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Résumeé

La leucémie lymphoide chronique est la leucémie la plus fréquente chez I’adulte en
occident, avec une nette prédominance masculine. Elle résulte d’une prolifération avec
accumulation monoclonale maligne de Ilymphocytes B matures avec envahissement
médullaire, sanguin et des autres organes hématopoiétiques. La maladie est liée autant a un

défaut d'apoptose qu'a une proliferation excessive.

Le premier objectif de notre travail était de réaliser un examen cytogénétique par FISH centré
sur la delétion 17p sur les culots cellulaires congelés de six patients atteins de leucemie
lymphoide chronique dans le plateau de cytogénétique hématologique du service
Hématologie, EHS ELCC, Blida.

Les résultats obtenus se superposent cas par cas a ceux déja retrouveés sur culot frais par le
Professeur S. Taoussi. Cela témoigne de la reproductibilité de la méthode FISH et donc de sa

fiabilité a rechercher cette délétion dans la LLC.

Le deuxiéme objectif était de préciser I’impact pronostique de la délétion (P53) dans la LLC ;
pour ce faire, une étude rétrospective des cas index recrutés sur une période de 09 ans (2007-
2015) a été présentée. Les données de cette étude révelent la fréquence particuliére de la
délétion P53, avec une survie globale considérablement raccourcie (médiane = 25 mois)
témoignant du tres mauvais pronostic de cette anomalie dans la leucémie lymphoide

chronique.

Mots clés : LLC, FISH, délétion 17p, p53, cytogenétique.
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia is the most common leukemia in adults in the West,
with a clear predominance of men. It results from proliferation with malignant monoclonal
accumulation of mature lymphocytes with invasion of bone marrow, blood and other
hematopoietic organs. The disease is linked as much to a lack of apoptosis as to excessive
proliferation.

The primary objective of our work was to perform FISH-based cytogenetic examination
centered on the 17p deletion on the frozen pellets of six patients with CLL in the Hematologic
Cytogenetic center of Hematology, EHS ELCC, Blida Department.

The results obtained are superimposed case by case on those already found on fresh pellet by
Professor S. Taoussi. This demonstrates the reproducibility of the FISH method and therefore
its reliability in finding this deletion in the LLC.

The second objective was to clarify the prognostic impact of deletion (P53) in CLL; to do
this; a retrospective study of index cases recruited over a period of 09 years (2007-2015) was
presented. Data from this study reveal the particular frequency of the P53 deletion, with a
significantly shortened overall survival (median = 25 months) indicating the very poor
prognosis of this abnormality in CLL.

Keywords: CLL, FISH, deletion 17p, p53, cytogenetic.
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Glossaire

Thrombopénie ou thrombocytopénie :
Est une diminution du nombre de plaquettes sanguines en dessous du seuil de 150 000
plaquettes par mm? (Godeau et Bierlin., 2012).

Cellules nurse like (NLC) :
Ces cellules correspondent a une contrepartie des macrophages associés aux tissus qui sont
associés aux leucémies.NLS jouent un r6le central dans la LLC, car elles favorisent la survie

et la prolifération des cellules de la LLC (burger et al, 2009)

Hypogammaglobulinémie :
Indique la diminution du taux de gammaglobulines (représentant les immunoglobulines G et

M) dépistée par I’¢lectrophorese des produits du sang (Eichhoest et al, 2015)

Hypermutation somatique :

Les hypermutations somatiques sont induites a la suite d’une stimulation antigénique, dans la
zone sombre des centres germinatifs des organes lymphoides secondaires. Ces modifications
sont essentiellement ciblées sur la région variable des génes d’immunoglobuline des cellules
B activees. Les mutations introduites permettent la modulation, et donc dans certains cas

I’augmentation de I’affinité pour I’antigéne. (Owen et al, 2013)

Commutation isotypique :

Par un réarrangement des genes codant pour la chaine lourde des Ig des cellules B, ce
phénomeéne va permettre de changer le type d’immunoglobuline (Ig) produite en réponse a un
antigene donné. Ces Ig seront ensuite produites par les plasmocytes, qui constituent le stade

ultime de la différenciation de la lignée cellulaire B (Owen et al, 2013)



Liste des abréviations

Bax: Bcl-2-associated X protein.

BCL: B-Cell Lymphoma.

BMSC: Bone Marrow Stromal Cells.

BIM: Bcl-2 Interacting Mediator of cell death.
Cdk : Cyclin-dependent kinase.

CLCC : Centre de Lutte Contre le Cancer.
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ELCC : Etablissement de Lutte Contre le Cancer.

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization.

HMS: Hypermutation Somatique.

IGF-BP3: Insulin- like Growth Factor-1 Binding Protein 3.
LAL : Leucémie Aiglie Lymphoblastique.

LAM : Leucémies Aigies Myéloblastiques.

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique.

MDM2: Murine Double Minute 2.

NLS: Nuclear Localisation Signal

P1G3: P53 Inductible Gene.

PRD: Proline-Rich Domain.
RAG: Recombination Activating Gene V(D) J.
SSC: Standard Sodium Citrate.
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Introduction

Les leucémies sont des néoplasies développés a partir de cellules hématopoiétiques
de la moelle osseuse et du systeme lymphoide. Elles peuvent se présenter cliniquement sous la
forme de leucémies (présence de nombreuses cellules néoplasiques dans le sang circulant et la
moelle osseuse) ou de tumeurs solides appelées sarcomes pour les cellules de la moelle
osseuse (sarcome myéloide, sarcome histiocytaire, etc.) ou lymphomes pour les cellules
lymphoides (Diebold et al., 2008).

La leucémie est dite myéloide ou lymphoide selon la lignée atteinte et est classée en
deux catégories évolutives, aigue ou chronique (Swerdlow., 2016). La leucémie Lymphoide
Chronique (LLC) est une hémopathie maligne lymphoide génétiquement hétérogéne, a
I’origine d’une évolution trés variable allant de survies de quelques mois & plusieurs années
(Swerdlow., 2008). L’une des anomalies génétiques récurrentes observées dans cette
affection, la délétion (P53) est de trés mauvais pronostic avec des taux de survie médiane ne

dépassant pas 24 mois.

Les analyses cytogenétiques détectent les anomalies chromosomiques de la leucémie
lymphoide chronique grace a plusieurs examens réalisées dans le laboratoire de cytogénétique
en utilisant les techniques conventionnelles (Caryotype) et surtout moléculaires (FISH) dans

le but de révéler ces anomalies.
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CHAPITRE | PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Généralités sur les leucémies

1.1.1. Définition

Les leucémies sont des néoplasies développés a partir de cellules hématopoiétiques
de la moelle osseuse et du systeme lymphoide. Elles peuvent se présenter cliniqguement sous la
forme de leucémies (présence de nombreuses cellules néoplasiques dans le sang circulant et la
moelle osseuse) ou de tumeurs solides appelées sarcomes pour les cellules de la moelle
osseuse (sarcome myéloide, sarcome histiocytaire, etc.) ou lymphomes pour les cellules
lymphoides (Diebold et al., 2008).

1.1.2. Classification des leucémies
Selon I’OMS les leucémies sont classées par leur mode évolutif en :

- Leucémie aigues (LA), d’installation rapide, progressant trés vite; elles se
caractérisent par une prolifération monoclonale médullaire avec accumulation de
leucocytes immatures. Elle aboutit a un déreglement aigu du fonctionnement normal

de la moelle osseuse hématopoiétique.

- Leucémies chroniques (LC), d’évolution plus lente ; elles se caractérisent par une
prolifération monoclonale médullaire de cellules souches avec accumulation de
leucocytes différenciés. Elle aboutit a un déréglement progressif du fonctionnement
normal de la moelle osseuse hématopoiétique.

Ces deux groupes de leucémies sont a leur tour classés en sous-groupes en fonction de

’origine des cellules tumorales :

- Cellules lymphoides : leucémie aigiie lymphoblastique (LAL) et leucémie lymphoide
chronique (LLC).

- Cellules myéloides : leucémies aigiies myéloblastiques (LAM) et leucémie myéloide
chronique (LMC) (Swerdlow., 2016).
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1.2. Leucémie lymphoide chronique

1.2.1. Généralités

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est définie comme un syndrome
lymphoprolifératif chronique (SLPC) appartenant au groupe des néoplasies lymphoides B
matures. En occident, c’est la plus fréquente chez I’adulte. Elle est caractérisée par une
prolifération médullaire monoclonale et une accumulation de lymphocytes B mature
immunologiquement incompétents avec passage dans le sang (taux de lymphocytes supérieur

ou égale a 5 G/I). lls envahissent les autres tissus lymphoides secondaires (Swerdlow., 2008).

Sur le plan physiopathologique, elle est caractérisée par 3 grandes particularités : un défaut
d’apoptose, la fréquence des phénoménes auto-immuns et un déficit immunitaire qui peut étre
sévere. Certains patients atteints de LLC ne nécessitent jamais de traitement alors que d’autres
présentent une évolution agressive avec une mauvaise réponse a la thérapie conduisant a la

mort en quelque mois (Kipps et al., 2017)

1.2. 2. Epidémiologie

La LLC représente 3 a 4 % de toutes les tumeurs malignes, l'incidence est similaire en
Europe et aux Etats-Unis et varie de 4 a 6 cas par an. Elle est moins fréquente chez les
personnes d’origine asiatique ou africaine (Roman et Smith, 2011). Dans toutes les séries de
la littérature, la prédominance masculine est nette avec un ratio homme /femme = 2. En
occident, I'dage médian au diagnostic est de 72 ans (Wendter et al., 2012). Elle est

exceptionnelle avant 40 ans (Roman et Smith., 2011).

En Algérie I’incidence annuelle moyenne de la LLC est estimée a 0,72 cas /100000
habitants. Cette faible incidence est expliquée par le jeune age de la population et un
diagnostic tardif (Dali et al., 2015).
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1.2. 3. Origine des cellules leucémiques

Il a été démontré que la région variable de la chaine lourde (IgVH) du BCR stratifie
les patients atteints de LLC en 2 sous-groupes présentant des résultats cliniques
significativement différents.

Les cellules LLC expriment les génes de région IgVH muté ou non muté, reflétant le stade de

différenciation des LB normaux dont elles sont issues (Fabbri et Dalla-Favera., 2016).

Les cellules LLC qui expriment des IgVH non muté (IgVH-UM) proviennent d’une cellule B
non différenciée dans les centres germinatifs ou dérivé d’une cellule B naive (Hamblin et al ;
1999).

Les cellules LLC avec IgVH muté (IgVH-M) proviennent d’un Lymphocyte B post -germinal,
exprimant une Ig de surface qui subit une hypermutation somatique (HMS) et dans certains
cas une commutation isotypique (Damle et al., 1999 ; Tobin et al., 2002).

Le sous-groupe IgVH-M est associé a un bon pronostic tandis que le groupe IgVH-UM est

associé a un mauvais pronostic (Hallek., 2008).

1.3. Aspect physiopathologique de leucémie lymphoide chronique

La LLC se caractérise par une accumulation des lymphocytes B de morphologie
normale qui coexpriment les antigenes des lymphocytes B (CD19, CD20 et CD23 et
I’antigéne des lymphocytes T (CDS5). L’expression d’immunoglobulines de surface, de CD20
et de CD79b est caractéristiquement faible par rapport a ceux observés sur les lymphocytes B
normaux. A I’échelle cellulaire, il a été montré que le récepteur BCR et I’activation de sa voie
de signalisation jouent un role dans 1’expansion, la prolifération et la survie des cellules
tumorales de LLC. Les cellules tumorales interagissent avec les cellules du
microenvironnement comme les cellules stromales medullaires et les cellules nurse-like,
formant une niche évitant aux cellules de LLC de subir I’apoptose. (Hallek, et al., 2008 ;

Troussard et Cornet., 2016).
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1.4. Aspect moléculaire de la leucémie lymphoide chronique

Les mécanismes déterminants 1’apparition d’une LLC sur les plans moléculaires sont
tres nombreux et complexes. Nous développerons dans notre partie théorique que ceux

impliquant le gene P53.

1.4.1. Structure du gene P53 et sa localisation

Le gene P53 a été découvert en 1979. C’est le premier suppresseur de tumeur
identifié. 1l est localisé au niveau du chromosome 17p13.1 et s’étend sur 20kb et comprend 11
exons et 10 introns. Chez I’Homme, le TP53 code pour une protéine de 393 acides aminés,
appelé p53 (Linzer et Levine., 1979 ; Deleo et al., 1979 ; Bakert et al., 1989).

1.4.2. Structure de la protéine p53 (figure 1)

C’est un homotetramére. Chaque monomere est constitué de 4 domaines structuraux :

Domaine N-terminal : Appelé domaine de trans-activation (Saha et al., 2015), est une région

cruciale pour la liaison de MDM2 (murine double minute 2).

L’interaction de I’E3 ubiquitine ligase permet ’ubiquitination de p53 et sa dégradation
(Meek., 2015), cette région participe a la régulation et la stabilisation de p53 (Dorman et al.,
2003).

Domaine riche en proline (PRD): Comprend 5 motifs de type PXXP (p; proline et X:
n’importe quel acide aming), il intervient dans 1’arrét du cycle cellulaire ainsi qu’a I’induction

de I’apoptose (Moueden., 2018).

Domaine central de p53 : constitue le domaine nécessaire a la fonction onco-suppressive ;
intervient dans la formation du complexe Zn+2 dépendant ADN_P53 (Joerger et al., 2003).
L’absence de Zn+? entraine I’agrégation de p53 en affectant la spécificité¢ de la liaison a
I’ADN (Duan et Nilson., 2006). 97% des mutations de géne P53 sont localisées dans cette
région. (Oliver et al., 2002).
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Domaine C- terminal : Renferme des séquences nécessaires pour la localisation nucléaire et
pour la liaison a I’ADN, un domaine de tétramérisation et un domaine de régulation post-
traductionnel qui joue un role clé dans le contr6le de renouvellement de p53 et la régulation
de ses activités. Des mutations ponctuelles dans cette région altérent la capacité de p53
d’induire I’apoptose (Appella et Anderson., 2001 ; Carr et al., 2012 ;May et al., 1999).
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Figure 1 : Domaines structuraux et fonctionnels de la P53 (Moueden., 2018).

1.4.3. Réle de p53

La protéine de tumeur 53 a une durée de vie trés courte de 20 a 30 minutes (Maltzman
et Czyzyk., 1984), en réponse a un stress (dommage de I’ADN ou I’activation des oncogénes),
la p53 est stabilisée par I’inhibition de sa dégradation. Une fois stabilisée, la p53 induit selon
le type et le degré de stimulation, 1’arrét du cycle cellulaire, 1’apoptose ou la réparation de
I’ADN (Sandra Alvarez., 2003 ; Hu et al.,, 2012). Ceci afin d’arréter la prolifération
incontr6lée des cellules et permettre de réparer leur ADN endommagé ou de les éliminer.
Ainsi, le p53 stimule la phosphorylation oxydative mitochondriale induisant la production de
I’ATP et la réduction de synthése de substrat nécessaire a la prolifération et la division

cellulaire (Feng et Levine., 2010).
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1.4.3.1. P 53 et apoptose

Suite 2 un dommage de I’ADN, I’activation de p53 est nécessaire pour I’apoptose.
Cette voie requiert I’activation par p53 du géne Bax. La protéine Bax, en se dimérisant, va
perforer la membrane mitochondriale pour permettre au cytochrome c d'en sortir. La sortie du
cytochrome c de la mitochondrie vers le cytosol est un événement central dans le processus
apoptotique intrinseque, et le IGF-BP3 qui agirait en séquestrant le facteur de survie cellulaire
IGFI et aussi I'induction de géne PIG3 impliqué dans la production d’espéces réactives
d’oxygeéne (ROS) contribuant a la mort cellulaire programmée (Soussi., 2000 ; Migdal et
Serres., 2011).
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Figure 2 : Principales étapes des voies de signalisation apoptotique (Ashkenazi., 2008).
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1.4.3.2. P53 et arrét du cycle cellulaire

La p53 entre dans la régulation du point de contrdle entre G1 et S et I’autre point de G2 et
M.

- Pour le 1* point de contréle G1-S :

En présence d’un stress cellulaire ; cette protéine change sa conformation en tétramere (forme
active), elle se fixe sur I’ADN et augmente la transcription et 1’expression des génes cibles,
notamment elle stimule le gene TP21. La p21 inhibe la phosphorylation de la protéine Rb
(rétinoblastome), cette derniére reste complexée aux facteurs de transcriptions E2F lui-méme
stimule la transcription des génes conduisant a la synthese d’enzymes impliquées dans la
division cellulaire qui sont : la dihydrofolate réductase (DHFR), la thymidine Kinase (TK), la
thymidylate synthétase (TS), la DNA polymérase et les Cdk qui ne peuvent pas activer la
phase S (Soussi., 2000).

- Pour le 2eme point de controle G2-M

Le facteur clé c’est le complexe Cdc2-cycline B1 qui ne rentre au noyau qu’au moment de la
mitose, le géne 14-3-3 ¢ activé par le p5S3 est capable de séquestrer ce complexe Cdc2
cycline B dans le cytoplasme et I’empéche de renter au noyau pour provoquer un arrét de la

division cellulaire en phase G2 (Soussi., 2000 ; Godin et Cumano., 2007).

1.4.2.4. Rétrocontrdle de p53 par murine double minute 2

Dans le cas normal, la p53 est en équilibre constant entre la production et la
dégradation. Sa dégradation est associée a la liaison avec MDM2 (Brooks et Gu., 2006)
induite par le p53, au niveau des réesidus lysines localisés dans la région C-terminal de p53
(Rodriguez et al., 2000). La plupart des mutations du gene p53 entrainent une perte totale de
I'activité transactivatrice de la protéine p53, ce qui a pour conséquence d'abolir la réponse a un

stress dependante de p53 (Sandra Alvares., 2003).
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Figure 3 : Hétérogénéité des voies de signalisation utilisées par la p53 assure son réle de

gardien du génome (Soussi., 2000).

I. 5. Aspect clinique de la leucémie lymphoide chronique
Les tableaux cliniques dans la LLC sont polymorphes et traduisent une évolutivité de la maladie

trés différente d’un patient a I’autre.

1.5.1. Circonstances de découverte : variables

- Au décours d’un hémogramme systématique révélateur (médecine du travail ou autre
pathologie).

- Lors de signes généraux : asthénie mais trés souvent, I'état général est conservé.

- Devant un tableau d’adénopathies généralisées, bilatérales, symétriques (c’est le tableau le
plus fréquent en Algérie) et ou une splénomégalie.

- Devant un syndrome d’insuffisance médullaire : anémie et ou thrombopénie.
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- Au décours d’une complication : infectieuse, anémie hémolytique auto immune (Eichhorst et
al., 2015).

1.5.2. Diagnostic positif

- Hémogramme : Hyperleucocytose variable souvent supérieure a 50 000 /ul dont la
composante majeure est une hyper lymphocytose toujours supérieure a 5000/pl,
persistante sur plusieurs examens (plus de 3 mois), ou supérieure a 15000/ul sur un

seul examen (Zandecki., 2006).

- Examen du frottis sanguin : petits lymphocytes matures ; les ombres de Gumprecht
(Troussard et al., 2013 ; Hallek et al.,2008).

- Immunomarquage lymphocytaire par cytometrie en flux: Examen clé du
diagnostic Les lymphocytes de LLC sont de phénotype B expriment le CD19, CD20
faible et expriment un ensemble des marqueurs qui definissent le score de Matutes fait
de 5 points :CD5+, CD23+, FCM 7-, CD79b faible et une seule chaine Légére
membranaire K ou A (monoclonalité) ( Hallek et al.,2008) Un score de Matutes> 4
pose le diagnostic de certitude de LLC, Un score < 3 élimine un diagnostic de LLC, et
Un score = 3 ouvre une discussion cytologique, immunophénotypique avec d’autre
marqueur (CD10, cycline D1, CD40, CD200) et cytogénétique, pour retenir ou
éliminer une LLC (Lauren Rigollet., 2013).

- Myélogramme : est inutile au diagnostic : infiltration par des lymphocytes matures a
un taux > 30 %. (Sébahoun, 2005 ; Zandecki., 2006).

- Electrophorése des protides avec taux de y globulines : la LLC se caractérise par la
présence d’une hypogammaglobulinémie qui contribue parmi d’autres facteurs a 1’état
d’immunodépression que le malade présente au cours de son évolution. Toute fois un
taux normal voire un pic monoclonal souvent de type 1gG k peut se voir (Zandecki.,
2006).

10
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- Laclassification clinico-biologique de Binet (tableau I)

Stade A | Moins de 3 aires ganglionnaires atteintes, avec

hémoglobine >10g/L, plaquettes >100 g/L.

Stade B | Au moins 3 aires ganglionnaires atteintes avec hémoglobine
>10g/L, plaquettes >100 g/L.

Stade C | Anémie: hémoglobine <10g/L et/ou thrombopénie
plaquettes <100 G/l quelque soit I’atteinte ganglionnaire
(Binet et al, 1981)

1.5.3. Facteurs pronostiques

Le stade détermine la gravité de la maladie et la réponse au traitement.

- Les marqueurs sériques: Le CD23 présente une forme tronquée appelée CD23
soluble (CD23s). Il est augmenté entre 3 et 500 fois dans le sérum de patients atteints
de LLC, contrairement aux sujets sains (Bergmann et al., 2007 ; Trousard., 2009).

- Labeta 2-microglobuline et la thymidine kinase marqueurs de masse tumorale peuvent

prédire la survie ou la progression de la maladie (Haute Autorité de Santé., 2011).

- Le statut mutationnel des genes IgVH : Les patients avec un gene IgVH non muté

ont un mauvais pronostic. (Devereux et al., 2017 ;Thorselius et al., 2006).
- Anomalies génétiques dans la LLC
La LLC est caractérisée par des anomalies chromosomiques déséquilibrées (gains ou

pertes), en particulier des délétions et des amplifications, dont les plus fréquentes sont les
délétions 13q, 11q, 17p et la trisomie 12 (Figure 4) (Klein et al., 2001 ; Déhner et al., 2000).

Ces différentes anomalies sont corrélées a des survies différentes ; la plus péjorative est

représentee par la délétion 17p13 (délétion P53).

11
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Figure 4 : Probabilité de survie a partir de la date du diagnostic chez les patients des cinq

catégories génétiques (Dohner et al., 2000).

1.6. Méethodes d’étude de la délétion p53

1.6.1. Caryotype

C’est un examen qui permet de visualiser I’ensemble des chromosomes, Dans

certaines situations, les insertions et les micro-délétions ne sont pas visualisees (Mylene Beri-
Dexheimer., 2009)
En caryotype, la del17p13, du fait de sa petite taille, est parfois cryptique et nécessite une
bonne résolution pour sa détection. Les clones minoritaires peuvent ne pas étre visualisé
surtout a I’¢ére des anciens mitogenes utilisés dans la culture des lymphocytes de LLC.
Actuellement, avec D’apport des oligonucléotides et IL2, la fréquence des anomalies
chromosomiques détectées par caryotype a rejoint celle de L’hybridation in situ fluorescente
(FISH) avec la notion du caryotype complexe a pronostic pejoratif. Ce dernier contient parmi
ces anomalies une bonne partie de del17p13 (Lamaison., 2016).

12
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L.6.2. L’hybridation in situ fluorescente

C’est une technique ciblée et plus sensible que le caryotype. Elle surmonte le
probléme de la quantité et la qualité des mitoses a étudier, du fait que 1’étude peut se faire sur
noyaux (FISH interphasique sans culture cellulaire et/ou sur mitose si on réalise une culture
cellulaire) (Christine Lefebvre., 2014).

Il s’agit d’'une hybridation de sondes a des séquences spécifiques. La détection de
clone minoritaire sur noyaux est parfaitement possible, les clones peuvent étre présents au
diagnostic avant tout traitement ou représentent des clones de sélection chez des patients
traités. Ces clones sont a surveiller au cours de 1’évolution de la pathologie (Lamaison.,

2016).

La délétion P53 peut étre recherché par une sonde locus qui ne cible que le locus
17p13 ou en utilisant une sonde double qui recherche au méme temps la délétion P53 et la
délétion ATM (11922) (Nguyen., 2016).

1.7. Délétion p53 ou délétion (17p13)

Elle représente 7% a 10% des cas de LLC au diagnostic initial. (Déhner et al., 2000 ;
Dicker et al., 2009). C’est une perte de la région 17p13.1, site du gene suppresseur de tumeur
P53.

La délétion 17p13 est associée a un pronostic trés défavorable, avec une survie sans
traitement de 9 a 32 mois (Oscier et al., 2002 ; Zenz et al., 2008 ; Hallek et al., 2010 ; Wierda
etal., 2011 ; Fischer et al., 2011 ; Doubek et al., 2011 ; Bullian et al., 2012).

Les patients porteurs d’une délétion (P53) sont habituellement résistants aux
traitements comportant de la fludarabine et de maniere plus générale a toute chimiothérapie
conventionnelle. Ils constituent de ce fait un groupe de patients réfractaires pour lesquels de
nombreux essais cliniques utilisant des thérapies innovantes (ciblées), sont développés pour

améliorer le caractére péjoratif de cette anomalie (Hallek., 2008).

13
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1.8. P53 muté au cours de leucémie lymphoide chronique

11 existe plusieurs modes d’inactivation des fonctions suppressives de p53. Au niveau
génomique, il s’agit le plus souvent d’une inactivation bi-allélique par délétion d’un alléle et

mutation somatique de I’autre (Zenz et al., 2008).

Les mutations du géne P53 résultent souvent en une diminution de la dégradation par
MDM2 conduisant a I’accumulation de protéine p53 mutante, celle-ci exerce un effet
dominant-négatif sur la liaison a I’ADN et ’action Trans activatrice de la protéine (Brosh et
Rotter., 2009).

Au niveau de I’ARN, I’épissage alternatif, éventuellement favorisé par une mutation
du site d’épissage, peut induire une activité transcriptionnelle sélective de p53, ou une perte
d’activité transcriptionnelle. Certains micro ARN peuvent également interférer au niveau
post-transcriptionnel et diminuer la traduction de p53. Ces mutations sont actuellement
recherchées devant toute LLC réfractaire avec ou sans délétion P53 (Johnson et al., 2009 ;
Bilous et al., 2012).

1.9. Evolution et complications

La fréquence accrue des infections, pourrait étre un mode de révélation et elle
caractérise cette maladie tout au long de son évolution. L’infection est la premiere cause de
déces dans la LLC du faite de I’immunodépression cellulaire et humorale qui caractérise cette
maladie (Hallek., 2008).

Une cytopénie auto-immune peut survenir au diagnostic ou compliquée une maladie évoluée.

14
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1.10. Traitement

En regle générale, les stades A ne sont pas traités a surveiller régulierement. Pour les
patients qui ont besoin de traitement (maladie progressive), on dispose d’un panel de

chimiothérapie, d’immunothérapie et de thérapie ciblée (Hallek., 2008).

La chimiothérapie repose sur la Fludarabine, le Cyclophosphamide et la Bendamustine.
L’immunothérapie repose sur 1I’anti CD20, le plus utilisé est le Rituximab en association a une
chimiothérapie ; d’autres anticorps anti-CD20 sont utilisés comme Obinutuzumab,
Ofatumumab (Sébahoun., 2005).

Des thérapies ciblées sont récentes ou encore en cours de développement : 1’Ibrutinib
cible la protéine associée au récepteur du lymphocyte B (Dougé, et al., 2016). Le Venetoclax
cible la molécule Bcl2. Ces molécules (anti-BCR et anti-BCL2) ont des résultats prometteurs
chez les patients avec délétion P53 qui s’intégrent dans la catégorie des LLC réfractaires
(Etienne-Selloum., 2018). En cas de LLC avec P53, la greffe de moelle peut étre discutée
dans les formes graves du sujet jeune. Actuellement et selon les recommandations

internationales, sa place vient apres la thérapie ciblée (Jain, N. et O’Brien, S., 2015).

15



CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES



CHAPITRE Il MATERIELES ET METHODES

Introduction

Les objectifs de notre étude sont de réaliser durant notre travail pratique au niveau
du laboratoire de cytogenetique, service hématologie, Centre de lutte contre le cancer
(CLCC), Hopital Frantz fanon a Blida, une étude cytogénétique par Hybridation In Situ
Fluorescente (FISH) centrée sur la délétion 17p chez 6 patients atteints de leucémie
lymphoide chronique et de préciser I’impact pronostique de la délétion (P53) dans la LLC ;
pour ce faire, une étude rétrospective des cas index recrutés sur une période de 09 ans (2007-
2015) sera présentée pour évaluer son impact sur le pronostic de cette anomalie.

11.1. Matériel et méthodes

11.1.1 Matériel biologique

Des culots cellulaires congelés issus de patients déja typés par FISH ont été utilisé au

niveau du plateau technique de cytogénétique du service hématologie de ’EHS CLCC, CAC
Blida.

11.1. 2 Matériel non biologique

La réalisation de notre étude a nécessité I’utilisation d’'une gamme d’appareillage et de

réactifs. L’ensemble du matériel est illustré dans I’Annexe.

11.2. Méthodes

Du fait de la rareté de la délétion (17p) dans la LLC, notre travail pratigue commence

par 1’étalement des culots cellulaires de LLC avec délétion (17p) connus.
11.2.1. Prélevement

Le prélévement sanguin périphérique de 5 ml de sang total est fait de facon stérile avec
dispositif vacutainer hépariné qui est rapidement acheminé au laboratoire pour des examens

cytogénetiques.
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11.2.2. Comptage

Juste aprés le prélevement du sang périphérique nous effectuons une numération sur
I’automate d’hématologie pour le comptage des globules blancs (GB). La quantité de sang
veineux a mettre en culture dépendra du nombre de GB ; en cas d’hyperleucocytose majeure
(>100.000ul), une dilution de %2 jusqu’a 1/10 est réalisée. L’objectif est de mettre en culture
1000.000 de cellules / ml de milieu de culture.

11.2.3. Mise en culture

Toute mise en culture est effectuée stérilement sous hotte a flux laminaire Sur
I’étiquete de chaque flasque nous inscrivons : le nom, le prénom, la date de culture, type de
culture et la technique utilisée (72h mitogéne).Dans chaque flasque, nous ajoutons la quantité
de sang prélevée du tube mélangé avec 10 ml de RPMI complet, I’IL2 et le DSP30.La culture
se fait dans des flasques a bouchons dévissés d’un quart de tour, incubés a plat dans un plat en

inox dans une étuve a 37c’et 5% de CO2 pendant 72h.

11.2.4. Sortie de culture

11.2.4.1. Blocage des cellules en métaphase
Aprés 72 de culture, toujours en milieu stérile (sous hotte), nous mettons 100 pl de
colchicine sur échantillon pendant 30 min pour inhiber la mitose. Aprés 30mn d’action de la

colchicine, nous faisons sortir les flasques de 1’étuve a CO2.

11.2.4.2. Choc hypotonique

Le choc hypotonique a pour objectif 1’étirement de la membrane cytoplasmique, la
fragilisation des membranes nucléaires et cytoplasmiques en laissant tomber une goutte de la
suspension cellulaire sur lame. Il se produit un éclatement des membranes fragilisées libérant
ainsi les chromosomes qui restent toutefois groupés.

Le choc est fait a I’aide du Kcl qui entraine le gonflement des cellules par différence
de pression osmotique. Nous Transvasons les flasques dans des tubes coniques (15 ml)
étiquetes par le nom, prénom du patient, type et date de culture. Aprés nous Centrifugeons les
tubes fermés a 1300 tours pendant 8 min, puis le surnagent est enlevé en laissant un 1/3culot
pour 2/3 de surnageant et nous Rajoutons un ml de KCL réchauffé a 37 C° une

homogénéisation douce est nécessaire. Nous Complétons progressivement par le KCL jusqu’a
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12 ml on procede a des aspirations refoulements de ce mélange sur la paroi interne du tube
conique plusieurs fois (choc mécanique) a la fin nous Incubons ces tubes sans bouchons a

I’étuve séche a 37¢° pendant 25 minutes.

11.2.4.3. Préfixation

Nous ajoutons sur cette suspension cellulaire 1 ml de solution de fixation, et on
I’homogénéise doucement et progressivement, les tubes sont centrifugés a 1300 tours pendant

8 min, puis on enleve le surnagent en laissant 1/3culot pour 2/3 de surnageant.

11.2.4.4 Fixation

Le culot est mise en suspension, cette derniére est mélangée avec 1 ml du fixateur. Le
mélange est homogénéisé délicatement, puis nous Complétons jusqu’a 8 ml de fixateur et on
les homogeénéise. Les tubes sont centrifugés a 1300 tours pendant 8 min.

Nous Refaisons cette fixation deux a trois fois maximum ; pour avoir un culot cellulaire clair.

Une fois obtenu, on le garde a 4°C.

11.2.5. Etalement cellulaire sur lames

L’étalement se fait a partir du lendemain de la sortie de culture sauf urgence, a une
température ambiante de 23° a 25°C et un taux d’humidité de 30 a 40 %, les tubes ont été
centrifugés a 1300 tours pendant 5 min, le surnageant obtenu est éliminé pour obtenir 1/3 de
culot et 2/3 de fixateur, a ’aide d’une pipette pasteur cette suspension est homogénéisée.
Apres préparation des lames avec 1’inscription du nom-prénom, date de culture, technique et
la sonde P53 (17p13) /ATM (11g22) disponible dans le laboratoire, et avec une pipette

pasteur une goutte de culot cellulaire est disposée au centre de la lame.
11.2.6. Hybridation In Situ Fluorescente
Dans cette étude, nous avons utilisé le protocole de FISH pratiqué en routine au

laboratoire de cytogénétique du CAC de I’Hopital Frantz Fanon BLIDA.

La technique est réalisée suivant plusieurs étapes :
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11.2.6.1. Prétraitement des lames

Avant le prétraitement plusieurs solutions sont préparées :
- Ethanol 70%,85%,100% Solution IGEP 0.1%
- Solution IGEP 0.3 %
- Solution de Buffer 2 SSC
- Solution Tween
Les lames sont prolongées dans du 2 SSC Standard Sodium Citrate pendant 2 min a
température ambiante, une déshydratation est effectuée dans des bain d’éthanol (70% 85%
100%) pendant 2 min dans chacun a température ambiante les lames sont laissées pour le

séchage a I’air libre.

11.2.6.2. Dénaturation et hybridation

La sonde est retirée du congélateur -20°c et elle est préchauffée a température
ambiante, nous pipetons plusieurs fois pour I’homogénéiser. La sonde et les lames
d’échantillons sont préchauffés ensemble a 37°c pendant 5 min. Une fois que les lames et la
sonde sont préchauffés, une quantité de 10 pl de sonde est déposée sur 1’échantillon, ces
derniers on les couverons avec des lamelles puis sont laissés pour le séchage. Les lames sont
mises dans le Thermobrite pour la dénaturation a 75°c pendant 2 min.

Les lames sont incubées dans le Thermobrite pendant une nuit a 37°c a I’abri de la lumiére

11.2.6.3. Lavage post hybridation

Le lavage post hybridation a pour but d’éliminer les hybrides non spécifiques et les
molécules de sonde non hybridées ainsi que les lamelles.
Les lames sont lavées dans du tampon IGEP 0.1 % a température ambiante pendant 2 min,
puis les lamelles sont retirées delicatement, nous transférons les lames dans la solution IGEP
0.3 % a 72°c pendant 2 min, puis les lames sont plongées dans du Tween a température
ambiante pendant 30 secondes sans agitation. Nous retirons les lames de solution Tween et on
les transfére dans des bains d’éthanol successif (70%85%100%),1min dans chaque bain a

température ambiante. Les sont séchées a I’abri de la lumiére
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Apres avoir séché les lames une application du 10ul de DAPI est nécessaire sur chaque
échantillon et nous les recouvrons avec des lamelles a la fin sont conservées a 4c° jusqu’a la
lecture au microscope a épifluorescence.

11.2.7. Lecture au microscope a fluorescence

La lecture se fait dans une chambre noire, avec comptage des signaux sur au moins

200 noyaux et 20 mitoses.
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CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. RESULTATS

111.1.1. Etude prospective

Nous avons réalisé dans le plateau de cytogénétique hématologique du service
Hématologie, EHS ELCC, Blida, sur des culots congelés de patients atteints de leucémie

lymphoide chronique, 6 manipulations de FISH.
Nous exposons les résultats de ces six cas

I111.1.1.1. Présentation des cas (tableau I1)

Numéro de patients Sexe Age (ans)
Cas N°:1 Femme 57
Cas N° :2 Homme 59
Cas N°:3 Homme 50
Cas N° 4 Homme 68
Cas N°:5 Homme 64
Cas N° :6 Homme 67

Tableau 2 : présentation des cas.

Nous avons choisi d’exposer les résultats des six cas les plus représentatifs avec un
pourcentage élevé de la délétion du gene p53 dans la leucémie lymphoide chronique. Avec

une présentation de :

- Données épidémiologiques : age, sexe, antécédent de cancer familial, origine et profession
- Base diagnostique : hémogramme et score de Matutes

- Stade clinique selon la classification de Binet

- Résultats de la FISH avec une iconographie
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111.1.1.2. Résultats des cas

Cas N°1

Femme F.F agée de 57 ans, originaire de Blida ; frére décédé d’une tumeur cérébrale.
Elle est suivie pour LLC depuis le 11/09/2016. Une LLC est évoquée sur une
hyperleucocytose faite de lymphocytes au frottis sanguin.
111.1.1.2.1. Résultats d’hémogramme (tableau 111)
GB Lymphocytes  Hb Plaquettes FISH

45380 / pl 44800 / l 12.6 g/dl 135000 /pl  Délétion (P53)

Interprétation

Nous observons selon I’hémogramme objective :

- Une hyperleucocytose nette : GB > 10.000/ul
- Une hyperlymphocytose majeure : L > 5000/pl
- Un taux d’hémoglobine normal

- Une thrombopénie modérée

Score de Matutes : 5/5
Stade Binet : A— C
Résultats de la FISH : délétion P 53 = 85%

Figure 5: F.F : delétion (P53) sur noyaux
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Cas N°2

Homme B.B agé de 59 ans, originaire de Médéa, soudeur ; Il est suivi depuis le
07/02/2017.
Une LLC est évoquée sur une hyperleucocytose faite de lymphocytes au frottis sanguin.
111.1.1.2.2. Résultats d’hémogramme (tableau 4)
GB Lymphocytes Hb Plaquettes FISH
10810 / pl 7360 / pl 14.8 g/dl 92000 / pl Déletion(P53)
+délétion (ATM)

Interprétation

Nous observons selon I’hémogramme objective :

Une hyperlymphocytose modérée > 5000 pl et une thrombopénie modérée,

(plaquettes < 100000ul). Absence d’anémie.

Hb et réticulocytes normaux.

Score de Matutes 4/5
Stade de Binet : C.
Résultat de la FISH : délétion (P53) = 35% et délétion (ATM) = 34%

Figure n°6 : FISH : délétion P53 et délétion (ATM) sur mitose
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Cas N°3

Patient H.D &gé de 50 ans, originaire de Djelfa, inspecteur du trésor ; Suivi depuis le
03/02/2015. Une LLC est évoquée sur une hyperleucocytose faite de lymphocytes au frottis
sanguin.

111.1.1.2.3. Résultats d’hémogramme (tableau 5)

GB Lymphocytes Hb Plaquettes
20660ul 18800pl 15 g/dI 365000 pl

Interprétation

Nous observons selon I’hémogramme objective :
- une hyperleucocytose moderée
- une hyperlymphocytose modérée

- un taux d’Hb normal ; un taux de plagquettes normal

Score de Matutes de 5/5.
Stade de Binet: B

Résultat de la FISH : delétion (P53) = 32%

Figure n° 7: FISH : délétion (P53) sur mitose
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Cas N°4

Homme L.M &gée de 68 ans, originaire de Blida, commergant, sceur décédée par une
hémopathie maligne. Suivie depuis le 13/03/2017. Une LLC est évoquée sur une
hyperleucocytose faite de lymphocytes au frottis sanguin.
111.1.1.2.4. Résultats d’hémogramme (tableau 6)

GB Lymphocytes Hb Plaquettes
48000 / pl 30164 / pl 15.2 g/dI 124000/ pl

Interprétation

Nous observons selon I’hémogramme objective :
- une hyperleucocytose

- une hyperlymphocytose

- un taux d’Hb normal

- une thrombopénie modérée

Score de Matutes de 4/5.
Stade Binet : B
Résultat de la FISH : délétion (P53) = 74%

Figure n° 8: FISH : délétion P53 sur noyaux
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Cas N°5

Homme M.R &gé de 64 ans, originaire de Blida, agent de Sonatrach, frére suivi pour
myeélome Suivi depuis le 28/05/2017. Une LLC est évoqueée sur une hyperleucocytose faite de
lymphocytes au frottis sanguin.
111.1.1.2.5. Résultats d’hémogramme (tableau 7)

GB Lymphocytes Hb Plaquettes FISH
38060 / pul 17000 / pl 8.6g/dl 185000 / pl Del (P53)

Interprétation

L’hémogramme objective :

- Une hyperleucocytose modérée

- Une hyperlymphocytose modéree
- Une anémie modérée

- Un taux de plaquettes normal

Score de Matutes de 5/5.
Stade Binet : C
Résultat de la FISH : délétion (P53) = 48%

Figure n® 9: FISH : délétion P53 sur mitose

26



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Cas N°6

Homme F.A, &gé de 67 ans, originaire de Blida, directeur d’école, Suivi depuis le
16/05/2017. Une LLC est évoquee sur une hyperleucocytose faite de lymphocytes au frottis
sanguin.
111.1.1.2.6. Résultats d’hémogramme (tableau 8)

GB Lymphocytes Hb Plaquettes
39710/ pl 37320 / pl 12.2g/dl 199000 / pl

Interprétation

L’hémogramme objective :

- Une hyperleucocytose moderée

- Une hyperlymphocytose modérée
- Une anémie modeérée

- Un taux de plaquettes normal

- HB et Plaquettes normaux

Score de Matutes de 4/5.
Stade Binet : B
Résultat de la FISH : délétion (P53) = 79%

Figure n° 10: délétion P53 su noyaux
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111.1.1.3. Commentaires

L’objectif de 1’étude que nous avons effectué était de maitriser cette technologie
(FISH).

Partant du fait que les culots cellulaires que nous avons manipulés ont été congelés dés

que le diagnostic de délétion(P53) a été posé, il était important de reproduire les mémes
résultats.
Les résultats obtenus se superposent cas par cas a ceux déja retrouvés sur culot frais. Cela
témoigne de la reproductibilité de la méthode FISH, a condition de respecter toutes les
procédures requises dans la conservation des culots cellulaires, et dans la procédure de FISH
proprement dite.

Dans la littérature, le cut off requis pour retenir une délétion P53 varie selon les études
cliniques de 5% a 20% (Dd&hner et al., 2000 ; Dicker et al., 2009).

Le seuil de plus de 20% parait plus adapté a la définition de I’impact pronostique de cette
anomalie. Dans le cas de notre travail, le taux de delétion de P53 a varié de 32% a 85%,

largement supérieur au seuil optimal requis.

Les résultats trés satisfaisants obtenus sur la manipulation de culots cellulaires
congelés a — 20°C sont trés encourageants et ouvrent de nouvelles perspectives. En effet
disposer de matériel génétique a tout moment permettra entre autres de différer certaines
manipulations voire de tester de nouvelles sondes de FISH pour affiner le diagnostic et/ou le
pronostic de diverses pathologies.
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111.1.2. Etude rétrospective
Pour évaluer la valeur pronostique de la délétion (17p13) dans la LLC , une étude

rétrospective des cas index recrutés sur une période de 9 ans (2007-2015) a été réalisé .

Malades

Il s’agit d’une cohorte de 172 patients présentant une LLC de novo confirmée qui ont

été traités de fagon homogene.
Méthodes

Une fois le diagnostic de certitude affirmé par une étude immunophénotypique, les
patients ont bénéficié¢ d’un classement par stades selon la classification de Binet. Un examen
cytogénétique par FISH est systématiquement réalisé avant tout traitement: Apres un
prélevement sanguin sur héparine lithium, une culture de 72 h avec mitogenes (IL2, DSP30)
est réalisée. Une FISH (sondes locus 6qg21, 11q22, CEP12, 13 ql4q34 et 17p13) a été
systématiquement pratiquée au diagnostic. Au minimum, 200 noyaux et 20 mitoses sont

analyseés.
111.1.2.1. Répartition des patients selon le sexe et I’Age

Dans notre série les 172 patients au moment de diagnostic se répartissent en 42
femmes et 130 hommes, Sexe ratio = 3. L’Age moyen des patients de LLC au moment du

diagnostic : 63 ans, varie de (37 — 89).

Femmes = Homme

Figure 11 : Secteur représente la répartition des patients atteints de LLC selon le sexe
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111.1.2.2. Répartition des patients selon les stades de Binet :

Nous avons effectué une répartition des malades selon le stade de Binet, cette
repartions montre : Stades : A : 45 (26,2%), stade B : 53 (30,8%), stade C : 74 (43%)).

OStade A

@Stade B

OStade C

Figure 12 : Histogramme représente la répartition des patients selon les stades de Binet

111.1.2.3. Répartition des patients selon la présence des anomalies cytogénétique (délétion

p53)

Les résultats de 1’étude cytogénétique de 172 patients obtenu par FISH, représente 1’absence

d’anomalies cytogénétique chez 30 cas (17,5%) et la présence d’anomalies récurrentes chez

142 patients (82.5%).
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B Pas d'annomalies @ Anomalies récurrantes

Figure 13 : Secteur représente la répartition des patients selon la présence des anomalies
cytogénetique

Parmi les anomalies récurrentes on a la présence de délétion p53 dans 24 cas soit 14%,

qui se devise en :

- Délétion (P53) était isolée dans 5 cas soit 20,8% des cas retrouves

- Délétion (P53) était associéee dans 19 cas soit 79,2% des cas retrouvés

111.1.2.4. Survies globales selon I’absence ou la présence d’anomalies cytogénétiques

Les résultats obtenus de notre étude rétrospective concernant la médiane de survie
globale (Figure 13) était de :

- 97 mois pour les délétions 13q14 isolées

- 60 mois pour les patients ne présentant aucune anomalie
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- 57 mois en cas de délétion ATM
- 58 mois en cas de Tri 12

- 25 mois en cas de délétion P53. (p < 0,00001).

=
=2
]
g1
E
3 2
4]
@ OO

a =0 410 (=] =0 100 120

Coubes de survie globale selon les anomalies cytogenetiques de 172 LLC

La del{iP53) en vert pésente la plus mauvaise médiane de suvie globale = 25 mois

Figue n° 14 : Courbe de survie globale selon les anomalies cytogénétique
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111.1.2. 5 Survie globale selon délétion (P53) versus non délétion (P53)

Nous avons effectué une étude comparative entre la survie globale des patients atteints
de LLC délétion p53 et des patients LLC sans délétion p53, on utilise les résultats

rétrospectifs.

1.2
1.0
=
.6
. Absence de del{P53})
<1
ER-: |
% deliP53) P = 0,00001
& 0.0 _ _ ] ] _
o 20 40 60 80 100 120

Survie globale LLC avec del{P53) versus LLC sans del{P33)

Figue n° 15 : Courbe de survie globale de la délétion (P53) en vert
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111.2. Discussion
La fréquence des anomalies récurrentes rejoint celle de I’auteur (82,5% vs > 80%).

La fréquence de la délétion P53 est plus élevee dans cette étude (14 % vs 7%) par
rapport a la série historique de Dohner (p = 0,015) (Dohner et al., 2000). Cela est
certainement lié a la fréquence particulierement élevée des stades C dans notre série (43%),

stades dans lesquels ces délétions sont prédominantes (62,5%) dans cette étude.

Les survies les plus courtes sont retrouvées parmi les patients présentant une délétion
P53 courbe en vert sur la (figure 13), une délétion ATM et une trisomie 12. La meilleure

survie (courbe en jaune) : (97 mois) est retrouvée en cas de délétion 13q14 isolée.

Lorsqu’on compare la survie des patients porteurs d’une délétion (P53) figure 14
(courbe en vert) versus les patients sans délétion (P53) (courbe en noire), la différence de

survie est en faveur des patients sans délétion P53 de maniére tres significative (p < 0,00001).

111.3. Conclusion

La FISH est une méthode sensible, rapide et fiable pour identifier les principales
anomalies récurrentes dans la LLC.

Les données de cette étude révélent la fréquence particuliére de la délétion P53, avec
une survie globale considérablement raccourcie (médiane = 25 mois) témoignant du tres

mauvais pronostic de cette anomalie dans la LLC.
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CONCLUSION ET PRESPECTIVE

Les objectifs de notre étude pratique étaient :
1- De réaliser durant notre pratique une étude cytogenétique par Hybridation In Situ
Fluorescente (FISH) centrée sur la délétion 17p dans la LLC.
2- De préciser I’impact pronostique de la délétion (17p) dans la LLC en évaluant cela sur une
étude rétrospective de cas index.

Au terme de notre stage, 1’objectif technique du travail pratique a été atteint par la
maitrise de cette technologie (FISH).

A partir de I’étude cytogénétique de culots cellulaires congelés, nous avons reproduit
les résultats attendus. Cela témoigne de la reproductibilité de la méthode FISH, a condition de
respecter toutes les procédures requises dans la conservation des culots cellulaires, et dans la
procédure de FISH proprement dite.

Parallélement nous avons apporté une preuve irréfutable de la réalité des délétions
initialement trouvées puisque dans ce travail, le taux de délétion de P53 a varié de 32% a
85%, largement supérieur au seuil optimal requis.

La FISH est une méthode sensible, rapide et fiable pour identifier les principales

anomalies récurrentes dans la LLC.

De méme nous avons montré que les culots cellulaires congelés sont une excellente
source pour des compléments de manipulation.

Dans 1I’¢étude rétrospective pronostique qui a ét€é menée, il ressort deux arguments
importants :
La fréquence des anomalies récurrentes rejoignent celle de P’auteur. (82,5% vs > 80%).
(Dohner et al.,2002)

La fréquence particuliére de la délétion P53 dans cette étude (14 % vs 7%) par rapport
a la série historique de Dohner (p = 0,015) et le caractére particulierement péjoratif de cette

délétion au regard de la survie trés courte des patients, comparée a celle des autres anomalies.
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ANEXES MATERIELS ET METHODES

Annexe | : Matériels

I.1. Equipement

Un incubateur a CO2 pour culture cellulaire

Une hotte a flux laminaire

Une hotte chimique pour manipulation de produits toxiques

Une centrifugeuse

Un bain marie thermostaté 37°C a 100°C.

Réfrigérateur a + 4°C.

Congélateur a -20°C

Un hygrothermométre pour la T° et I’humidité de la piece du laboratoire

Un microscope équipé d’un systéme d’acquisition et de traitement d’image avec
imprimante

Des bacs en porcelaine.

Les plateaux en inox.

Les haricots, les portes lames, les portoirs des tubes conique 15 ml et 50 ml,
minuteurs.

Micropipettes a différents volumes de 5 microlitres jusqu’a 1000 microlitres.

Thermobrite : équipement pour dénaturation et hybridation pour FISH.

1.2. Consommables

Les tubes coniques 15 ml, 50 ml.
Les embouts

Les lames et lamelles.

Les flasques de culture.

Les Eppendorf.

Les pipettes pasteur.

Les seringues et les Compresses.

Les gants et le désinfectant
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1.3. Réactifs

1.3.1. Réactifs pour la culture et la sortie de culture cellulaire (tableau 9)

Réactif Stockage

RPMI 1640 sans glutamine +4°C
Sérum de veau feetal -20°C
Pénicilline-streptomycine-L glutamine -20°C
Héparine lithium TA
IL2 -20°C
DSP 30 -20°C
Colcémide (10ug/ml) +4°C
KCL (poudre) TA
Méthanol absolu TA
Ethanol TA
Acide acétique glacial TA

1.3.2. Réactifs pour FISH (tableau 10)

Réactif Stockage

20 SSC TA
Tween-20 TA
Ethanol TA
HCL TA
Igépal TA
DAPI +4C

Sonde ATM/P53 -20C
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1.3.3. Milieux et solution

Milieu de culture : RPMI complet
A préparer stérilement et a conserver a + 4°C (400ml RPMI + 100ml Sérum

de Veau Fcetal + 10 ml (L-glutamine + peni-strepto) + 5ml héparine.

¥

Colchicine
Kcl (5.6 g de Kcl a dissoudre dans 1 litre d’eau distillée)
Solution de fixation (1/3 Acide Acétique + 2/3 Méthanol)

Culture -
sortie de
culture
cellulaire

~

Milieu Ethanol (100% : 200 ml Ethanol), 85% : 170 Ethanol + 30ml I’eau distillée
70% : 140 Ethanol + 60 ml d’eau distillée.

Solution de Buffer 20 SSC (dilution 1%)

Solution IGEP 0.1 % (Igépal 1 cc + 20 SSC 100 pl, compléter 1’eau distillée a
100 ml)

Solution IGEP 0.3 % (lgépal 1.5cc + 20 SSC 100ul, compléter 1’eau distillée a
100 ml

Solution Tween (20 SSC 100 ml, compléter 1’eau distillée a 1 L + Tween 500 pl.
DSP30 (retirer le tube du -20°C, centrifuger le tube dans la centrifugeuse a
Eppendorf et ajouter 5 ml d’eau distillée stérile, homogénéiser et aliquoter

Par 10 pl et stocker a -20°C

IL2 : la préparation peut changer selon le fournisseur : 50000U (25ug) dans 5 ml
De PBS stockage a -20°C sous hotte a flux laminaire, aliquoter en tubes de 20 pul
et stocker a— 20 °C

FISH
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RPMI Complet

Boite a FISH
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Congélateur -20c°®

-

Acide acétique Haute chimique

Méthanol
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Haute laminaire

Flasque iItre

Micro pipette
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Bain Marie

Etuve séche
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Thermo

Etuve humide 5 % CO2 37 c°

e

&
@1

Sonde ATM /P53 DAPI Colcémide

Minuteur Pipette pasteur
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Aricaux Plateau en inox
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Solution alcoolique

Porte lame en verre Thermometre

IL2 et DSP30
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Thermobrite

Microscope a fluorescence Boite a FISH



