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Résumé

La leucémie lymphoide chronique est une hémopathie maligne, caractérisée par la prolifération et
I’accumulation dans la moelle osseuse de lymphocytes B monoclonaux immunologiquement incompétents.
Les anomalies cytogénétiques sont des facteurs pronostiques importants et indépendants et qui impactent

la survie sans progression et la survie globale dans cette pathologie.

Nous avons réalisé une étude prospective dans une cohorte de patients (n=43) atteints de leucémie
lymphoide chronique dans la région de Blida. L’objectif de ce travail est de rechercher par technique FISH,
quatre anomalies cytogénétiques récurrentes importantes dans la leucémie lymphoide chronique, puis

évaluer leur répartition.

L’analyse par FISH a été réalisée sur un prélévement de sang périphérique sur héparine lithium ; une
culture de 72 heures est réalisée. Les sondes utilisées sont: CEP12, 13q14/13qter, P53 (17p13)/ATM
(11g22).

Dans notre étude, nous avons observé un sexe ratio de 3.7 avec une nette prédominance masculine (34
hommes et 9 femmes) et un age médian de 65 ans. L’étude cytogénétique a révélé 1’absence d’anomalies
ciblées dans 9 cas (21%) et leur présence dans 34 cas (79%).Les anomalies cytogénétiques récurrentes
retrouvées se répartissent en del13q14 : 20 cas (10 isolées, 10 associées), trisomie 12 : 10 cas (7 isolées, 3

associées), del 11q22 : 10 cas (4 isolées, 6 associées), del P53 : 6 cas (2 isolées, 4 associées).

Ces données indiquent les fréquences élevées de la del (ATM) et de la del (P53) dans notre étude. Ce
constat est du trés probablement aux statuts de ces patients qui présentent souvent des formes tumorales de
la maladie et au diagnostic tardif, le délai pour consulter pour ces anomalies étant supérieur au délai moyen

de ’ensemble des cas.

Ces anomalies sont réputées étre de trés mauvais pronostic en raison en particulier de la résistance aux
schémas thérapeutiques a base de Fludarabine. L'analyse cytogénétique par FISH est un outil utile et
indispensable pour préciser la répartition des principales anomalies chromosomiques dans la LLC en raison

des implications thérapeutiques qui en dépendent.

Mots clés: LLC, FISH, del13ql4, trisomie 12, del ATM, del P53



Abstract

Chronic lymphoid leukemia (CLL) is a malignant blood disease characterized by the proliferation and
accumulation in the bone marrow of immunologically incompetent monoclonal B cells.

Cytogenetic abnormalities are important prognostic factors independent of the progression and survival in
this pathology.

We performed a prospective study in a cohort of patients (n = 43) with chronic lymphocytic leukemia in
the Blida region. The objective of this work is to search by FISH technique, four important recurrent

cytogenetic abnormalities in chronic lymphoid leukemia, then to assess their distribution.

The FISH analysis was performed on a peripheral blood sample on lithium heparin; a 72-hour culture is
carried out. The probes used are: CEP12, 13914 / 13qter, P53 (17p13) / ATM (11q22).

In our study, we observed a sex ratio of 3.7 with a clear male predominance (34 men and 9 women) and a
median age of 65 years. The cytogenetic study revealed the absence of targeted abnormalities in 9 cases
(21%) and their presence in 34 cases (79%). The recurrent cytogenetic abnormalities found are divided into
del13qg14: 20 cases (10 isolated, 10 associated), trisomy 12: 10 cases (7 isolated, 3 associated), del 11922:

10 cases (4 isolated, 6 associated), del P53: 6 cases (2 isolated, 4 associated).

These data indicate the high frequencies of del ATM and del P53 in our study. This finding is most likely
due to the status of these patients who often present with tumor forms of the disease and late diagnosis, the
time to consult for these abnormalities being greater than the average time for all cases.

These anomalies are deemed to have a very poor prognosis, in particular due to resistance to Fludarabine-
based schemes..

Cytogenetic analysis by FISH is a useful and indispensable tool for specifying the distribution of the major

chromosomal abnormalities in CLL due to therapeutic implications that depend on it.

Key words: CLL, FISH, del 13914, trisomy 12, del ATM, del P53
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Glossaire

Asthme : maladie respiratoire de type allergique

Adénopathie : un grossissement ou une hypertrophie d’un ganglion lymphatique.

Carcinome : cancer a structure conjonctive dominante

Comorbidité : la présence d'un ou de plusieurs maladies associées a la maladie primaire.

Cytopénie : un déficit quantitatif d'un type de cellules du sang.

Fludarabine : produit de chimiothérapie utilisé dans le traitement de la leucémie lymphoide chronique.

Hyperlymphocytose : nombre élevé de lymphocytes, supérieur a 5000 par mm3 chez le sujet adulte.

Hypertrophie amygdalienne : augmentation de volume des deux organes situés sur la paroi latérale

du larynx.
Infarctus de myocarde: est une nécrose d'une partie du muscle cardiaque secondaire a un défaut
d'apport sanguin.

Ira thérapie : irradiation interne par I’iode 131

Ostéosarcome : une tumeur primitive maligne de I'os.

Myélome multiple : est une affection de la moelle osseuse provoquée par une prolifération maligne d'un
type de globules blancs : les plasmocytes.

Néoplasme : est une tumeur maligne de n’importe quel organe.

Néphropathie : maladie rénale

Pronostic: est la prédiction d'un médecin concernant le développement futur de I'état de son patient.

Splénomegalie: une augmentation de volume de la rate.

Survie globale : temps écoulé entre le début de sa maladie et le devenir du patient a un temps t.

Survie sans progression : durée apres un traitement pendant laquelle la maladie ne progresse pas.

Thrombopénie : diminution du nombre de thrombocytes en dessous de 150 Giga /litre.
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Introduction

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une pathologie du sujet &ge caractérisée par une
grande variabilité évolutive y compris au sein des mémes groupes pronostiques ou certains
patients présentent une maladie évolutive avec une survie de quelques mois (formes agressives),
alors que d’autres ont une maladie plus indolente avec une survie tres longue (Montillo et
al.,2005)

Les classifications de Rai et de Binet ont longtemps été les seuls outils qui ont permis de
stratifier le pronostic des LLC. Il est apparu a 1’usage que ces classifications n’étaient pas

suffisamment puissantes pour réveéler toutes les situations pronostiques.

Parmi les facteurs pronostiques les plus puissants récemment étudiés, on reléve au premier
plan les anomalies cytogénétiques tels les délétions des chromosomes 13, 11 et 17 et la trisomie
12. Plusieurs anomalies cytogénétiques sont identifiées comme des facteurs de pronostic
défavorable, en particulier la délétion 17p et la délétion 11 q, observées chez des patients

porteurs de LLC a des stades avancés et trés évolutives. (Dohner et al.,2000)

Ces techniques complémentaires ont un grand intérét pour évaluer le pronostic des LLC en
identifiant des sous-groupes de patients a risque, définissant ainsi au mieux la stratégie
thérapeutique adaptée pour chaque patient. Dans ce cadre, nous avons réalisé un projet de fin
d’étude sur les anomalies cytogénétiques des LLC. Notre travail a éte réalisé au sein du plateau
technique de cytogénétique hématologique de ’EHS CLCC, Hoépital Frantz Fanon Blida. Il
avait pour principaux objectifs de:

- Etablir la répartition des anomalies cytogénétiques récurrentes dans la Leucémie
lymphoide chronique et leurs intéréts thérapeutiques.

- Comparer nos résultats a ceux de la littérature.
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|. Généralités

I. 1. Hémopathies malignes

Les hémopathies malignes regroupent I'ensemble des cancers du sang et des organes
lymphoides. Elles résultent d'une prolifération d’une lignée de cellules sanguines matures
(entrainant des hémopathies chroniques a évolution lente) ou d’une lignée de cellules immatures
(entrainant des hemopathies aigues a évolution rapide) mais qui, dans tous les cas échappent a
la régulation normale de 1’organisme.

On peut distinguer deux grandes familles : les leucémies qui se développent initialement dans
la moelle osseuse, et les lymphomes qui se développent et donnent une masse tumorale dans

les organes lymphoides. La figure 1 illustre le processus de différentiation et transformation

monoclonale.
I Cellule Souche Hématopoietique : CSH I
Cs L\rmphmde CS Myeloide
Mutation
oncogénique I I I
Lym B LympT NK
Transformation

clonale \
Leucémies aigues Leucémies chroniq ues@

SLPC

Figure 1 : Processus de différenciation et transformation monoclonale (original)

l. 2. Les leucémies

Les leucémies représentent des affections hématologiques malignes caractérisées par une
prolifération monoclonale incontr6lée dans la moelle osseuse, de cellules a l'origine des

globules blancs.
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Les leucémies prennent le nom de (lymphoide) ou (myéloide) quand les cellules leucémiques
trouvent leur origine au niveau des cellules souches lymphoides ou des cellules souches
myéloides respectivement. Ainsi pour toutes ces leucemies, les symptdmes, leurs évolutions,

leurs traitements sont différents (Arberetal.,2016).

I. 2. 1. Leucémies aigues

Dans cette catégorie, les cellules cancéreuses sont issues de précurseurs hématopoiétiques
bloqués dans un processus de maturation soit a un stade immature a I'état de Blaste soit a un
stade immature de précurseurs. Ces cellules s’accumulent dans la moelle, le sang, et les organes
lymphoides secondaire et ils ne remplissent pas leurs fonctions habituelles, cette prolifération
empéche la maturation des autres cellules sanguines normales (Arberet al.,2016). On distingue
deux types de leucémies aigues(LA), selon leur origine, les leucémies aigues lymphoblastiques
(LAL) issues des précurseurs lymphoides (LT, LB, NK), et les leucémies aigues
myéloblastiques (LAM) issues des précurseurs myéloides (Granuleux, érythroblastes,
mégacaryocytes)

I. 2. 2. Leucémies chroniques
Dans cette catégorie, les cellules cancéreuses ont un aspect mature, on retrouve deux types de
leucémies chroniques : lymphoides et myéloides (Troussard, 1999)

I. 3. Les syndromes lymphoprolifératifs chroniques
IIs regroupent des entités allant de la leucémie lymphoide chronique a des maladies plus
agressives, chacune comportant des caractéristiques biologiques spécifiques. La classification

FAB des syndromes lymphoprolifératifs permet de séparer les proliférations B et T (Tableau

).
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Tableau I: Classification FAB des hémopathies B et T. (Troussard, 1999)

Hémopathies B

Hémopathie T

LLC
LLC de type mixte
La leucémie pro lymphocytaire (LPL)

La leucémie lymphoide chronique T (LLC-T)
La leucémie pro lymphocytaire T (LPLT)
La leucémie/lymphome T de 1’adulte (ATLL)

La leucémie a tricholeucocytes (HCL) Le syndrome de Sézary
Les phases leucémiques des lymphomes a cellules du
manteau (MCL) et du lymphome folliculaire (FL),

Le lymphome lymphoplasmocytaire.

La leucémie a plasmocytes

Le lymphome splénique a lymphocytes villeux (SLVL).

La classification de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) des néoplasmes lymphoides
mise a jour en 2016 représente un consensus mondial sur le diagnostic de ces tumeurs et est
basée sur la reconnaissance de maladies distinctes, en utilisant une approche multidisciplinaire
(clinique, cytologique anatomopathologique, immunocytologique, cytogénétique et
moléculaire). La classification mise a jour a affiné les définitions des maladies bien reconnues,
identifié de nouvelles entités et variantes et incorporé des concepts émergents dans la

compréhension des néoplasmes lymphoides. (Swerdlow et al., 2016)

I. Leucémie lymphoide chronique

Il. 1. Historique

En 1840 Virchow a décrit deux formes de leucémies chroniques, correspondant probablement
a la LLC et a la leucémie myéloide chronique (LMC). Prés d’un siécle plus tard, en 1928,
Richter décrit I’apparition de lymphomes a grandes cellules dans la LLC. En 1967 :Dameshek
a émis I'hypothese que la LLC était une maladie cumulative des lymphocytes
immunologiquement incompétents. Trois ans apres, il a été démontré que les Lymphocytes de
LLC expriment une immunoglobuline de surface, indiquant que ces cellules néoplasiques
étaient des cellules lymphoides B. En 2010, le séquengage haut debit met en lumiére

I’hétérogénéité moléculaire de la LLC.
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I1. 2. Définition

La LLC est une hémopathie maligne, caractérisée par la prolifération et I’accumulation dans la
moelle osseuse de lymphocytes B matures monoclonaux, immunologiquement incompétents.
Cette monoclonalité est due a 1'expression d’un seul type d’immunoglobuline de surface soit
kappa soit Lambda ; avec passage des cellules au niveau du sang et des organes lymphoides.
La LLC se caractérise par une lymphocytose isolée de plus de 5000/ul, persistant plus de 3
mois, chez un sujet adulte. (Campo et al.,2011 ; Swerdlow et al., 2016)

I1. 3. Epidémiologie

Il. 3. 1. Incidence

La LLC est la leucémie la plus fréquente chez les adultes dans les pays occidentaux, (25 a 30
% de toutes les leucémies). Elle est plus fréquente chez les hommes, avec un rapport hommes
/ femmes d'environ 1,3/1 & 1,7/1. Aux Etats-Unis, les taux d'incidence chez les hommes et les
femmes sont d'environ 6,75 et 3,65 cas pour 100 000 habitants par an, respectivement
(Yamamoto et Goodman, 2008). En Europe, ces taux d'incidence sont respectivement de 5,87
et 4,01 cas pour 100 000 habitants par an (Sant et al., 2010)

En Algérie, sur cette période de 5 ans (2009-2013), I’incidence moyenne annuelle est de 0,66
/ 10° hbts. Elle est faible, comparée a celle des pays occidentaux. L’age moyen au diagnostic
est de 67,5 ans (33-98) avec deux pics de fréguence : 60-69 ans (28%) et 70-79 ans (32,7%).
Sexe ratio : 2,13. L’age jeune de la population algérienne pourrait expliquer cette incidence
ainsi que la méconnaissance du diagnostic dans les stades A asymptomatiques. (Dali et
al.,2015)

I1. 3. 2. Facteurs de risques
Facteurs héréditaires

L’existence d’une susceptibilité génétique a développer une LLC : les apparentés au premier
degré de patients ayant une LLC ont un risque relatif de développer eux-mémes une LLC évalué
a 8,5 ; de plus, les jJumeaux monozygotes de patients porteurs d’une LLC se voient plus souvent
diagnostiquer eux-mémes des LLC que leurs jumeaux dizygotes. Des polymorphismes
nucléotidiques (SNP) sont impliqués dans ces formes familiales, et concerneraient notamment
les genes IRF4 et BCL2.(Rebora et al.,2012) (Law Philip et Houston, 2019)
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Facteurs environnementaux

Un lien statistique a été mis en évidence entre le développement d’une LLC et le fait de vivre
et travailler dans une exploitation agricole, et plusieurs données suggerent que les insecticides
et herbicides (agent orange) augmenteraient le risque de LLC. (Rushtonet al ., 2014).

I1. 4. Physiopathologie

I1. 4. 1. Origine de la cellule de la leucémie lymphoide chronique 1

En 2010 et 2011, Kikushige et ses colléges ont démontré que la cellule souche hématopoiétique
est impliquée dans le développement de la LLC. En effet, ils ont prouvé que cette cellule produit
un grand nombre de cellules pro-B polyclonales en réponse a une activation de la voie de
signalisation du BCR, ces cellules expriment fréquemment le CD5 et le CD23, caractéristiques
du clone leucémique de la LLC. Ces lymphocytes B polyclonaux, sont ensuite sélectionnés et
amplifiés par activation de la signalisation de leur BCR conduisant a I’apparition de la MBL.
Cette derniére évoluerait enfin vers une LLC suite a des évenements oncogéniques non définis.
(Kikushigeet al.,2010) (Figure 2).

Processes recapitulated in the xenograft model I

1
MBL phase CLL phase

)A(utoa or
eno-antigens )
@

Oncogenic events

Abnormal chromosome eic

Primary event

HSC CLL-HSC
(C B

Transformation

Polvyclonal Oligoclonal Monoclonal

Figure 2 : Origine de la cellule de la LLC (Kikushige et al.,2010)

Au sein du lymphocyte B normal, la diversité du répertoire immunitaire du BCR est rendue
possible notamment par la recombinaison des chaines VDJ (Variable Diversity Joining) Celle-
ci a lieu au moment du stade pré pro-B dans la différenciation B dans la moelle osseuse. Ainsi,
a la sortie de la moelle osseuse, chagque lymphocyte B naif exprime un BCR qui lui est propre
et la probabilité qu’il existe au sein de I’organisme deux BCR identiques appartenant a deux

lymphocytes B différents est quasi nulle (Chu et al.,2008)
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I1. 4. 2. Résistance a I’apoptose

Une surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) a été mise
en évidence dans les cellules leucémiques. L hypothése retenue actuellement est que miR-15-a
et miR-16-1, qui régulent négativement Bcl-2 au niveau post traductionnel, sont sous-exprimés
dans la LLC (Aguilar-Santeliseset al.,1996 ; Cimmino et al.,2005)

Interaction entre les macrophages associés aux tumeurs et la cellule leucémique

Dans le microenvironnement tumoral, il existe des cellules immuno-régulatrices qui
s'accumulent massivement, elles s'appellent les macrophages associés aux tumeurs (TAM). Ces
cellules dérivent de précurseurs monocytaires circulants. Le recrutement des monocytes au sein
des tumeurs est régulé principalement par des cytokines, des chémokines et des facteurs de
croissance produits par les cellules tumorales et les cellules du microenvironnement. (Kodelja
etal ., 1998).

Il existe des TAM de phénotype M1 qui sont activés par la présence de PAMP (Pathogen

Associated Molecular Pattern) et la présence des cytokines inflammatoires IL- 12 et IFN- Y, et
des TAM de phénotype M2 qui sont stimulés par d’autres Interleukines IL-4, 13, 21, 33 qui
possedent un effet anti-inflammatoire.
Dans la plupart des tumeurs, les macrophages sont considérés comme de phénotype M2. Les
TAM secretent des cytokines, protéases, facteurs de croissances qui encouragent I’angiogenése
tumorale et les métastases griace aux nutriments et a I’oxygene que les nouveaux vaisseaux
sanguins apportent & la tumeur.(Ning-Bo et al ., 2012). Les nurses like cells (NLC) sont
retrouvées dans les ganglions lymphatiques des patients atteints de LLC, favorisant ainsi la
survie des cellules leucémiques in vitro. Ces NLC partagent avec les TAM de nombreuses
caractéristiques telles que la capacité immunodépressive et un profil transcriptomique proche.
(Burger et al ., 2000)

Interaction entre les cellules LLC et les cellules stromales

Les cellules LLC ont un métabolisme plus actif que les cellules saines, ce qui entraine une
production plus importante de radicaux libres et une dépendance vis-a-vis des antioxydants

cellulaires comme le glutathion (GSH) pour maintenir leur balance redox intracellulaire.

Les cellules stromales protégent les cellules LLC de la mort cellulaire en augmentant la
concentration du GSH. La cystéine est trés instable dans le milieu extracellulaire et s’oxyde

spontanément et rapidement en cystine (deux molécules de cystéine liées par une liaison
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disulfure). La cystine, plus abondante et plus stable que la cystéine, est transportée du milieu
extracellulaire vers le milieu intracellulaire par I’anti porteur cystine/glutamate (Xc-) (Figure3)

pour y étre réduite en cystéine. (Zhang et al ., 2013)

Survie
Résistance
aux drogues

P "
Cystfinei [Apoptose

Cystm'e. Cystine

Circulation sanguine

Cystine
—

Figure 3 : Interaction entre le stroma et les cellules LLC-B.(Zhang et al ., 2013)

I1. 4. 3. Prolifération

Les cellules leucémiques, prélevées dans le sang périphérique, sont des lymphocytes
quiescents, bloquées en phase GO/G1 du cycle cellulaire. Plusieurs études révelent que les
cellules leucémiques ont des télomeres plus courts que les lymphocytes B normaux démontrant
ainsi une augmentation de leur prolifération. Des cellules leucémiques en prolifération peuvent
étre retrouvées au sein des ganglions lymphatiques ou plus rarement dans la moelle osseuse au

sein des centres de prolifération.(Rampazzo et al ., 2012)

I1. 4. 4. Voie de signalisation du BCR

Le BCR et son signalosome controlent trés finement la différenciation et la maturation des
lymphocytes B. Dans la LLC, la voie de signalisation du BCR est essentielle a la survie, a la
prolifération, et aux interactions avec le microenvironnement. (Hendriks et al.,2014) (Figure
4)
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Figure 4 : Voies de signalisation du BCR dans la LLC (Hendriks et al .,2014)

I1. 5. Etude Clinique

11. 5. 1. Circonstances de découverte

Les circonstances de découverte d »une LLC sont nombreuses :

Lors d’un hémogramme de routine

Des adénopathies superficielles, bilatérales et symétriques (cas le plus fréquent en Algérie)
Une splénomégalie ou plus rarement une hypertrophie amygdalienne (<5% des cas)
Cytopénies (anémie, thrombopénie) dues a I’infiltration médullaire

Complications infectieuses ou auto-immunes.

I1. 5. 2. Critéres diagnostiques

Hémogramme : la réalisation de deux hémogrammes a trois mois d’intervalle selon les
recommandations de la HAS, permet de différencier une hyperlymphocytose de plus de 5000/ul
réactionnelle d’une hyper lymphocytose de la LLC ; néanmoins une hyper lymphocytose a

15000/ul une seule fois doit évoquer la LLC. (Swerdlowet al., 2016)

Frottis sanguin : visualise les lymphocytes d’aspect cytologique matures avec un noyau
arrondi a chromatine dense et cytoplasme réduit, majoritaire sur 1’équilibre leucocytaire, et des
débris nucléaires dites « Ombres de Glmprecht » trés évocatrice de la LLC. (Swerdlow et
al.,2016) (Figure5)
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Figure 5 : Etalement sanguin typique d’une LLC (gauche) : Nombreux petits lymphocytes
avec noyau arrondi et cytoplasme trés réduit avec des ombres de Gumprecht (croix) (droite)

(http://campus.cerimes.fr)

Immunophénotypage lymphocytaire sur sang périphérique :

L’immunophénotypage lymphocytaire sur sang périphérique met en evidence les antigénes
membranaires pour préciser la nature lymphocytaire monoclonale et le niveau de maturation de
la cellule. Le score de Matutes (SM) qui comportent 5 points est utilisé pour confirmer le
diagnostic de LLC parmi les SLPC. Dans le SM, un point est attribué en cas de positivité des
molécules membranaires (CD5), (CD23), d’expression faible des IgS, de (CD22) /ou (CD79b)
et de négativité de FMC7 (Matutes et al .,1994) (Tableau II).

La LLC se définit par un score de Matutes égal ou supérieur a 4, un score de 3 peut correspondre
a une « LLC atypique ». Un score inférieur a 3 permet de caractériser les autres syndromes

lymphoprolifératifs chroniques B. Un score inférieur a 3 exclut le diagnostic de LLC.

Tableau I1. Score de Matutes pour le diagnostic de LLC (Matutes et Polliack ,2000).

Marqueurs 1 point 0 point
CD5 + .

D23 + 5

FMCT . +

Slg Intensite faible ~ Normale a forte

CD22/CD79b  Intensité faible  Normale & forte

10
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Il. 5. 3. Facteurs pronostiques
Les facteurs pronostiques généraux tels que I’a&ge avancé, un mauvais état général,
I’existence de signes généraux, les comorbidités associées, le sexe masculin, ont un impact

négatif sur la survie des patients.

Dans les facteurs pronostiques cliniques nous retrouvons :
Classification de Rai

Développée aux Etats-Unis : une lymphocytose en augmentation (stade 0, survie médiane de
150 mois), suivie par I’apparition d’adénopathies et d’une hépato-splénomégalie en progression
(stades 1 et 2, survie : 101 et 71 mois), une anémie et une thrombopénie peuvent survenir (stades
3 et 4, survie : 19 mois). (Rai et al ., 1975)

Classification selon Binet

Développée en France : implique 5 sites lymphoides, accessibles a la palpation : les régions
cervicale, axillaire, inguinale, splénique et hépatique (stade Binet A : < 3 sites atteints,stade B
> 3 sites) si anémie ou thrombopénie (stade Binet C quel que soit le nombre de sites atteints).
La survie médiane des patients de stade A est similaire a celle de la population générale, tandis
que pour le stade B elle est de 84 mois, et de 24 mois pour le stade C. (Binet et al ., 1981)

Le temps de doublement des lymphocytes (LDT) es aussi considéré commeun facteur de
pronostique. II s’agit du temps mis pour que le nombre absolu de lymphocytes soit multiplié
par 2. Dans un stade A, un LDT < 12 mois est associé a une diminution de la survie globale.
(Montserrat et al ., 1986)

Dans ce qui suit, sont détaillés les différents facteurs pronostiques génétiques

I1. 5. 4. Anomalies cytogénétiques récurrentes

Dans les années 80, les anomalies cytogénétiques n’étaient retrouvées que dans 40% a 60% des
cas par caryotype, ce taux limité est expliqué par I’index mitotique bas des cellules LLC in vitro
et la mauvaise réponse aux stimulations mitogénes utilisées a 1’époque qui sont le TPA (12-O-
tetradécanoylphorbol-13-acetate) et le LPS (lipopolysaccharide) et le PWM
(pokeweedmitogen). (Gahrton et al ., 1987)

Vu le taux faible des anomalies cytogénétiques retrouvées par caryotype, I’introduction de la
FISH dans les années 90 a révolutionné le model pronostic initialement proposé par le

caryotype. Les anomalies cytogenétiques par FISH sont retrouvées dans plus de 80% des cas

11
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de LLC; Cela a permis de présenter un modele de hiérarchisation pronostique selon les
anomalies du 13914, +12, delllq, del17p13; la meilleure survie est attribuée a la del13ql4
isolée (133 mois) et la plus courte survie a la del17p13 (32 mois). (Dohner et al ., 2000)

La FISH a amélioré considérablement la fréquence des anomalies cytogénétiques retrouvees
dans la LLC mais elle reste un examen ciblé ; des efforts ont été faits pour améliorer les résultats
du caryotype conventionnel vu son importance dans la visualisation du tout le génome.

En 2006, Frank Dicker a obtenu 80% d’anomalies cytogénétiques par caryotype en utilisant une
immuno-stimulation des cultures cellulaires par CpG-oligonucleotide DSP 30 plus interleukine
2, en plus le caryotype a montré des sous-groupes pronostiques en rapport avec des anomalies
additionnelles comme des translocations équilibrées et non équilibrées non récurrentes pour la
plupart et des caryotypes complexes de trés hauts risques. (Dicker et al ., 2006)

Le caryotype complexe (CK) est défini par la présence de 3 anomalies chromosomiques ou
plus, définissant trois catégories de CK: bas risque (Low CK) = 3 anomalies, risque
intermédiaire (Intermediate CK) = 4 anomalies et haut risque (High CK) => 5 anomalies. Le
CKreprésente 15% au diagnostic, sa fréquence s’éléve a plus de 40% a la rechute de la maladie.
Il est souvent associé a d’autres facteurs de mauvais pronostic comme les anomalies TP53, état
IgVH non muté, stades avanceés, del 11q et trisomie 12. Les anomalies de la TP53 prédisent
50% des anomalies complexes. En absence d’anomalies TP53, le caractére complexe incluse 5
anomalies chromosomiques (High CK). (Panagiotis et al ., 2019) Le CK est de mauvais
pronostic méme en absence d’anomalies de haut risque (ATM, TP53). (Puiggros et al .,2017).
L’analyse chromosomique sur puce 8 ADN (ACPA) est une technique de cytogénétique qui
permet de détecter des variations quantitatives du génome, correspondant a des pertes ou gain
de matériel chromosomique (délétions, duplications, insertions ou remaniements complexes)
en comparaison avec un génome de référence diploide. L’ ACPA peut détecter des déséquilibres
génomiques de trés petite taille (microremaniements) non détectés sur le caryotype. Sous le
terme d’ACPA sont regroupés deux types de techniques qui sont I’hybridation génomique
comparative sur réseau d'ADN ou CGH array (pour Array comparative genomichybridization)
d’une part, et la « puce a SNP » ou SNP array (SNP pour Single Nucleotide Polymorphism)
d’autre part. Ces techniques détectent les CNAs (copy numberabnormalities) et les UPD (uni
parental disomy) dans les régions genomiques a interét pronostique dans la LLC, avec une
résolution meilleure que le caryotype et la FISH. (De Leeuw et al ., 2012) (Mian et al ., 2013).
L’étude de Wang et al. par séquencage du génome a haut débit a identifié 9 génes dans lesquels
les mutations étaient plus fréquentes : 4 étaient déja rapportés dans la LLC (TP53, ATM,

12
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MYD88 et NOTCHL1) et 5 étaient nouveaux (SF3B1, ZMYM3, MAPK1, FBXW?7 et DDX3X)
[14]. D’autres mutations récurrentes sontdécrites, comme XPO1, NFKBIE, FAT1, EGR2,
POTL, BIRC3, MED12. Certaines études suggerent que ces anomalies sont associées de fagon
significative aux anomalies cytogenétiques déja connues, comme les mutations de NOTCH1 et
FBXWT? a la trisomie 12, les mutations de BIRC3 a la perte d’ATM (Puenteet al ., 2011).

> Délétion 13914934
La délétion (del) 13q14 est retrouvée dans 55% a 63% des cas de LLC selon les séries, c’est
I’anomalie la plus fréquente. (Dohner et al ., 2000 ; Stockero et al .,2006). Elle peut étre
homozygote (bi allélique), hétérozygote (mono allélique) ou en mosaique (présence des deux
clones) (Reddy, 2006).La délétion 13q 14 peut étre cryptique (non visible au caryotype),
retrouvé dans 10% a 20% des cas par caryotype standard ; et sa détection se fait par les
techniques de cytogénétique moléculaire (FISH) dans 55% a 64% (Stockero et al ., 2006).
La partie délétée est d’environ 550 Kb, une région de 30 Kb de celle-ci contient le gene DLEU2
supposé comme un géene suppresseur de tumeur et deux micro ARNs (MIR15- a et MIR16-1)
situés entre 1’exon 2 et I’exon 5 de ce gene.
Les miRs sont une grande famille de genes non codant hautement conservés qui sont impliqués
dans la régulation des génes spécifiques aux tissus. Ces deux micro RNAs sont dérégulés dans
70% des cas de la LLC, sont ubiquitaires et non codant et ils ont une fonction régulatrice de
I’expression des geénes en se fixant sur la partie UTR s’exprimant le plus souvent par une
régulation négative du gene BCL2 (Nguyen-Khac etal ., 2016)
Le géne BCL2 (B-cellleukemia/lymphoma 2-like proteins) localisé sur le chromosome 18,
identifiée comme 1’'un des oncogenes les plus importants impliqués dans le cancer. C’est un
régulateurs clé de ’apoptose, en faisant partie de la sous famille pro-survie par la production
des espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) qui sont des inducteurs clé de I’invasion cellulaire et
de la métastase cancereuse. (Nguyen-Khac et al ., 2016).
Les MIR favorisent I’apoptose et le controle du cycle cellulaire par une régulation post-
transcriptionelle des BCL2 par leur liaison imparfaitement complémentaire a I’ARNm
principalement la partie UTR3’, la complémentarité entre les 9 premiers nucléotides, des
extrémités 5° des miR15/16 et les bases 3287-3279 a I’extrémité 3 de I’ADN complémentaire
de BCL2, donc les protéines bcl2 sont régulées a la baisse ou supprimeées dans les cellules

tumorales alors sont considérées comme des points chauds dans la transformation du cancer.
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L’expression des MIR inhibe la prolifération, supprime la tumorogenicité, et controle
I’angiogeneése. Il en résulte que les MIR fonctionnent comme genes suppresseur de tumeurs et
leurs délétions est tres importante pour la pathogénicité de la LLC. (Pekarsky et al ., 2018)

Lorsque la délétion 13q est plus large (type2) elle inclue en plus le gene RB1 (Retinoblastoma
1): géne suppresseur de tumeur code une phosphoprotéine nucléaire impliqué le contrdle du
cycle cellulaire et la régulation de la transcription. Dans ce cas, la valeur pronostique de la del
(13q) est différente, la TFS étant significativement moins importante en cas de délétion

concomitante de RB1. (Corcoran et al ., 1998)

» Trisomie 12
La trisomie 12 est observée dans 11% a 25% des cas de LLC. (Dohner etal ., 2000). La trisomie
12 est la deuxieme aberration chromosomique la plus fréquente dans la LLC ; apparait souvent
comme ’altération cytogénétique unique dans 40% a 60% des cas (Puiggros et al ., 2014).
Cette anomalie est considérée comme un marqueur de risque intermédiaire dans le modéle
pronostique hiérarchique proposé par Dohner et al. (Dohner et al ., 2000).
Elle est associ¢e a d’autres anomalies chromosomiques dans plus de la moitié des cas comme
la tri 18 et 19, la del 14q, les translocations t(14 ; 18), t(14 ; 19), t(8 ;14). La trisomie 12
s’associe a une cytologie atypique (Matutes et al ., 1996). La trisomie 12 est considérée par
certaines équipes comme une anomalie clonale précoce, la LLC pouvant évoluer
secondairement avec |’apparition d’aberrations chromosomiques secondaires ou mutations
touchant en particulier les genes NOTCH 1, TP53 (un pronostic défavorable) avec une
fréquence respective de 17% et 8%. (Roos-Weli et al ., 2013 ; Nguyen Khac et al ., 2016)
Le chromosome 12 contient le gene MDM2 dans la région 12q13-15. La trisomie 12 signifie
I’amplification et la surexpression du géne MDM?2 qui code la protéine anti apoptotique
responsable de la dégradation de la protéine P53.

» Géne MDM2 :

Le géne MDM2 a été initialement décrit dans une lignée cellulaire de souris tumorigéne en
raison de son amplification. Ce geéne est responsable de la transformation spontanée d’une
lignée cellulaire immortalisée. (Dembla et al ., 2018). Il fut ensuite cloné et cartographie sur le
chromosome 12q13-15. Ces travaux ont permis de mettre en evidence que le gene MDM?2
comprenait deux promoteurs nommés P1 et P2.

Le promoteur P1 permet de moduler la transcription de MDM2 indépendamment de la p53,

alors que le fonctionnement du promoteur P2 est dépendant de la p53. (Riscal, 2016).
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MDM2 est le principal régulateur négatif de la p53 et participe activement a sa dégradation. En
effet MDM2 est capable d’inhiber I’activité de p53 via deux voies principales : la premiére par
interaction directe avec celui-ci, ayant pour but de masquer son domaine de trans-activation et
donc d’empécher le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base, la seconde via la
régulation de la stabilité et la localisation de la p53. MDMZ2 fonctionne comme une E3 ligase
pour initier la poly-ubiquitination par une mono-ubiquitination au niveau de 1’extrémité c-
terminal de la p53 sur les résidus lysines (k370, k372, k373, k381, k 382et k386). Cette mono-
ubiquitination entraine I’export nucléaire de la p53, puisqu’une chaine d’au moins 4 molécules
d’ubiquitine est nécessaire pour une dégradation efficace par le protéasome. D’autres protéines
sont nécessaires pour aider a la poly-ubiquitination de la p53 comme les protéines CBP et p300
décrites comme des acétyl transférases ; elles ont été proposées pour jouer le role d’E4 ligase

pour favoriser la poly ubiquitination de la p53. (Marchenko et al ., 2007)

C’est dans le cytoplasme que la p53 est poly-ubiquitinylé, représentant le signal nécessaire pour
étre dégradée par le protéasome en absence du stress. Cette ubiquitinylation de la p53 est une
réaction réversible, donc il existe des enzymes de dé-ubiquitinylation dont HAUSP. Cette
relation entre MDMZ2 et p53 forme une boucle de rétrocontréle négative. (Riscal, 2016)

» CDK4

Le CDK4 (Cycline-dépendante kinase 4) est un gene situé sur le 12q14.1 ; constitue une kinase
qui régule des genes comme le E2F1 (, ce dernier est un facteur de transcription associé a la
prolifération. Une régulation a la hausse de ce gene dépendante de la dose du géne CDK4
pourrait contribuer a la surexpression de E2F1 chez les patients avec trisomie 12, ce qui suggere
une activité proliférative accrue en tant que mécanisme pathologique potentiel de cette anomalie
dans la LLC. (Puiggros et al ., 2014)

> Délétions en 11922.3

La région critique en 11g22.3 contient le gene ATM (ataxia-telangiectasamutated), codant pour
une protéine qui joue un réle important dans les réparations des cassures double-brins de I’ADN
et dans la régulation de I’activité de P53 ; des dysfonctionnements de celle -ci pouvant étre
observés lors des mutations d’ATM (Nguyen Khac et al ., 2016)

La protéine ATM est une sérine / thréonine kinase nucléaire de 350 kDa dont les activites sont
induites par des ruptures chromosomiques a double brin qui surviennent de maniere endogene

ou aprés exposition a des agents endommageant I'ADN (les rayonnements ionisants et les
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médicaments), qui sont potentiellement nocives pour les cellules ; son implication se traduit par
une augmentation rapide de I'activité kinase.

Bakkenistet al. Ont proposé que, dans les cellules non perturbées, les protéines ATM associent
la formation d’homodiméres ou d’homomultiméres d'ordre supérieur dépourvus d'activité
kinase. Apres endommagement de I'ADN, une molécule ATM phosphoryle la sérine 1981,
permettant la dissociation de cette derniere et la phosphorylation de la cible cellulaire. 1l a été
observé que les mutations hétérozygotes faux-sens augmentent considérablement le risque de

cancer. Ce phénomene peut s'expliquer par I'effet dominant négatif (Guarini et al ., 2012)

En réponse a des agents génotoxiques, le taux de la P53 augmente, induisant a la fois I’arrét de
cycle cellulaire, et la diminution de la synthése d’ADN. Les cassures double brin d’ADN sont
reconnues par des protéines multiples dont I’ATM, apres cette reconnaissance, I’ATM agit
selon différentes voies moléculaires. L’ATM phosphoryle directement la p53 sur la serl5
permettant la dissociation de cette derniére de son inhibiteur MDM2 ce qui conduit a

I’activation de la transcription des genes cibles (Bay etal .,1999) (Figure 6)

Gl G2

Réparation des
lésions d"ADN

Figure6 : le role de la protéine ATM dans le cycle cellulaire. (Original)

La protéine ATM interagit avec c-abl et elle le phosphoryle pour I’activer ; le c-abl activé contribue au
contrble des phases G1/S et S du cycle cellulaire et a la réparation des Iésions de I’ADN. (Bay, 1999)

Les anomalies ATM Représentent le troisieme désequilibre cytogénétique le plus courant et un
parameétre biologique associe a un pronostic defavorable.la délétion du bras long du
chromosome 11, de taille assez hétérogene, est retrouvée chez 6 a 20% des patients selon les
études. la délétion 11q semble étre le plus souvent sous clonale, et elle est associée cliniquement

a une lymphadénopathie importante. (Nguyen Khac et al ., 2016).
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> Délétion 17 p13 (P53)

Elle entraine la perte du géne TP53 (suppresseur de tumeur) codant la protéine p53 humaine.
Ce gene est localisé sur le bras court du chromosome 17, sur la bande chromosomique 17p13.1.

Il est composé de 11 exons sur une longueur de 20 kilobases (kb).(Walid et al ., 2006).

Cette délétion peut concerner I'ensemble de bras court du chromosome 17 ou étre cryptique,
avec une région minimale de délétion correspondant au locus 17p13.1, quel que soit le
caryotype présent, la FISH du locus TP53 doit étre réalisée. La délétion (17p) est fréequemment
associée a un caryotype complexe. Dans plus de 80 % des cas la délétion (17p) est associée une
mutation du gene TP53. Seulement 4 & 5 % des LLC sans délétion (17p) présentent une mutation
monoallélique de TP53. (Chauzeix , 2018).La fréquence de cette anomalie est inférieure a 10

% au moment du diagnostic. (Nguyen Khac et al ., 2016)

11.5.5.P53

Découvert en 1979 par Lane et Crawford, le gene P53 est le gardien du génome. Le gene P53
est localisé au locus 17p13.1, une région sujette a des pertes alléliques et code pour la
proteineP53 ou TP53 (TumorProtein of 53 kilodaltons), une phosphoprotéine nucléaire de 393
acides aminés, qui est un facteur de transcription aux propriétés anti-oncogenes (Soussi, 2000).

La protéine p53 est un polypeptide d'une longueur d'environ 400 résidus AA (393 AA pour

la p53 humaine). La p53 forme des tétrameéres en solution (Soussi,2000)(Figure 7).

N-ter / domaine
de transactivation HLS |

#7103 Fai il LT 2] 1]

340 351
Régulation Fixation Intervient Fixation Détecteur de Régulation
de la stabilité de facteurs dans I'apoptose specifique de I"ADN |ésions de I"ADN négative

de transcription
Figure7 : Domaine Structuraux et fonctionnels de la P53. (Leblanc et May, 2002)

L’activation de p53 faisant suite aux dommages causés a I’ADN aprés radiation (I) y ou UV a
été trés étudiée. Il a été montre que p53, activée aprés | y, provoque 1’arrét du cycle cellulaire
ou I’apoptose entrainant I’climination des cellules génétiquement altérées. (Leblanc et May,
2002)
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La p53 transactive le géne codant pour I’inhibiteur des CDK qui est le P21, en se fixant sur les
complexes cycline-CDK. Ces derniers ne peuvent pas phosphoryler la protéine RB, donc cette
protéine reste complexée aux facteurs de transcription de la famille E2F qui ne peuvent pas

activer la phase S(Figure8)
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Figure 8 : Blocage de I'initiation de la phase S par p53 et p21.(May , 2004)

Le role de la protéine p53 n’est pas aussi clair dans 1’apoptose que dans I’arrét du cycle
cellulaire. Cela est di a I’hétérogénéité de cette fonction apoptotique (Figure 9).

Les génes impliqués dans I'apoptose sont transacrivés par p53 incluent Bax (dont la protéine
est antagoniste de BCL-2), NOXA, P53AIP (apoptosis induced protein 1). Il existe d’autres
médiateurs de 1’apoptose comme Fas/Apo de la famille des récepteurs de TNF. PIG3 impliqué

dans la régulation de la production especes réactives d’oxygenes.

P53 réprime 1’expression des génes en interagissant avec d'autres composants de la machinerie
transcriptionelle comme la TBP (TATA box binding protein), ou d’autres facteurs régulateurs
positifs ou négatifs de transcription, parmi les génes réprimés par p53 se trouvent les genes
BCL-2, les c- fos (proto-oncogene), MnSOD2(manganese-dependant superoxyde dismutase),
IL-6 (inhibe I'apoptose).

P53 provogue aussi des mécanismes indépendants de la transcription tels que les interactions

protéine-protéine. (Leblanc et May, 2002)
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Figure 9 : Modéle de I’activation de p53 par dommages de ’ADN et par une expression

inappropriée d’oncogénes (Leblanc et May, 2002)

La p53 participe également au maintien de la stabilité du génome dans la réparation de I’ADN,

la recombinaison et la ségrégation chromosomique.(Leblanc et May, 2002)
Le tableau Il donne un récapitulatif des conséquences des anomalies cytogénétiques

récurrentes dans la LLC.

Tableau 111 : Récapitulatif des conséquences des anomalies cytogénétiques récurrentes
dans la LLC. (Original)

Anomalie Locus chromosomique | Conséquences de I’anomalie.

cytogénétique

Del 13q14 s S e Absence de la régulation négative de BCL-
MIR16-1
pisssis R ol 2(un  antiapoptotique) au niveau post-
RH3489 transcriptionnel, ce dernier reste toujours

DLEU1
existant. (la survie de la cellule)

e Si cette délétion est plus large, elle pourra

D12s25 P inclure le géne RB1 suppresseur de tumeur

impliqué dans le Controle du cycle cellulaire.
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Trisomiel2

chromosome 12
12143
12q141 | 12915

RP11.5T1M6

——

COK4

RP11462413
| =]

—_— | ——
HMGA2 Mow2

RPA1A13TNS
===

La surexpression de gene MDM2, qui est le
principal régulateur négative de P53. (absence
de I’activité de P53).

La surexpression de géne de CDK4, la protéine
CDK4 a une activité kinase, qui régule les
genes de facteurs de transcription E2F1, qui
sont liégs a la

prolifération. (activité

proliférative accrue).

Del 11¢22.3

D11S384
NPAT

ATM
D1182179

11p11.11-q11

= 11922.3

Absence de la phosphorylation de P53 par
I’ATM (p53 ne se dissocie par de son
inhibiteur MDM2, elle reste inactive).

Absence de la détection des cassures doubles
brins d’ADN et donc [I’absence de la
phosphorylation de c-abl (absence de Controle
de la transition de G1/S, et absence de

réparation d’ADN).

Del 17p13

RH76489

TP53
EFNB3
D178656

3
5 167K

Hﬂpw

Eme-qm

L Vi1

Absence de la transactivation de géne de p21
qui est un inhibiteur des CDK, les complexes
CDK cycline restent actives et phosphorylent
lesprotéines RB, ces derniéres se détachent des
facteurs de transcription E2F, ces facteurs vont
ensuite activer la phase S.

Absence de la transactivation géne de 14-3-3%,
il n’y aura pas une séquestration de complexes
de CDC2-Cycline B1 dans le cytoplasme, il
rentre dans le noyau et provoque la transition

de G2/M.

Absence d’apoptose.
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I1. 5. 5. Anomalies moléculaires récurrentes

Il. 5. 5. 1. Statut mutationnel des IgVH

Le marqueur pronostique le plus pertinent, actuellement, repose sur la détermination du statut
mutationnel des IGHV. (Brochet, 2008). Une homologie de plus de 98% avec le gene germinal
définit le statut ““non muté’’ et une homologie inférieure a 98% définit le statut “’muté’’
(Crombie et Davids, 2017)Ainsi, les LLC dites « naives » ou non mutées, sont développées a
partir d’un lymphocyte B naif n’ayant pas transit¢ par le centre germinatif du follicule
lymphoide secondaire et n’ayant pas rencontré d’antigeénes. Les LLC dites « mémoires » ou
mutées sont développées a partir d’un lymphocyte B mémoire qui a transité par le centre
germinatif et qui a subi le phénomeéne d’hyper mutation somatique des IGHV. (Brochet , 2008)
Dans la majorité des cas une anomalie cytogénétique favorable s’associe a un statut mutationnel
IGHV muté et une anomalie cytogénétique défavorable s’associe a un statut mutationnel IGHV

non muté. (Crombie et Davids, 2017)

Il. 5. 5. 2 Mutations du gene Tp53

Les mutations du gene TP53 sont retrouvées dans de nombreux cancers.

Les mutations de décalage de lecture et les mutations stop aboutissent a la perte de 1’activité
suppresseur de tumeur. Les mutations faux sens entrainent la substitution d’un acide aminé par
un autre et lorsqu’elles sont situées dans le domaine de fixation a I’ADN (exons 4 & 9) elles
inhibent la fixation du tétramere p53 a ’ADN et donc ’activité transcriptionelle de la p53. Si
la mutation est hétérozygote le tétramére est constitué de protéines mutées et de protéines
sauvages ce qui empéche la liaison a I’ADN, la forme mutée a un effet dominant négatif sur la

forme sauvage (Cosson, 2015)
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I1. 5. 5. 3 Mutation du NOTCH 1

La voie NOTCH est une voie de signalisation importante, elle joue un role majeur dans
I’orientation des cellules souches vers leurs différenciation, elle est impliquée dans la croissance
ainsi que dans 1’apoptose au cours du développement cellulaire, il faut noter que cette voie
permet la régulation de I’expression de divers geénes comme C-Myc,TP53 et la voie NFkb
comme GATAZ2 . La perte de fonction de certains de ces composants est rencontrée dans des
pathologies héréditaires et leurs surexpressions dans certaines pathologies cancéreuses.
(Cosson, 2015) (Figure 10) Le gene NOTCH est retrouvé muté chez 4 a 12 % des patient LLC
dont 80 % muté pour NOTCH1, la mutation retrouvée est une délétion de 2 paires de bases au

niveau de domaine Pest de la protéine. (Rosati et al ., 2018)
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Figure 10:NOTCHL.1 protein structure and signal activation (Robert, 2018)

22



Chapitre | : synthése bibliographique

Il. 5. 5. 4 Mutations du gene BIRC3

BIRC3 est situé sur le chromosome 11 a proximité de I'ATM et les délétions 11q incluent le
locus BIRC3 dans environ 80% des cas. En outre, BIRC3 peuvent étre affectées par des
mutations, principalement un non - sens et des variantes du cadre de lecture, avec une incidence
de 3-5% chez les patients non traités, ce qui rend ces mutations rares par rapport a
TP53,NOTCH1,SF3B1 ou ATM.

Les mutations ciblent 3 hot spots situés dans les exons 5, 7 et 10. Elles sont rares au diagnostic
(4%) et semblent inexistantes au cours des MBL.

BIRC3 induit une dégradation protéasomique de MAP3K14, qui est le principal moteur de
l'activation non canonique du facteur nucléaire kappa B (NFkB). Par conséquent, BIRC3
perturbé pourrait entrainer une activation indépendante du ligand de la voie constitutive NFxB,
induisant la prolifération et la survie des cellules. Elles sont de plus associées a une évolution
défavorable similaire a celles des patients délétés ou mutés pour TP53. (Rossi et al.,2013)
(Figure 11)
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Figure 11 : voies canoniques et non canoniques du facteur nucléaire kappa B.(Rossi et
al ., 2013)
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Il. 5. 5. 5 Mutations de SF3B1

Chez ’homme, le gene SF3B1 (pour Splicing factor 3B subunit 1) est situé sur le bras long du
chromosome 2 (2q33.1). Il code pour la protéine SF3B1 ’un des constituants des facteurs de
’épissage, un processus qui consiste a exciser les introns et réunir les exons d’un pré-ARNmM
et I'obtention d’un ARNm prét a la traduction.

La mutation de SF3B1 est associée a la présence de délétion 11q et elle est la plus fréquente
apres la mutation TP53, cette mutation provoque une activité aberrante du spliceosome, avec
un rapport ARNm non épissé/epissé augmenté par rapport a d'autres mutations.

Ces mutations, majoritairement faux-sens, sont situées essentiellement dans les exons 12 a 18 ;

elles ciblent de fagon récurrentes 3 hot spots dans 1’exon 14 (codons 662, 666, et 700, la
mutation K700E étant la plus récurrente)(Wanet Wu, 2013) (Figure 12).
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Figurel2 : Impact potentiel des mutations SF3B1 dans la LLC (Wan et Wu, 2013)
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Il. MATERIEL ET METHODES

Nous avons réalisé durant notre stage de 2 mois (Fev-Mars 2020) au niveau du plateau
technique de cytogénétique, du service hématologie, Centre de Lutte Contre le Cancer (CLCC),
Hopital Frantz Fanon a Blida, une étude cytogénétique des cas de LLC recrutés sur 18 mois
dans la région centre-ouest de 1’ Algérie.

Il s’agit d’une étude rétro- prospective de 43 cas de LLC, pour lesquels nous avons recherché
les anomalies cytogénétiques récurrentes : trisomie 12, délétion 13q14q34, délétion ATM et
délétion P53 par la technique de cytogénétiqgue moléculaire FISH (Hybridation In Situ

Fluorescente).

I1.1. Matériel
11.1. 1 Matériel biologiques

Notre étude a été réalisée sur des culots cellulaires congelés issus de cultures cellulaires de
patients suivis pour LLC ou sur prélevements de sang périphérique des nouveaux patients

recrutés durant notre période de stage, au service Hématologie de ’EHS CLCC Blida.

11.1. 2. Matériels non biologiques

Le travail est réalisé dans [’unité cytogénétique qui comprend une salle de culture, une salle de

manipulation (caryotype et FISH) et une salle de lecture (chambre noire) pour la FISH.

Chaque salle est dotée du matériel nécessaire a 1’étude (détaillés dans les annexes 1 et 4).Pour

la FISH, on a utilisé les sondes commerciales de chez Cytocell (Figures 13 a 16).
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134143

13q14.2-q143

Figure 13 : Schéma de la Sonde 13q14g34 (Cytocell)
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Figure 14 : Schéma de la Sonde centromére du chromosome 12/MDM?2
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Dans 10 cas, une sonde couplée CEP12/13q14q34 a éte utilisée
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Figure 16 : Schéma de la Sonde couplée 11g22.3 (ATM)/17p13 (P53)



Chapitre 11 : Matériel et methodes

11.2. Méthodes

La description qui suit est une fiche technique de travail ; le travail pratique personnel a couvert
toutes les phases de la réalisation d’une FISH depuis le prélévement jusqu’a la lecture assistée
des cas divers d’hémopathies malignes recrutés par le laboratoire.

Aprés une période de formation pratique de 15 jours dans ce laboratoire organisé autour de
toutes les étapes nécessaires a la pratique d’une FISH, nous avons traité 43 culots cellulaires de
LLC connues et typées préalablement pour I’ATM/P53, complété par la recherche de la trisomie

12 et de la délétion 13914 ; en débutant par la phase d’étalements cellulaires sur lames.

11.2.1. Prélevement

Pour les nouveaux patients diagnostiqués lors de notre période de stage, la procédure a été totale
et a démarré par un prélevement de sang périphérique.

Il s’agit d’un prélevement sanguin périphérique de 5 ml de sang total dans un tube vacutainer
hépariné. Des conditions d’asepsie rigoureuses sont respectées lors de la réalisation du
prélevement pour éviter toute contamination. Aussitot fait, le prélévement est rapidement
acheminé au laboratoire de cytogénétique.

11.2.2. Comptage

Un comptage des globules blancs est effectué sur automate pour hémogramme,

Il faut mettre un million de cellules pour chaque ml de milieu de culture (au total 10 ml) dans

un flasque de 50 ml.

Des dilutions peuvent étre nécessaires si le nombre de GB est tres élevé dépassant 100.000/ul
(2 jusqu’a 1/10).

11.2.3. La mise en culture

Toute mise en culture est effectuée stérilement sous hotte bactériologique a flux laminaire.
Chaque flasque est identifié par : le nom, le prénom, la date de culture, le type de prélévement
(dans notre cas c’est le sang) et la technique utilisée (72h DSP 30/1L2).

Dans chaque flasque, on ajoute la quantité de sang calculée dans 10 ml de RPMI complet et on
rajoute 20 pl d’IL2 et 10 pl de DSP30.

Les flasques sont incubés a plat dans un plat en inox, leurs bouchons dévissés d’un quart de

tour, dans une étuve a CO2 (5%) et a 37°C pendant 72h.
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11.2.4. Sortie de culture
11.2.4.1. Blocage des cellules en métaphases

Apres 72 de culture, on procéde a I’arrét de la pousse cellulaire a 1’étape de métaphase par
I’ajout de la colchicine (qui est un inhibiteur de la progression de la mitose vers 1’anaphase en
bloquant la polymérisation de microtubules).

On met 100 pl de colchicine dans chaque flasque sous hotte a flux laminaire et on remet les

flasques (toujours bouchons dévissés d’un quart de tour) dans 1’étuve a CO2 pendant 30 min.

Apres 30mn d’action de la colchicine, on sort les flasques de I’étuve a CO2, pour passer a

I’étape suivante qui est le choc hypotonique.

11.2.4.2. Choc hypotonique

Il a pour objectifs: un étirement de la membrane cytoplasmique, une fragilisation des
membranes nucléaires et cytoplasmiques et 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.

Il est réalisé a 1’aide du KCI qui entraine le gonflement des cellules par différence de pression
osmotique.

Les étapes suivantes sont réalisees :

- Transvaser les flasques dans des tubes coniques (15 ml) étiquetés par le nom, prénom

du patient, type et date de culture.

- Centrifuger les tubes fermés a 1300 tours pendant 8 min
- Enlever le surnageant en laissant un 1/3 culot pour 2/3 de surnageant

- Rajouter un ml de KCI (réchauffé au préalable a 37° C) et homogéneiser doucement le

culot cellulaire.

- Compléter progressivement par le KCI jusqu’a 12 ml et procéder a des aspirations -
refoulements de ce mélange sur la paroi interne du tube conique plusieurs fois (choc

mécanique).

- Incuber ces tubes sans bouchons a I’étuve seéche a 37°C pendant 25 minutes
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11.2.4.3. La préfixation

Une fois le temps dans 1’étuve écoulé, on retire les tubes et on ajoute sur la suspension cellulaire
sans 1’homogénéiser 1 ml de solution de fixation et on procéde a une homogénéisation douce
et progressive (les cellules a cette étape sont trés fragiles).

Une fois cette préfixation réalisée, on referme les tubes et on les centrifuge a 1300 tours pendant

8 min.

Ensuite on enléve le surnageant en laissant 1/3 culot et 2/3 surnageant pour procéder a 1’étape

de fixation

11.2.4.4 La fixation

Homogénéiser doucement le culot cellulaire avec une pipete vide puis rajouter 1 ml du fixateur

et homogénéiser délicatement.
Compléter jusqu’a 12 ml de fixateur et homogénéiser puis centrifuger a 1300 tours 8 min.
Cette fixation est faite deux a trois fois maximum pour avoir un culot cellulaire clair.

Le culot cellulaire clair ainsi obtenu est conservé a 4°C bouchons bien fermés pour éviter

I’évaporation du fixateur, avant de procéder a I’étalement cellulaire.

11.2.5. Etalement cellulaire sur lames

Se fait a partir du lendemain de la sortie de culture.

L’étalement cellulaire nécessite des conditions de température et d’hygrométrie bien précises
pour avoir un étalement cellulaire avec des chromosomes bien séparés sur la mitose et des
noyaux bien éparpillés sur la lame, pour une hybridation optimale des sondes et pour faciliter

la lecture.

Pour réussir un étalement de bonne qualité, la température ambiante doit étre de 23°C a 25°C
et le taux d’humidité de 30 a 40 %.

Vue la difficulté d’obtenir toujours ces conditions dans une atmosphére ambiante d’un
laboratoire, certains laboratoires sont dotés d’une enceinte réglée appelée Thermotron, pour

optimiser 1’étalement cellulaire et pallier aux conditions météo.
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Une fois les conditions réunies, on procéde ainsi :

Centrifuger les tubes & 1300 tours pendant 5 min

Enlever le surnageant pour obtenir 1/3 de culot et 2/3 de fixateur

- Homogénéiser a la pipette de transfert en plastique

- Préparer les lames avec inscription du nom-prénom, de la date de culture, de la technique
et de la sonde : une lame CEP12, une lame 13914934 et une lame ATM/P53 (3 lames
par patient)

- A l’aide d’une pipette pasteur et apres avoir homogénéisé le culot cellulaire, on dépose
une goutte de ce culot sur la lame et on laisse étaler puis on laisse les lames sécher a

température ambiante.

11.2.6. Hybridation In Situ Fluorescente: FISH

Dans cette étude nous avons utilisé le protocole de FISH pratiqué en routine dans I’unité de

cytogénétique du CLCC de BLIDA.

11.2.6.1. Prétraitement des lames
Avant de démarrer le prétraitement il faut :

o Préparer les solutions de travail : 2 SSC, Ethanol : 100%, 85% et 70%. (Annexe)

o Délimiter la zone de I’étalement par un crayon diamant sur le verso de la lame.

Les étapes suivantes sont réalisées a I’abri de la lumiére :

- Plonger les lames dans du 2 xSSC (Standard Sodium Citrate) pendant 2 min a

température ambiante (TA)
- Déshydrater dans des bains d’éthanol (70% ,85%,100%), 2 min dans chaque bain a TA.
- Laisser secher a TA.

La procédure du pré traitement des lames peut changer selon les sondes utilisées. Suivre les

indications du fournisseur.
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11.2.6.2. Dénaturation a I’abri de la lumiére

Retirer la sonde du congélateur - 20°C et la préchauffer a TA

Bien homogénéiser la sonde en pipetant plusieurs fois

Prélever 10 pl de la sonde par test et le mettre dans un tube Eppendorf. Remettre le tube
de sonde a - 20°C.

Mettre la sonde (tube Eppendorf) et la lame échantillon a préchauffer a 37°C pendant 5

min (sur une plaque chauffante)

Déposer les 10 pl de sonde sur I’échantillon et couvrir avec une lamelle.

Chasser les bulles d’air entre lame et lamelle si elles existent, en appliquant une petite

pression sur la lamelle, leurs présences empéchent I’hybridation.

Mettre les lames dans I’Hybrite (chambre humide automatisée) pour une dénaturation a

80°C pendant 2 min.

11.2.6.3. Hybridation

Incuber les lames pendant une nuit a 37°C a ’abri de la lumiére, dans I’Hybrite.

I1.2.6.4. Lavage post hybridation a I’abri de la lumiere

I a pour but d’éliminer les hybrides non spécifiques et les molécules de sondes non hybridées

ainsi que les lamelles

Le lendemain de I’hybridation, on prépare les réactifs du lavage : Igepal 0,1%, lgepal 0,3%,
Tween 20 et I’éthanol 100%, 85% et 70% (Annexe 6)

On procede ainsi :

Mettre la lame dans la solution 0.1 Igepal pendant 2 min a 37°C, afin de retirer

délicatement la lamelle.
Egoutter la lame et la plonger dans du 0,3 Igepal a 72°C pendant 2 min.

Plonger ensuite la lame dans du 0.05% Tween (PH7) a température ambiante pendant

30 secondes sans agitation.
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e Sécher lalame a TA, ensuite appliquer 10 ul de DAPI sur chaque lame.

e Recouvrir d’une lamelle, enlever les bulles d’air en appliquant une petite pression sur

la lamelle

e Laisser pendant au moins 10 min cette préparation a I’abri de la lumiére et a +4°C afin

que la coloration du DAPI apparaisse nettement.

e La lecture se fait au microscope a fluorescence et a 1’abri de la lumiére.

11.2.7. Lecture au microscope a fluorescence

La lecture se fait dans une chambre noire, avec comptage des signaux d’hybridation sur au

moins 200 noyaux et 20 mitoses pour chaque sonde testée.

Dans le cas ou les mitoses sont insuffisantes (moins de 10), un comptage de 500 noyaux est
réalisé.
- Une prise de 3 a 5 photos par sonde pour 1’archivage est effectuée.

» Lecture et interprétation

Chaque sonde est marquée par un fluorochrome sur le locus d’intérét (exp : rouge) et souvent

sur un autre locus témoin par un autre fluorochrome (exp : vert).

Le seuil de positivité : 5% pour les sondes 13q14, CEP 12, ATM et de 7% pour la P53.

Sur les noyaux

- Ne pas compter les noyaux qui se chevauchent, ni les noyaux détériorés.
- Ne pas compter les zones ou les noyaux ne sont pas hybridés.

- Compter les signaux divisés en deux petits signaux juxtaposés comme un seul signal.

- Compter deux petits signaux reliés par un fil fluorescent comme un seul signal.
- Ne pas compter les signaux non spécifiques, reconnus par leurs intensités de fluorescence
différente.

- Sur les mitoses

- Ne pas compter les mitoses incomplétes, ou a chromosomes trop dispersés.

Les résultats sont rendus selon la nomenclature internationale ICSN 2016

11.3. Etudes statistiques
Application de parameétres basiques : pourcentages ; moyennes.
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I1l. RESULTATS
I11.1 Etude pratique

L’¢étude pratique a porté sur 43 cas de LLC, tous ont eu un diagnostic cytologique et une étude
par cytométrie en flux sur sang périphérique avec établissement et calcul d’un score de Matutes.

Nous allons présenter dans cette étude :

- Les caractéristiques épidémiologiques des patients :

= [’age moyen au diagnostic.

La répartition selon le sexe.

= La répartition selon 1’origine géographique.

= La répartition selon la profession (facteur d’exposition)

» L’existence de cancer personnel ou familial et le degré de parenté avec
le patient

= Les circonstances de découverte de la pathologie

= Le délai diagnostic

= L’hémogramme au diagnostic

= Le score de Matutes

= Le stade de la maladie au diagnostic

- Une analyse cytogénétique des anomalies récurrentes dans la LLC.

L’étude FISH est faite sur des culots congelés et a comporté une recherche des anomalies
suivantes pour chaque patient : délétion 13q14qg34, la trisomie 12, la délétion ATM et la
délétion P53 est faite par une sonde double ATM/P53.

Cette recherche est faite en utilisant des sondes commerciales de chez Cytocell
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111.1.1. Résultat de I’Etude épidémiologique
Nous présentons les résultats épidémiologiques des 43 patients LLC étudiées.

111.1.1.1. Répartition des patients selon le sexe

L’étude a concerné 34 Hommes et 9 femmes avec un Sexe ratio = 3,7

Sexe

m Masculin Feminin

Figure 17 : Répartition des patients selon le sexe

111.1.1.2. Age moyen des patients au diagnostic

L’age moyen des patients au diagnostic est 65 ans (44- 96) avec21 patients 4gés de moins de

65 ans et 9 patients agés de plus de 75 ans.

111.1.1.3. Origine géographique des patients
L’origine des patients est représentée dans lafigure 18. Nous remarquons que la majorité des

patients sont de la région de Blida (n = 12)
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Origine géographique
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Figure 18 : Répartition des patients selon I’origine géographique

111.1.1.4. Répartition des patients selon la profession

La profession a été précisée chez 40 patients dont la répartition est établie dans la figure 19. Les

sans-emplois, fellah et fonctionnaires sont les catégories les plus représentées.

Profession

= Fonctionnaire = Fellah Commergant = Magon = Soudeur = Tolier = Sonatrach = Sans = Autres

Figure 19 : Répartition des patients selon la profession
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111.1.1.5. Comorbidités

19/43 patients (44%) présentent une ou plusieurs comorbidités représentées essentiellement par

I’hypertension artérielle, diabéte et les cardiopathies (Figure 20).

Titre du graphique

o B N W B U1 OO N

Comorbidités

B HTA Diabéte Digestif Renal Asthme M Hépatite MHTP

Figure 20 : représentation des comorbidités

111.1.1.6. Cancer personnel et/ou familial :
Dans notre étude, un seul cas masculin de 46 ans a développé une leucémie lymphoide
chronique a la fin du traitement d’entretien (2 ans de traitement) d’'une LAL B. 8 cas parmi 43

(18,6%) patients ont des antécédents familiaux de cancers :

- Hématologique : 3 cas :
= Leucémie aigie chez le neveu
= LLC chez le pere
= Myélome Multiple chez un frére

- Non hématologique : 11 cas

= 4 cas de néoplasies du sein (Filles, mere et tante):

4 néoplasies digestives (Estomac chez un fréere, colon chez une fille, Foie

chez un frere et un type non précise chez un oncle maternel)
= Un ostéosarcome chez une sceur

= Adénocarcinome de la prostate chez le pere

= Néoplasie du cerveau chez un fils
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Cancers familiaux
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Figure 21 : Répartition des cancers familiaux
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111.1.1.7. Circonstances de découverte :

Les circonstances de découvertes de la maladie dans notre cohorte sont de 3 types (Figure 22):
- Syndrome tumoral : dans 60,4%

o Adénopathie : 24 cas (55,8%)
o Splénomégalie : 1 cas (2,3%)

o Hypertrophie amygdalienne : 1 cas (2,3%)
- Hyperleucocytose (Hémogramme) : 12 cas (27,9%)

- Infection (pulmonaire/urinaire) : 03 (7%)
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Circonstances de decouverte

0
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Syndrome tumoral Hyperlymphocytose = Infections =
Figure22 : Circonstances de découverte

111.1.1.8. Délai diagnostique

Le délai moyen de diagnostic est de 6,7 mois (0-48 mois). La découverte de la maladie a eté

fortuite a I’occasion :
- D’un bilan préopératoire pour lithiase vésiculaire
- D’un adénome de la prostate

- D’une cure de cataracte

- D’un bilan de routine en Médecine de travail

Ce délai était étendu a 4 ans chez des patients asymptomatiques au stade A ou au stade

B avec un syndrome tumoral peu important.

111.1.2. Critéres diagnostiques

Les criteres de diagnostiques reposent sur les résultats de I’hémogramme, du frottis sanguin
ainsi que de la Cytométrie en flux. Les résultats sont représentaient dans les tableaux V1 et VII
ainsi que les figures de 23 a 26.
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» Hémogramme

Tableau VI: données de I’hémogramme

Moyenne Extrémes
Globules Blancs 225500/pl 8300 - 960000/pl
Lymphocytes 99137/ul 5400 — 900000/l
Hémoglobine 12,7 g/dl 4,8 g/l — 16 g/dI
Plaquettes 160400/pl 44000 — 385000/l

» Frottis sanguin : aspects cytologiques :

L’examen cytologique des frottis sanguins a montr¢ :
- Une cytologie typique avec présence de petits lymphocytes d’allure mature chez 35 cas
(81,4%) (Figure 23)

Figure 23 : Frottis sanguin de LLC typique
- Une cytologie atypique avec présence de pro lymphocytes ou lymphocytes a noyaux
encochés dans 8 cas (18,6%) (Figure 24)

A ™
Figure24 : Frottis sanguin de LLC atypique
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Cytologie

40 35
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20

10

Cytologie

B Typique Atypique

Figure 25 : Répartition des types cytologiques de LLC

» Cytométrie en flux

L’étude des antigénes membranaires lymphocytaire par cytométrie en flux a révélé les résultats
exprimeés dans le tableau suivant

Tableau V : Score de Matutes des patients

Matutes Nombre de cas Pourcentage
3 5 11,6%
4 14 32,6%
5 24 55,8%

111.1.3. Résultats de I’analyse cytogénétique

Sur 43 patients typés par FISH selon les anomalies récurrentes habituellement étudiées dans la

LLC, nous avons retrouvé :

- Absence d’anomalies ciblées dans 9 cas (21%)

- Anomalies récurrentes dans 34 cas (79%)

111.1.3.1. Dans le groupe des patients sans anomalies cytogénétiques ciblées nous

retrouvons les caractéristiques suivantes :

- Sexe:
o Hommes=7

o Femmes=2

o Sexratio=3,5
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- Age moyen : 64 ans (46-76)
- Cytologie :

o Typique: 7 cas
o Atypique : 2 cas

- Score de Matutes :

o Score4: 3cas

o Score5: 6 cas

- Stade clinique :

o A:2cas

o B:3cas

o C:4cas

111.1.3.2. Dans le groupe de patients ayant présenté des anomalies récurrentes

Nous retrouvons des anomalies qui sont soit isolées, soit associées. Les anomalies isolées sont
celles qui sont importantes a relever du fait de leur impact pronostique dans cette affection ces

anomalies sont représentées dans la figure 26.
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REPARTITION DES ANOMALIES CYTOGENETIQUES

RECURRENTES
25
20
20 =
15 ==
10
6
5
2
0 = 1=1=
Total Isolées Associées
E Del 13q14 20 10 10
= Trisomie 12 10 7 3
= Del ATM 10
E Del P53 6 2 4

Figure 26 : Répartition selon les anomalies cytogénétiques

111.1.3.2.1. La délétion 13g14q34

- Elle est retrouvée dans 20 cas qui représentent 46,5%.

- Toutes les del 13q14 sont mono alléliques et interstitielles avec un pourcentage de

délétion qui s’étend de 22% a 99% des noyaux et mitoses.

- Elle est isolée dans 10 cas qui représentent 23,2%.

- Elle est associée a des anomalies haut risque :

o del P53 dans 2 cas

o delATM =5 cas

o del ATM+ del P53 = 1 cas (complexe)
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L’age moyen de cette population au diagnostic est de 72 ans.

- Sexe : dans les délétions isolées.

o Hommes=8
o Femmes=2

o Sexratio=4

- Le délai diagnostique moyen est de 9 mois (0-48)

- Toutes les del 13g14 sont retrouvées dans le groupe cytologie typique, avec un score de

Matutes > 4.

- Cette délétion est retrouvée dans 4 stades A, 4 stades B et 2 stades C.

111.1.3.2.2 La trisomie 12

Elle est retrouvée dans 10 cas, ce qui représente 23,2%

Elle est isolée dans 7 cas : 16,3%
- Elle est associée a une del P53 dans un cas
- L’age moyen au diagnostic dans cette catégorie = 65 ans

- Sexe:

o Hommes=7

o Femmes=2

o Sexratio=3,5
- Déelai diagnostique = 4,8 mois (0-12)
- Cytologie atypique dans 5/10 cas (50%)
- Matutes :
o =3(5cas=50%)

o =4 (2cas)
o =5(3cas)
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Stade A =1 cas

Stade B =4 cas

Stade C=5 cas.

Le niveau de trisomie s’étend de 21% a 81%

111.1.3.2.3 Délétion 11g ATM

Elle est retrouvée dans 10 cas : 23,2%

- Elle est isolée dans 4 cas

- Elle est associée a une del 13g14 dans 5 cas et dans le cadre d’une anomalie complexe
(del ATM+ del P53+ del 13g14) dans un cas.

- L’age moyen au diagnostic dans ce groupe est de 59 ans.

- Sexe:

o Hommes=7
o Femmes=2

o Sexratio=3,5

- Délai diagnostique : 8,6 mois (1-48)
- Tous les patients ont une cytologie typique

- Matutes > 4 dans tous ces cas.

- Stade A=2
- StadeB=5
- StadeC=2
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111.1.3.2.4 Délétion P53

Elle est retrouvée dans 6 cas = 13,9%

Isolée dans 2 cas

Associée a une del13q14 dans 2 cas, a une trisomie 12 dans un cas, et dans le cadre d’une

anomalie complexe dans un cas (del P53 + delATM + del 13g14)
L’age moyen au diagnostic = 65,5 ans
Sexe :

o Hommes=5
o Femmes=1

o Sexeratio=5

Délai diagnostique = 7 mois (1-24)

2 cytologies atypiques /6 dans ce groupe, une del P53 isolée et une associée a une tri 12)

Matutes > 4 dans tous les cas de ce groupe

StadeB=3

Stade C =3

Le tableau VI donne un récapitulatif des anomalies cytogénétiques.

Tableau VI: récapitulatif de ’analyse cytogénétique

Type Age Sexe Délai Dc | Cytologie | Matutes Stade | Fréquence

d’anomalie | moyen mois

Del 13914 72 ans H=8 9 Typiques | >4 A=4 |lIsolée

Isolée F=2 B=4 |232%
S.r=4 C=2 | Total 46,5%
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Trisomie 12 | 65 ans H=8 4 5aty /10 3=5 A=1 |23,2%
F=2 4=2 B=4
S.r=4 5=3 C=5

Del ATM 59 ans H=8 8,6 typique >4 A=2 |232%
F=2 B=5
S.r=4 C=3

Del P53 655ans | H=5 7 2 aty/6 >4 B=3 | 13,9%
F=1 C=3
S.r=5

111.1.4. Hlustration par des cas cliniques

111.1.4.1. Cas n° 1: Absence d’anomalies

Homme de 46 ans originaire de Blida, macgon, sans antécédents personnels et familiaux. Il
présentait les résultats suivants :

» Hémogramme

Hyperleucocytose : GB= 77500/ul, hyper lymphocytose : L = 70525/ul, Hb = 12,4 g/dl,
Plaquettes = 115000/ul.
> Frottis sanguin : 91% de lymphocytes de petite taille typique.

Diagnostique de LLC trés probable a confirmer par une cytométrie en flux. En cytométrie

en flux sur lymphocytes périphérique : Matutes = 5

Vu la présence d’un syndrome tumorale périphérique et le résultat de 1’Hg, le patient est

classé stade B de Binet.

FISH faite pour les 4 sondes : absence d’anomalies sur les noyaux et mitoses.

Patient toujours vivant en rémission complete

47



Chapitre 1l : RESULTAT

N

%

re

CEP12Z (vert)/13q14 (rouge)q34 (bleu) : normal

Figure 27 : CEP 12/13q14934 normale

ATM (vert)/P53 (rouge) normale

Figure 28 : ATM/P53 normale
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111.1.4.2. Cas n° 2 : Del 13914 isolée

Homme de 77 ans originaire de Bouira, fellah, suivi pour asthme et néphropathie chronique
et aux antécédents familiaux d’ostéosarcome et de leucémie aigiie chez les neveux. Depuis deux
mois, le patient a présenté une infection pulmonaire et puis une infection urinaire, hémogramme
demandé par son médecin généraliste retrouvait une hyperleucocytose adresse en consultation
spécialisee. Il présentait les résultats suivants :

» Hémogramme

Hyperleucocytose = 61000/ul, hyper lymphocytose = 50800/ul, Hb = 14 g/dl, Plaquettes =
174000/pl.
> Frottis sanguin : 84% de lymphocytes de petite taille typique.

Diagnostique de LLC tres probable a confirmer par une cytométrie en flux. En cytométrie
en flux sur lymphocytes périphérique : Matutes = 5.

Vu I’absence du syndrome tumorale périphérique et le résultat de 1’Hg, le patient est classé
stade A de Binet.

FISH faite pour les 4 sondes : del 13q14 a 47% des noyaux et mitoses.

Patient toujours vivant stable au stade A

del 13¢g14 monoallelique sur mitose et noyaux

Figure 29: délétion 13914 sur mitose et noyaux
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Laboratoire hématologie CAC Blida

B.L;LLC: Del 13 isolée

Figure 30: délétion 13g14 sur noyaux

111.1.4.3. Cas n°® 3 : Trisomie 12 isolée

Homme de 72 ans, originaire de Chlef, magon en retraite, présente des adénopathies
géneéralisées et une fatigue depuis un mois. 1l présentait les résultats suivants :

» Hémogramme

Hyperleucocytose = 443300/ul, hyperlymphocytose = 412300/pl,
Hb = 6,6 g/dl, plaquettes = 177000/l

» Frottis sanguin

Une lymphocytose 93% avec présence de petits lymphocytes matures + lymphocytes avec un

noyaux encoché + lymphocyte a cytoplasme chevelu : atypique

Le diagnostic de LLC ou SLPC est suspecté, a confirmer par une cytométrie en flux.
Cytométrie faite sur sang périphérique : Matutes = 3 : avec expression forte du CD79b fort

et des chaines légeres K fort.

Le diagnostic de LLC est retenu vu 1’absence des marqueurs des autres SLPC.
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Stade C de Binet sur la présence de I’anémie a 6,6 g/dl

FISH : présence d’une trisomie 12 a 54% des noyaux et des mitoses

Patient a développé une tuberculose pulmonaire une année apreés la fin de sa chimiothérapie

puis perdu de vue.

Laboratoire hématologie CAC Blida
A L;LLC:Tri12

Figure 31 : Trisomie 12 sur mitose et noyau

Figure 32 : Trisomie 12 sur mitose et noyaux (Sonde centromére 12/MDM?2)
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111.1.4.4. Casn®4: Del ATM isolée

Femme de 76 ans originaire de Chlef, sans profession, hypertendue et diabétique, ses deux filles

ont eu des cancers solides (sein et colon).

Pendant 7 mois, elle a présenté des adénopathies qui augmentaient de volume avec une

difficulté a avaler son alimentation.

» Consultation : adénopathies généralisées 4 cm de diametre et une hypertrophie

amygdalienne bilatérales importante

» Hémogramme : hyperleucocytose = 29800/pul, Hyper lymphocytose = 21500/pl
Hb = 13,7 g/dl, plaquettes = 227000/ul

> Frottis sanguin : petits lymphocytes matures a 75% : typique
Au total : forte suspicion de LLC
» Cytométrie en flux : Matutes =5

Stade B de Binet avec forte masse tumorale

> FISH : del ATM a 50% des noyaux et des mitoses

La patiente a développé deux années aprés sa chimiothérapie un carcinome papillaire de la

thyroide traité par ira thérapie.

del AT [vert] =ur noyaux. P53 [rouge} normal

Figure 33 : del ATM sur noyaux

52



Chapitre 1l : RESULTAT

111.1.45. Casb5 : Del P53 isolée

F. A homme de 66 ans, originaire de Blida, fonctionnaire, aux antécédents d’Infarctus du

myocarde, présente des adénopathies depuis 5 mois.
Consultation : adénopathies généralisées a 3 cm de diameétre avec splénomégalie,

» Hémogramme

Hyperleucocytose 39700/ul, Hyperlymphocytose 37300/ul
Hb = 12,2 g/gl, Plaquettes = 199000/l

» Frottis sanguin = petits lymphocytes matures 94% : typique
Au total : forte suspicion d’une LLC

» Matutes =4
Stade de Binet : B
> FISH : del P53 isolée a 79% des noyaux

Décédé en échec thérapeutique a 14 mois du diagnostic

Figure n° 34 : del P53 isolée sur mitose

53



Chapitre 1l : RESULTAT

Figure n° 35 : del P53 isolée sur mitose

111.1.4.6. Cas n®° 6 : Anomalies complexes

B. B homme de 58 ans originaire de Médéa, soudeur, présente depuis 3 mois des adénopathies.

» Consultation

Adénopathies généralisées, les plus volumineuses au niveau cervical a 10/8 cm de diamétre.

» Hémogramme

Hyperleucocytose a 13500/ul, Hyper lymphocytose a 9000/ul, Hb = 14,2 g/dl, Plaquettes =
91000/ul

» Frottis Sanguin : 62% de petits lymphocytes matures : typique

Suspicion de LLC forme tumorale ou lymphome non hodgkinien

» Cytométrie en flux : Matutes 4

» FISH : del P53 = 35%, del ATM =69%, del 13914 74% = complexe a 3 anomalies

Le patient est a sa troisieme rechute en 4 ans d’évolution, traité par immunochimiothérapie car

la thérapie ciblée Anti BTK ou anti BCL2 n’est pas disponible en Algérie a ce jour.
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17p13 (P53) 2

B.B: delP53+del ATM

Figure 36 : Anomalies complexes (del ATM + del P53)
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V. Discussion

Sur I’échantillon de patients atteints de LLC étudiés, la prédominance masculine est nette avec
un Sexe ratio a 3,7 ; nos données rejoignent celles de la littérature avec un sex ratio > 2 dans

plusieurs études (Yamamoto et Goodman, 2008)

L’age moyen au diagnostic est de 65 ans, celui de 1’é¢tude national est de 67,2 ans. L’age
moyen de notre population est plus jeune que celui rapporté dans les grandes series de la
littérature (72 ans aux USA et 72en Europe). (Yamamoto et Goodman, 2008). Ceci est
probablement di a I’architecture démographique de notre population ; la pyramide des ages de

notre population est encore nettement décalée vers la gauche.

Concernant I’origine géographique des patients ; les régions de recrutement les plus important

restent Blida, Ain Defla et Chlef (régions agricoles par excellence)

Dans I’étude nationale présenté en 2015, la région sanitaire de Blida occupait la 3 eéme place

dans la région centre apres Alger et Tizi Ouzou.

Les professions qui dominent sont 1’agriculture et la magonnerie ; un cas d’exposition au
benzéne (Sonatrach) et aux toxiques chimiques comme la soudure ont été rapportés (Hagmar
etal ., 1995).

Dans la profession fonctionnaire nous avons regroupés les enseignants, les militaires et les

agents de service ou de sécurité qui a priori n’ont pas d’exposition particuliére a un toxique.

La présence de cancers familiaux est marquée dans cet échantillon de patients (18,6%), et

concerne des liens de premier degré (parents, enfants ou freres et sceurs)
Il s’agit en majorité de cancers solides : sein chez les femmes et digestifs chez les hommes.

Un fait important a noter ; concernant les hémopathies familiales relevées : toutes concernent
des pathologies du lymphocyte B a différents stades de maturation (LALB, LLC et MM).

Le délai diagnostic est long de 6,7 mois avec un maximum de 4 ans attestant d’un retard
diagnostique considérable, expliquant que le motif de consultation dominant est représenté par

le syndrome tumoral dans plus de 60% des cas.
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Ce retard diagnostique est aussi traduit par la présence de stades de Binet avancés B et C dans
pres de 80% des cas. Cet état est different des LLC recrutées en occident qui sont représentées
dans prés de la moitié des cas par des stades A. (Dohner et al ., 2000)

Tous les patients ont bénéficié en plus de I’hémogramme et du frottis sanguin, d’une étude par

cytométrie en flux, ce qui assure un diagnostic de certitude de cette affection.

Notons une cytologie atypique chez 8 pts (18,6%), et un score de Matutes a 3 chez 5 patients
(11,6%) ce qui rejoint la littérature. (Matutes et al .,1996)

Quatre patients/5 avec un score de Matutes a 3 ont une cytologie atypique, ce qui est rapporté
dans la littérature. (Matutes et al ., 1994)

Concernant les anomalies cytogénétiques : tableau 1X

Il n’a pas été retrouvé d’anomalies cytogénétiques ciblées dans 21% des cas étudiés. Ceci est

en accord avec les données de la littérature (Glassman et al ., 2005) (Donher et al ., 2000)

Le nombre d’anomalies cytogénétiques récurrentes retrouvées par FISH représente 79%, rejoint

celles relevées dans la littérature (64% a 82%). (Glassman et al ., 2005) (Donher et al .,2000)

Tableau VII: Comparaison des résultats de notre étude FISH avec la littérature.

Références Anomalies | del 13q | Tri 12 del ATM del P53
Notre série : 43 pts 79 % 465% | 23,2% 23,2 % 13,9 %
DohnerH : 325 pts 82 % 55 % 16 % 18 % 7%
Qiu HX: 143 pts 72,7 % 476 % |21,7% 11,9 % 12,6 %
GlassmanAB : 100 pts 64 % 44 % 11% 23 % 12 %
AounP: 72 pts 72 % 46 % 21 % 7% 3%

La proportion de délétion 1314 représente 46,5%, ce qui rejoint celle de la littérature (44%
a63%) (Glassman et al ., 2005) (Dohner et al ., 2000) (Qiu et al ., 2008) (Aoun et al ., 2004).

Lorsqu’elle estisolée , elle est reconnue comme étant de bon pronostic.

Le clone délété s’étale de 22% a 99% des noyaux, avec seulement 2 patients avec plus de 80%
de noyaux délétées, ce taux est reconnu comme élément pronostique négatif. (Hernandez et
al .,2009).
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L’age moyen au diagnostic dans la catégorie del 13914 isolée est de 72 ans, plus important que
I’age moyen de tout 1’échantillon. Cela est expliqué par le fait La LLC avec del 13q14 est
Particulierement indolente et de ce fait ne s’exprime que tard dans la vie d’un patient. (Guarini

etal ., 2003)

Le délai diagnostic dans cette catégorie est de 9 mois, un peu plus long que le délai moyen
de I’échantillon
Tous les patients avec 13q14 ont une cytologie typique et un score de Matutes > 4, ce qui rejoint

la littérature (Guarini et al ., 2003)

La trisomie 12 est retrouvée dans 10 cas (23,2%), rejoint la littérature (11% a 25% (Glassman
etal ., 2005 ; Dohner et al ., 2000 ; Qiu et al ., 2008 ; Aoun et al .,2004).

Elle est isolée dans 7 cas, I’age moyen au diagnostic dans cette catégorie est de 65 ans, avec un

délai moyen de diagnostic de 4 mois plus court que la moyenne de 1’échantillon total.
Le clone de trisomie s’étend de 21% a 81% des noyaux.

La moitié des cas (5/10) présente un Matutes a 3 et une cytologie atypique, corrélé aux données

relevées dans la littérature (Matutes et al ., 1996)

On retrouve dans ce groupe un seul stade A, les 9 qui restent sont des stades B et C, ce qui

permet de dire que cette anomalie est survenue dans les stades évolutifs de la maladie.

La del ATM reconnue de mauvais pronostic, se voit dans les formes tumorales ; elle est

survenue dans notre échantillon dans 10 cas (23,2%). Elle est isolée dans 4 cas.

Cette fréquence est Iégérement plus élevée que dans la littérature (6% a 20) (Glassman et
al .,2005 ; Dohner et al ., 2000 ; Qiu et al ., 2008 ; Aoun et al .,2004)et ceci est expliqué par
I’importance des patients présentant un syndrome tumoral (79,9%) dans notre échantillon, due
au retard diagnostic.

L’age moyen au diagnostic dans cette catégorie est plus jeune (59 ans), avec 20% qui ont moins

de 50 ans ; ce qui a été décrit dans la littérature (Reddy et al ., 2006)

Le délai diagnostique est de 8,6 mois, plus long que la moyenne de 1’échantillon.
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Tous les cas avaient une cytologie typique et un Matutes > 4. La moiti¢ exprime un CD38

positive souvent rapporté par la littérature.

Dans ce groupe on a 2 stades A qui ont rapidement progressés en B, 5 stades B et 2 stades C :

elle est survenue dans 80 % des cas dans les stades évolutifs.

La délétion P53 est survenue dans 6 cas (13,9%) dont 2 isolées, taux élevé par rapport a la
littérature (7 a 12%) (Glassman et al .,2005 ; Dohner et al ., 2000 ; Qiu et al ., 2008 ; Aoun
et al .,2004).

Elle est associée a une trisomie 12 dans un cas, a une del 13q14 dans 2 cas et dans le cadre

d’une anomalie complexe dans un cas.

Le taux élevé de la delP53 est expliqué par I’'importance des stades avancés B et C dans cet

échantillon

Toutes les delP53 sont survenues aux stades B et C (3/3) ; aucun stade A dans ce groupe,
attestant que cette anomalie est de mauvais pronostic et souvent elle survient tard dans

I’évolution.

L’age moyen est 65,5 ans, le délai diagnostic est allongé (7 mois). 2/6 ont une cytologie

atypique, par contre tous ont un Matutes > 4

Le clone de délétion s’étalait de 35% a 87% des noyaux.
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Conclusion générale

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie maligne dont le pronostic est
évalué par une étude cytogénétique ciblée, 1I’hybridation in situ par fluorescence (FISH) qui a
un rdle primordial dans la stratification des anomalies récurrentes et un impact sur I’indication

thérapeutique dans cette pathologie.

Les anomalies cytogénétiques sont des facteurs pronostiques importants et indépendants de la

progression et de la survie dans cette pathologie.

Elles aident a indiquer une stratégie thérapeutique adaptée selon les groupes a risque.

Nous avons entrepris une étude de la LLC au plateau technique de cytogénétique hématologique
au laboratoire d’hématologie de I’EHS ELCC, CAC Blida,dont les objectifs étaient :

1- De nous initier a I’Hybridation In Situ Fluorescente (FISH) et de réaliser durant notre stage
une étude cytogénétique en ciblant quatre anomalies récurrentes dans la LLC.

2- De préciser la répartition de ces anomalies dans une cohorte de patients du centre-ouest
Algérien dans la LLC.

Au terme de notre stage, ces objectifs techniques du stage pratique ont été atteints par la maitrise
de la 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.

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 I’étude qui a été menée, il ressort deux arguments importants : la fréquence des anomalies
récurrentes rejoint celle de la littérature. (79% vs > 64 a 82%) et la fréquence élevée des
délétions ATM et P53 dans notre population.

Cela a une implication importante, vu que leur pronostic est mauvais, il est nécessaire de

disposer de médicaments innovants ciblés pour les traiter convenablement dans notre pays.
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1- Equipement pour la culture cellulaire
Hotte a flux laminaire.
Hotte chimique
Incubateur a CO2.
Centrifugeuse.
Etuve séche a 37°c.
Agitateur magnétique.
PH metre.
Frigidairea + 4° C
Congélateur a - 20° C

2 -Réactifs

Conservés a température ambiante :

Méthanol pur.
Acide acétique glacial.

Conserveés a + 4°c :

RPMI avec ou sans glutamine 1640 Sigma
Colcémid 10ug/miEurobio, Sigma.

KCL a 5,6 g/l (0,0075M)

Héparine lithium.

Conservés a — 20°c :

Sérum de veau feetal.
L glutamine + pénicilline- streptomycine
DSP 30
Interleukine 2
Consommables
Tubes Falcon 20 ml
Flasques de culture a bouchon ventilé ou non.
Pipettes pasteur.
Pipettes en plastic de transfert de 15 ml.
Portoirs tubes Falcon
Lames superfrost
Plateaux inox.

Chronometres.

Eprouvettes 100, 500 et 1000 ml.
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Becher 1000 ml.
Pince.
Distributeur-doseurs.
3-Milieux et solutions a preparer
3-1-Milieu de culture (RPMI complet) : 400 ml de RPMI 1640 + 100 ml SVF + 1 ml
héparine lithium + 5 ml pénicilline-streptomycine-L glutamine.
A conserver a + 4°c.
3-2-1L2 : mettre le lyophilisat avec 2 ml d’eau distillée stérile, centrifuger une minute.

Aliquoter par 20 pl dans des tubes eppendorff ; conserver a -20°C.

3-3-DSP30 : mettre le lyophilisat avec 5 ml d’eau distillée, centrifuger une minute puis conserver par

10 ul dans des tubes eppendorff, conserver a — 20°C.

3-4 -KCI : dissoudre 5,6 g dans un litre d’eau distillée. Conserver a + 4° C.

Préchauffer a 37° C avant emploi.

3-5 -Fixateur : mélanger 3 volumes de Méthanol + 1 volume d’acide acétique.
Conservation TA.

Consommables

- Bacs a lames en porcelaine avec couvercle.

- Lames superfrost et lamelles 24 x 60 mm ou 22 x 22 mm.

- Graveur diamant

- PH métre.

- Portoirs pour lames en verre.

- Eprouvettes.

- Pipettes de precision : 10, 100, 200, 500, et 1000 pl et pipette réglable de 2 a 10 pl
et 10 pl a 100 pL

- Carton range lame avec rabat.

- Para film

4-Equipements pour la FISH

- En plus du mateériel nécessaire a la mise et sortie de culture, on aura besoin de :
- Etuve a 37°C séche.

- Bain marie a 37°c et 72°c.

- Balance de précision.

- Agitateur magnétique

- Thermobrite (chambre humide avec plaque chauffante réglable pour dénaturation et hybridation)
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- Microscope a fluorescence muni de filtres appropriés a chaque fluorochrome et un filtre triple bandes
(DAPI/FITC/Rhodamine) pour lire en multicouleur :

- Logiciel pour le traitement d’images et 1’archivage : Metasystems.

5- Réactifs

5.1 Réactifs : Conservation a température ambiante

- 20 SSC (VWR)

- Ethanol a 70%, 85% et 100%.

- Igepal.

-Tween 20

- Eau distillée.

- Huile pour microscope.

5.2 Réactifs : Conservés a + 4°C : Le DAPI.

5.3 Réactifs a conserver a -20°C

Les sondes (Cytocell)

6- Solutions de travail : a préparer

6-1- 2 SSC : reconstituer 100 ml de 20 SSC + 900 ml d’cau distillée.

6-2- 0,3 Igepal : mettre 1,5 ml Igepal + 475 ml eau distillée, dans un bécher ; mélanger a I’aide d’un
aimant sur I’agitateur magnétique ; ajuster le PH entre 7 et 7,5. Cette solution se conserve 6 mois a +4°C.
6-3- 0,1 Igepal : mettre 1 ml Igepal + 850 ml eau distillée ; mélanger avec un aimant sur un agitateur
magnétique ; ajuster le PH entre 7 et 7,5. Cette solution se conserve 6 mois a température ambiante.
6-4- Tween 20 : 500 ul de Tween + 20 SSC : 100 ml ; compléter a 1000 ml par I’eau distillée

6-5- Ethanol 100% : verser 200 ml d’éthanol pur

6-6- Ethanol 75% : 30 ml éthanol, compléter a 200 ml avec de 1’eau distillée.

6-7- Ethanol 80% : 40 ml éthanol, compléter a 200 ml avec de 1’eau distillée.
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Figure 37 : Le microscope a fluorescence
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