1-b. La leucémie myeéloide chronique :

La LMC est une hémopathie maligne d’une cellule souche pluripotente hématopoiétiques
[16], caractérisée par la prolifération prédominante de la lignée granulocytaire dans le sang ,et
I’hyperplasie myéloide dans la moelle osseuse [17].

Elle a été la premiere maladie associée a une anomalie cytogénétique acquise spécifique : le

chromosome Philadelphie (Phl), cette anomalie est une translocation réciproque entre les

chromosomes 9 et 22 (Figure 1).

22q- P_I’T]

e 3N

P210 Beor Abdl

Figure 1 : Translocation réciproque entre les bras longs des chromosomes 9 et 22
[18].

La conséquence de cette translocation est la formation d’un géne hybride dit BCR-ABL. Ce
géne code pour une protéine chimérique (fusion) a activité tyrosine kinase constitutivement

dérégulée et est directement responsable de la transformation leucémique [19].



La LMC évolue, en I’absence de traitement en trois phases :

v Une phase chronique : Cette premicre phase est d’installation progressive, elle dure

en moyenne 4 a 5 ans, avec une blastose sanguines ou médullaire inférieur a 10%.

v Une phase accéléree : Elle correspond a la transition entre la phase chronique et la
phase blastique. Sa durée est de 12 a 18 mois en moyenne, caractérisée par la présence de plus

de 10 % de blases sanguines ou médullaires.

v Une phase blastique : c’est une phase de transformation en leucémie aigué. 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 [20].
2. Epidémiologie :

L’incidence de la leucémie dans le monde varie en fonction des pays, la plus basse
incidence est de 0,7 retrouvée en Suéde et en Chine, et la plus haute est de 1,7 en
Suisse et aux Etats Unis [21].

Elle en augmente avec I'dge, avec un age médian au moment du diagnostic de 53 ans [20].
L’age médian au diagnostic se situe entre 30 et 50 ans.

Cette affection touche préférentiellement les hommes, avec une sex-ratio proche de 2 [22].

En Algérie, une étude épidémiologique a été réalisée sur une période de 16ans (1994-2009) a
propos de 1927 cas.

De 1994 a 2009 la prévalence relative de la LMC est passe de 1,8 cas /100000 habitants en
1994 a 2,3 cas /100000 habitants en 2009.

L’incidence globale, si on considére la période 1994 -2009 est de 0,34/100 000

habitants et le nombre moyen des nouveaux cas par année est de 1009.

Une légére prédominance masculine est retrouvée avec un sex-ratio de 1,01 et un

age moyen de 43,5 ans [23].

3. physiopathologie :

a) Facteurs de risques :

Comme pour la plupart des hémopathies malignes, il n’existe pas d’étiologie bien définie.
Cependant La LMC peut étre le résultat de multiples facteurs, les personnes exposées au

benzéne d’une maniére chronique et les patients traités par des agents chimio-thérapeutiques



ou des immunosuppresseurs, semblent présenter un risque modérément plus important de
développer une LMC [24].

L’exposition a des radiations ionisantes pourrait aussi jouer un rble favorisant. Cette
hypothése, suggérée par 1’augmentation de 1’incidence de la LMC chez les survivants de la
bombe atomique d’Hiroshima, et est confortée in vitro par I’augmentation de la fréquence de
détection du réarrangement BCR-ABL apres irradiation de lignées cellulaires initialement
BCR-ABL négatives [25].

b) Anomalies moléculaires : Le chromosome Philadelphie :

C’est un chromosome 22 raccourci, résultant d’une translocation réciproque, la t

(9 ;22) (q34 ; ql1). Cette translocation transpose un segment 3’ du proto-

oncogene c-ABL présent sur le chromosome 9934 en amont d’un segment 5° du

géne BCR situé sur le chromosome 22qg11, créant ainsi un gene hybride BCR-

ABL [26].

Le chromosome Philadelphie est présent dans environ 95% des cas de LMC [28] 27, mais
aussi dans 5 % des leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) de I’enfant et 15 a 30 % des
LAL de I’adulte, et plus rarement (< 1 %) dans les leucémies aigué€s my¢loblastiques de novo
[26].

Le gene chimérique BCR-ABL situé sur le chromosome Ph est transcrit en un

ARNmM qui sera traduit par la suite en protéine oncogénique BCR-ABL doté d’une

forte activité enzymatique de type tyrosine kinase conduira a la transformation
leucémique [28].

C) Genes impliques dans la translocation :

1. Géne ABL et sa protéine :

Le gene c-ABL est I’homologue de 1’oncogene v-Abl porté par le virus leucémogéne murin
Abelson, responsable de la leucémie chez la souris. Il code pour une protéine tyrosine kinase
de 145kDa [29].

Le c-ABL est localisé sur le bras long du chromosome 9 en position 9934 [20] . II s’étend sur
250-300 kb et comporte 11 exons dont 2 exons alternatifs, 1A et 1B [30] . (Figure 2)
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Figure 2 : Géne ABL. L'emplacement des deux points de cassure (break points)
possibles : au niveau de I'intron séparant les exons 1A et 1B ou entre les exons 1A
et a2 [31].

Le géne ABL est transcrit en ARNm de 6 ou 7 kb, qui donne naissance a deux isoformes
protéiques [31].

La protéine contenant I’exon 1b est « myristoylée » (c’est-a-dire modifiée par un groupement
lipide de type acide gras saturé lié par une liaison covalente a un résidu glycine), ce qui
entraine sa localisation & la membrane plasmique, 1’absence de ce résidu glycine dans la
forme 1a entraine une localisation nucléaire d’ Abl.

La protéine ABL est caractérisée par une extrémité N-terminale unique N- cap [32], elle
participe a la machinerie cellulaire de transmission du signal, avec une séquence signale pour
la myristoylation (le cas de I’isoforme 1B), qui a un double role dans 1’auto-inhibition de
l'activité kinase et dans la localisation au niveau de la membrane [33]. Suivie par les

domaines :

*SH3 (Src homology) interagit avec des séquences riches en proline [34].

*SH2 interagit avec les protéines comportant des résidus tyrosines phosphorylés [1].

*SH1 il comporte le site de fixation de I’ATP, le site catalytique et la boucle d’activation. Il

est le support de I’activité tyrosine kinase [20].

La protéine, ABL posséde une partie C-terminale [33] codés par le dernier exon [34] , Cette

extrémité comprend :

> Trois séquences de localisation nucléaire (NLS pour nuclear localization signal) [36],
une séquence d'export nucléaire NES (nuclear export signal), ces séquences permettent la
navette continue entre le cytoplasme et le noyau en réponse aux signaux de I'environnement
[29].

> Un domaine de liaison avec 1’actine (AB) et un domaine de liaison avec I’ADN (DB).



> Trois motifs conservés Pro-XX-Pro qui peuvent servir de sites de liaison pour les
Protéines contenant le domaine SH3 [37] telles que les protéines adaptatrices Crk, Grb2 [29]
(Figure 3).
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Figure 3 : Structure de la proteine Abl [20].
> Fonction de la protéine Abl :

L'ABL kinase a localisation nucléaire peut étre impliquée dans des fonctions
essentielles comme la régulation de la transcription des genes au cours du cycle cellulaire.
Lors de la phase S, ’Abl peut activer les facteurs de transcription tels que CREB (cAMP

Responsive Element Binding Protein) [36].

En réponse aux dommages d’ADN, I’ABL est capable de transloquer vers le noyau ou
Interagit avec plusieurs protéines, comme ATM, Art et DNA-PK, impliquées dans des aspects

distincts de la réparation d’ADN [38 ,39].

ABL a localisation cytoplasmique serait plutét impliquée dans la transduction du signal pour
la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaire, initiée par certains récepteurs aux
facteurs de croissance [20] comme : PDGF et EGF [32].

2. Géne BCR et sa protéine :

Le géne est situé sur le bras long du chromosome 22. Il s’étend sur 135 kb, comprend 23
exons et code pour deux protéines de 160 et de 130 kDa, provenant de la traduction de deux
ARNM de 6,7 et de 4,5 kb [20].

L’invalidation de BCR ne donne aucune explication sur le rdle éventuel de BCR dans

I’hématopoiese [40].



Le gene BCR code pour une sérine thréonine kinase cytoplasmique de 160 kDa
exprimée de facon ubiquitaire avec des quantités élevées au niveau des cellules

hématopoiétiques et du cerveau [27]. (Figure 4)

m-BCR M-BCR  p-BCR

Figure 4 : Gene BCR et les différents points de cassure [31].

La protéine BCR posséede plusieurs domaines importants :

* Partie N terminal : posséde un domaine d’activité sérine-thréonine kinase ainsi
qu’un domaine d’oligomérisation de type coiled-coiled responsable de 1’activité
transformante de la molécule. La régulation de la protéine Bcr se fait a travers la
phosphorylation de résidus tyrosine. Par exemple, la phosphorylation de la Tyr177
par diverses kinases permet le recrutement de protéines adaptatrices via leur
domaine SH2 (par exemple Grb2) [20].

* Partie centrale : est composée d’un domaine DBL-like, homologue a la
pleckstrine, qui a un réle de stimulation de 1’échange GTP-GDP par la protéine
Rho-GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) [41].

* Partie C terminale : a une fonction GAP (GTPase activating protein) pour des
protéines G de type Rac et joue un role dans la bactericidie des polynucléaires.

Néanmoins cette partie est absente dans la protéine de fusion [20]. (Figure 5)
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Figure 5 : Structure de la protéine BCR [20].

> Fonction de la protéine BCR :
La fonction biologique précise de BCR reste encore mal connue. De part de sa séquence, il est

vrai semblable qu'elle est impliquée dans les phénomeénes de transduction du signal [20].

4. Fusion BCR-ABL et consequences sur les cellules leucémiques :

4.1. Gene de fusion BCR-ABL et sa protéine :

La translocation t (9 ; 22) entraine un réarrangement des génes situés au voisinage des points
de cassure, et la constitution sur le chromosome 22 d’un géne de fusion, hybride, comportant
la partie 5> (N-terminale) du BCR et la partie 3° (C terminale) d’ABL [30].

Les points de cassure sont souvent regroupé€s sur une seule région d’ABL (souvent

entre les régions Ib et a2), alors qu’il existe plusieurs régions de cassure sur BCR

dont la majorité surviennent dans les régions introniques [42].

En fonction de la localisation des points de cassures sur le géne BCR, plusieurs

types de leucémies peuvent étre générées selon 1’oncogene transcrit : p190 BCR-

Abl, p210 BCR-AbI ou encore p230 BCR-ADI.

Région pBCR (pour micro BCR) : entre les exons 19 et 20, permet la synthese
d’une protéine chimérique de 230 kDa. Cette région est impliquée dans < 0.1 %

des LMC.

Région m-BCR (pour minor BCR) : le point de cassure se localise entre les

exons 1 et 2 de BCR et géneére un transcrit ela2 qu'il se traduit en p190 KDa [43] .

Cette région est impliquée dans 0.4 % des LMC [42].

Région M-BCR (pour major BCR): majoritairement impliquée dans la LMC qui
correspond aux exons 12 a 16 du géne BCR (bl a b5). La coupure au sein de cette région se
produit préférentiellement entre les exons b2 et b3 ou b3 et b4 [20] . Ainsi se forment,

respectivement, les produits de fusion b2a2 (35% des cas) et b3a2 (60% des cas) [42].

Les ARN messagers ainsi produits codent tous deux pour une protéine chimérique
de 210 kDa retrouvée dans 95% des LMC, 30% des LAL.Cependant, la protéine



codee par le variant b3a2 est plus fréquente et comprend 25 acides aminés de plus
que celle du variant b2a2, aucune étude n’a permis de démontrer une différence

d’évolution clinique ou biologique entre ces deux variantes [30] (Figure 6).
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Figure 6 : Variantes protéiques BCR-ABL en fonction des points de cassure [42].

4-2. Dérégulation de I’activité kinase d’ABL :

L’activité de la protéine kinase ABL est régulée par un ensemble complexe d’interactions
intramoléculaires qui bloque I’acces au domaine kinase et conduit a une inhibition efficace de
son activité. La protéine ABL posséde deux principales conformations : une forme compacte

et inactive, et une forme étendue et active [34] (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation de la forme active et inactive d’ABL [34].

Dans le cas normal, 1’auto inhibition d'ABL est assurée principalement par
I’action d’un groupe myristoyl qui est rattaché au domaine N terminal de la
kinase. Ce myristate trouve également un point d’ancrage réversible, au niveau
d’une poche hydrophobe du lobe C formant ainsi un verrou. Ce verrou a pour
conséquence de fermer la kinase, en induisant un clamp entre les domaines SH et
les deux lobes du domaine kinase ; les domaines SH2 et SH3 se retrouvant alors
respectivement trés proches des lobes C et N. Le clamp ainsi crée, prévient la
phosphorylation du segment d’activation en le séquestrant, de sorte que la tyrosine
412 de ce segment ne soit pas accessible aux kinases. Ce segment d’activation
lorsqu’il est non phosphorylésur Y412 empéche 1’accrochage du substrat d’ABL
et de ’ATP au niveau du domaine catalytique, grice a une conformation non

adaptée, non reconnue par les deux substrats [34, 32, 44].

Au vue de toutes ces interactions, il est clair que I’activation d’Abl mettra en jeu

toutes sortes de réactions (protéines et kinases), qui viseront a rouvrir Abl,

La premiere de ces réactions, consistera a déverrouiller le groupe myristoyl du
lobe C, de sorte de pouvoir « declamper » les domaines SH du domaine kinasique.
La seconde réaction est la phosphorylation de résidus tyrosine Y245 qui abolit

toutes les interactions intramoléculaires.

Dans le cas de LMC, la fusion des deux protéines BCR et ABL entrainent la
production de 1’oncoprotéine BCR-ABL qui est constitutivement active. Les
mécanismes de régulation d’ABL sont altérés au sein de la protéine de fusion et

participent a I’oncogénicité de I’enzyme [45].

Du coté ABL la protéine BCR-ABL ne posséde pas de groupement myristate,
I’absence de cet élément entraine la perte d’un ensemble d’interaction nécessaire a
la stabilisation de la conformation inactive d’ABL. En effet, I’absence de
I’ancrage du groupement myristoyle engendre la perte de I’interaction entre le
domaine SH et le lobe C et N du domaine catalytique. De ce fait, la tyrosine 245
et la tyrosine 412 du segment d’activation sont exposées a I’environnement,
favorisant leur phosphorylation et 1’activation du domaine kinase d’ABL dans

BCR-ABL [28].



Du c6tée BCR, la partie de BCR apporte de nouveaux éléments favorables a
I’oncogénicité de BCR-ABL.

>

Le domaine d’oligomérisation : (Le domaine coiled-coiled) :

Est nécessaire a la dimérisation de la protéine BCR-ABL. Conduisant a I’ouverture de

I’activité tyrosine kinase. En effet, cette partie de BCR est également présente dans la chimeére
BCR-ADI et conduit a la dimérisation de la protéine BCR/ABL.

L’oligomérisation de 1’oncoprotéine BCR-ABL permet une autophosphorylation

croisée sur plusieurs résidus de tyrosine et donc son auto-activation de 1’activité

kinase de BCR-ADI. Cette autophosphorylation crée des sites de fixation pour

domaines SH2 des protéines adaptatrices ou catalytiques [20].

>

Phosphorylation du résidu Tyrosine 177 :

Le résidu tyrosine 177 présente une importance fonctionnelle majeure. Il est la

cible de I’autophosphorylation des résidus tyrosine de BCR par I’activité tyrosine

kinase d’Abl dans BCR-ADI. Ce résidu tyrosine 177 phosphorylé joue un role tres

important dans la transformation des cellules hématopoiétiques. En effet, ¢’est sur

cette tyrosine phosphorylée que se fixe l’adaptateur Grb-2 (Growth factor

receptor-bound protein 2) [46] par I’intermédiaire de son domaine SH2 [47].

L’association de BCR-AbI avec la protéine Grb-2 apparait essentielle au pouvoir
oncogenique de BCR-ADI [48].

Ces modifications protéiques expliquent 1’activation permanente de la tyrosine kinase de

BCR/ABL indépendante des signaux extracellulaires [20] (Figure 8).
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Figure 8 : Structure de la protéine de fusion p210 BCR-ADI [40].



4-3 Mécanismes physiopathologiques :

La protéine Abl, physiologiquement, constitue une navette entre le noyau et le
cytoplasme mais, lorsqu'elle est fusionnée a BCR, l'onco-protéine perd cette

propriété et est principalement retenue dans le cytoplasme [49], ou elle induit une
phosphorylation d’un nombre trés important de substrats, ce qui est responsable

des propriétés de la cellule leucémique.

En effet, I’auto-activation et la perte de la régulation de 1’activité tyrosine kinase entrainent
une phosphorylation excessive qui active différentes voies de signalisation cellulaire (les
voies Ras, JAK/STAT et PI3K) normalement « empruntées » dans les cellules normales par
des signaux extracellulaire [15].

L’autophosphorylation du résidu tyrosine 177 de la protéine BCR-AbI permet la
fixation de la protéine Grb-2 qui, liée & Sos, stabilise la forme activée de Ras. Ras
activée peut, via les protéines Raf, Mek et Erf, activer a son tour d’autres génes
induisant un signal prolifératif (Figure 9).

Une autre voie, celle de Jak Kinase, joue aussi un role important. En effet, BCR-
Abl peut activer via Grb-2, les protéines STAT sans passer par la phosphorylation
des Jak kinases (Figure 11).

De méme, la voie des PI3 kinases peut aussi étre activée via Grb2 en association
avec GAB2, induisant un signal prolifératif et anti-apoptotique via Akt
Cependant, deux autres protéines substrats de BCR-Abl peuvent aussi activer
PI3K : Cbl et Crkl se liant respectivement a SH2 et a SH3 d’ABL [20] (Figure
10).

v La voie de RAS :
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Figure 9 : comparaison entre la voie de signalisation de Ras normal et induite par BCR-Abl

Schéma original adapté des articles [20, 50].

v La voie de PI3K :
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Figure 10: Comparaison entre la voie PI3K normal et induite par BCR-ADbI.

Schema original adapté des articles [20,42, 51,52].




v La voie de STAT :
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Figure 11 :comparaison entre la voie JAK/STAT normal et induite par BCR-AbDI .
Schéma original adapté des articles [20,53].
4.4. Les conséquences des anomalies sur les cellules leucémiques :

o Croissance et prolifération :

La prolifération cellulaire conséquente a 1’entrée en cycle des cellules est
contrélée par les CDK et leurs inhibiteurs CDKI appartenant a la famille des
protéines Cip/Kip [54].

Parmi les CDKI, la protéine p27 Kip est une protéine nucléaire inhibitrice des
complexes cyclinE/CDK2. La p27 Kip joue un réle primordial dans la régulation
de la phase G1, son expression est diminuée ou son activité inhibée dans de

nombreux cancers.

L'inhibition de I'expression de p27 dans les cellules BCR-ABL semble par ailleurs
étre un évenement dépendant de l'activité du systéme ubiquitine-protéasome De
maniére remarquable, cet effet inhibiteur semble faire intervenir I'activation
d’AKT/PKB par BCR-ABL via des mécanismes dépendant de PI3K.

La dégradation de p27 Kip va conduire a une activation des CDK, ce qui conduit

a une prolifération importante des cellules.



Récemment, 1’équipe de Borriello a identifi¢ un autre CDKI impliqué dans la
prolifération des cellules BCR-AbI+, la protéine p57 Kip2. En effet, I’inhibition
de I’activité kinase de BCR-AbI par des inhibiteurs de tyrosine kinase entraine
une surexpression de p57 Kip2. Cette surexpression bloque ainsi la prolifération

des lignées BCR-ADI+ et des cellules primaires des patients LMC [54].

o Inhibition de I’apoptose :

Un lien entre BCR-ADI et l'inhibition de I'apoptose se résume dans la phosphorylation de la
protéine pro-apoptotique Bad, qui par conséquence, est piégée par les protéines 14-3-3 ce qui
libere l'activité anti-apoptotique de Bcl-XI [27] (Figure 10) et qui bloque le relargage du
cytochrome C par la mitochondrie, ce qui induit I’inactivation de la voie des caspases, ou a
I’hyperexpression de la protéine anti apoptotique Bel-2 via des voies de signalisation Ras ou
PI3 kinases dépendantes. D’autres partenaires moléculaires, telles les protéines STAT ou

encore la voie NfkB interviennent dans I’inhibition d’apoptose induite par BCR-ABL [20].

. Instabilité génomique :

BCR-ABL est la seule anomalie cytogénétique détectable au cours de la phase chronique de la
maladie. La progression vers les phases accélérée puis blastique s'accompagne d'anomalies
génétiques additionnelles marqueurs d'une instabilité génomique croissante (duplication du
chromosome Ph, trisomie 8 ou isochromosome 17). De nombreux travaux, réalisés
principalement chez des patients en phase blastique de LMC, ont montré I'activation fréquente
d'oncogeénes tels que c-Myc ainsi qu'une augmentation croissante de I'activité télomérase dans
les cellules Ph+. Largement impliquées dans le développement de tumeurs solides, des
mutations de Ras n'‘ont été qu'exceptionnellement rapportées. Des altérations (délétions,
réarrangements) de génes suppresseurs de tumeur tels que P53 et P16 ont été mises en

évidence.

La responsabilité de BCR-ABL dans la genese de cette instabilité est fortement
suspectée. Un des mécanismes possibles récemment mis en évidence est une
régulation négative d'enzymes de réparation de I'ADN (DNAPKcs) induite par
BCR-ABL via la voie du protéasome [55].

5. Diagnostic de la LMC :



a. Examens cliniques :

Les principaux signes cliniques de la leucémie sont récapitulés dans le tableau 1 :

Symptomes / Phase Phase Phase blastique

phase de chronique d’accélération

LMC

Altération de Fievre Augmentation AEG +++

I’état général Paleur de la fievre Augmentation

(AEG) Asthénie d’autres du fievre.

Perte de poids signes Sueurs

nocturnes

Syndrome Splénomégalie Augmentation Splénomégalie

Tumoral du ++

splénomégalie -hépatomégalie

-adénopathies
-douleurs
0SSeuses

Autres -Leucostase -Début de -Lésions

manifestations pulmonaire ou 1I’évolution hémorragiques

cérébrale

Hyperuricemie

cytogénétique
-Début de la
résistance au

Traitement

- Proliférations
blastiques

extramedullaires

b. Les examens biologiques :

1.

L’hémogramme ou Formule Numération

Heémogramme :

Tableau 1 : Les symptdmes cliniques de la LMC [20, 30].

Sanguine (FNS) est I’examen

biologique de référence, il permet a lui seul d’orienter le diagnostic de la LMC. Il

se fait sur un échantillon de sang prélevé par ponction veineuse et recueilli dans

un anticoagulant. Il est complété par un frottis sanguin coloré au May-Griinwald-
Giemsa (MGG) [56].




Les anomalies sanguines les plus souvent rencontrées sont :

o Une hyperleucocytose franche [30].

o La myélémie qui est constituée de métamyeélocytes, de myélocytes et quelques
promyélocytes et plus rarement de myéloblastes.

o Une anémie peu courante et modeérée

o Une thrombocytose[20].

2. Myélogramme :

Il affirme le syndrome myéloprolifératif en montrant une moelle extrémement
riche, faite essentiellement de cellules granuleuses qui sont des myélocytes, des
métamyélocytes, et des polynucléaires, avec tous les stades de la maturation

représentés (absence d’hiatus de maturation) [20 ,55].

c. Examen cytogénétiques :

1. Cytogénétique conventionnelle (caryotype)

Le caryotype est réalisé sur un échantillon médullaire, ou sur un prélévement du
sang si la myélémie est importante [57], il permet de mettre en évidence le
chromosome Ph dans 95 % des cas, et de détecter les anomalies caryotypiques
additionnelles au chromosome Ph qui peuvent étre présentes au diagnostic, ou

apparaitre au cours de la progression de la maladie [58].

Dans 5% des cas, le géne de fusion BCR-ABL résulte soit : d’une translocation
variante complexe, impliquant un 3éme, voire plusieurs chromosomes, ou d’une
insertion cryptique de matériel chromosomique, indétectable par les techniques de
cytogénétique conventionnelle. Dans ce cas, la LMC est dite Ph négative, BCR-
ABL positive, et seules les techniques d Hybridation in Situ en Fluorescence et de
biologie moléculaire permettront la détection du gene hybride et du transcrit BCR-
ABL respectivement [59].

2. Fluorescence in situ hybridation ou FISH :

La FISH est un test cytogénétique plus précis réalisé a partir d’un échantillon de

sang ou de moelle osseuse [60]. Elle repose sur la capacité des fragments d’ADN



marqués par un ou plusieurs fluorochromes (sondes) de s’hybrider spécifiquement

avec un ADN complémentaire cible [61].

Cette technique permet de visualiser directement le gene de fusion BCR-ABL sur
les noyaux, qu’il y ait translocation visible en cytogénétique ou pas, et de détecter
les remaniements BCR-ABL sans chromosome Philadelphic et d’étre plus

sensible que le caryotype [20] (Figure 12).

Cellule normale Cellule LMC

Figure 12 : Photo d’une FISH sur une cellule en interphase [62].

Sonde BCR en vert, sonde ABL en rouge ABL, Détection du géne de fusion
BCR-ABL en jaune.

d. Examens de biologie moléculaire :

Real Time PCR ou PCR en temps réel :

Compte tenu de la grande dispersion des points de cassure sur I’ADN lors d’une
LMC, I’amplification directe de celui-ci est impossible. 1l faut donc utiliser une

enzyme : la Reverse Transcriptase qui convertit ’ARNm en ADNc, plus stable

que ’ARNm [1].

Cet examen est réalisé a partir des cellules médullaires ou sanguines, il permet la
détection et la quantification avec une extréme sensibilité les transcrits de fusion
BCR-ABL P 230, P210 et P190. Cette technique montre que plus de 50 % des
patients pour lesquels la cytogénétique était négative sont en fait BCR/ABL".



La PCR en temps réel constitue un bon moyen pour le diagnostic et de suivi

I’évolution de la LMC, ainsi, pour I’appréciation de la réponse moléculaire lors du

traitement [15, 20].
e. Critéres de diagnostic et suivi : (recommandations internationales) :

o Critéres de diagnostic :

R/
L X4

plénomégalie fréquente.

7
L X4

yperplasie granuleuse médullaire et sanguine.

R/
o

yelémie sans hiatus (le passage dans le sang de précurseurs des granulocytes).

7
L X4

hromosome Philadelphie ou réarrangement BCR-ABL [63].
. Critéres de suivi :

L’expression du rapport BCR-ABL1/ABLI selon I’échelle internationale (IS) a
permis de définir plusieurs seuils (réponses moléculaires ou RM) permettant de
vérifier I’efficacité thérapeutique (Figure 13). Ces points sont définis comme une
diminution de 3, 4, 42 ou 5 logarithmes décimaux par rapport a une ligne de base
théorique au diagnostic. Ainsi une valeur de 0,1 % correspond a la réponse
moléculaire majeure (RMM ou RM3), des valeurs de 0,01 %, 0,0032 %, 0,001 %
définissent respectivement les réponses moléculaires RM4, RM4.5 et RM5 [63].

Un suivi régulier des patients est nécessaire chagque 3 mois jusqu'a RMM puis tous
les 6 mois pour identifier ceux qui ne répondent pas au traitement [64].



T100% (ligne de base
au diagnostic)

RM?* (= réduction de 4 logs ; < 0,01 %) 10 %

1%

o [ ]

RM** (= réduction de 4,5 logs ; = 0,0032 %) 0,1%
\ 0,01 %
—_—

RM?® (= réduction de 5 logs ; < 0,001 %) 10001 %

BCR-ABL indétectable

Echelle internationale

Figure 13 : les réponses moléculaires (RM) [65].

Trois critéres sont utilisés pour évaluer ’efficacité du traitement dans la LMC
(Tableau 2) :

- Réponse hématologique : évalue la disparition des signes biologiques et

cliniques par le controle de I’hémogramme et I’auscultation du patient.

- Réponse cytogénétique : se base sur la proportion de cellules portant le
chromosome Philadelphie (en %) issue du caryotype médullaire et de I’analyse

par FISH.

- Réponse moléculaire : s’appuie sur le ratio « BCR-ABL» calculé a partir des

résultats de I’examen moléculaire [66].



Réponse hématologique

complete (RHC)

Réponse

(RCy)

cytogénétique

Réponse moléculaire (RM)

e Plaquettes <500x10°L
e Leucocytes<10x10°L

Compléte (RCyC)Ph™ 0%
Partielle (RCyP)Ph™ 1-35%

Ratio BCR-ABL/ géne de contrdle
*Réponse majeure < 0,10% (RMM]

e Pasde myélémie Mineure (RCym) Ph™ 36-65% | *Réponse moléculaire « compléte »
¢ Basophiles <5% Minime Ph* 66-95% |-RMC* <0,01%
e Pasde splénomégalie Aucune Ph*™ >95% -RMC#? <0,0032%
-RMC> <0,001%
Suivi Suivi Suivi

e Tous les 15 jours jusqu’a
obtention dela RHC

e Puis tous les 3 mois

¢ Audiagnostica 3 et 6 mois
e Tous les

RCyC

6 mois jusqu’a

¢ Tousles 3 mois jusqu’a RMM

e Puis tous les 6 mois

Tableau 2: Critéres de réponses au traitement selon I’ELN 2013[67].



11. Materiels et methodes



1. Patients :

Notre étude pratique a été réalisée au niveau du service d’immunologie de
I’Hopital Central de I'Armée « Mohamed seghir nakach » sur une période de 4

mois du Février au Juin 2017.

Cette étude prospective a porté sur 40 patients adressés au service d’immunologie

pour suspicion de LMC.

N 40 100%
Homme 23 571.5%
Femme 17 42.5%

Sex-ratio 1,35
(H/F)

Age 45,75
moyen

Tableau 3: caractéristique de la population étudiée.

Une fiche de renseignement a été remplie pour chaque patient par le médecin traitant incluant
des informations sur son age, le sexe, région d’origine, la date de prélévement, les différentes
manifestations clinico-biologiques et 1’examen demandé (la recherche du transcrit BCR-
ABL1) (Annexe 1).

En pratique, cet examen est réalisé sur échantillon de sang veineux dans des

conditions stériles dans des tubes EDTA avec une étiquette portant I’identité du

patient. Le tube doit étre agité par retournement successifs pour éviter la

formation de micro-caillots.

2. Méthodes :

2-1. Extraction d’ARN :

Principe de kit :

Le kit « AMBION RNA LeukoLOCK™ Total RNA Isolation System » est
optimisé pour une utilisation avec le sang total humain. C'est une méthode de

fractionnement du sang total.



Le systeme LeukoLOCK intégre une technologie de filtrage qui permet de

capturer les leucocytes par I’affinité entre les membranes de filtre et les globules

blancs.
Protocole :
| Prélévement du sang
| Extractionde I’ARN |
@ 4 étapes principales AR pur
2 "z 3
i=d il
= 2 f
— :
) )
Fixation d’ARN | | Lyse de globules blancs | Dégradation des protéines Séparation des
cellulaires et isolation de ARNm des billes par
I’ ARNm par des billes solutiond’élution
couplées a des oligo-dT

Figure 14: Schéma résumé de I’extraction d’ARN.

v

Fixation d’ARN :

La totalité du sang anticoagulé du patient (2 tubes EDTA) est passé a travers une

colonne fournit par le kit qui contient un filtre leukoLOCK ™ qui capture la

population totale de leucocytes tout en éliminant les globules rouges, les

plaquettes et le plasma.

On fait un ringage avec 3ml de solution salée tamponnée au phosphate (PBS) pour

éliminer les globules rouge résiduels, ensuite on ajoute 3ml de solution de

stabilisation « ARN Later »

et riches en ARNase.

qui protége I’ARN cellulaire dans des tissus intacts




v Lyse des globules blancs :

On place la colonne sur un nouveau tube flacon, et on prépare un mélange de
2.5ml de solution SLB (solution de lyse des globules blanc) et de 70 pl de solution
d’ajustement de pH.

On fait passer le mélange a travers la colonne ensuite on injecte de ’air 2 a 3

fois.
v Isolation de PARN :

On ajoute au lysat cellulaire 2.5ul de la protéinase K a fin de dégrader toutes les
protéines cellulaires, et 2.5ml de H20 nucléases free qui minimise la dégradation

de I’ARN, on mélange doucement pendant 5 min.

Pour isoler I’ARNm on ajoute 50 pul de billes couplées a des oligo-dT, les ARNm

vont se fixer aux oligo-dT par l'intermédiaire de la queue poly A.

Ensuite on ajoute 2.5 ml d’isopropanol, on vortex légerement et on incube

pendant 5 min.

Apres I’incubation le mélange est centrifugé 3 min a 3200 t /min, puis on élimine

le surnagent sans toucher les billes.

Une fois le surnagent est éliminé on effectue des lavages par les solutions de
lavage N °1 et N°2/3 fournies par le kit.

On fait en premier temps un lavage par la solution de lavage N °1, on ajoute 600
ul de la solution, on vortex pendant 30 sec et on aspire la totalité des billes puis on

les déposer dans un tube éppendorf fournie avec le Kit.

Pour une deuxieme fois on ajoute 600 pl de solution N°1, on vortex pendant 30

sec et on aspire la totalité des billes puis on les déposer dans un tube éppendorf.
On centrifuge a 1200 t/ min pendant 30 sec puis on élimine le surnagent.

Une fois le surnagent est éliminé on fait des lavages par la solution N°2/3, on
ajoute 750 pl de solution N°2/3, on vortex fortement pendant 30 sec, on

centrifuge a 1200 t/min pendant 30 sec puis on élimine le surnagent.



On ajoute 750 pl de solution N°2/3 pour une deuxiéme fois et on vortex
fortement pendant 30 sec ensuite, on centrifuge a 1400 t/min pendant 1 min puis

on élimine le surnagent.
v Elution :

Pour séparer les ARNm des billes, on laisse sécher 1’éppendorf sous la hotte 3 min puis on
ajoute 70 pl de solution d’¢lution, on vortex fortement et on centrifuge a 1400 t/min pendant

2 min.

A lafin on récupére le surnageant qui contient les ARNm dans un nouvel eppendorf.

2-2.  Transcription inverse:

Principe :
C'est le processus de conversion de 'ARNm total extrait d’échantillon en ADN
complémentaire en utilisant une enzyme appelée: RevertAid Reverse

Transcriptase.

Protocole :
[ Meélange réactionmel +1'ARNm ]
dupatient -
\ N
=
Nisisaissenn <
. a >
= ) |
I-ARNm extrait du sang L
du patient
3-Pépartition de mélangs dans les puits | 4-Centrifugation de la plaque I
BT buffer et fermeture dela plaque
RevertAid Reverse
Transcriptase
dNTP
H20 Nucléaze Frae
Amores
-
2-Préparation de mélange réactionnel pour 5-Con_versior_1 de_l’:d\;R_Yn{ en ADN
la transcription nverse ;smpla:rledume &l'side d'un
— emmocycleur

Figure 15 : Schéma résumé de la transcription inverse.



L’ADN complémentaire est synthétisé a 1'aide d’un Thermocycleur en utilisant le
kit de conversation d’ARN en ADNc qui contient le mélanges de la réaction de

reverse transcriptase :

Les amorces de type Random primer ou amorces aléatoires, qui sont des
oligonucléotides de 6 bases (Hexamer) représentant toutes les séquences possibles
pour cette taille, et qui ont la possibilité de recourir a tous les types d'’ARN sans
connaissance de sequence, les H20 NUCLEASE FREE qui minimise la
dégradation des ARN, RT Buffer, les dNTPs et I’enzyme RevertAid Reverse

Transcriptase.

Avant de demarrer la procédure, on retire les réactifs de leur lieu de conservation,

on les centrifuge brievement pour rassembler la solution au fond.

On prépare le mélange réactionnel pour n échantillons qui contient les composants

suivants :
Réactifs Volume (en pl)
RT Buffer 2Xn
RevertAid Reverse 2Xn
Transcriptase

Random Primer 2Xn
dNTP 0,8xn
H20 Nucléase Free 3,2Xn

Tableau 4 : Mélange réactionnel de la transcription inverse.

Dans une plaque de 96 puits on dépose 10 ul du mélange réactionnel par puits,

ensuite on ajoute 10 pl d’ARNm.

On recouvre la plague par un film optique adhésif, et on la centrifuge briévement

pour faire basculer le contenu et éliminer les bulles d’air des solutions.

A la fin on place la plague dans le Thermocycleur biometra professional
préalablement programmeé pour la réalisation de la réaction de transcription

inverse (RT), comprenant les étapes suivantes (Tableaub) :



Etapes Température Duree
Transcription 50°C 30°
inverse
Dénaturation 94°C 2’
initiale
Dénaturation par 94°C 307
cycle
Hybridation par 55°C 30
cycle
Elongation par 68°C 90>’
cycle
Conservation 4°C foe

Nombre de cycle

40

2-3. PCR en temp réel :

Principe :

L'introduction d'une molécule fluorescente dans le milieu réactionnel et la
détection des amplifications cycle par cycle par une méthode fluorimétrique sont
les bases des techniques de PCR en temps réel. Cette nouvelle technologie repose
donc sur une analyse de la cinétique de la réaction d'amplification alors que la
PCR classique s'appuie sur une détection en point final des produits formés. La

PCR en temps réel se déroule en trois étapes, la phase d’initiation, La

Tableau 5 : Cycle de la transcription inverse.

phase exponentielle et la phase plateau [68] (Figure 15).




Phase plateau

Phase exponentielle

S —— Ligne de base Ligne seui
Phase d'initiation

Intensité du signal fluorescent émis

¥
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Ct (cycle seuil) Nombre de cycles PCR

Figure 16 : Modele graphique de la PCR en temps réel ou I’intensité de la

fluorescence est exprimée en fonction du nombre de cycles [68].

Cycle seuil (Threshold cycle ):

Le concept du « cycle seuil » est a la base d’une quantification précise et
reproductible pour les techniques fluorescentes en PCR. Les valeurs de
fluorescence sont enregistrées au cours de chaque cycle et représentent la quantité
d’amplicons produits en un point précis dans la réaction. Plus il y a de matrices
(template) a amplifier au départ de la réaction PCR, moins éleveé sera le nombre de
cycle requis pour atteindre un point ou le signal d’émission de fluorescence sera
statistiquement et significativement plus élevé que le bruit de fond. Ce point est
défini comme étant le cycle seuil, (Ct) et apparaitra toujours au cours de la phase

exponentielle d’amplification [69].
Détection :

La technique PCR utilisée lors de ce travail est basé sur le principe des sondes
fluorescentes avec une technique de détection : la technologie d’hydrolyse de

sonde tagman assay.



Ces sondes sont complémentaires a une séquence cible d’ADNc et marquées par
un reporter fluorescent lié¢ a I’extrémité 5° (FAM, VIC ...) et un quencher lié a
I’extrimité 3°(TAMRA).

La technologie tagman est basée sur l’activité 5’-exonucléasique de la Taq
polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence cible sur

I’amplicon durant I’étape d’hybridation/extension de la PCR.
v Fonctionnement des réactif TagMan

Lorsque la sonde est intacte la proximité de quencher réduit fortement la
fluorescence émise par le reporter du fait d’un transfert d’énergie dans 1’espace
par principe FRET(fluorescence resonance energy transfer) qui dissipe cette
énergie sous forme de chaleur plutét que de mettre de la fluorescence. Si la
séquence cible est présente la sonde s’hybride entre les amorces puis elle est
clivée par ’activité 5° exonucléase de la taq polymérase. Le clivage de la sonde
sépare le reporter du quencher en augmentant le signal de premier, et supprime la
sonde du brin cible et permet a ’amorce de poursuivre son extension jusqu'a la fin

du brin modéle.

Une quantité croissante des molécules du reporter est libéré a chaque cycle ce qui
augmente [D’intensit¢é de la fluorescence proportionnellement & la quantité

d’amplicon produite [69] (Figure 17).

5-
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Polymérisation terminée |

Obtentlon.d un pr(f)dmtde PCR et _-l.g"l:i_’ _ . 9
accumulation du Signal fluorescent S - 3

a chaque Cycle

LL

| Hybridation |\ () = Reporter
i i = Quencher
Hybridation Sonde (O
Amorce Sens Q
des amorces = = ©.3
etdelasonde 3 5

K

e

ne

Figure 17: Principe de la sonde TagMan® [69].




Séquences des amorces et des sondes utilisées pour I’amplification :

L’amplification du géne hybride BCR-ABL et le géne ABL est effectuée par les

amorces représentées dans les Tableaux 6 et 7 :

Amorce d’ABL Séquence de I’amorce
Amorce sens 5'-AAAATGGCCAAGGCTGGG-3'
Amorce anti sens 5'-ACCAGGAGTGTTTCTCCAGACTG-3’

Tableau 6: Amorces sens et antisens utilisées pour I’amplification de géne de
contr6le ABL par PCR en temps réel

Amorce de BCR-ABL Séquence de I’amorce
Amorce sens b2 5’-ATCCGTGGAGCTGCAGATG-3’
Amorce sens b3 5’-GAGTCTCCGGGGCTCTATGG-3”
Amorce anti sens S’TCAGATGCTACTGGCCGCTGAAZ’

Tableau 7: Amorces sens et antisens utilisées pour I’amplification par PCR de
transcrit de BCR-ABL P210.

La détection de gene ABL et le gene de fusion BCR-ABL est effectuée par les

sondes représentées dans le Tableau 8 :

Sonde Sequence de la sonde
FAM-TAMRA 6-FAM-AAG AAA TTC AGA GGC CAG TAG
C-TAMRA
VIC-TAMRA VIC-CCA CCC CCT CTA CCC CGC ATC
TAC-TAMRA

Tableau 8 : Séquences des sondes

PCR en temps réel qualitative :

Principe du Kit :

Le Kit « Life technologie » est prévu pour la détection qualitative des transcrits de
fusion BCR-ABL p210 (b2a2 et b3a2) dans des échantillons de sang périphérique.

Ce kit utilise un jeu d’amorce et des sondes d’hydrolyses marquées par un reporter

« FAM » en 5’ et un quencher « TAMRA » en 3.




Protocole :

[Mélange réactionnel de ] \\\ §
la PCR +’ADNi s
a ¢ —

- ‘ | 3-Centrifugation de la plaque

2-Répartition de mélange dans e —
les puits des patients et
fermeture de la plaque

Master Mix y= 3
H20 Nucléase Free [~
Sonde: \
1 2 4 5 67 8 910112
A
8
c
o
=
-4 :
o

1-Préparation de mélange
réactionnel pour la PCR

4-Réalisationde la PCR en tempsréel a
I’aide de I’instrument Applied biosysteme
7500 Real-Time PCR system

Figure 18 : Schéma résumé de la PCR en temps réel qualitative.

Avant la mise en place de la PCR tous les composants doivent étre mélangés et

centrifugés brievement pour rassembler la solution au fond.

Pour la réaction de PCR on doit préparer pour chaque patient deux mélanges PCR,

selon les sondes :

K/

X8 Un mélange avec sonde BCR-ABL

X/

X3 Un mélange avec sonde référence ABL

Le gene ABL est amplifié en tant que contrble interne a fin de vérifier la pureté

des réactifs et le bon fonctionnement de 1’amplification.

On prepare le mélange PCR pour n échantillons, le mélange contient les

composants suivants :

Réactifs Volume (en pl)
Master Mix 12,5 xn
H20 Nucléase Free 8,25 xn
Sonde 1,25 xn

Tableau 9 : Mélange réactionnel de la PCR en temps réel qualitative.



* Master Mix : solution prémélangée et préte a I'emploi contenant de la Taq
polymérase, les dNTP, les amorces et MgCl ».
Une fois le mélange PCR est préparé, On vortex et on le centrifuge 10 s a 2 000

rpm.

On dépose 22 ul par puits, pour chaque patient on remplit deux puits, I’'un
correspond a un mélange avec sonde Bcr-ABL et I’autre correspond a un mélange
avec sonde ABL. Apres la répartition du mélange on ajoute 1,25 ul d’ADNc du

patient par puits.

On scelle la plaque par un film adhésif optique puis on la centrifuger brievement

pour ¢éliminer les bulles d’air.

A la fin on place la plaque dans I’instrument Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System.

PCR en temps réel guantitative :

Principe du kit :

Le kit BCR-ABL P210 (Mbcr) One-Step Detection « ENTROGEN » est prévu
pour la détection quantitative des transcrits de fusion BCR-ABL p210 (b2a2 et
b3a2) dans des échantillons de sang périphérique de patients pour lesquels un

diagnostic de leucémie Myeloide Chronique (LMC) a été établi.

Ce kit utilise un jeu d'amorces et des sonde d'hydrolyses marquées, une sonde
marquée FAM pour détecter et quantifier la présence du transcrit de fusion BCR-
ABL et une sonde marquée VIC pour détecter et quantifier I'amplification d'ABL
comme controle interne. Cela permet au kit d'utiliser la quantification comparative
(méthode Pfaffl) pour déterminer les ratios gene cible /gene de référence, sans
recourir a la réalisation d'une gamme de standards avec un nombre de copies

connu.

Ce kit a été formulé pour réaliser avec une haute reproductibilité, la synthese

d’ ADNc premier brin suivie d’'une PCR en temps réel, dans un seul tube.



Protocole :
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Figure 19 : Schéma résumé de la PCR en temps réel quantitative.

Avant de procéder a cette étape la surface de travail et I'équipement qui devront

étre utilisés dans la zone ont été nettoyés et décontaminés par I'éthanol 70%.

On doit retirer les réactifs de leur lieu de conservation, on les Centrifuge pendant
10 sa 2000 rpm.

Un mélange réactionnel pour plusieurs échantillons (y compris les contrbles

positifs et négatifs) doit étre pré-mélangé en Master mix.

Le Master mix est préparé pour un nombre d'échantillons n en duplicata, il

contient les composants suivants :

Réactifs Volume
Mix d'enzymes 4pulxnx?2
Acétate de manganése 0,8ul xnx2
Primer Mix 3ulxnx2
Eau (sans ARNase/ADNase) 7,2ulxnx2

Tableau 10 : Mélange réactionnel de la PCR en temps réel quantitative.



*Le Primer mix : contient les dNTP, les sondes et les amorces pour les transcrits

de fusion BCR-ABL et pour le géne contrdle ABL.

On vortex le mélange et on le centrifuge 10 s & 2 000 rpm a température ambiante

ensuite on dépose 15pl du Master mix par puits.

On ajoute dans les puits de réaction correspondants (Figurel6) 5ul de :

o Contréle positif (PC) : le mix de controles positifs est un mélange de
séquences ARN synthétiques de BCR-ABL et ABL.

o Contréle négatif (NTC) : I’cau.

. L’ARNm du patient (S).

On ajoute 5ul de control positif (PC), I’eau (NTC), et I’échantillon (S) dans les

puits de réaction correspondants. (Figurel6)

\

00000009,
00000009,
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0000000,

Figure 20 : Schéma d'une plaque 96-puits partielle chargée en duplicata.

On mélange par aspiration/refoulement a la pipette plusieurs fois, ensuite on scelle
la plaque
avec le film optique adhésif, et on Centrifuge brievement pour faire descendre les

gouttelettes des parois.



On place la plaque dans I’instrument Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR

System.

Lecture et interprétation :

v Résultats qualitative :

Les résultats sont représentés sous forme d'une courbe d’amplification ou

I’intensité de la fluorescence est exprimeée en fonction du nombre de cycles.

. Résultats BCR-ABL neégative : aucune amplification n’a été détectée ce qui signifie

I’absence de géne cible BCR-ABL

o Résultats BCR-ABL positive : se traduit par une courbe d’amplification de geéne
cible. Cette amplification sera visualisé dés le 20°™ cycle.
o Résultats du contréle interne ABL : le géne ABL est toujours amplifié autant que

géene de référence exprimé dans la cellule normal.

Pour illustrer ces différents résultats, nous allons représenter un exemple de

patient Ber-ABL" et un exemple Ber-ABL .
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Figure 21 : Le suivi en temps réel d’une réaction PCR (patient BCR-ABL")
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: BCR-ABL, (B):ABL
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Figure 22 : Le suivi en temps réel d’une réaction PCR (patient BCR-ABL")
(A) :BCR-ABL, (B):ABL

Résultats quantitative :

° la quantification comparative (méthode Pfaffl) :

Le kit qu’on a utilisé pour la quantification est basé sur « la méthode de pfaffl »
qui est un nouveau modele mathématique a été présenté pour déterminer la

quantification relative d'un géne cible par rapport a un gene de référence.

Le ratio d'expression relative est calculé uniqguement a partir de I'efficacité (E) de
PCR en temps réel et de la différence entre le Ct obtenues a partir des courbes

d’amplification du géne cible et celui d'un géne de référence, (méthode du ACt).

ACPtarget ( MEAN control - MEAN sample )

(E

QO)

( Eref)

E= I'efficacite de I'amplification

ratio =

ACPref ( MEAN control = MEAN sample )

CPrarget = Moyenne des Ct MBcr du PC - moyenne des Ct MBcr de I'échantillon
CPrt = Moyenne des Ct ABL du PC - moyenne des Ct ABL de I'échantillon [70].



Calcul de ratio BCR-ABL/ABL % :

Les cycles seuils obtenus a partir des courbes d’amplifications (Figure23) sont

utilisés pour calculer les moyenne de cycle seuil (CP) par le logiciel SDS version

2.0 et ultérieure.
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Figure 23 : les courbes d’amplifications

Nous avons calculé le ratio BCR-ABL/ABL pour chaque échantillon avec

Microsoft Excel (Voir annexe 2b) en utilisant la formule précédente.

Afin d’obtenir des données comparables d’un laboratoire a ’autre, les résultats
sont désormais exprimés selon une échelle internationale (IS pour international

scale) gréace a des facteurs de conversion (FC) propres a chaque laboratoire.

Le ratio obtenu est multiplie par le facteur de conversion (CF) indiqué sur la
notice spécifique pour chaque lot de contrdle positif utilisé dans la série, ensuite
est multiplié par 100 afin d'obtenir le % ratio (voir annexe 2b).



I11. Reésultats



1. Caractéristigues démographiques de la population étudiée

1-1. Répartition des patients selon leur sexe :

Dans notre série, les 40 patients au moment du diagnostic se répartissent en 17 femmes et
23 hommes, soit un sexe ratio H /F de 1,35.

EHomme HEFemme

Figure24: Répartition des patients selon le sexe
1-2. La répartition des patients selon I'age :

L’age de nos patients au moment du diagnostic allait de 11 a 95 ans avec un age moyen de
45.75 ans.
Nous avons effectué une répartition des malades selon 5 classes d’age, la répartition selon les

tranches d’age retrouve un pic de fréquence dans la tranche allant de 20 a 40 ans.

A60,
2270

= 22,5%

&\.

]

c

Q9

®

% 7,5%

[0-20] ]120-40 ] 140-60] 160-80 ] ] 80-100]

Tranches d'age

Figure 25: Histogramme montrant la répartition des patients en fonction de 1’age



2. Caractéristiques clinico-biologiques au moment du diagnostic :

2-1. Répartition des patients selon les données cliniques :

La splénomégalie, la paleur et 1’apyrexie étaient les motifs de consultation les plus élevés.

Patients (%)

Les signes cliniques

Figure26 : Distribution des patients selon les signes cliniques.

2-2. Répartition des patients selon les données biologiques :

A-Distribution des patients en fonction des données de I’hémogramme :

L’hémogramme a été pratiqué chez tous les malades de notre série, c’est I’examen le plus
important car il permet a lui seul d’évoquer le diagnostic de la LMC.
Une hyperleucocytose, une anémie et une thrombocytose sont les anomalies sanguines les

plus souvent rencontrées.

» L’hyperleucocytose:

Le taux des GB varie entre 950 élément/mm?® et 530650 élément/mm?® avec une moyenne de
164993,33/mm?® au diagnostic.

La plupart des patients (52,5%) avaient un taux d’hyperleucocytose compris entrel100.000 et
400.000 élément/mm®.
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Figure 27: Répartition des patients en fonction de taux de globule blanc

» Anémie :
La valeur moyenne de HGB est de : 10 ,44 g/dl avec des extrémes allant de 5,8g/dl a 20,8g/dl.

L’analyse de nos résultats montre que 72,5% de nos malades ont une anémie comprise entre

5,8 et 11,3 g/dl.
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Figure28: Distribution des patients en fonction de taux d’hémoglobine.



> Les plaquettes :

Les taux des plaquettes varient entre 13000 éléments/mm?® et 1080000 éléments/mm? chez les
patients de notre série. D’aprés 1’analyse de taux de plaquette 27,5% les patient ont un taux
normal compris entre 130.000 et 400.000 élément /mm?® 30 % ont une thrombopénie et
42,5% ont une thrombocytose.
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Figure29 : Distribution des patients en fonction de taux de plaquette
B- Distribution des patients en fonction des données du frottis sanguin :
» Taux de blaste :

Le taux des blastes varie de 0 a 48 % avec une moyenne de 9,14 %, la plus part des patients

avaient un taux comprise entre 0 et 10 %.
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Figure30 : Histogramme montrant la distribution des patients en fonction de taux de blaste.



> La Myélémie :

L’examen de frottis sanguin montre la présence de cellules granuleuse immatures circulantes
(la myélémie), le taux de cette derniére était compris entre 17 et 97 %. La majorité de nos

patients (80%) avaient un taux entre 0 et 40 %
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Figure 31: La distribution des patients en fonction de taux de myélémie.

3. Recherche du transcrit BCR-ABL par PCR en temps réel

La recherche du transcrit BCR-ABL par la RT-PCR qualitative a montré que sur les 40 cas

recus pour suspicion de LMC, 28 patients, soit 70%, sont avérés positifs.

Dans ce cas, on laisse tomber les 12 patients négatifs (30 %) et on étudie seulement les 28
patients positifs (70%).

H Positifs B Négatifs

30%

Figure 32: Pourcentage des cas positifs et négatifs pour LMC



Répartition des patients selon leur sexe :

Sur les 28 cas positifs nous avons noté une prédominance masculine. En effet, 64 ,3 % de nos
patients (18/40) étaient de sexe masculin alors que 35,7 % (10/40) étaient de sexe féminin,
soit un sex-ratio H/F de 1,8.

B Hommes B Femmes

Figure 33: Répartition des patients atteints de LMC selon le sexe.

Répartition des patients par tranches d’age :

L’age des patients varie entre 11 et 81 ans avec une moyenne de 41,54 ans. Nous avons
identifié 5 tranches d’ages dont la fréquence de survenue de LMC est variable.

La survenue était plus élevée chez les sujets agés de 20 a 40 ans avec une fréquence de

39.3 %.
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Figure 34 : Répartition des patients atteints de LMC selon les tranches d’age.



3-3. Répartition de nos patients selon I’age et le sexe.

On constate une prédominance masculine dans la plus part des tranches d'age.
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Figure35 : Répartition des patients atteints de LMC selon les tranches d’age et le sexe.

4. Caractéristigues clinico-biologigues :

4-1. Répartition des patients selon les données cliniques :

Les principaux signes cliniques Patients (%)
Syndrome tumoral Splénomégalie 75
Adénopathie 10,71
Hépatomégalie 0
Syndrome anémique Paleur 57,14
Syndrome inféctieux Fievre 7,14
Syndrome hémorragique 0
Altération de 1’état général | Amaigrissement 21,43
Asthénie 25
Autres signes cliniques Sueur 14,29
Apyrexie 35,71
Eupnée 21,43

Tableau 11 : principaux signes cliniques retrouvés chez patients atteints de LMC
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Figure36 : Histogramme presentant la fréquence des signes cliniques de la LMC

4-2.  Distribution des patients selon les signes biologiques :
A- Distribution des patients en fonction des données de I’hémogramme.

» L’hyperleucocytose :

Dans notre série ’hyperleucocytose a été une anomalie observée chez tous les patients, le taux
moyenne de globules blancs était de 202787,78 /mm? avec des extrémes allant de 24810 /mm*
et 530650 /mm 3. On a observé que chez la majorité des patients soit 67,86% avaient un taux
de leucocytes compris entre & 100.000/mm? et 400.000/mm?® au moment du diagnostic.
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Figure37 : Histogramme montrant le taux de globules blancs chez les sujets atteints de LMC



» Anémie :

Chez nos patients, la valeur moyenne de HGB est de 10,29 g/dl avec des extrémes allant de
6,9g/dl a 15,4g/dl. L’analyse du taux d’hémoglobine permet de constater que 21 de nos
malades soit 75% ont une anémie et leur taux d’hémoglobine est compris entre 6.9 - 11.3/dl,

alors que 25% des patients avaient un taux d’hémoglobine normale entre 11,6 et 15,4 g/dl.
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Figure 38: Histogramme représentant le taux d’hémoglobine chez les sujets atteints de LMC.

> Les plaquettes :

Le taux de plaquette était trés variable allant de 91000 / mm?3 a 974000 /mms3, avec un taux
moyenne de 427571,43/ mm?>. L’analyse de taux d’hémoglobine permet de constater que 11

de nos patients soit 39,29% avaient un taux de plaquette normal, 5 patients soit 17,86 %

avaient une thrombopénie et 12 patients soit 42,86% avaient une thrombocytose.
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Figure 39: Histogramme montrant le taux des plaquettes chez les sujets atteints de LMC




B-Distribution des patients en fonction des données du frottis sanguin :

v' les blastes :
Chez nos patients le taux de blastes est compris entre 0 et 11, la majorité des malades
(92.86 %) avaient un taux inferieure a 10 %.
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Figure40 : Histogramme représentant le taux des blastes chez les sujets atteints de LMC

v' la myélémie :

L’examen de frottis sanguin montre un taux de myélémie compris entre 17 et 68 % avec une
moyenne de 35,86 %. La majorité de nos patients avaient un taux supérieur a 20 %, la tranche

la plus touchée est comprise entre 20 et 40 %.
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Figure 41: Histogramme montrant le taux de myélémie chez les sujets atteints de MC



Résultats de suivi :

Le suivi par la PCR en temps réel quantitative a permis de répartir les patients en trois
groupes, selon le taux du ratio BCR-ABL :

Premier groupe : bonne réponse au traitement
1% cas :

Initial: BY
Sexe : féminin
Age: 65 ans

Signes clinico-biologiques : apyrexie, thrombocytose, hyperleucocytose.
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Figure 42 : Diagramme de suivi moléculaire du patient N°1

Au moment de diagnostic, les résultats de la recherche du transcrit BCR-ABL P 210 étaient

positifs avec un taux de 47 %.

D’apres la cinétique de la maladie, le traitement a permis de diminuer le taux du ratio BCR-

ABL et d’obtenir une rémission moléculaire profonde (RM5) apres chaque suivi.



2°™ cas :

Initiale : MA
Sexe : masculin
Age : 19 ans

Signes clinico-biologiques : splénomégalie, adénopathie, apyrexie, hyperleucocytose, anémie,
thrombocytose.
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Figure 43 : Diagramme de suivi moléculaire du patient N°2

Le patient a été diagnostiqué en février 2013, dont le taux de transcrit BCR-ABL P210 était
de 0.64 %. Apres le traitement, le taux du ratio BCR-ABL passe de 0.64% a 0,11 % et
continue a diminuer jusqu’a une réponse moléculaire profonde RM4, 5 (0,003%).

Deuxieme Groupe : échec thérapeutique
1% cas :

Initial : MF
Sexe : féminin
Age : 28 ans

Signes clinico-biologiques : splénomégalie, paleur, hyperleucocytose, anémie, thrombocytose.
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Figure 44 : Diagramme de suivi moléculaire du patient N°3

Le taux de transcrit BCR-ABL P210 au moment de diagnostic était de 8,14 %. D’apres les

points de suivi, le traitement n’a pas permis d’obtenir une rémission moléculaire, le taux de

transcrit passe de 8,14 % a 18,01%, on parle d’un échec thérapeutique.

2°M cas :

Initial : CK
Sexe : masculin
Age : 14 ans

Signes  clinico-biologiques : splénomégalie, asthénie, hyperleucocytose, anémie,
thrombocytose.
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Figure 45 : Diagramme de suivi moléculaire du patient N°4



Le patient a été diagnostiqué en juillet 2013, les résultats de la recherche du transcrit BCR-
ABL P 210 étaient positifs avec un taux de 0,06 %.

D’aprés le graphe, le taux de transcrit augmente aprés chaque contrdle, ce qui signifie que le

patient n’a pas répondu au traitement et n’avait pas bénéficie de la thérapie dés le diagnostic.

Troisieme groupe : Rechute

1% cas :
Initial: CM
Sexe : féminin
Age: 44 ans

Signes clinico-biologiques : splénomégalie, hyperleucocytose, anémie, thrombocytose.
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Figure 46 : Diagramme de suivie moléculaire du patient N°5

Le patient a été diagnostiqué en juin 2015, la PCR en temps réel mis en évidence la présence
de transcrit BCR-ABL avec un taux de 1,3 %.

Selon les résultats de suivi, le patient a répandu au traitement au début, il était en réponse
moléculaire majeure (RMM) dont le taux diminue de 1,3 % a 0,033%, mais au cours du

temps on a constaté une rechute moléculaire, le taux du transcrit a augmenté pour atteint une
valeur de 1,2% puis 3,4%.



2°™ cas :
Initial : DA
Sexe : féminin
Age : 58 ans

Signes  clinico-biologiques : splénomégalie, asthénie, hyperleucocytose, anémie,
thrombopénie

i sryeo
8
- 7,2%
X 7
—
-
m 6
<
e 5
2
4
o
o 3,15% /
m3
o
2 \/
1
1,265%
0
N < 8 8 <8 <8 < ;N0 onon o on o n o on 0w www OO NN
AT T A P P P T T A TR P P P,
S L
55 55¢€88gs5s5s 58885 sE£8¢88 5 s
T @ ®© =5 0 v @ =5 0T @ ®© =5 0 v Qe

Figure 47: Diagramme de suivi moléculaire du patient N°6

Au moment de diagnostic, les résultats de la recherche du transcrit BCR-ABL P 210 étaient
positifs avec un taux de 3,15 %.

Le suivi moléculaire a permis de marquer une rechute. Le patient a répondu au traitement au
début dont le taux diminue de 3, 15 % a 1,265 %, mais au cours du temps on a constaté une

augmentation considérable dont la valeur passe de 1,265 % a 8,5 %



V. Discussion :



La leucémie myeloide chronique est un syndrome myéloprolifératif clonal a prédominance
granuleuse, caractérisé par la présence d’une anomalie génétique unique et acquise :

chromosome Philadelphie (Ph).

Le diagnostic moléculaire de la leucémie myéloide chronique repose sur la PCR en temps réel

qui permet de détecter avec une extréme sensibilité I’ARN de fusion BCR-ABL.

L’objectif de notre étude est le diagnostic de la leucémie myéloide chronique et le suivi des
patients, en utilisant des techniques de la biologie moléculaire pour déterminer ’efficacité du
traitement ou pour prédire la rechute. Elle a porté sur 40 sujets adressés au service
d’immunologie avec suspicion de LMC (une splénomégalie, hyperleucocytose, présence des

blaste et la myélémie).

Au moment de diagnostic la PCR en temps réel qualitative a détecté le transcrit BCR-ABL

p210 chez 28 patients, soit 70 % du groupe.

Les autres patients, bien qu’ils ont les signes de la maladie, la RT-PCR qualitative n’a pas
détecté le transcrit P210, ce résultats peut étre expliqué d’une part par la présence d’un autre
type de transcrits BCR-ABL (ela2 ou e19a2) résultant des points de cassures situés au niveau
de la région uBCR ou la région m-BCR, ou bien qu’il ne s’agit pas d’une leucémie myéloide
chronique, étant donné que la LMC peut étre plus difficile a distinguer des autres syndrome
myéloprolifératifs , il est probable que ces patients soient atteints d’un autre syndrome
myeéloprolifératifs comme la thrombocytémie essentielle (TE) ou la myélofibrose primitive
(MFP), car ces derniers sont caractérisées par des signes cliniques et biologiques similaires a
ceux d’une leucémie myéloide chronique tel que la splénomégalie , I’hyperleucocytose ,
hyperplaquétose, la présence de blastes ...etc, qu’on a trouvé chez ces patients. Dans ce cas

un examen de recherche d’autres mutations est nécessaire.

Sur les 28 patients atteints de LMC en phase chronique, nous avons 18 (64.3 %) hommes et

10 (35.7%) femmes, on note une prédominance masculine avec un sexe-ratio H/F=1,8.

Ce résultat concorde avec celui de K.djouadi-Lahlou [23] qui trouve une prédominance
masculine avec sex-ratio de 1.01 et avec celui de Fares et al [71] qui rapporte un sex-ratio de
1.04.

Le sex- ratio de notre série se rapproche des résultats de Bade et al [72] qui estime un sex-

ratio= 1.67, et des résultats de Guyader-Peyrou et al [73] qui rapporte un sexe ratio de 1,7.



La prédominance masculine a également été observée par Chemegni et al [74] et par

KUEVIAKOE M. | et al [75] avec une sex-ratio respective de 1,18 et 1,42.

Par contre, les résultats sont opposés a une étude malienne, qui rapporte une prédominance
masculine pour toutes les hémopathies malignes sauf pour la LMC qui était apparue plus

fréquente chez les femmes que chez les hommes [76].

Le tableau 15 illustre une comparaison entre les sexe- ratio dans différents pays.

Pays sex-ratio H/F
Notre série (Alger) 1.8
Algérie 1.01
Maroc 1,04
France 1.7
Niger 1.67
Cameroun 1,18
Togo 1,42

Tableau 12: Comparaison de sex-ratio des différentes séries rapportées

La réponse a la question de l'appartenance a un sexe comme facteur de risque pour la
survenue de la LMC mérite d'étre mieux explorée, car elle permettrait une meilleure

compréhension de la maladie.

L’age moyen de notre population d’étude était de 41,54 ans ce qui fait de la LMC une
affection de I'adulte jeune, mais elle peut se voire dans toutes les tranches d’age. Nous avons

comparé nos résultats avec ceux d’autres séries (Tableau 16).

Les series Age moyen au Tranche d’age la plus
diagnostic touchée
K.djouadi—Lahlou (Algérie) [23] 43.5 36 —45
Fares (Maroc) [71] 43 36- 45
Guyader-Peyrou et al(France) [73] 63 Non signalé
Bade et al(Niger) [72] 49 Non signalé
Notre série 41,54 20— 40




Tableau 13 : Comparaison d’age des différentes séries rapportées.

Nos résultats concordent avec ceux des seéries Algérienne 2010 et Marocaine 2015

contrairement a la série Francaise et Nigérienne.

Cette différence peut étre expliquée par le caractére jeune des populations Marocaine et
Algérienne.

La répartition selon les tranches d’age et le sexe retrouve une prédominance masculine dans
la plus part des tranches d'age, nos résultats concordent avec celui de K.djouadi—Lahlou [23]

qui a trouvé une prédominance masculine dans les différentes tranches d’age.

Sur le plan clinique, la splénomégalie est retrouvée dans la majorité des cas (75%) dans notre

série, représentant ainsi un maitre symptéme de la maladie.

Les résultats qu’on a trouvé sont proches de ceux obtenus par Chemegni et al [74] et Tea et al

[77] qui avaient retrouveé respectivement 75,37 et 74% de cas de splénomégalie.

Cependant ils sont inferieurs a ceux retrouvés par KUEVIAKOE M. | et all [75] et MUKIIBI,

J.M. etal [78] qui ont trouvé respectivement une proportion de 87,3 et % 86.7.

D’aprés Pr Sanhadji Kamel, les cellules leucémiques peuvent envahir d’autres organes
comme les ganglions lymphatiques, la rate, le foie, les testicules ou le systéme nerveux
central. [79].

Cette prolifération accrue de ces cellules leucémique au niveau de la rate explique

I’augmentation de sa taille.

Sur le plant biologique, I’hémogramme a montré une hyperleucocytose chez tous les patients,
le taux moyen de globules blanc est 202787,78 avec des extrémes allant 24810 a 530650
élément /mm?, ceci concorde avec celui de KUEVIAKOE .M et al [75] qui trouvent une
valeur moyenne de leucocytes' 204930 /mm?®.

L’étude comparative de nos résultats aux données de la littérature de Burkina Faso [80],
permet de noter que la leucocytose moyenne (243000/mm?®) est légérement supérieure & celle
observée dans notre série, en outre on a observé que plus de 67,86% de cas ont un taux de
GB entre 100.000/mm? et 400.000/% au moment du diagnostic, alors que ce taux de GB
dépasse 400.000/mm3 dans 50% des cas dans la série Aghrbi [81].



Cette différence peut étre expliquée par le diagnostic précoce de la maladie dans notre série.

Le nombre de plaquettes varie entre 91000 et 974000 élément /mm?® avec une moyenne de
427571,43 élément /mm?® chez nos patients, Sanogo en 2010[80], Mukiibi en 2008[81] et
Segbena en 2012 [82] ont rapporté une moyenne respective de 360800, 443000 et 476760

élément /mm°.

Nous avons noté une thrombopénie dans 17.86 % des cas et une hyperplaquettose dans 42.86
% des cas, alors que 39.28% des cas avaient un taux de plaquettes normal, la thrombocytose

est tres fréquente dans notre série.

Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Mukiibi et all [78] en 2008 qui ont observé
une thrombocytose dans 44% des cas, un nombre de plaquette normal dans 42% des cas et
une thrombopénie dans 14% des cas.

Selon nos résultats et les résultats de Mukiibi et all, nous partageons avec BROUSTET A.
[84] I'idée selon laquelle le nombre de plaquettes est le plus souvent élevé ou normal,

exceptionnellement diminué.

On peut expliquer la thrombocytose chez les patients par I’activation constitutive de la voie
JAK/STAT qui responsable de la production des mégacaryocytes, puisque cette voie
JAK/STAT d’une part, elle est la voie responsable de la production des plaquettes et d'autre
part, elle est I'une des trois voies déclenchées par le BCR-ABL.

Dans le cas normal le récepteur MPL exprimé par les mégacaryocytes et les plaquettes est
présent a la membrane sous forme d’un homodimeére inactif et c’est la liaison de la TPO
(thrombopoietine) qui entraine une modification conformationelle (démirisation du récepteur)
permettant le rapprochement des deux proteines JAK et leur transphosphorylation. Le
récepteur a 1’tpo activé recrute également les protéines STAT en particulier 3 et 5, qui vont
étre phosphorylées par la protéine JAK2. Ces protéines STATs une fois phosphorylées vont
s’hétérodimériser puis migrer dans le noyau ou elles agissent en synergie avec GATA-1 pour
augmenter la transcription des genes de prolifération et la différenciation des plaquettes et les

genes anti-apoptotiques (Bcl-xlI).

Dans le cas de LMC cette voie est activée méme en absence du TPO, en effet, BCR-Abl peut
activer via Grb-2, les protéines STAT sans passer par la phosphorylation des JAK kinases.

Conduisant a une production excessive des plaquettes (Figure 48).



La moyenne de taux d’hémoglobine chez nos patients, étaient de 10,2 g/dl, nos résultats sont
proches de ceux obtenus par Chemegni en 2014 [75], SEGBENA. AY en 2012 [82] et
SANOGO.I en 2010 [83] qui trouvent respectivement une moyenne de 9.57, 10, 57 et 10,93
g/dl.

L’anémie a été retrouvé chez 75 % de nos malades ce qui explique la fatigue et la paleur qui
apparaissent généralement chez les patients, nos résultats sont proches a ceux obtenus par
KUEVIAKOE M. l.et al en 2014 [78] qui ont observé une anémie chez 88,89% des patients.

Il est bien connu dans la littérature que la leucémie apparaissait comme une maladie
progressive, caractérisée non seulement par une augmentation du nombre des globules blanc
et des plaquettes , mais aussi par une diminution du nombre de globules rouges associée a des

modifications cliniques, en particulier du foie et de la rate.

Mais d'apres ce que nous savons sur le BCR-ABL, normalement on a un nombre élevé de
globules rouges, puisque le BCR-ABL active de maniere permanente plusieurs voies de
signalisation, parmi ces derniéres la voie de JAK /STAT qui est responsable de la production

excessive des globules rouges.

Le BCR-ABL active cette voie méme en absence du signal extracellulaire (EPO) conduisant

a un nombre élevé du globule rouge (Figure 48).

On peut expliquer cette contradiction par la diminution de taux hémoglobine (75 % des
patients avaient une diminution du taux d'hémoglobine), car en absence de ce dernier La
capacité des érythrocytes a transporter I'oxygéene est réduite, ce qui fait que la rate détruit les

globules rouges et les fait sortir de la circulation sanguines.

En ce qui concerne la carence en hémoglobine chez les patients, on peut I’expliquer par

certaines hypotheses :

» Un mauvais fonctionnement de la moelle osseuse, qui est le centre de la production
d’hémoglobine. Une forte hyperleucocytose entrainant peut étre une diminution du taux
d’hémoglobine.

» 1l peut alors y avoir un mauvais assemblage de la molécule de 1’hémoglobine ou une
instabilité de cette molécule.

» Une carence en fer ou mal fixation du fer sur la molécule d’hémoglobine.
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Figure 48 : voie principale de la production des globules rouges et les mégacaryocytes et
leur cascade de signalisation dans le cas de LMC et le cas normal. Schéma original adapté des
articles [85, 86]

L'examen de frottis sanguin permet de déterminer le taux de blaste et de myélémie dans le
sang, dans notre série le taux de blastes sanguins est compris entre 0 et 11 %, 26 patients
(92.86 %) avaient un taux inferieure a 10 %. Le résultat qu’on a trouvé concorde avec les
données de la littérature [20] qui portent a la connaissance que le taux de Blastes sanguins
dans le cas d’une leucémie myéloide en phase chronique est inferieure a 10 %.

Le taux des cellules granuleuses immatures circulantes (myélémie) était compris entre 17 et

68 % avec une moyenne de 35,86 %.

La majorité de nos patients (85,71%) avait un taux supérieur a 20 %, nos résultats sont
confirmés par les données de la littérature (Rose Marie Hamladji en 2010 [59] ) qui informe
que le taux de la myélémie en cas de LMC est supérieur a 20%.

Les résultats de suivi moléculaire par la PCR en temps réel quantitative nous a permis de
répartir les patients sous traitement en 3 groupes: bonne réponse, rechute et échec

thérapeutique.



Les patients du premier groupe avaient une diminution de taux du ratio BCR-ABL, le
traitement permet d’obtenir une rémission moléculaire profonde RMS5 chez le premier patient
et 4.5 chez le deuxiéme patient, selon ces résultats on peut dire que le traitement est trés

efficace.

Les patients de deuxiéme groupe avaient une augmentation du taux de BCR-ABL apres
chaque contréle, ce qui signifie que les patients n’ont pas répondu au traitement et n’avaient

pas bénéficié de la thérapie dés le diagnostic.

Ces échecs thérapeutique exigent a chaque fois de changer le traitement par d’autres

traitements plus puissants ou ayant un spectre kinasique plus large.

Le suivi moléculaire a permis de marquer une rechute moléculaire chez les patients de
troisieme groupe, ces patients ont répondu au traitement au début mais au cours du temps on
a constaté une augmentation de leur taux BCR-ABL, on peut expliquer cette rechute par la

résistance des patients au traitement.

L’utilisation de la PCR en temps réel pour le diagnostic de LMC offre un diagnostic rapide,

fiable, tant par sa sensibilité que par sa spécificité.

La RT-PCR a l’avantage de pouvoir se pratiquer sur sang total, contrairement a la
cytogénétique conventionnelle qui nécessite une aspiration médullaire car les chances
d obtenir des cellules myéloides en mitose sont plus faibles dans le sang. Ce qui facilite la vie
du patient.

La PCR en temps réel s’avere trés intéressante pour des applications d’analyses a grande
échelle étant donné que le processus complet est automatisé du début a la fin. Comme cette
technique comprend genéralement des systemes en tubes fermés et que la quantification ne
requiert aucune manipulation post-amplification, les problemes de contamination post-PCR

par les amplicons sont fortement réduits.

Sa sensibilité est impressionnante puisqu'elle permet de détecter, in vitro, une cellule
leucémique parmi 100 000 cellules normales (1/10° cellules). Une grande sensibilité par
rapport a la Cytogénétique conventionnelle (3% environ) et FISH (sensibilité comprise entre
102 et 1079).

Elle confirme le diagnostic de LMC, L'OMS définit la LMC comme un syndrome

myéloproliferatif Ph1*" mais toujours BCR-ABL", la RT-PCR confirme la présence du



transcrit de fusion BCR-ABL permettant le diagnostic de 95 % des cas de LMC qui sont
Philadelphie positive, et de 5% des cas dépourvus du marqueur chromosomique.

Le suivi moléculaire de la LMC par la quantification des ARNm BCR-ABL a introduit le
concept de la rémission moléculaire. Grace a la RT-Q-PCR, leur simplification voire leur
automatisation le monitoring des transcrits BCR/ABL est devenu une routine tres simple par
rapport aux autres examens, comme le caryotype pour le suivi des malades, 20 a 30 mitoses
sont examinées, le résultat dépend de la qualité des mitoses obtenues, ce qui peut poser
probléme chez les patients sous traitement antiprolifératif.

La PCR en temps réel quantitative permet d’établir précisément et avec une grande sensibilité
la cinétique de la maladie, avant tout traitement elle nous a permis d’évaluer la charge
tumorale initiale du patient ,aprés la mise en place du traitement elle a permis également
d’évaluer ’efficacité du traitement, et de déterminer la réponse moléculaire et son niveau

(compléte ou majeure).

La technologie de PCR en temps réel est aujourd’hui 1’outil de choix qui a permis d'apporter
un diagnostic de certitude dans la plupart des cas et un suivi efficace des patients.

Ses performances peuvent se résumer en trois mots: spécificité, sensibilité et bonne

reproductibilité.

Enfin, il faut ajouter a ses nombreuses qualités, la rapidité de la technique, la méthode est

automatisable, et par conséquent parfaitement adaptée a une analyse de routine.



VII. Conclusion :

La leucémie myéloide chronique est une transformation maligne d’une cellule
souche hématopoiétique, caractérisée par une anomalie génétique acquise : la
translocation t (9;22) (g34;911) ou le chromosome Philadelphie (Ph) et son

¢quivalant moléculaire, I’oncogéene BCR-ABL.

La protéine BCR-ABL est dotée d’une activité tyrosine kinase constitutive et
responsable de I’activation de plusieurs voies de survie incluant PI3K/Akt/mTOR,
JAK/STAT, ainsi que la voie Ras/Raf/ERK, et conduisant a une augmentation de

la prolifération et a I’inhibition de I’apoptose des cellules leucémiques.

En absence de traitement la maladie progresse de la phase chronique vers une

leucémie aige.

Avec les progres accomplis en technologies moléculaires, leur simplification voire
leur automatisation, le diagnostic et le monitoring des transcrits BCR/ABL est
devenu une routine indispensable pour assurer la prise en charge des patients
atteints de LMC.

A la lumiere de ce travail, on voit comme perspectives :

En ce qui concerne les Kit de détection des transcrits de fusion BCR-ABL il est préférable si

possible d’utiliser un Kit qui détecte les transcrits ela2 ou el9a2 pour un meilleur

diagnostic.

Sensibiliser les gens :

a faire un bilan périodique de santé comportant obligatoirement un hémogramme.

a consulter tot un centre de santé dés I’apparition des premiers signes afin de stadifier la

maladie et d’en déduire le pronostic.

En fin, il faut recommander aux patients de :

respecter le calendrier des analyses biologiques et donc respecter les dates de rendez-vous de

consultations pour surveiller leurs taux de BCR-ABL.

suivre correctement le traitement.
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V1. Annexes:



Annexe 1 : Fiche de renseignements




Annexe 2 : Résultats de la PCR en temps réel :

a) Résultats de la PCR en temps réel qualitative :
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Calcul de ratio BCR-ABL/ABL % par Microsoft Excel




Annexe 3: Matériels et équipement

Biometra TProfessional Thermocycler Centrifugeuse pour micro-plaque

Applied biosystems 7500 réal time




Vortex Centrifugeuse
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