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Résumeé

Un cancer du sang appelé hémopathie maligne n’apparait pas dans les organes
comme les autres cancers. Leur prolifération est favorisee par des anomalies de la moelle
osseuse et des cellules sanguines matures (responsables d’hémopathies d’évolution lente ou
chronique) ou immatures (responsables d’hémopathies d’évolution rapide ou aigué).

Les hémopathies malignes sont donc des croissances anormales et instables de cellules
hématopoiétiques ou de cellules sanguines. Cela explique la grande variété des cancers du
sang qui comprennent des types tels que la leucémie, le lymphome et le myélome.

La leucémie myéloide chroniqgue (LMC) est un syndrome condition
myéloproliférative clonale & prédominance granuleuse, résultant de la transformation d’une
cellule-souche pluripotente. Cette maladie est associée a une anomalie génétique impliquant
la fusion du géne ABL du chromosome 9 avec le gene BCR du chromosome 22, cette fusion
conduit a la formation d’un chromosome anormal appelé chromosome Philadelphie.

Le réarrangement BCR-ABL est généralement détecté par biologie moleculaire.
Toutefois, lorsqu'il s'agit d'un variant complexe de la translocation de chromosome
Philadelphie, le réarrangement BCR-ABL peut ne pas étre détecté par biologie moléculaire.
Dans cette situation, une étude a l'aide de FISH. La leucémie myéloide chronique représente
un exemple de cancérogenese. Son pronostic s'est considérablement amelioré grace aux
inhibiteurs de tyrosine kinase ou ITK. En ce moment, le suivi moléculaire, l'analyse
cytogénétique (caryotype, FISH) et la biologie moléculaire (RT-PCR) sont actuellement des
examens clés pour le diagnostic.

Le diagnostic moléculaire a révolutionné la prise en charge des hémopathies malignes
en fournissant des outils précieux pour le diagnostic, le pronostic, la stratification du risque
et la surveillance de la maladie. Il permet une identification précise des sous-types
homéopathiques, détecte les mutations génétiques spécifiques, surveille la maladie
résiduelle et guide le choix des traitements. Sur le plan économique, il réduit les colts en
évitant des examens et traitements inutiles, améliore l'efficacité des traitements et optimise
I'allocation des ressources médicale.

Notre travail se résume en une étude bibliographique ayant pour objectifs la mise en
évidence du diagnostic moléculaire dans les hémopathies malignes. Comme nous n’avons
pas effectué d’étude pratique, nous avons présenté des résultats émanant des différentes

études qui ont été ensuite discutées a partir des données obtenues.



Mots clés : les hémopathies malignes ; Leucémie ; Lymphome ; Myélome ; Leucémie
myéloide chronique ; Chromosome Philadelphie ; Géne BCR ; Géne ABL ; Biologie
moléculaire.



Abstract

Blood cancers, known as hematological malignancies, do not appear in the organs like
other cancers. Their proliferation is favored by abnormalities of the bone marrow and mature
blood cells (responsible for slow or chronic hemopathies) or immature cells (responsible for
rapid or acute hemopathies).

Hematological malignancies are therefore abnormal and unstable growths of
hematopoietic or blood cells. This explains the wide variety of blood cancers, including types
such as leukemia, lymphoma and myeloma.

Chronic myeloid leukemia (CML) is a predominantly granular clonal
myeloproliferative disorder resulting from the transformation of a pluripotent stem cell. The
disease is associated with a genetic abnormality involving the fusion of the ABL gene on
chromosome 9 with the BCR gene on chromosome 22, leading to the formation of an
abnormal chromosome known as the Philadelphia chromosome.

The BCR-ABL rearrangement is usually detected by molecular biology. However, in
the case of a complex variant of the Philadelphia chromosome translocation, the BCR-ABL
rearrangement may not be detected by molecular biology. In this situation, a study using
FISH is recommended. Chronic myeloid leukemia is an example of carcinogenesis. Its
prognosis has improved considerably thanks to tyrosine kinase inhibitors or TKIs. Today,
molecular monitoring, cytogenetic analysis (karyotype, FISH) and molecular biology (RT-
PCR) are key diagnostic tests.

Molecular diagnostics have revolutionized the management of hematological
malignancies, providing invaluable tools for diagnosis, prognosis, risk stratification and
disease monitoring. It enables precise identification of homeopathic subtypes, detects
specific genetic mutations, monitors residual disease and guides treatment choices. In
economic terms, it reduces costs by avoiding unnecessary tests and treatments, improves
treatment efficacy and optimizes the allocation of medical resources.

Our work can be summed up as a bibliographical study with the aim of highlighting
molecular diagnosis in hematological malignancies. As we did not carry out any practical
studies, we presented the results of the various studies, which were then discussed on the
basis of the data obtained.

Key words : Hematological malignancies ; Leukemia ; Lymphoma ; Myeloma ; Chronic

myeloid leukemia ; Philadelphia chromosome ; BCR gene ; ABL gene ; Molecular biology.
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Introduction Générale

Les hémopathies malignes sont des proliférations anarchiques, clonales et acquises caractérisée
par la prolifération excessive et incontrlée, dans la moelle osseuse et des cellules souches
hématopoiétiques. Elles sont classées en trois types différents (leucémie, lymphome, myélome) selon

les cellules impliquées et I’évolution.

Les principales formes de leucémie sont séparées en quatre catégories selon le type cellulaire
impliqué (myeéloide et lymphoide), et le caractére aigué ou chronique de la prolifération. Une

leucémie chronique évolue lentement, alors que la leucémie aigué évolue rapidement.

Les études biologiques (myélogramme, hémogramme, cytochimie, immunophénotypage). Et
les études cytogénétiques (caryotype, hybridation in situ en fluorescence (FISH)) sont actuellement
des examens clés pour le diagnostic et le suivi thérapeutique. Ainsi, ’analyse moléculaire basée sur
différentes techniques, telles que la réaction en chaine de la polymérase (PCR), est devenue un

élement essentiel du panel de diagnostic de la leucémie aige.

Au cours de la maladie, la charge résiduelle de cellules leucémiques peut étre controlée par
des techniques quantitatives de PCR tres sensibles ("PCR en temps réel"). Actuellement, de nouvelles
techniques, telles que le séquencage a haut débit (séquencage de nouvelle génération, NGS) ou le
profilage de I'expression des genes a l'aide de puces a ADN, sont explorées en vue d'une utilisation

dans les hémopathies malignes et sont évaluées dans le cadre d'études précliniques.

Cela démontre que les diagnostics moléculaires pour les leucémies aigués sont en

développement continu.

Cette leucémie est caractérisée par une anomalie cytogénétique acquise, dite « le chromosome
de Philadelphie » correspondant a une translocation réciprogue entre une portion du gene Bcr en
22q11.23 et le gene Abl « Abelson » en 9934.1. La conséquence de cette translocation est la naissance
d’un géne de fusion Ber-Abl, conduisant a la formation d’une protéine chimérique Ber-Abl activée
constitutivement avec une dérégulation de la production de la tyrosine kinase a I’origine de la

maladie.

La détection du géne BCR-ABL par transcriptase inverse quantitative - réaction en chaine de
la polymérase (RT-PCR) est la pratique standard pour le suivi de la maladie résiduelle chez les
patients atteints de leucémie myéloide chronique qui recoivent des traitements a base d'inhibiteurs de

la tyrosine kinase.
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OBJECTIF DU TRAVAIL :

Faire une recherche sur I’apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic et le suivi des
hémopathies malignes en mettant 1’accent sur le diagnostic de la Leucémie Myéloide Chronique

(LMC) par la RT-PCR
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1. Lesang

Le sang, un tissu conjonctif fluide, circule a l'intérieur des vaisseaux sanguins, comprenant
arteres, veines et capillaires : les globules rouges (hématies), représentant la majorité (environ 99%),
assurent le transport de I'oxygene des poumons vers les tissus corporels, avec une durée de vie
moyenne de 120 jours. Les globules blancs (leucocytes), jouent un réle crucial dans la défense
immunitaire de l'organisme, leur durée de vie variant de quelques jours a plusieurs années. Les
plaquettes, ou thrombocytes, des fragments cellulaires, participent a la coagulation sanguine et ont
une durée de vie de 5 a 7 jours. Quant au plasma, il est principalement constitué d'eau (environ 90%),
de protéines telles que I'albumine, les globulines, le fibrinogéne et les facteurs de coagulation, ainsi
que de sels minéraux, de glucides, de lipides, d'hormones, d'enzymes et de pigments (1).

En outre, le plasma est également impliqué dans le transport des cellules immunitaires et des
hormones & travers l'organisme, garantissant ainsi le bon fonctionnement et I'homéostasie générale
du corps (2).

> composition du sang

€

e 0215z (S55% )

leucocytes et
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£

érythrocytes (45

@)

Figure 1: La composition du sang. (3)

2. La moelle osseuse

La moelle osseuse est une substance spongieuse riche en nutriments qu'on trouve dans les
parties creuses des 0s longs et plats comme le sternum ou les os des hanches. Sa principale fonction
est de produire les différentes cellules sanguines notamment les globules rouges, les globules blancs
et les plaquettes a partir des cellules souches hématopoiétiques (4).

La moelle osseuse est un organe essentiel du systéme immunitaire, qui fabrique des
lymphocytes pour aider a combattre les infections et détruire les cellules anormales. Les maladies de
la moelle osseuse sont classées en deux grandes catégories : la premiére comprend la prolifération
des cellules hématopoiétiques les plus immatures (explosives) avec une maturation arrétée, comme
les leucémies aigués, et la deuxieme comprend l'augmentation des cellules hématopoiétiques sans
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maturation stoppée, comme la myélodysplasie (5).

Os spongieux
Os compact

Moelle osseuse

Vaisseaux sanguins

Figure 2: Schéma de la moelle osseuse (6).

3. Les cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont a l'origine de toutes les cellules du sang,
telles que les globules rouges, les globules blancs et les plaquettes des cellules qui sont présentes dans
la moelle osseuse. Elle joue un role fondamental pour I'hématopoiese. Elles apparaissent au cours de
la vie embryonnaire, durant la phase embryonnaire ; les cellules souches hématopoiétiques émergent
et transitent par divers organes hematopoiétiques avant de coloniser la moelle osseuse (7).

Ces cellules caractérisees par deux propriétés, celle de s'auto-renouveler et celle de se
différencier :

e L’auto-renouvellement : c'est a dire la capacité de se diviser et de donner naissance, a de
nouvelles CSHs sans se différencier

e La différenciation : Les cellules souches hématopoiétiques peuvent produire tous les types
cellulaires matures du sang et du systéme immunitaire par différenciation en raison de leur
capacité multi potentielle (8).

4. L’hématopoiése

L'hématopoiese correspond a l'ensemble des mécanismes biologiques assurant la
différenciation progressive et la maturation des cellules souches hématopoiétiques (CSH) en cellules
sanguines matures.

Cette production est réalisée grace a I'influence de divers facteurs a l'extérieur et a l'intérieur
des cellules, qui guident et orientent une différenciation au fil des étapes des cellules souches vers les
différentes lignées sanguines (9).

Le renouvellement des circulations sanguines chez les adultes est assuré par la moelle osseuse
des vertébres, des ctes, du crane, du bassin et de la partie proximale du fémur (10).

p. 4
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Figure 3. Processus schématique de I'nématopoiése humaine (11).

5. La régulation de I’hématopoiese

Trois composants sont essentiels pour garantir un processus d'hématopoiése correcte :

A. Le microenvironnement donne aux cellules souches les conditions anatomiques et
intercellulaires nécessaires a I'nématopoieése. 1l est constitué du :

e Stroma médullaire, qui regroupe des fibroblastes, des cellules endothéliales, des
macrophages, des cellules épithéliales et des adipocytes organisés au sein des logettes
hématopoiétiques. Ces cellules sécretent des matrices extracellulaires ainsi que des
facteurs de croissance (CSF) (1).

e La matrice extracellulaire est composée d'un réseau fibrillaire, notamment de collagéne
de type I-11, ainsi que de glycoprotéines et de protéoglycanes tels que la fibronectine, la
laminine et la thrombospondine (1).

B. Les vitamines telles que la vitamine B12 et I'acide folique sont essentielles pour la synthese
de I'ADN et donc pour la division cellulaire. Leur déficit entraine des anomalies de formation
dans toutes les lignées cellulaires (1).

C. Drautres eléments, comme le fer, sont nécessaires a la formation de protéines spécifiques de
différentes lignées cellulaires, en particulier pour [I'érythropoiése et la synthese de
I'hnémoglobine, ainsi que les oligoéléments (1).

D. Les facteurs de croissances ou CSF : ces facteurs de croissance jouent un réle crucial dans
la régulation de I'nématopoiese, allant de la survie et la différenciation des cellules souches a
la maturation des cellules hématopoiétiques, offrant ainsi des perspectives prometteuses pour
le traitement des maladies hématologiques (1).

On distingue schématiquement 3 types de facteurs de croissance selon leur lieu d’action au cours
de I’hématopoiese.
e Facteurs multipotents : Ces facteurs agissent sur les cellules souches les plus immatures
ainsi que sur les progéniteurs les plus différenciés, voire sur les cellules les plus matures.
Exemples : IL3 (ou SCF) et GM-CSF ().
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e Facteurs de promotion : Ces facteurs augmentent le nombre de cellules souches en cycle
cellulaire et sensibilisent les cellules souches totipotentes a I'action des autres facteurs de
croissance. Exemples : IL1, IL4, IL6, LIF (facteur inhibiteur de la leucémie) (1).

e Facteurs restreints : lls agissent sur les cellules souches engagées et favorisent la
multiplication cellulaire et la maturation des précurseurs. Exemples : G-CSF, M-CSF, IL5,
IL4, IL6, EPO, TPO (1).

E. Facteurs de croissance non spécifiquement hématopoiétiques : Ils ont une action
potentialisatrice et nécessitent la présence d'autres facteurs de croissance, notamment
I'érythropoiétine, pour obtenir des colonies de certaines cellules. Exemples : IGF1-2, PDGF,
STH, hormones thyroidiennes, androgenes, cortisone, déxaméthasone (1).

F. Régulation négative de I'nématopoiese (les inhibiteurs) : Certains facteurs agissent comme
inhibiteurs de la prolifération des cellules hématopoiétiques. Exemples : interféron-y, TNF-a,
TGF-B, prostaglandines E, lactoferrine, isoferritines acides, peptides isolés des PN (1).

6. Les hémopathies malignes

Un cancer du sang appelé hémopathie maligne n'apparait pas dans les organes comme les autres
cancers. Leur prolifération est favorisée par des anomalies de la moelle osseuse et des cellules
sanguines matures (responsables d'’hemopathies d'‘évolution lente ou chronique) ou immatures
(responsables d’hémopathies d'évolution rapide ou aigue) (12). Les hemopathies malignes sont donc
des croissances anormales et instables de cellules hématopoiétiques ou de cellules sanguines (tels que
les globules rouges, les globules blancs, les plaquettes et les ganglions). Cela explique la grande
variété des cancers du sang (13).

7. Classification des hémopathies malignes

7.1.La leucémie

La leucémie (cancer du sang) est un cancer pédiatrique le plus courant et le plus "connu”, mais
il peut également affecter les adolescents, les adultes et les personnes agées.
La leucémie est une maladie du sang caractérisée par une augmentation significative du nombre de
globules blancs qui envahissent le sang, les organes et la moelle osseuse. lls empéchent les autres
cellules sanguines (globules rouges et plaguettes) de se produire, de se développer et de se mdrir (13).
Les cellules leucémiques peuvent également envahir d'autres organes comme les ganglions
lymphatiques, le taux, le foie, la peau, les viscéres, les testicules ou le systeme nerveux central (14).

*

% Les différents types de leucémie

La leucémie classee en différents types, en fonction de :
e Taux de progression de la maladie (aigle ou chronique).
e Le type spécifique de cellules souches dans la moelle osseuse (myéloide ou lymphoide).
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7.1.1. Leucémie aigiie

La moelle osseuse est envahie par des proliférations monoclonales incontr6lées de cellules
hématopoiétiques immatures, appelées blastes, entrainant des leucémies aigués (LA) (15).

% Classification de leucémies aigues :

La leucémie aigué peut étre classée en deux types principaux en fonction de la prolifération des
blastes, selon que les blastes sont d'origine lymphoide ou myéloide :
e La leucemie lymphoblastique aigué (LAL).
e La leucemie myéloblastique aigué (LMA).

7.1.1.1. La leucémie aigiie lymphoblastique (LAL)

La leucémie aigué lymphoblastique est un trouble dans la moelle osseuse se caractérise par une
croissance anormale des lymphoblastes malins. Ces lymphocytes jouent un réle crucial dans la
protection contre les infections et dans I'élimination des cellules anormales.

La prévalence de cette maladie est plus elevée chez les jeunes enfants que chez les adultes, (2
et 5 ans) (13).

7.1.1.2. La leucémie aigiie myéloblastique (LAM)

Les leucémies aigués myéloblastiques (LAM) constituent un ensemble diversifié d'hémopathie
maligne caractérisé par une prolifération incontrdlée de précurseurs myeloides, incluant les lignées
granuleuses et monocytaires. Cela se traduit par une altération de la différenciation cellulaire et une
perturbation de I'hématopoiese normale, entrainant une insuffisance médullaire (16).

Les LAM sont les leucémies aigués les plus fréquentes chez les adultes (17).

7.1.2. Leucémie chronique

Le terme "chronique™ fait référence a une progression graduelle de la maladie, caractérisée par
une évolution lente au fil des mois ou des années. Dans un premier temps, cette évolution est
spontanée, car les cellules responsables de la prolifération dans les leucémies chroniques ont déja
atteint un stade avancé de maturation. Il est important de noter que, contrairement aux leucémies
aigués, les cellules dans les leucémies chroniques restent anormales tout en étant plus matures (18).
Les leucémies chroniques sont principalement observees chez les individus agés (19).

%+ Classification de leucémies chroniques

La leucémie chronique peut étre classée en deux types principaux :
e Leucémie myéloide chronique (LMC).
e La leucémie lymphoide chronique (LLC).

p.7



CHAPITRE 1 GENERALITE SUE LES HEMOPATHIES MALIGNES

7.1.2.1. Leucémie myéloide chronique (LMC)

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome condition myeéloproliférative clonale
a prédominance granuleuse, résultant de la transformation d'une cellule souche pluripotente (20).
Elle se caractérise par une production excessive et persistante de leucocytes (globules blancs) dans la
moelle osseuse, dont une partie est composée de cellules immatures. Ces cellules, lorsqu'elles
pénétrent dans la circulation sanguine, présentent des déficiences dans leur développement normal.

L'origine de la maladie est associée a une anomalie génétique impliquant la fusion de deux
chromosomes des cellules souches de la moelle osseuse. Cette fusion conduit a la formation d'un
chromosome anormal appelé chromosome Philadelphie, nommé d'aprés la ville américaine ou les
chercheurs I'ont découvert dans les années 60. Cette anomalie résulte de l'association accidentelle du
géne ABL du chromosome 9 avec le géne BCR du chromosome 22, formant ainsi le géne BCR-ABL
specifique aux cellules de la maladie.

Le géne BCR-ABL génere de maniere anormale une enzyme appelée tyrosine kinase, qui est
responsable de la surproduction de globules blancs. En consequence, la LMC se caractérise par une
prolifération incontr6lée de ces cellules immatures, contribuant aux symptémes et a la progression de
la maladie (21).

7.1.2.2. Leucémie lymphoide chronique (LLC)

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une maladie maligne caractérisée par la
multiplication et I'accumulation de petits lymphocytes B matures d'origine monoclonale présentant
un phénotype distinctif dans le sang et les organes hematopoiétiques tels que la moelle osseuse, les
ganglions, la rate et le foie (22). Elle affecte principalement les individus de plus de 60 ans, et son
apparition avant I'age de 30 ans est extrémement rare (23).

7.2.Les lymphomes

Les néoplasies lymphoides ou lymphomes représentent la catégorie la plus fréquente des
hémopathies, et elles occupent la troisieme place parmi les cancers les plus courants chez les enfants.

Les cellules cancéreuses lymphocytaires, tout comme leurs homologues sains, proliférent dans
diverses parties du corps, incluant les ganglions lymphatiques, la rate, la moelle osseuse et d'autres
organes. Il est possible qu'un lymphome se développe a partir de I'une des deux grandes catégories
de lymphocytes : les lymphocytes B ou les lymphocytes T (24).

% Classification des lymphomes

Il existe deux catégories principales de cancers du systeme lymphatique :
e Le lymphome hodgkinien, (maladie de Hodgkin).
e Le lymphome non hodgkinien (LNH).

7.2.1. Les lymphomes de Hodgkin

Le lymphome de Hodgkin, se caractérise par une prolifération incontr6lée de lymphocytes B
anormaux, identifiables par des caractéristiques morphologiques spécifiques appelées « cellules de
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Reed-Sternberg » (25).

Cette néoplasie, fréquente chez les jeunes adultes, se manifeste principalement par l'apparition
d'adénopathies dans divers territoires, en particulier dans le médiastin, bien qu'elle puisse également
affecter la rate, la moelle osseuse et d'autres organes. Il est important de noter que, comme tous les
cancers, la maladie de Hodgkin n'est pas contagieuse (26).

7.2.2. Les lymphomes non Hodgkiniens (LNH)

Le lymphome non hodgkinien est plus connu que le lymphome hodgkinien. Il présente une
prévalence plus élevée chez les hommes que chez les femmes, avec une fréquence accrue entre 60 et
70 ans.

Les lymphomes non hodgkiniens se développent généralement dans les ganglions
lymphatiques, mais ils peuvent également affecter n'importe quel organe du corps. Ils forment un
groupe varié de proliférations malignes impliquant les cellules lymphoides B ou T, pouvant se
manifester sous la forme de leucémies ou de tumeurs solides (24).

Les lymphomes hodgkiniens se caractérisent par une prolifération maligne ganglionnaire
impliquant un type spécifique de cellule appelée cellule de Sternberg (27).

7.3.Les myélomes

Le myelome multiple est cancer qui se forme dans la moelle osseuse, dérivant des plasmocytes,
des cellules normalement présentes dans la moelle osseuse et responsables de la production
d'anticorps pour la protection contre les infections. Dans cette maladie, les plasmocytes deviennent
anormaux et connaissent une prolifération incontrélée. Ils génerent excessivement un type particulier
d'anticorps appelé immunoglobuline monoclonale. Les plasmocytes anormaux envahissent alors la
moelle osseuse, remplacant les cellules saines et entrainant divers symptomes et complications

associés au myélome multiple (19).

8. L’épidémiologie

Une analyse méta-analytiqgue a été effectuée sur toutes les enquétes épidémiologiques
nationales concernant les hémopathies malignes chez les personnes agées, couvrant la période de
1992 a 2021. Les maladies étudiées comprenaient le Myélome multiple (MM), la Leucémie
lymphoide chronique (LLC), les Leucémies myéloides aigies (LAM), les Syndromes
myélodysplasiques (SMD), les Lymphomes, les syndromes myéloprolifératifs non LMC, les
syndromes lymphoprolifératifs autres que la LLC et la maladie de Waldenstrém. L'age au moment
du diagnostic a été l'objet de I'évaluation.

Au cours d'une période de 30 ans, 25.017 patients atteints de 22 types d'hémopathies malignes

ont été recensés. Les résultats montrent une augmentation graduelle de I'age au moment du diagnostic
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pour plusieurs maladies : une augmentation de 10 ans pour les Leucémies myeloides aigies (LAM),

un gain de 4 ans pour les Syndromes myelodysplasiques (SMD), une augmentation de 3 ans pour le

Myélome multiple (MM), et un gain de 5 ans pour la Leucémie lymphoide chronique (LLC) (28).

Tableau 1. Les enquétes épidémiologiques en Algérie portant sur les hémopathies malignes des

1992-2002
2007-2012
1994-2005
1995-2005
1995-2005
1996-2005
2002-2011
2006-2010
2006-2012
2007-2009
2007-2011
2009-2013
2009-2013
2009-2013
2010-2013
2010-2014
2011-2017
2014-2016
2014-2019
2015-2019
2016-2020
2018-2021
1992-2021

sujets agés (1992-2021).

LNH GG
LNH GG
MM
SMD
LAM
TE
PV
LAM
MM
Sd LP hors LLC
LLC
LNH extra GG
WD
LLC
Sd hors LLC
SMD
LAM
MM
SMD
SMP non LMC
LLC
LAM
HM

1723
2915
1515
304
1877
187
484
1426
1938
168
1024
1057
91
1210
285
243
2358
1010
670
1475
1473
1584

20.017

HM= hémopathies malignes, LNH= lymphome non Hodgkinien, GG= ganglionnaire, MM= myélome

multiple, SMD=syndrome myélodysplasique, LAM= leucémie aigiie myéloide, TE= thrombocytémie

essentielle, PV= polyglobulie de Vaquez, Sd LP or LLC= syndrome lymphoprolifératif hors leucémie

lymphoide chronique, LLC= leucémie lymphoide chronique, WD= maladie de Waldenstrom, LLC= leucémie

lymphoide chronique, SMP= syndrome myéloprolifératif, LMC= leucémie myéloide chronique (29).
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Figure 4. Répartition des structures hospitalieres prenant en charge les hémopathies malignes en
Algérie (30).

9. Les facteurs de risque

La plupart des leucémies n‘ont pas de causes connues, mais on peut distinguer divers facteurs
de risques pour expliquer leur apparition, ces facteurs se repartissent en des facteurs génétiques et

non génétiques.

9.1. Les facteurs non génétiques

e L’age : certaines leucémies sont plus fréquentes chez les enfants (leucémie aigué
lymphoblastique, par exemple), d’autres sont plus fréquentes chez les personnes agées
(leucémie aigué myéloblastique ou leucémie myeélomonocytaire chronique, par exemple).

e Radiations : I'exposition a de fortes doses de radiations ionisantes figure parmi les causes du
cancer en général, (rayonnements ionisants : Les leucémies liées aux rayonnements ionisants
sont également reconnues comme maladies professionnelles) (31).

e Le benzene présent dans le carburant sans plomb ou la fumée de cigarette ; 1’exposition a

toutes sortes de produits cancérigenes (pesticides, solvants, etc.) (32).

9.2. Les facteurs génétiques

a. Prédisposition familiale :
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Antécedents familiaux de leucémies, lymphomes ou autres cancers du sang peuvent
augmenter le risque.

Certains syndromes héréditaires sont associés a un risque accru, tels que :

La maladie (ou anémie) de Fanconi : C’est une maladie génétique qui touche les enfants. Elle
se caractérise par un arrét de fonctionnement progressif de la moelle osseuse qui se traduit par
une anémie, un manque de plaquettes et de globules blancs. Elle accrott le risque de syndrome
myélodysplasique (SMD), de leucémie aigué myéloblastique (LAM), de cancer de la cavité
buccale et de cancer de 1’oropharynx.

Le syndrome de Bloom : C’est une maladie héréditaire autosomale récessive caractérisée par
I’apparition de taches sur la peau a la lumiére (télangiectasies), un faible poids a la naissance

et des troubles du développement (33).

b. Mutations génétiques spécifiques :

Des mutations dans des génes tels que BCR-ABL1, JAK2, FLT3, TP53 et RUNX1 sont liées
a certaines formes d’hémopathies malignes. Par exemple, la fusion des génes BCR (Break
Point Cluster Region) et ABL1 (Abelson), formant ainsi le géne de fusion BCR-ABL1 est

caractéristique de la leucémie myeéloide chronique (34).

c. Chromosomes anormaux :

Des anomalies chromosomiques, telles que :

La translocation t (9;22), également connue sous le nom de chromosome de Philadelphie, est
une anomalie chromosomique qui joue un role clé dans la leucémie myeéloide chronique
(LMC).

La trisomie 21 (syndrome de Down ou trisomie 21), le risque de leucémie aigué
myeéloblastique (LAM) est multiplié par 15 par rapport a la population générale.

Le syndrome de Klinefelter : Il touche les garcons et se caractérise par I’existence d’un
chromosome X supplémentaire soit une formule chromosomique XXY au lieu de XY.

Le syndrome de Turner : Il touche les filles et se caractérise par un seul chromosome X

(monosomie) au lieu de deux normalement.

d. Facteurs épigénétiques :

Les modifications chimiques de I’ADN et des histones peuvent influencer I’expression des

genes impliqués dans ces cancers.

e. Hématopoiese clonale :

Des mutations acquises dans les cellules souches hématopoiétiques entrainent une prolifération

anormale et la transformation maligne (35).
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10. Les symptomes

Chaque type de cancer du sang présente des symptomes différents.

10.1. Les symptomes de la Leucémie

La manifestation des symptomes de la leucémie dépend de son type, qu’elle soit aigué ou

chronique. Les symptomes de la leucémie aigué ressemblent souvent a ceux de la grippe et peuvent

survenir soudainement en quelques jours ou semaines. En revanche, la leucémie chronique peut ne

< ue peu 0 , voire aucun. 0 , u’i i , i
résenter que peu de symptomes, voire aucun. Les symptomes, lorsqu’ils se manifestent, apparaissent

généralement de maniére progressive. De nombreuses personnes atteintes de leucémie chronique

déclarent simplement ne pas se sentir bien. La maladie est souvent détectée lors d’un examen sanguin

de routine.

Les symptomes apparaissent graduellement :

Anémie : Une diminution du nombre de globules rouges dans le sang peut entrainer une
paleur, un essoufflement, de la fatigue et une accélération du rythme cardiaque.
Thrombopénie : Lorsque le taux de plaquettes diminue, des saignements peuvent survenir,
notamment au niveau des gencives ou du nez. Dans certains cas, ces saignements peuvent étre
plus graves s’ils se produisent au niveau du cerveau ou du systeme digestif. Les patients
peuvent également présenter des hématomes (bleus) spontanés ou suite a de légers coups.
Leucopénie : La reduction du nombre de globules blancs matures augmente le risque
d’infections (36).

D’autres signes moins fréquents peuvent également se manifester :

>

Adénomeégalie : Cela se refere a un volume anormal des ganglions lymphatiques. Si vous
remarquez des ganglions enflés.

Leucémides : Ce sont de petites lésions cutanées. Si vous observez de telles lésions, il est
recommandé de consulter un médecin pour un examen approfondi.

Perte de poids ou perte d’appétit.

Difficultés respiratoires, troubles de la vigilance, convulsions et troubles de la vision :
Ces symptbmes peuvent étre associés au syndrome de leucostase (37).

Fievre, Frissons et Maux de téte : Ces symptomes peuvent accompagner une hépatomégalie.
Faiblesse ou Fatigue Persistante : Une sensation de faiblesse ou de fatigue prolongée peut
étre un signe d’anomalies hépatiques.

Infections Fréquentes : Des infections récurrentes, telles que celles des poumons, des voies

urinaires, des gencives, du contour de 1’anus, de I’herpés ou des feux sauvages, peuvent étre
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liées a une hepatomégalie (un gonflement du foie ou de la rate).

» Saignements et Ecchymaoses : Des saignements fréquents, tels que ceux du nez, des gencives

ou des menstruations abondantes, ainsi que des ecchymoses spontanées, peuvent étre associés

a des problémes hépatiques.

» Pétéchies : Ce sont de petits points rouges sur la peau (38).

10.2. Les symptomes des myélomes

Les symptdmes initiaux du myélome multiple varient en fonction des individus et du stade de

progression de la maladie.

Pour les patients qui présentent des symptdmes, ceux-ci peuvent inclure des douleurs et des

fractures osseuses. Un systeme, connu sous le nom de systeme CRAB, a été mis en place pour aider

a identifier la présence d’un myélome multiple :

C =calcium;
R =reins ;
A = anémie ;

B = bones c’est-a-dire 0s.

Une hypercalcémie : la destruction osseuse stimulée par les plasmocytes libére du calcium
en exces, et génere des troubles intestinaux (nausees, vomissements, douleurs abdominales)
ainsi que des arythmies cardiaques.

Les infections : sont principalement dues a un déficit de I’immunité humorale. Cette
diminution est principalement causée par la sécrétion de certaines molécules par les cellules
tumorales, comme MIP1-0. Le principal risque est la survenue d’infections répétées,
principalement des infections bactériennes causées par des germes encapsulés, comme le
pneumocoque, qui est responsable d’infections ORL et broncho-pulmonaires.

Les complications neurologiques : Les symptémes comprennent une douleur dorsale, une
sensation de faiblesse, ou une paralysie des membres inférieurs (39).

Une insuffisance rénale (myélome a chaine légére) : les excés de calcium et d’anticorps
peuvent former un dépdt au niveau des reins, d’ou une fatigue anormale, une perte de poids,
des démangeaisons et nausées.

Une anémie : paleur, vertiges, fatigue, dyspnée.

Une fragilisation de I’os : elle entraine des douleurs, voire des fractures osseuses (40).
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10.3. Les symptomes des lymphomes

Au stade initial, les lymphomes indolents, qui progressent lentement, ne provoquent
généralement pas de symptomes.

Cependant, lorsque la malignité de cette maladie du sang devient plus avancée, ou en cas de
lymphome agressif, les individus affectés peuvent commencer a remarquer des signes non
specifiques, tels que :

> Des épisodes de fiévre.

> Une fatigabilité accrue.

> Une perte d'appétit et de poids.

> Des symptémes en lien avec une chute du taux de globules rouges (anémie) et de globules
blancs (risque d’infection, ficvre).

» Des difficultés respiratoires.

En plus des signes non spécifiques, les individus atteints de la maladie peuvent egalement
présenter des symptomes plus spécifiques du lymphome. Par exemple, ils peuvent développer une
adénopathie, qui se caractérise par une augmentation de la taille d’un ganglion. Ce ganglion reste
mobile et indolore, et peut se situer au niveau du cou, de la clavicule, ou a tout autre endroit du corps
(42).

11.Physiopathologie moléculaire des hémopathies malignes

11.1. Physiopathologie des LAL

Les lymphoblastes représentent des précurseurs anormaux de developpement des cellules
lymphoides, appartenant soit a la lignée B soit a la lignée T. L’émergence d'un clone malin résulte
d'un dysfonctionnement dans le processus de différenciation des cellules progénitrices lymphoides,
suivi d'une augmentation de leur capacité a survivre et a se multiplier de maniére incontrélée
(42).Cette perturbation peut découler d'une expression inappropriée des genes ou des altérations
structurales de ceux-ci, causées par des mutations ponctuelles ou des anomalies chromosomiques
(43).

11.2. Physiopathologie des LAM

La physiopathologie de la leucémie myéloide aigué (LAM) implique l'acquisition séquentielle
de mutations génétiques qui conférent au phénotype leucémique a une cellule souche
hématopoiétiqgue (CSH) normale ou a un progéniteur déja engagé dans la différenciation. Ces

p. 15



CHAPITRE 1 GENERALITE SUE LES HEMOPATHIES MALIGNES

mutations, issues de divers événements chromosomiques ou mutationnels, ont été identifiées comme
des cibles potentielles pour des thérapies ciblées.

La composition du clone leucémique est schématiquement organisée en trois compartiments
distincts :

e Un compartiment minoritaire de cellules souches leucémiques principalement quiescentes
mais capables d'auto renouvellement ou de prolifération/maturation.

e Un compartiment plus mature de progéniteurs leucémiques avec une capacité réduite d'auto
renouvellement mais une forte prolifération et des propriétés clonogéniques.

e Un compartiment majoritaire de blastes leucémiques ayant une capacité de différenciation
limitée, caractérisant la classification morphologique de la maladie (44).

11.3. Physiopathologie des LLC

La physiopathologie de la LLC reste encore inconnue, cependant, parmi les hémopathies

lymphoides B, elle se distingue par trois caractéristiques principales.

1) Un défaut d*apoptose : la LLC n'est pas simplement une maladie de prolifération cellulaire,

mais plutdt une dysrégulation de l'apoptose qui entraine une accumulation de cellules.

2) Une forte prévalence : de phénomenes auto-immuns, principalement dirigés contre les

cellules hématopoiétiques.

3) Un deficit immunitaire sévere : notamment une hypogammaglobulinémie qui s'aggrave au

cours de I'évolution de la maladie (22).

11.4. Physiopathologie des LMC

La leucémie myéloide chronique (LMC) se développe a partir d'une prolifération monoclonale
initiée par une mutation survenant au niveau d'une cellule souche hématopoiétique pluripotente, c'est-
a-dire une cellule encore peu différenciée. Cette mutation conduit a la formation du chromosome
Philadelphie (Ph), qui devient un marqueur distinctif de la maladie. Il est important de noter que le
chromosome Ph est présent dans toutes les cellules d'origine monocytaires, granuleuse,

érythroblastique, mégacaryocytaire, ainsi que dans les lymphocytes (B, T, NK) (45).

11.4.1. Le chromosome Philadelphie

La translocation t(9;22) (q34;q11), également connue sous le nom de chromosome
Philadelphie, est l'une des anomalies chromosomiques les plus reconnues dans le cancer. Ce

phénomene se produit lorsque le matériel génétique du chromosome 9 en position g34 échange sa
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place avec celui du chromosome 22 en position q11. Ce processus génere une fusion entre les genes
des deux chromosomes, créant ainsi un gene oncogéne appelé BCR-ABL. Ce géne nouvellement
formé contient les instructions nécessaires a la production d'une protéine anormale, responsable du
développement de la leucémie. La particularité de cette protéine anormale est qu'elle est constamment

active, contrairement aux protéines normales qui sont régulées et peuvent étre désactivées au besoin.
Les points de cassure chromosomique sont spécifiques :

» Sur le chromosome 9, la cassure se produit en amont de I'exon 2 de l'oncogéne d'Abelson
(ABL1Y), situé en position 9934. Ce géne tire son nom de son homologue viral, le gene Abelson
(VABL), impliqué dans une forme de leucémie chez la souris.

» Sur le chromosome 22, la cassure survient au niveau du géne BCR (Break Cluster Region),
situé sur le bras long du chromosome 22. Le géne BCR a été identifié en clonant la région
connue sous le nom de Major-Break point Cluster Region (M-BCR), ou la majorité des

cassures chromosomiques se produisent (46).

Normal Chromosomes Translocated Chromosomes

Normal Abnommally long
chromosome chromosome #9
#9

Normal
chromosome Abnormally short
#22 chromosome #22

s Normal pr— Uy
BCR S— BCR-ABL
region region

The Philadelphia
chromosome

Normal
ABL —

region

Figure 5. La translocation chromosomique t (9;22) (g34;g11) est responsable de la formation du

chromosome Philadelphie (47).

11.4.2. Géne ABL

Le gene ABL, situé sur le chromosome 9 en position 9934, code pour une protéine appelée
protéine ABL. Cette protéine est une tyrosine kinase de 145 kDa qui ne possede pas de fonction de

récepteur. 1l s'agit de I'nomologue humain de I'oncogéne v-abl du virus leucémogéne murin Abelson.

p.17



CHAPITRE 1 GENERALITE SUE LES HEMOPATHIES MALIGNES

La protéine contenant I'exon 1b subit une myristoylée, une modification qui consiste en I'ajout

d'un groupement lipidique de type acide gras saturé a un résidu de glycine, ce qui entraine sa

localisation & la membrane plasmique (48).

En revanche, dans la forme majoritaire exon 1a, I'absence de ce résidu de glycine conduit a une

localisation nucléaire prédominante. La structure de la protéine Abl est hautement conservée. Comme

la majorité des protéines impliquées dans la transmission de signaux intracellulaires, la protéine Abl

possede des domaines SH (Src homology) similaires a ceux de la protéine Src. Le domaine SH3 agit

comme un régulateur négatif du domaine SH2, qui, a son tour, régule positivement le domaine SH1,

responsable de I'activité tyrosine kinase de la protéine Abl. Dans la partie C-terminale de la protéine,

on trouve une séquence de localisation nucléaire appelée NLS (Nuclear Localization Signal), ainsi

que des domaines permettant la liaison aux filaments d'actine et a 'ADN (49).

v

DB

B SH3 SH2 | SH1 KINASE

1 Localisation Fixation ADN
NH ’ 1a | nucléaire et actine

.

=

e [ j " I

1A Reglons Reglon catalytique
régulatrices portant l'activite

\"" ’\l
I\Myr tyrosine kinase

Figure 6. Structure de gene ABL (46).

La protéine Abl présente une dualité structurale et fonctionnelle importante, grace a ses

COOH

domaines de régulation. Cette dualité lui permet de jouer des réles distincts a la fois dans le noyau

et dans le cytoplasme de la cellule, et de transiter entre ces deux compartiments. Il est crucial de

noter que la fonction de la protéine Abl dépend fortement de sa localisation cellulaire, soulignant

ainsi son réle multifonctionnel et régulé dans divers processus cellulaires.

Dans des conditions normales, la protéine Abl se trouve dans un état inactif en raison de son

interaction avec un domaine de la protéine appelé "auto-inhibition kinase". Pour devenir actif, Abl

doit étre activé par l'intervention d'autres protéines, y compris d'autres kinases, qui interagissent

avec Abl pour lever cette auto-inhibition. Ce processus modifie la conformation de la protéine Abl

de maniere a permettre a son substrat et a I'ATP d'accéder au site de phosphorylation, déclenchant

ainsi son activité kinase (50).
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11.4.3. Géne BCR

Le géne BCR, localisé sur le bras long du chromosome 22, a été identifié en clonant une région
connue sous le nom de major-break point cluster region (M-BCR), ou la plupart des cassures
chromosomiques associées a la leucémie myéloide chronique (LMC) se produisent. Ce géne s'étend
sur 135 kb et comprend 23 exons. Il génére deux types d'’ARN messagers, pesant respectivement 4,5
et 6,7 kb, qui codent pour une protéine de 160 kDa. Cette protéine est exprimée de maniére

ubiquitaire, c'est-a-dire qu'elle est présente dans de nombreux types de cellules.

La protéine BCR se compose de plusieurs domaines fonctionnels. Dans sa partie N-terminale,
le domaine 1B joue un role crucial en permettant la dimérisation de la protéine Bcr-Abl, ce qui
entraine I'activation de I'activité kinase. Le domaine 2B, quant a lui, contient deux sites de liaison aux
domaines SH2 similaires a ceux présents dans la protéine Abl et la protéine Grb2. Au niveau de sa
région centrale, la protéine Bcr présente un domaine homologue aux protéines Dbl, qui sont des
facteurs d'échange guanosine triphosphate (GTP)/guanosine diphosphate (GDP). Cette région est
importante pour les processus de régulation de la signalisation cellulaire. Enfin, la partie C-terminale
de la protéine Bcr, qui a une fonction de GAP (GTPase-activating protein) pour les protéines G de

type Rac, est absente dans la protéine de fusion Bcr-Abl (46).

- { i ‘ ol - i S

Figure 7. Structure de gene BCR. (46)

11.4.4. Le gene de fusion hybride BCR/ABL

Le géne BCR-ABL1 est formé par I'nybridation du segment 5' (N-terminal) du géne BCR
avec le segment 3' (C-terminal) du géne ABL1. Cette fusion résulte de la translocation
chromosomique t(9;22) (q34;911) transpose un segment de I’oncogéne ABL situé en position 9q34,
a la place d’un segment du gene BCR situé en position 2211, créant ainsi un gene hybride BCR-
ABL (51).
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Figure 8 . Géne hybride BCR-ABL (52).

La protéine de fusion BCR-ABLL1, localisée dans le cytoplasme, possede une activité tyrosine
kinase constamment active en raison de la dimérisation par le domaine 1B de BCR et la
transphosphorylation. La perte de la région N-terminale, contenant la partie inhibitrice d’ABLI,
conduit a une désactivation de la régulation négative, permettant une activation permanente de sa
tyrosine kinase. Les cassures dans ABL1 se produisent généralement entre les exons 1a et 1b, tandis
que dans BCR, elles peuvent varier, générant différents transcrits. La majorité des cas (95 %)
présentent des cassures dans la région M-BCR, formant deux types d’ARNm BCR-ABL1, produisant
la protéine p210 BCR-ABL1. Des cassures plus rares dans d'autres régions entrainent des protéines
de fusion de poids moléculaire différent : p190 BCR-ABLL (si la cassure se produit entre les exons 1
et 2 de BCR) et p230 BCR-ABLL1 (si la cassure se situe entre les exons 19 et 20 dans la région uBCR).
Dans des cas encore plus rares, la cassure dans ABL1 peut se produire dans l'intron 2, entrainant la

formation des protéines de fusion e13a3 ou el4a3 (53).

BCR-ABL mRNA transcripts

e13a2 junction ‘ ' ‘ ] ]

e14a2 junction | |

BCR-ABL oncoprotein

p210 _JY177 II- I

DD  P-ST  Rho-GEF SH3. SH1  DNA-binding /
(SH2 binding) SH2 Actin-binding

Figure 9. Les génes de fusion BCR-ABL et leurs protéines résultantes (51).
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I. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

L’ensemble de ces examens permet de proposer au patient la stratégie thérapeutique la plus adaptée

a son cas (54).

1. Le myélogramme

Les frottis médullaires révélent une hyperplasie marquée des cellules granulaires a tous les
stades de maturation, sans anomalies morphologiques des lignées granulaires et érythroblastiques. Le
nombre de blastes aide a classifier la maladie. Les mégacaryocytes sont souvent augmentés en nombre
avec une morphologie anormale, généralement de petite taille et a noyaux hypolobés. Le test cherche
a détecter le chromosome Philadelphie Ph, présent chez 95% des patients, dans la moelle osseuse.
Chez les 5% restants, le Ph pourrait étre masqué par une translocation complexe ou d'autres

anomalies.

Figure 10. Myéelogramme montrant une hyperplasie granuleuse (55).

2. L’hémogramme

L’hémogramme est une analyse quantitative et qualitative des éléments figurés du sang,
cruciale pour le diagnostic des leucémies. Une thrombopénie, souvent présente et parfois sévere avec
des taux inférieurs a 10 G/I, ainsi qu'une leucocytose tres variable, allant de la leucopénie (moins de
3 G/l) a une hyperleucocytose majeure (plus de 100 G/I), sont également observées. Une neutropénie
est fréquente, avec des taux inférieurs a 1,5 G/I. Les blastes circulants peuvent constituer la majorité
des leucocytes dans les formes hyperleucocytaires, mais peuvent étre absents ou tres rares dans les
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formes leucopéniques. Leur morphologie varie d'une leucémie aigué a l'autre, ce qui rend parfois leur
identification difficile (56).

3. La cytochimie

La cytochimie est une technique utilisée pour affiner la classification des leucémies aigués
lymphoblastiques (LAL) ou myéloblastiques (LAM) lorsque l'analyse cytologique standard est
insuffisante. La cytochimie implique la coloration de structures cellulaires spécifiques en fonction de

leurs propriétés chimiques particuliéres.

L'utilisation de la cytochimie ultra structurale contribue a identifier une population blastique

avec plus de précision (57).

4. L'immunophénotypage

L'immunophénotypage des blastes par cytométrie de flux est une méthode utilisée pour détecter
et quantifier I'expression des antigenes (Ig) a la surface et dans le cytoplasme des cellules
hématopoiétiques, qu'elles soient normales ou pathologiques. Cette technique joue un réle crucial

dans le diagnostic et le suivi de la plupart des hemopathies malignes (58).

II. DIAGNOSTIC CYTOGENETIQUE
1. Le caryotype

Le caryotype, une technique classique de cytogénétique, s'est maintenant intégré dans les
analyses essentielles au diagnostic des leucémies aigués. Ces méthodes, qu'elles soient
conventionnelles ou moléculaires, sont cruciales pour identifier les anomalies chromosomiques qui
aident a caractériser le type spécifique de leucémie. De plus, ces anomalies chromosomiques servent
souvent de facteurs pronostiques indépendants, ce qui est essentiel pour orienter les décisions
thérapeutiques. Le caryotype demeure un outil fondamental parmi les techniques disponibles pour
examiner le génome. Il offre une vue d'ensemble efficace et relativement simple de la structure
chromosomique globale, contribuant ainsi au diagnostic des entités leucémiques les plus courantes
(59).

Le caryotype médullaire conventionnel est systématiquement réalisé pour détecter la présence
du chromosome Philadelphie, qui est présent dans environ 95 % des cas de leucémie myéloide
chronique (LMC), confirmant ainsi le diagnostic. Cette analyse permet également de repérer d'autres

anomalies cytogénétiques éventuelles (ACA), parmi lesquelles les plus fréquentes sont la duplication
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du chromosome Philadelphie, les trisomies 8 et 19, ainsi qu'un isochromosome (17q). Ces anomalies
clonales supplémentaires observées dans les métaphases positives pour le chromosome Philadelphie
(ACA/Ph1+) indiquent une progression clonale de la maladie. Elles sont considérées comme des
signes d'échec thérapeutique et d'évolution de la pathologie (60).

Cependant, cette technique présente quelques inconvénients, notamment la nécessité souvent
de prélever de la moelle osseuse, ainsi que sa durée. L'interprétation des résultats repose
exclusivement sur la présence d'anomalies chromosomiques clonales, qui doivent étre identiques dans

plusieurs mitoses pour étre validées.
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Figure 11. Présentation du chromosome Philadelphie sur le Caryotype a la phase chronique de la
LMC (61).

2. Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Gréace a l'application de la FISH sur des métaphases et des noyaux, certaines de ces limites ont
été franchies. (62) Dans le domaine de la cytogénétique moléculaire, I'utilisation de sondes permet de
produire des fragments d'ADN de différentes tailles correspondant a différentes parties d'un
chromosome. L'utilisation de sondes spécifiques de régions chromosomiques ou de sondes capables
de s'hybrider sur les bras d'une paire chromosomique donnée est utilisée pour la FISH. La marque de
ces sondes est une molécule fluorescente qui peut étre détectée a l'aide d'un microscope a
fluorescence. Des préparations de chromosomes (cellules en métaphase) ou de noyaux en interphase

sont mises en contact avec ces sondes (63).

Elle permet de visualiser directement le gene de fusion BCR-ABL1 dans le noyau (FISH

interphasique) ou sur la mitose (FISH métaphasique) par un mélange des signaux rouges et verts.
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Figure 12. Le resultat FISH de la translocation t(9;22) (64)

2.1. La FISH sur métaphase : un complément du caryotype

Le diagnostic d’anomalies chromosomiques récurrentes dans les hémopathies malignes, La
plupart des altérations de structure chromosomique impliquées dans la pathogénése des leucémies et
des lymphomes sont clonales, récurrentes, non aléatoires et souvent propres a un type d’hémopathie
maligne. Les translocations equilibrées sont fréquemment observees, ce qui entraine une
recombinaison de deux genes au point de cassure. Ainsi, un « gene de fusion » est crée qui contient
une protéine chimérique qui est responsable de la prolifération maligne. Ces remaniements géniques
sont diagnostiqués par FISH en utilisant des sondes spécifiques du locus ou des genes concernés. Par
exemple, les mutations du gene MLL, qui comporte plus de 70 partenaires et se trouve en 11923, sont

facilement repérées grace a l'utilisation d'une sonde.

2.2. La FISH interphasique

La détection des anomalies chromosomiques récurrentes dans hémopathies malignes, L'étude
des chromosomes dans les hémopathies malignes présente des défis, notamment la présence de
mosaicismes et de chromosomes fortement modifiés qui sont difficiles a identifier. De plus, dans
certains types de cancers, obtenir un nombre suffisant de mitoses provenant de cellules cancéreuses
pour établir un diagnostic sir peut étre ardu. Dans ces situations, l'utilisation de la technique FISH en
interphase est la méthode la plus simple pour détecter les anomalies chromosomiques spécifiques qui
influencent le diagnostic et le pronostic de I'hémopathie en question. Par exemple, les modifications
du géne MLL dans les leucémies aigués peuvent étre facilement recherchées sur les noyaux en

interphase. 1l y a des maladies pour lesquelles certaines équipes n'utilisent que la FISH interphasique
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comme examen des chromosomes. C'est le cas des leucémies lymphoides chroniques, ou elles
recherchent uniquement par FISH interphasique les délétions des génes P53 et ATM et du locus
13914, ainsi que la trisomie 12, anomalies qui influencent le pronostic.

En somme, la FISH sur métaphase est devenue un complément indispensable du caryotype.
Sur le noyau en interphase, elle permet de se passer de la culture cellulaire. Cependant, elle reste un

examen ciblé du géenome qui nécessite de connaitre I'anomalie a rechercher (65).

3. LA CGH ARRAY

La CGH, ou hybridation génomique comparative, est une technique qui permet d’examiner
I’ensemble du génome pour détecter les déséquilibres chromosomiques (gains ou pertes) entre I’ADN

d’une référence et celui d’un patient (66).

La CGH array permet non seulement de détecter les anomalies chromosomiques
déséquilibrées détectées par le caryotype (taille supérieure a 5 et 10 Mb) mais aussi celles qui sont

cryptiques. Aujourd'hui, c'est une technique fiable, reproductible et qui peut étre automatisee (67).

I11. DIAGNOSTIC MOLECULAIRE

Cette approche permet de rechercher des altérations genétiques spécifiques, qui peuvent étre

associées aux hémopathies malignes.

1. Séquencage a haut débit (NGS) :

Le séquencage a haut débit, également connu sous le nom de séquencage de nouvelle
génération (NGS), Le séquencage de nouvelle génération (NGS) est une technologie permettant de
déterminer et d’identifier la séquence d’ADN ou d’ARN afin d’étudier la variation génétique associée

a des maladies ou a d’autres phénoménes biologiques (68).

Les cancers hématologiques sont basés sur des anomalies génétiques, notamment sur de
grandes mutations qui sont a 1’origine des diverses formes de cancers hématologiques. Les troubles
hématologiques ont utilisé les technologies NGS dans différents domaines : diagnostic d’orientation
(réarrangement du gene TCR pour déterminer la clonalité des lymphocytes T), sous-classification
(translocations cytogénétiques récurrentes dans la leucémie myéloide aigué), pronostic (chromosome
de Philadelphie positif dans la leucémie lymphoblastique aigué) et tests de maladie résiduelle
minimale (MRD) (transcriptions BCR-ABL dans la leucémie myéloide chronique), ce qui permet

souvent d’identifier de nouvelles mutations.
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L’étude des leucémies, des lymphomes et des myélomes est en constante évolution et implique
I’identification précise de mutations courantes supplémentaires qui peuvent avoir un impact

pronostique significatif et important (69).

2. RT-PCR en temps réel ou quantitative

La PCR, également connue sous le nom de réaction en chaine par polymérase, est une méthode
in vitro efficace et rapide pour l'amplification enzymatique de séquences d'ADN ou d'ARN
specifiques provenant de différentes sources (70).

La RT-PCR (réaction de transcription inverse-polymérase en chaine) est utilisée dans le
domaine du diagnostic clinique pour étudier la charge virale des virus ARN et analyser le produit de
I'expression des génes. La RT-PCR est egalement utile lorsque de gros génes doivent étre sequencés.
Le développement d'approches quantitatives utilisant la PCR en temps réel a recemment conduit a un
élargissement majeur des applications de la RT-PCR dans le diagnostic clinique. Cependant, la
réaction RT est complexe en raison de son manque de reproductibilité, de la labilite de I'ARN et de

sa fréquente contamination par 'ADN (71).

Au diagnostic, il est essentiel de chercher le transcrit de fusion BCR-ABLL1 dans le sang afin
de déterminer le type de transcrit. Le nombre de cellules leucémiques dans l'organisme est
indirectement représenté par elle. 11 est nécessaire de procéder a une extraction préalable des ARN a
partir des globules blancs totaux et a une rétrotranscription de I'ARN en ADNc. Ensuite, on effectue
une recherche du transcrit en utilisant la PCR multiplex (avec plusieurs couples d'amorces) au point
final, ce qui permet d'amplifier tous les types de transcrits BCR-ABLL1, peu importe leur point de

cassure.

En visualisant la taille du transcrit amplifié sur gel d'agarose, il est possible de déterminer les
points de cassure. Le type supposé de transcrit sera confirme par PCR simplex en utilisant le couple
d'amorce approprié. Il est essentiel de procéder au typage du transcrit au diagnostic pour sélectionner
le couple d'amorces approprié pour quantifier le transcrit BCR-ABLL1. Cette vérification se fait par
PCR en temps réel sur I'ADNc obtenu apres les étapes d'extraction et de rétrotranscription (RT-

QPCR) (rétrotranscription quantitative real time polymerase chain reaction) (72).

La RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) permet de détecter le transcrit

BCR-ABL a partir de cellules médullaires ou plus facilement, a partir d'un prélevement sanguin (73).

L'amplification directe de la LMC est impossible en raison de la grande variabilité des seuils

d'’ADN. Ainsi, des enzymes doivent étre utilisées. Le contraire est exact. Transcriptase qui transforme
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I'ARNmM en ADNc (ADN complémentaire, ARNm). Par la suite, la sonde peut servir a réaliser une

réaction d'amplification supplémentaire a I'une des séquences BCR et ABL (74).

2.1. I’intérét de RT-PCR en temps réel ou quantitative

L'importance de la RT-PCR dans la LMC réside dans sa capacité a quantifier de maniere
précise les niveaux de transcrits BCR-ABL, permettant ainsi de surveiller le taux résiduel de la
maladie chez les patients sous traitement. Le systeme de détection des molécules amplifiées repose
sur deux techniques : l'utilisation d'agents intercalants se liant directement a I'ADN double brin ou
I'emploi d'une sonde fluorogenique spécifiquement hybridée au fragment amplifié. En raison de la
difficulté a obtenir des résultats fiables et reproductibles, il existe de nombreuses stratégies de
quantification. La PCR en temps réel offre I'avantage d'une détection "en tube fermé" des produits de
PCR formes aprés chaque cycle d'amplification, ce qui la rend plus précise car elle permet un plus
grand nombre de mesures. Cette technique utilise une molécule reporter fluorescente dont Il'intensité
de fluorescence augmente a chaque cycle de PCR, permettant ainsi de tracer une courbe et d'identifier
les différentes phases de la cinétique de la PCR. Une relation claire a été établie entre le niveau de
réponse au traitement, le nombre de cellules leucémiques et la valeur du ratio BCR-ABL/ABL. La
quantification des ARNm est réalisée en présence d'une gamme de standards (plasmides BCR-ABL
et ABL), et afin de standardiser les résultats, des conditions opératoires ont été définies au niveau

européen, avec des facteurs de conversion propres a chaque laboratoire (75)
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I. MATERIEL ET METHODE

Nous avons réalisé une revue bibliographique exhaustive sur les hémopathies malignes, en
mettant particulierement l'accent sur le diagnostic moléculaire de la Leucémie Myéloide Chronique
(LMC). Dans cette partie, nous examinerons comment la biologie moléculaire contribue au diagnostic
de la LMC en détectant le transcrit BCR-ABL. En général, le diagnostic de la LMC repose sur la
détection du chromosome Philadelphie par la technique de RT-QPCR.

1. La RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) :

Actuellement, la méthode de choix pour mesurer et quantifier les transcrits BCR-ABL a partir
d'échantillons de moelle osseuse ou de sang périphérique demeure la RT-PCR en raison de sa grande
sensibilité. Elle permet de détecter des quantités minuscules du géne BCR-ABL, méme lorsque le
chromosome Ph n'est pas détectable par les tests cytogenétiques standard ou méme le FISH, avec un
ratio d'une cellule leucémique pour 105 a 106 cellules normales. Cette technique repose sur
I'amplification par PCR de 'ADN complémentaire (ADNc) obtenu a partir de 'ARN de la séquence
d'’ADN cible, a l'aide d'enzymes d'origine rétrovirale, telles que la transcriptase inverse. Cependant,
I'extraction de I'ARN pour cette reaction est délicate, car ces molécules sont extrémement sensibles a

la dégradation par les ribonucléases (RNases).

Pour obtenir de 'ARN pur, trois étapes sont nécessaires. Tout d'abord, la lyse cellulaire libere
I'ARN, suivie de la déprotéinisation du lysat a l'aide de la technique phénolchloroforme. Cette
méthode, bien qu'efficace, est chronophage et est souvent remplacée par des kits d'extraction rapides.
Ensuite, il est recommandé d'inhiber la réaction de transcription inverse, de détruire ou de dénaturer
I'nybride ARN/ADNCc, et damplifier I'ADNc par réaction enzymatique catalysée par la Taq
polymérase en utilisant deux amorces : I'une dédiée a la séquence BCR et l'autre complémentaire a la
séquence ABL. Un deuxieme cycle d'amplification de I'amplicon, en utilisant une paire d'amorces
situées a l'intérieur de la séquence précédemment amplifiée, peut accroitre a la fois la sensibilité et la
spécificité de la méthode. Enfin, I'analyse des produits de PCR peut étre réalisée directement sur un
gel d'agarose aprés coloration au bromure d'éthidium ou apres transcription Southern et hybridation
avec des oligonucléotides spécifiques des jonctions BCR et ABL, respectivement. Le marquage de

ces sondes oligonucléotidiques peut étre isotopique ou non-isotopique.
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Figure 13. Illustration schématique des étapes de la RT-PC. (76)

2. Le principe de la PCR quantitative dans le cas du diagnostic BCR-
ABL

Le diagnostic est habituellement présenté sous forme d'un rapport entre le niveau de transcrit
BCR-ABL et le niveau de transcription du géne contréle de référence. La normalisation a un géne de

référence compense les variations d'efficacité de réaction et de qualité de I'ARN entre les échantillons.

Le gene de contrble de référence le plus largement utilisé dans la surveillance du BCR-ABL
est le gene ABL de type sauvage. Les amorces PCR utilisées pour le BCR-ABL facilitent
I'amplification des transcrits b2a2 et b3a2, qui comprennent les exons b2/b3 du BCR et I'exon 2 de
I'ABL. Une sonde d'hydrolyse a double marquage (5' 6-FAM et 3' TAMRA comme extincteur) a été
utilisée pour la détection en temps réel de I'accumulation de produit a chaque cycle. Les séquences

d'amorces et de sondes sont illustrées a la figure 18. Nous avons utilisé le géne ABL de type sauvage
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comme géne de référence. Les amorces largement utilisées pour la quantification de I'ABL amplifient

également le transcrit de fusion BCR-ABL.

Il a été rapporté, et nous l'avons également observé, que cela peut entrainer un biais dans les
résultats, en particulier lorsqu’une grande quantité de BCR-ABL est présente dans I'échantillon. Les
séquences d'amorces et de sondes d'hydrolyse que nous avons utilisées pour I'ABL ont été
déterminées pour s'hybrider uniquement avec I'ABL de type sauvage et non avec le BCR-ABL (77).

—  HCR I L ABL —
eliz el13 eld a2 a3
TR T ::. T : Y R R R R RN RN TN A TN ORI (R R AR RIS M p3an- 1476p
1) (b2) (b3) - s
ENFS01 ENPS4q ENRASOY
Ber/Abl
el el3 a2 183
N <~ — - — —> YT TTTOMA. b2a2: 72 bp
(b1} (b2} N 7 = —
= Mo ENPS41  ENRSB1
ENFS01 N
Abi ala a2 | a3
alaa2:12Cbp
AbIF e
AbIP ENRSB1
Primer Primer/probe Sequence 5'—-3'
Name localization
ENF501* BCR, 3173-3193= TCCGCTGACCATCAATAAGGA
ENRS561 * ABL, 27725 b CACTCAGACCCTGAGGCTCAA
AblF ABL, 155-174® AGATCTGCCTGAAGCTGGTG
ENP541* ABL, 230—-25 4v CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA
AblP ABL, 200—226° CCTCGTCCCTCCAGCTGTTATTCTGGAAG

a X02596 (BCR), b X16416 (ABL)

Figure 14. Séquences amorce/sonde du gene de fusion BCR-ABL.

3. Protocole de la QR-PCR

Nous utilisons un Kit standardisé, le kit ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR, pour quantifier
les transcrits BCR-ABL1 p210 b2a2 ou b3a2. Ces kits sont des outils de diagnostic in vitro congus
pour étre utilisés sur des instruments tels que le Rotor-Gene Q et d'autres instruments de PCR en
temps réel. lls contiennent des réactifs optimisés pour détecter et quantifier de maniere fiable et
sensible les transcrits BCR-ABL p210 b2a2 ou b3a2 dans les échantillons de moelle osseuse ou de

sang périphérique de patients atteints de leucémie aigué lymphoblastique (LAL) ou de leucémie

p. 31



MATERIEL ET METHODE

myéloide chronique (LMC) ayant déja recu un diagnostic lié a I'expression du géne de fusion BCR-
ABL Mbcr. Ce test permet d'évaluer le niveau de réponse moléculaire, offrant ainsi des informations
précieuses pour le suivi de la maladie résiduelle imperceptible (MRI) (78).

Ce test exploite le principe de la gPCR par hydrolyse des sondes TagMan (figure 2). Il utilise
un étalon 1IS-MMR (calibrateur) standardisé selon I'échelle internationale, permettant de convertir les
résultats en nombre de copies normalisé (NCN) sur cette échelle. Des standards avec un nombre
connu de molécules sont également employés pour réaliser une courbe d'étalonnage. 4 dilutions
standards sont utilisées pour le géne ABL1 (SP3, SP4, SP5 et SP6) et 5 pour le gene de fusion MBCR-
ABL1 (SP1, SP2, SP3, SP5 et SP6) (79).

4. Principe du kit :

Le kit BCR-ABL P210 (Mbcr) One-Step Detection « ENTROGEN » est prévu pour la
détection quantitative des transcrits de fusion BCR-ABL p210 (b2a2 et b3a2) dans des échantillons
de sang périphérique de patients pour lesquels un diagnostic de leucémie Myeloide Chronique (LMC)
a été établi. Ce kit utilise un jeu d’amorces et des sondes d’hydrolyses marquées, une sonde marquée
FAM pour détecter et quantifier la présence du transcrit de fusion BCRABL et une sonde marquée
VIC pour détecter et quantifier I’amplification d’ABL comme contrdle interne. Cela permet au kit
d’utiliser la quantification comparative (méthode Pfaffl) pour déterminer les ratios gene cible /géne

de référence, sans recourir a la réalisation d’'une gamme de standards avec un nombre de copies connu.

Ce kit a été formulé pour réaliser avec une haute reproductibilité, la synthése d’ADNc premier

brin suivie d’une PCR en temps réel, dans un seul tube (80).

p. 32



MATERIEL ET METHODE

Melange reactionnel dela PCR +
ARNm

5
=
1 o =

L]
= - [-l—Ccnmfugalion dela plaque l
1-ARNm du patient -

°

Mix d'enzymes 3- Répartition du mélange dans les l

Acétate de manganése ™ | puits et fermeture de 1a plaque
Primer Mix
Eau(sans ARNase/ADN ase)

h 4 5-Réalisation de 1a PCR en temps
- réel al'aide de I'insrument
I 2-Preparation dumelange reactiomel de la PCR. I AB7500 Real-Time PCR system

—

Figure 15. Schéma résumé de la PCR en temps réel quantitative.
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Matériels :

>

Echantillon

Prélevements de sang périphérique ou de moelle osseuse pour l'analyse p210 BCR-ABL.
Lignée cellulaire K562 de LMC.

Lignée cellulaire SU-DHL-16 de lymphome non hodgkinien.
Préparation de I'échantillon

Solution de lyse des GR (Qiagen).

Reéactif Trizol (Invitrogen), conserver a 4°C.

Chloroforme.

Isopropanol.

Ethanol & 75 %.

H20.

Matériel de laboratoire général, y compris melangeur vortex, centrifugeuse de bureau,

microcentrifugeuse et spectrophotometre.
Thermocycleur PCR.
Pour la transcription inverse, nous utilisons le kit Gene Amp RNA PCR Kit, qui comprend :
o Gene Amp 25 mM MgCI2.
o Gene Amp 10x PCR Buffer Il (500 mM KCI ; 100 mM Tris-HCI, pH 8,3).
o Gene Amp 10 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP.
o Inhibiteur de RNase ABI.
o Hexameres aleatoires ABI.
o Transcriptase inverse ABI MuLV.
RT-PCR quantitative ou RT-PCR en temps reéel

Systeme ABI 7900HT Fast Real-Time PCR avec module standard de 96 puits 96 puits

standard.

Plaque de réaction MicroAmp™ Optical a 96.
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Film adhésif optique.

Mélange maitre PCR universel TagMan.

H20.

Amorces avant et arriere spéecifiques des transcrits du gene cible.
Sonde TagMan spécifique des transcrits du gene cible.

Amorces avant et arriere spécifiques des transcrits du gene de controle.

Sonde TagMan spécifique des transcrits du gene de contrdle.

Méthodes :

Des précautions particuliéeres doivent étre prises lors de la manipulation des échantillons

d’ARN afin d'éviter la dégradation de I'ARN, par exemple en portant des gants en permanence et en

I'utilisation de réactifs et d'ustensiles en plastique exempts de nucléase.

» Préparation de I'échantillon

Prélever du sang périphérique (3-5 ml) et/ou de la moelle osseuse moelle osseuse (1-3 ml)
dans des tubes EDTA (purple top) et les traiter ces échantillons dans les 8 heures suivant le

prélevement.

Lyse des globules rouges (GR) dans les échantillons de sang périphérique et d’aspiration de
la moelle osseuse avant de procéder a I’analyse de I’ADN et a I’isolement de I’ARN. Cette
opération s’effectue a 1’aide de la solution de lyse des globules rouges de Qiagen,
conformément aux instructions du fabricant. Extraire I’ARN total des échantillons de sang ou
de moelle osseuse a I’aide du réactif TRIzol, conformément aux recommandations du
fabricant. Apres I’extraction, les échantillons d’ARN peuvent étre conservés temporairement
a-20°C ou peuvent étre stockes a plus long terme a -80°C jusqu’a ce qu’ils soient préts a étre
utilisés. Un traitement ultérieur a la DNase de I’ARN pour éliminer une éventuelle

contamination de I’échantillon par I’ADN est facultatif.

Mesurer la concentration d'’ARN a l'aide d'un spectrophotomeétre (voir note 10) et ajuster la
concentration d'’ARN dans du H20 exempt de nucléase a une concentration de 0,2 mg/ml en

vue de la synthese ultérieure de I'ADNC.
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> Standards

Préparer les standards d’ARN pour la construction de la courbe standard. Nous utilisons la
lignée cellulaire K562 CML pour préparer I’ARN pour les étalons BCR-ABL et ABLp210.
L’ARN doit étre isolé a partir des cellules K562 en utilisant le réactif TRIzol et le méme
protocole que pour les échantillons de patients, puis conservé dans du H20 exempt de
nucléase. Pour des raisons de commodité, ’ARNm de la lignée cellulaire K562 peut étre
obtenu directement a partir de ressources commerciales si des installations de culture
cellulaire ne sont pas disponibles. Ces ressources peuvent également étre utilisées pour
préparer les courbes standard.

Déterminer la quantité d'/ARN de la lignée cellulaire K562 a l'aide d'un spectrophotomeétre et
aliquoter la solution mere d'ARN de la lignée cellulaire K562 a haute concentration (>1
mg/ml) pour la conserver a -80°C). Une fois les aliquotes d'/ARN réalisées, il convient d'éviter
les cycles répétés de congélation-décongélation. Pour la préparation des courbes standard, une
aliquote de la solution mere d'/ARN K562 doit étre ajustée a une concentration de 0,2 mg/ml
dans de I'eau exempte de nucléase. Les aliquotes de la solution de travail d’ARN K562 doivent

étre conservées a -80°C.

Diluer en série 5 ml de la solution de travail d’ARN de la lignée cellulaire K562 (0,2 mg/ml)
au décuple pour la détermination de la courbe standard. Diluer ’ARN K562 dans de 1’eau
exempte de nucléase contenant 20 ng/ml d’ARN de levure et préparer sept étalons contenant
de 1x 10-6 mg a 1 mg d’ARN K562 afin de produire des courbes étalons pour la quantification
des génes BCR-ABL p210 et ABL. Cing microlitres de chacune de ces dilutions d’ARN
doivent ensuite étre utilisés dans une réaction de transcription inverse. Les dilutions standard
dérivées de ’ARN K562 doivent étre analysées dans chaque plaque si la méthode de

quantification par courbe standard est utilisée.
Controle

Utiliser un gene de contrdle endogéne (ABL) pour normaliser la quantité d'ARN de
I'échantillon ajoutée a la réaction PCR. Le géne de contrdle endogéne doit étre amplifié en

méme temps que le géne cible BCR-ABL p210.

Des contréles a blanc ou sans matrice d'’ARN, constitués de H20 exempt de nucléase, doivent
également étre inclus dans la réaction de transcription inverse et dans la RQ-PCR afin de
contréler la contamination. Deux contrdles sans matrice sont recommandés pour la RQ-PCR

dans chaque plaque de réaction.
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Un contr6le négatif ne contenant pas I'ARN du géne cible d'intérét (par exemple, I'ARN de la
lignee cellulaire BCR-ABL négative) doit également étre inclus dans chaque RQ-PCR.

Un contr6le de sensibilité positif, consistant en une dilution de 10-4 (cette dilution peut varier
en fonction des exigences de sensibilité de I’essai individuel) de I’ARN de la lignée cellulaire
K562 dans un fond d’ARN de la lignée cellulaire BCR-ABL négatif, doit également étre
inclus dans la RQ-PCR. L’ARN de la lignée cellulaire BCR-ABL négative peut étre préparé
a partir de n’importe quelle lignée cellulaire ne contenant pas le gene de fusion BCR-ABL
(nous utilisons I’ARN isolé de la lignée cellulaire de lymphome non hodgkinien SU-DHL-
16). Les échantillons d’ARN de la lignée cellulaire K562 et de la lignée cellulaire SU-DHL-
16 doivent étre ajustés a une concentration de 0,2 mg/ul a I’aide de H20 sans nucléase.
Ensuite, la dilution 10-4 est obtenue par une série de dilutions sérielles décuplées d’un volume
de solution d’ARN K562 a neuf volumes de la solution d’ARN SU-DHL-16 a 0,2 mg/ul. Le
controle de sensibilité est utilisé pour surveiller la sensibilité de I’essai et reproduit un
échantillon clinique dans lequel des cellules tumorales p210 BCR-ABL positives sont

présentes dans un fond de cellules normales.

Si la RQ-PCR est utilisée pour la surveillance de la maladie résiduelle minimale, les contréles
positifs haut et bas doivent également étre inclus dans l'essai. Dans cet exemple, les
échantillons positifs pour p210 BCR-ABL qui contiennent des niveaux élevés et faibles de
transcrits BCR-ABL p210 sont inclus dans chaque RQ-PCR afin de contrdler les
performances de l'essai des paramétres tels que le maintien de la linéarité, la stabilité des

étalons et la réussite de chacune des étapes de la RT et de la RQ-PCR.
RT-PCR RT-PCR quantitative en temps réel
Transcription Inverse

Transcrire les échantillons d'ARN en ADN complémentaire (ADNc) a l'aide du kit PCR
GeneAmp® RNA complémentaire (ADNc) PCR, conformément aux instructions du

fabricant.

Pour la réaction de transcription inverse (RT), ajouter 1 mg d’ARN au volume total de 20 ml
ARN dans le tube de réaction RT de 20 ml de volume total. Aprés la réaction de RT, utiliser
5 ml d'’ADNCc (équivalent a environ 0,25 mg d'ARN) pour la réaction de RT. 0,25 mg d’/ARN)
pour l'analyse ultérieure par RQ-PCR. Si les échantillons sont analysés en en double ou en
triple, il est recommandé d'obtenir des échantillons répétés soient obtenus a partir de différents

tubes de réaction RT afin de contréler la reproductibilité du test.
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Mise en place de la RT-PCR quantitative en temps reéel

Conserver tous les réactifs décongelés et les échantillons de patients au frais sur de la glace
humide avant utilisation. Les aliquotes de la sonde TagMan doivent également étre protégées
de la lumiére et ne doivent pas étre décongelées jusqu’a ce qu’elles soient immédiatement

utilisées.

Préparer deux tubes de mélange maitre PCR - un pour p210 BCR-ABL RQ-PCR et un pour
ABL RQ-PCR. Le volume final de chaque tube de mélange maitre est basé sur le nombre total
de réactions nécessaires pour chaque RQ-PCR. Chaque réaction doit contenir 6,2 ml de H20
sans nucléase, 12,5 ml de 2x Tagman Universal PCR Master Mix, 0,15 ml de chaque amorce
directe et inverse (la concentration finale de chague amorce doit étre de 300 nM), et 1 ml de
sonde TagMan (la concentration finale de la sonde doit étre de 200 nM). Les amorces et la
sonde appropriées doivent étre ajoutées a chacun des melanges maitres p210 BCR-ABL et
ABL RQ-PCR.

Préparer la RQ-PCR dans une plaque a 96 puits avec 20 ml de mélange maitre par puits et 5
ml d’ADNc (0,25 mg d’équivalent ARN) dans les puits appropriés. Les quatre rangées
supérieures (48 puits) de la plaque a 96 puits peuvent étre utilisées pour la RQ-PCR du gene
p210 BCR-ABL (géne cible), et les quatre rangées inférieures pour la RQ-PCR ABL (géne de
contréle endogéne), ou vice versa. Chaque plaque doit comprendre des étalons, des contrdles
a blanc et négatifs, des contrbles de sensibilité et des échantillons de test en double ou en triple
exemplaire. Lorsque vous avez fini de pipeter les échantillons dans la plaque de réaction a 96

puits, scellez la plague avec un film optique adhésif.

Centrifuger la plaque de réaction a faible vitesse pendant 2 minutes, puis charger la plaque
sur un instrument PCR en temps réel Applied Biosystems 7900HT. Utiliser le logiciel de

détection de séquences (SDS) d'Applied Biosystems pour documenter et exécuter l'essai.

Effectuer la RQ-PCR en utilisant les conditions de cyclage thermique universelles modifiées
: 50°C pendant 2 min, 950C pendant 10 min, et 45 cycles de 95°C pendant 15 s et 60°C

pendant 1 min.
Programmer et exécuter Instrument Applied Biosystems 7900HT

Utiliser l'instrument Applied Biosystems 7900HT et le logiciel SDS conformément aux

recommandations du fabricant.
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Lancer brievement le logiciel SDS et ouvrir une nouvelle fenétre de modéle de plaque pour
indiquer I’emplacement des puits sur la plaque a 96 puits pour les dilutions standard, les
contrbles et les échantillons & tester. Enregistrer les valeurs standard (par exemple, 1, 0,1,
0,001 mg d’ARN, etc.) pour les puits contenant les dilutions d’échantillons pour les courbes
standard p210 BCR-ABL et ABL. Les échantillons répliqués pour les échantillons de test
doivent étre en double ou en triple. Sauvegarder la fenétre du modele avec les données

enregistrées en tant que fichier d’exécution SDS.

Sélectionnez le bouton connecte, puis chargez la plaque a 96 puits dans l'instrument.

Sélectionnez le bouton de démarrage pour commencer I'analyse.
Collecte et analyse des données

Une fois I'analyse terminée, retirez la plaque de l'instrument et enregistrez les resultats de
I'analyse. Lorsque le bouton d'analyse est sélectionné dans le logiciel SDS, les résultats seront
analysés automatiquement si les normes et les informations sur I'échantillon de test ont été

enregistrées comme indiqué ci-dessus.

Visualiser les résultats de la courbe standard dans les vues du tracé d’amplification et du tracé
de la courbe standard dans le logiciel SDS. Sélectionner les seuils de croisement (CT) pour
les courbes standard des RQ-PCR p210 BCR-ABL et ABL dans la phase exponentielle des
réactions, manuellement ou automatiquement, afin d’obtenir les meilleures pentes et les
meilleurs coefficients de corrélation (R2). Des exemples de courbes standard pour la BCR-
ABL p210 et la RQ-PCR ABL sont illustrés dans les figures 16 et 17, respectivement.

Si les courbes standard sont considérées comme ayant des pentes et des valeurs R2
acceptables, exporter les résultats du logiciel SDS sous forme de fichier texte. Importer le

fichier texte dans le logiciel Microsoft Excel pour les calculs ultérieurs des résultats.
Quantification relative a I'aide d'une courbe standard

Inclure les résultats de la BCR-ABL p210 et de la RQ-PCR ABL pour chaque échantillon

dans le fichier Excel créé pour le calcul des résultats.
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Figure 16. Résultat obtenu aprés analyse en RtqPCR.
Explication du résultat obtenu

Les courbes standards BCR-ABL p210 servent de référence dans ce processus. Elles
consistent en une série de dilutions précises d'ADN ou d'ARN contenant des quantités connues de
transcrit BCR-ABL p210. En amplifiant simultanément ces standards et I'échantillon du patient, on
peut comparer les résultats obtenus et déduire la quantité exacte de BCR-ABL p210 présente dans
I'échantillon.

Les courbes d'amplification et courbes standard du BCR-ABL p210. Sur la figure 16, (a)
Courbe d'amplification pour les doubles de sept étalons contenant de 0,25x10-6 mg a 0,25 mg
d'équivalent ARN de K562. L'axe des y est une mesure du changement de fluorescence en fonction
du nombre de cycles PCR sur l'axe des x. La barre grise horizontale épaisse représente le seuil de
passage dans la phase exponentielle de la réaction d'amplification dans laquelle le cycle seuil (CT)
est déterminé pour chaque dilution standard. (b) Courbe standard construite sur la base des valeurs
CT déterminées pour chague étalon a partir du diagramme d'amplification. La courbe standard est
construite sur la base des valeurs CT en ordonnée et de la quantité de I'étalon en abscisse. Cette courbe

est utilisée pour déterminer la quantité de transcrit BCR-ABL p210 dans un échantillon inconnu.
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Figure 17. Courbes d'amplification et courbes standard de I'ABL.

Explication des résultats : Dans le cas d’un résultat positif: (a) Courbe d'amplification pour les
doubles de sept étalons contenant de 0,25x10-6 mg a 0,25 mg d'équivalent ARN de K562. L'axe des
y est une mesure du changement de fluorescence en fonction du nombre de cycles PCR sur I'axe des
X. La barre grise horizontale eépaisse représente le seuil de franchissement de la phase exponentielle
de la réaction d'amplification dans laquelle le cycle seuil (CT) est déterminé pour chaque dilution
standard. (b) Courbe standard construite sur la base des valeurs CT déterminées pour chaque étalon
a partir de la courbe d'amplification. La courbe standard est construite sur la base des valeurs CT sur
I'axe des y et de la quantité de I'étalon sur I'axe des x. Cette courbe est utilisée pour déterminer la

quantité de transcrit ABL dans un échantillon inconnu.

e Les calculs requis pour cette méthode sont les suivants (1) calcul des moyennes, si des
échantillons répétés sont testés ; (2) normalisation des résultats du gene cible (p210 BCR-
ABL) par rapport aux résultats obtenus pour le géne de contréle (ABL) ; (3) normalisation
des résultats du gene cible par rapport a ceux obtenus a partir des échantillons d'étalonnage

pour déterminer la valeur quantitative relative de p210 BCR-ABL.

e Reproduire les calculs de I'exemple moyen (voir le tableau suivant) :
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p210 BCR-ABL p210 BCR-ABLC_ p210 BCR-ABL quantity ABL ABLC, ABL quantity
Replicate 1 2590 0.0091 Replicate 1 25.26  0.0092
Replicate 2 25.97 0.0086 Replicate 2 25.55  0.0075
Replicate 3 25.99 0.0085 Replicate 3 25.57  0.0074
Average 25.95 0.0087 Average 25.46 0.0081

e Exemple p210 Calibrateur BCR-ABL et ABL CT et résultats de quantité pour les calculs

suivants :

p210 BCR-ABL calibrator CT =23,23
p210 BCR-ABL quantité du calibreur = 0,0568
Calibreur ABL CT =22,68
Quantité du calibreur ABL = 0,0574

e Exemple de calculs de normalisation :
Echantillon test p210 BCR-ABL normalisation = moyenne
p210 Quantité BCR-ABL~+ moyenne Quantité ABL = 0,0087+ 0,0081=1,074
Echantillon d'étalonnage p210 Normalisation BCR-ABL = p210

Quantité de I'échantillon calibrateur BCR-ABL + Quantité ABL de I’échantillon calibrateur =
0.0568+0.0574=0.99

Reésultats de I'échantillon final p210 BCR-ABL (valeur quantitative relative) = échantillon de test
normalisé p210 BCR-ABL/ABL ratio+ échantillon de calibrage normalisé p210 BCR-
ABL/ABL=1,074+0,99=1,09.

» Quantification relative a I'aide de la méthode comparative de tomodensitométrie

e Vérifier que les efficacités d’amplification des RQ-PCR pour le géne cible BCR-ABL p210
et le gene endogéne ABL sont similaires et proches de 100 % avant d’utiliser la méthode CT

comparative.

e Effectuer I’essai RQ-PCR de la méme maniére que celle décrite ci-dessus, sauf qu’aucune
dilution de courbe standard ne doit étre incluse dans la plaque de réaction. Cette méthode fait
appel a une méthode de calcul connue sous le nom de méthode Delta Delta CT (AACT) et

repose sur une comparaison du nombre CT entre le géne cible BCR-ABL p210 et le gene de
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référence endogéne ABL par rapport a un calibrateur. La formule de ce calcul est la suivante
12— AACT
e Les calculs requis pour cette méthode sont les suivants :

1) calcul du ACT pour I'échantillon test p210 BCR-ABL par rapport au contréle endogéne ABL et
pour le calibrateur p210 BCR-ABL par rapport au calibrateur ABL.

2) calcul du 2-DDCT.
3) calcul du 2-DDCT pour obtenir la valeur quantitative relative.
e Calculs du ACT :

ACT pour les échantillons de test = CT moyen du test BCR-ABL p210 CT moyen de I'échantillon du
contr6le endogéne ABL = 25,95 - 25.46 = 0.49

ACT pour les échantillons d'étalonnage = CT du BCR-ABL p210 CT de I'échantillon calibrateur
ABL=23,23-22.68=0.55

e ADCT calculation :

AACT =ACT for test samples—ACT for calibrator samples = 0.49 — 0.55= —0.06
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DISCUSSION DES RESULTATS

Il. RESULTATS

Etude de cas exemple

Etude de I'association entre les polymorphismes génétiques C677T du méthyléne
tétrahydrofolate réductase (MTHFR) et risque de leucémie myéloide chronique : a propos de
cas cliniques d'une population Algérienne.

(Cet exemple que nous proposons est un extrait d’une étude faite par MOHAMMEDI Kenza
(Doctoral dissertation, Université Mohamed Khider-Biskra, 2015).
Nous reprenant ce travail pour illustrer I’intérét du diagnostic moléculaire dans la prise en charge des

hémopathies malignes).

» La population d’étude
Un total de 40 patients a été inclus dans I'étude, parmi lesquels 30 patients et 11 agents de
santé. L'analyse moléculaire n'a été réalisée que sur 18 des patients et les 11 agents. Les échantillons
de 12 autres patients n'ont pas pu étre utilisés en raison de la qualité insuffisante du sang prélevé et
de la quantité insuffisante. Pour poursuivre ces recherches, il serait envisageable d'augmenter le

nombre d'échantillons dans les deux groupes de population.

Série globale

40 patients

11 Agents de

30 Patients S

18 Patients 12 Patients
utilisées non utilisées
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Figure 18. Représentation des patients concernes par I'étude.

Tableau 2. Sexe, effectifs et 4ge moyen des cas analysés.

Témoins sains

Sexe M F M F
Effectifs 6 5 11 7
Age moyen (ans) 24 33 50 45

1.1. Résultats de la technique RT-PCR :

e Amplification des transcrits du gene chimere Ber-Abl

b3a2 b2a2

Figure 19. Photographie du profil électrophorétique présentant les différents transcrits du géene

chimere Ber-Abl.
Ce profil est obtenu apres ¢électrophorése sur gel d’agarose a 3 % suivie d’une coloration au
BET et visualisation sous U.V.

M : marqueur de poids moléculaire ; ligne 1, 2, 3, 4, et 5 : bandes de 111 pb, correspondant au transcrit
b3a2 ; ligne 6 et 7 : bandes de 98 pb, correspond au transcrit b2a2 ; ligne 8 : témoin négatif.
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e Distribution des transcrits du gene chimére Bcr-Abl
Tableau 3. Distribution des transcrits du gene chimeére Bcer-Abl chez la population LMC.

Type de transcrit N %
b2a2 2 11
b3a2 10 55,6
ela2 0 0
b2a2+ b3a2 1 5,6
Pas de transcrits 5 27,8
Total 18 100

N : Nombre de cas.

Ventes

B b3a2 M Pasdetranscrits M b2a2+b3a2 MWb2a2

Figure 20. Répartition des transcrits du géne chimére Bcr-Abl chez la population LMC.
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» Programme d’amplification
Utilisation d’un programme de PCR pour le géne chimére Ber-Abl, permettant I'amplification
maximale des fragments. Les amorces et la température d'hybridation utilisées dans la PCR ont été
sélectionnées conformément a Bock O. et al. (2006). Le nombre de cycles a été optimisé a 40 cycles
en fonction de I'intensité du signal obtenu.

» Faux positifs et faux négatifs

Le contréle de la qualité de 'ARN sur gel d'agarose, effectué aprés I'extraction, a permis de
résoudre le probléeme des faux négatifs, potentiellement causé par une dégradation des ARN totaux
OU une mauvaise transcription inverse. Pour prévenir les faux positifs, toutes les solutions ont été

préparées avec des réactifs exempts de RNase avant la réaction de transcription inverse.
» Intensité des bandes

Les bandes d’ADNc correspondant aux transcrits du gene chimere Bcr-Abl présentent des
signaux différents en raison d'une mesure incorrecte de l'absorbance. Malgré nos tentatives de réaliser
la mesure a partir de différents spectrophotometres, le probléme persiste, expliquant ainsi la

discontinuité du signal.
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La RT-PCR est une technique trés sensible (1 sur 1076 cellules) par rapport a la cytogénétique
(sensibilité d'environ 1 a 3 %). Elle offre la possibilité de détecter rapidement et sensiblement le
réarrangement Bcr-Abl dans le sang des patients suspects de LMC, en parallele - voire méme avant -
la réalisation du myélogramme avec le caryotype (81).

Deux facteurs peuvent limiter I'efficacité de la technique de RT-PCR : la qualité précaire du
matériel de départ (ARNmM) et la nécessité d'un marqueur moléculaire spécifique dans la pathologie
étudiee.

La configuration moléculaire de la jonction Bcr-Abl, détectée dans 'ARNmM de nos patients,
se présente sous deux types : b2a2 et b3a2. Nous avons observé une prédominance du transcrit b3a2.
Le transcrit ela2 n'a pas été détecté, etant principalement associe a la leucémie aigué lymphoblastique
(LAL).

Chez certains patients, aucun transcrit n'a été détecté, ce qui pourrait s'expliquer par une
potentielle rémission moléculaire chez ces individus. Pour suivre la présence des transcrits, le sang
d'un patient présentant le transcrit b3a2 a été prélevé apres un mois de traitement par l'imatinib
mésylate, et le résultat de la RT-PCR sur ce patient était positif (présence du transcrit b3a2), suggérant
une possible résistance au traitement a I'imatinib.

La technique de RT-PCR revét une importance primordiale dans la LMC, tant pour la
confirmation diagnostique par la détection des transcrits du géne chimere Bcr-Abl que pour le choix
approprié de la thérapie. Cependant, sa limite dans le suivi de la maladie réside dans sa nature
qualitative a I'échelle moléculaire. Pour un suivi de la maladie résiduelle, une PCR quantitative est
nécessaire, mesurant la quantité d'’ADN polymérisé a chaque cycle en temps reel a l'aide d'un
marqueur fluorescent. Cette méthode permet des mesures quantitatives, mais elle nécessite un

équipement spécifique et des réactifs colteux.
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Conclusion générale

L'intérét du diagnostic moléculaire dans les hémopathies malignes

Le diagnostic moléculaire a révolutionné le domaine des hémopathies malignes, offrant aux

cliniciens des outils puissants pour le diagnostic, le pronostic, la stratification du risque et la

surveillance de la maladie. Son impact se traduit par une meilleure prise en charge des patients, une

optimisation des stratégies thérapeutiques et des économies de santé.
Ameélioration du diagnostic et du pronostic :

Identification précise des sous-types hémopathiques : Le diagnostic moléculaire permet de
distinguer des entités distinctes au sein des hémopathies, affinant le diagnostic et permettant
une classification plus précise de la maladie. Cela a des implications majeures pour le
pronostic et le choix du traitement.

Détection de mutations génétiques : L'analyse de mutations spéecifiques, comme JAK2
V617F dans la polyglobulie myéloproliférative, permet de prédire I'évolution de la maladie et
de guider la prise de decision thérapeutique.

Suivi de la maladie résiduelle : La quantification du transcrit BCR-ABL par RT-PCR est
essentielle pour le suivi de la leucémie myéloide chronique (LMC) en rémission moléculaire,

permettant une détection précoce d'une rechute.

Optimisation des stratégies thérapeutiques :

Sélection de thérapies ciblées : Le diagnostic moléculaire peut identifier des mutations
génétiques qui rendent les cellules cancéreuses sensibles a des thérapies ciblées spécifiques,
comme les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) dans la LMC.

Stratification du risque et adaptation des traitements : En identifiant les patients a haut
risque, le diagnostic moléculaire permet d'adapter l'intensité du traitement, optimisant
I'efficacité tout en minimisant les effets secondaires.

Surveillance de la réponse au traitement : Le suivi des marqueurs moléculaires, comme la
maladie résiduelle minimale (MRM), permet d'évaluer la réponse au traitement et d'identifier
précocement une résistance thérapeutique, permettant d'ajuster la stratégie thérapeutique en

conséquence.

Impact économique :

Réduction des colts inutiles : Un diagnostic précis et un pronostic plus fiable permettent
d'éviter des examens complémentaires et des traitements inutiles, réduisant ainsi les colts de

santé.
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Amélioration de I'efficacité des traitements : Le choix de thérapies plus ciblées et mieux
adaptées aux caractéristiques individuelles du patient conduit & une meilleure efficacité
thérapeutique, réduisant les co(ts liés aux hospitalisations prolongées et aux complications.

Optimisation de I'allocation des ressources : Une meilleure compréhension de I'histoire
naturelle de la maladie et des facteurs de risque permet une meilleure allocation des ressources

medicales, en priorisant les patients qui en ont le plus besoin.
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