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Introduction

La leucemie myéloide chronique (LMC) est un syndrome myéloprolifératif caractérisé
par une anomalie cytogénétique acquise, le chromosome Philadelphie. C’est une translocation
génétique, t (9 ; 22). Il en résulte un oncogéne de fusion BCR-ABL1, qui se traduit en une
oncoprotéine BCR-ABL a activité tyrosine kinase constitutive. (1)

Son incidence dans le monde varie en fonction des pays, la plus basse incidence est de
0,7 retrouvée en Suéde et en chine et la plus haute est de 1,7 retrouvée en Suisse et aux Etats
Unis.(2)

En Algérie, la prévalence de la LMC est de 472 cas en 2004 , 1330 cas en 2014, avec
une incidence de 0.40 a 0,53/100.000 habitants en 2018 .(3)

Jusqu’a la fin du XX®™ sigcle, la LMC est restée une hémopathie désespérante pour les
patients. Son traitement a connu une révolution et une amélioration du pronostic vital grace a
I’apparition de la thérapie ciblée utilisant des molécules dites « inhibiteur de tyrosine kinase
ITK ». L'imatinib est la premiere molécule instaurée en pratique clinique.

Apres, ITK2 ; le nilotinib, le dasatinib et le bosutinib, sont approuvés par la Food and
Drug Administration pour le traitement de premiere intention de LMC nouvellement
diagnostiquée en phase chronique (LMC-PC). (1)

Les objectifs du traitement par les ITK sont une réponse hématologique complete apres
3 mois de traitement, une réponse cytogénétique complete apres 6 mois et une réduction de la
maladie moléculaire d'au moins 3 logs apres 12 mois. Les patients qui n'atteignent pas leur
objectif peuvent passer a un autre ITK de 2°™ génération selon le groupe algérienne
hématologie (GAL). (4) (5)

Le suivi de la maladie résiduelle se fait par plusieurs techniques cytogénétiques et
moléculaires. ( FISH et RTQ-PCR).(6)

La surveillance de la cinétique du transcrit BCR-ABL se fait via le RT-PCR
quantitative en temps réel (RTQ-PCR) plus précisément le Gene Xpert.

Le pronostic des patients atteints de LMC est devenu donc comparable a celui des sujets
sains appariés selon I'age ; gréce a I’avénement des ITK néanmoins comment peut-on
apprécier leur efficacité ?

A travers notre étude, on se base sur la mise en évidence de I’aspect clinique, biologique
de la LMC chez notre population, et en se concentrant sur 1I’évaluation de la réponse

hématologique et moléculaire, via les schémas thérapeutiques suivis.
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I. Définition

La LMC est une affection maligne appartenant au groupe des néoplasies
my¢éloprolifératifs (MPN). Il s’agit d’une prolifération de la lignée myéloide clonale touchant
la cellule souche hématopoiétique (CSH). Entrainant une surproduction de granulocytes
matures et immatures. Le trait caractéristique de la LMC est la présence du chromosome
Philadelphie (Ph) dans les cellules hématopoiétiques, qui est causée par la translocation
réciproque de t (9 ; 22) .(7) . Cette translocation associée a une anomalie génétique acquise :
le géne hybride BCR-ABL issu de la translocation t (9 ; 22) (34 ; q11)

Ce geéne hybride est traduit en une protéine oncogénique a activité enzymatique
constitutive de tyrosine kinase dérégulée responsable de la phosphorylation des protéines de

la transduction du signal de la multiplication leucémique. (8)

La LMC évolue en trois phases cliniques, une « phase chronique » relativement bénigne
suivie d’une « phase d’accélération »de pronostique sombre. Enfin, d’une « phase

d’acutisation » constamment fatale.

Phase chronique : cette premiécre phase et d’installation progressive, indolente initiale qui
peut durer 5 a 6 ans .(9)
Phase d’accélération : correspond a la transition entre la phase chronique et la Phase

blastique. Sa durée est de de 12 a 18 mois en moyenne

Phase d’acutisation : c’est la derniére phase de la LMC. Elle se préciser par une
accumulation de blastes au niveau des sites extra médullaires « ex : peaux, systeme nerveux
central, ganglions lymphatiques, 0s » Durant la PB I’espérance moyenne de vie estde 3 a 6
mois.(10),(11),(12)

I1. Historique

1845 : la LMC ou leucémie mélongéne fut caractérisée par J.H.Benett chez deux patients
souffrant d’une augmentation anormale de la rate avec un sang épais et d’aspect laiteux di a
un taux excessif de globules blancs. (16) Rudolf Virchow, affirmait que le probléme se situe
au niveau de la moelle osseuse, il donne a ce phénomene le nom de ((leucémie)), du grec
leukos, *blanc’’. (13)

1870 : Neumann émerge que les cellules responsables de LMC sont issues de la moelle

osseuse. (14)
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1960 : Peter Nowell et David Hungerford decouvrent sur le caryotype de patients atteints de
LMC la présence d’un petit chromosome anormal qu’ils vont nommer ((chromosome de

Philadelphie)) du nom de la ville ou la découverte s’est faite. (15)

1973 : Janet et Rowley réussirent a montrer que cette anomalie résulte d’une ((translocation)),
c¢’est-a-dire d’un échange de fragments génétiques entre un chromosome 9 et un chromosome

22, lors de la division cellulaire. (16)

1980 : les génes impliqués dans cette translocation sont identifiés par Bartran et Groffen, le
géne s’appelle Abelson noté (ABL)) situé sur le bras long du chromosome 9 et le gene sur la

zone de cassure sur le chromosome 22, il s’appelle (BCR). (17) . (18)

1985 : il a été démontré que la translocation anormale donne la naissance a un gene de fusion
nommé (le BCR-ABL) qui produit une protéine ayant une activité ((tyrosine kinase)) durable,
responsable de la physiopathologie de la LMC. (19)

1998 : les laboratoires Novartis ont distribué 1’imatinib qui va agir précisément au niveau de

la proteine BCR-ABL et qui révolutionné le traitement de la LMC. (20)

Ces temps derniers, les recherches se centraliser essentiellement sur le développement du
traitement de la LMC :

2006 : le dasatinib (Sprycel) a obtenu I’AMM en 2éme ligne de la maladie en phase
chronique. (21)

2007 : le nilotinib (tasigna), a obtenu I’AMM en 2éme ligne de la LMC en phases chronique

et accélérées. (22)

2018 : Union Européenne a délivré une autorisation de mise sur le marché pour ponatinib
pour les patients qui présentent une mutation genétique appelée « mutationT3151 » qui les

rend résistants au traitement par Imatinib, nilotinib ou bosutinib. (23)
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Figure 1: Historique de la leucémie myéloide chronique : un paradigme de traitement du
cancer.(24)
I11. Epidémiologie
La LMC est une maladie rare, sa fréquence représente environ 15 -20% des leucémies
nouvellement diagnostiquées de 1’adulte et 2 & 5% chez ’enfants , avec environ dix nouveaux

cas par an pour un million d’habitants.(25) Soit 600 nouveaux cas par an en France.

Cette affection touche préférentiellement les deux sexes avec une légére prédominance

masculine, avec une sex-ratio Homme/Femme proche de 2. (11)

Son incidence est relativement faible, estimée entre 1 et 1,5/ 100000 habitants, sa
prévalence dans le monde est en progression en raison des progres observés en termes de

survie depuis I’avénement des anti-tyrosines kinases.(26)
L’age médian au diagnostic selon les séries est se situe entre 30et 50ans.(11)

En Algérie, I’age médian au diagnostic est de 48 ans. On décrit une atteinte

préférentiellement masculine avec une sex-ratio de 1,2.(8)

Le taux de survie dans les pays développés est primordial que celui dans les pays en
voie de développement, cela peut étre imputé au manque ou a la complexité d’acces aux soins

dans ces pays.
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Dans la genéralité des cas, aucune étiologie n’est retrouvée. Néanmoins, 1’exposition a

des radiations ionisantes pourrait jouer un réle favorisant.

Cette hypothese est suggérée par 1’élévation de 1’incidence de la LMC chez les
survivants de la bombe atomique d’Hiroshima, est confortée in vitro par I’augmentation de la
fréquence de détection du transcrit BCR-ABL apres irradiation de lignées cellulaires
primitivement BCR-ABL négative. (11)

Néanmoins, les personnes exposées au benzeéne d’une maniere chronique et les
immunosuppresseurs ou les patients traités par des agents chimiothérapiques, semblent

présenter une menace de développer une LMC.(27)

Aucun facteur familial, géographique, génétique, ethnique ou économique n’est

fortement associé avec 1’occurrence de la LMC .(28)

IVV. Physiopathologie de la LMC

La LMC est due a une prolifération monoclonale de lignée myéloide sans blocage de
maturation. Il s’agit d’une anomalie cytogénétique est associée a cette prolifération : c’est le

chromosome Philadelphie (Ph1)

IV.1.  Leucémogenese

1V.1.1.Mécanisme moléculaire
+ Le chromosome Philadelphie

Le chromosome « Philadelphie » est un chromosome 22 porteurs d’une délétion
partielle du bras long 22 g. Il est di & une translocation acquise réciproque et équilibrée entre
le chromosome 9 et le chromosome 22 ;t (9 ; 22) (934 ; g11) cela est provoqué le
fusionnement du proto-oncogéne C-ABL présent sur le chromosome 9 avec I’extrémité

interrompue de la région BCR du chromosome 22.

A cet effet, cette translocation se traduit par un raccourcissement du bras long de I’un
des deux chromosomes 22 qualifié en cytogénétique chromosome Philadelphie (Figure : 2).
(29) .(30)
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Figure 2 : Chromosome Philadelphie. La translocation réciproque t (9;22).(11)

e Le géne chimérique BCR-ABL est transcrit en un ARNm et traduit a une
protéine oncogénique BCR-ABL dotée d’une forte activité enzymatique de type
tyrosine kinase.

e Laprotéine P210 " BCR-ABL " chimérique peut étre incorporé dans plusieurs

voies de signalisation et ainsi participer a la leucémogénse. (31)

L’existence d’un chromosome Ph1 est I’un des critéres de diagnostic de la LMC,
présent chez 95% des malades. (32) Certaine cas rare, les translocations de variant impliquant
d’autres chromosomes ou des translocations cryptiques peuvent survenir.(33) De fait, dans
5% des cas, le géne BCR-ABL résulte soit par une insertion cryptique de matériel
chromosomique dite PH négative-BCR-positive soit dans des translocations de variant
complexe. Ce type des translocations seulement les technique de FISH et la biologie

moléculaire « RT-PCR » permettront la détection du géne hybride et du transcrit BCR-

ABL.(34)
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Figure 3 : Pathogénese de la leucémie myeloide chronique a ; la LMC : une translocation
d’ADN entre deux chromosomes (9,22) ; b : apparition du géne de fusion anormal.(35)
IV.2.  Genesimpliqués dans la LMC
e Transcrit BCR-ABL

Le réarrangement moléculaire BCR-ABL résulte d’une translocation réciproque entre
les genes BCR (chromosome 22) et ABL (chromosome9).(36) dans laquelle la partie
télomérique « la partie 3° » de la région d’ABL du chromosome 9q34 , visent se localiser a la
place de la partie télomérique « la partie 5’ » du géne BCR sur le chromosome 22q11 ont pour
conséquence la formation su géne chimériqgue BCR-ABL sur le chromosome 22g-

(chromosome ph) et du géne réciproque BCR-ABL sur le chromosome 9q+.(37)

Les transcrit de fusion BCR-ABL peuvent varier en fonction du site de point de cassure
sont souvent regroupés sur une seule région d’ABL (souvent entre les régions 1b et a2)
.(40)Donc il y'a plusieurs régions de cassure sur le gene BCR dont la plupart des cas

surviennent dans les régions introniques suivantes(Figure 4) . (38)
Pour la région M-BCR est majoritairement impliquée dans la LMC .(39)

Soit I’exon 13 (b2) soit I’exon 14(b3).(37) qui fusionnent a I’exon 2 du géne ABL
résultant les transcrits B3 a2 (60% des cas) ou b2 a2 (35% des cas), produisant la protéine
p210,
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En effet, La région m-BCR est impliquée dans 0,4% des LMC et environ 65% des LAL
PH+ dont le transcrit est ela2, produisant la protéine p190.

Enfin, trés rarement, la région u BCR (pour micro BCR) est impliquée dans < 0,1% des
LMC dont le transcrit est e19a2, qui produit la protéine p230. (40). (41)
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Figure 4: Les différents points de cassures des génes BCR et ABL. (42)
Les protéines p210 « BCR-ABL » et p190 « BCR-ABL » ont une activité enzymatique
tyrosine kinase activée constitutivement, avec des niveaux plus €levés d’activité dans la

protéine p190. (37)

Les protéines p210 est constitué par trois domaines ; SH1, SH2, SH3 et tous les autres
domaines d’ABL., concernant les régions du géne BCR leur motif de dimérisation est la partie
la plus importante. Cette partie de BCR conduit a la dimérisation de la protéine BCR-ABL et

a son autoactivation par transphosphorylation.(11)

Autrement, la perte de la partie N-terminale du géne ABL supprime son auto-inhibition.

Ces deux modifications protéiques expliquent I’activation permanente de la tyrosine kinase de
BCR-ABL. (11)

IVV.3.  Voies de signalisation intracellulaires
La phosphorylation d’un grand nombre de substrats par la protéine p210 (BCR-ABL)
est directement responsable des caractéristiques de la cellule leucémique produite. En effet,

’autoactivation et la perte de la régulation de I’activité tyrosine kinase entrainent 1’activation,

10
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directe ou indirecte, le recrutement des voies de signalisation dans les processus de

prolifération, d’apoptose, de différenciation et d’adhésion cellulaire.(11)

Les effets cellulaires de BCR-ABL sont exercés par des interactions avec les diverses
protéines qui peuvent traduire les signaux oncogéniques responsables de I'activation ou de la
répression de la transcription du géne, du traitement mitochondriale des réponses

apoptotiques, de l'organisation du cytosquelette et de la dégradation des protéines inhibitrices.

Les principales voies impliquées sont : RAS, Mitogen Activated protein (MAP) kinases,
signal transducer and Activators of transcription (STAT), phosphatidyl inositol 3-kinase
(PI13K) et MYC. La plupart des interactions sont médiées par la phosphorylation de la tyrosine
et exigent la liaison de Bcr-Abl aux protéines adaptatrices comme : Growth-factor-receptor-
bound 2(Grb-2), Dok, sarcoma virus CT10 oncogéne homologue(Crk), sarcoma virus CT10
oncogéne homologue-like (Crkl), Src-homology—containing (Shc) etcasitas-B-lineage
lymphome (Cbl).(43)

Protéine Ber-Abl

Prolifération
Différenciation

Adhésion I

Apoptose I

CYTOPLASME

c-FOS
Cycline D
BCL-2
c-MYC

Figure 5: Voies de signalisation cellulaire. La protéine BCR-ABL active des différentes voies
de signalisation. (11)
IV.4.  Mécanisme d’action de I’oncoprotéine BCR-ABL
Au niveau de cytoplasme, L’ATK de BCR-ABL dérégulé induit une cascade de
phosphorylation successive d’un nombre trés important de substrats aboutissant a ’activation

des différentes voies de signalisation intracellulaire impliquées dans les processus d’activation

11
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et de répression des genes, dont les consequences sont étre multiples au niveau hématologique
(11) :

- Altération des propriétés d’adhésion pour les cellules tumorales immatures du stroma
médullaire et a la matrice extracellulaire.

— Activation de signaux mitotique par I’induction d’un signal prolifératif et
antiapoptotique

- Inhibition de I’apoptose, BCR-ABL bloque le relargage du cytochrome C par la
mitochondrie, ce qui induit 1’inactivation de la voie des caspases. (44) . (45)

— Dégradation de protéines inhibitrices de I’ATK de I’ABL « abi-1et abi-2 » via le
protéasome. (36) Parmi ces protéines celle qui sont participés a la réparation de I’ADN
(DNA-PKcs), ce qui pourrait expliquer en partie I’instabilité génétique que présentent
les cellules leucémiques BCR-ABL positives.

- L’instabilité génomique ou génétique et I’apparition d’une activité mutationnelle tres

intense. (11) . (37) .(35)

L'activité de tyrosine kinase d’ABL est essentiellement activée par la juxtaposition de
BCR, favorisant ainsi la dimérisation ou tétramérisation et autophosphorylation ultérieure.

Ceci accroit le nombre de résidus de phosphotyrosine sur le géne BCR-ABL. (46)

Pour I’étude des voies intracellulaires responsables de 1’auto-renouvellement cellulaire,
a montré que les progénitures des patients en phase blastique pouvaient s’autorenouveler, qui

concerne exclusive de la cellule souche. (46)

V. Diagnostic positif
V.1 Circonstances de decouvertes

La LMC en phase myélocytaire chronique est observée généralement chez 85% des cas.
Elle est souvent asymptomatique d’installation progressive, le diagnostic est porté de maniere
fortuite a I’occasion d’une NFS (numération de la formule sanguine) de routine devant les
symptomes cliniques suivants : altération de 1’état générale, asthénie, sueur , amaigrissement
modéré, fatigue, une sensation de pesanteur abdominale de hypochondre gauche liée a une
splénomégalie qui sera appréciée de maniere préecis en mesurant le débord splénique qui

définit en 05 type :(LI1L111,1V,V) et une hépatomégalie peut étre associée .

12
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Elle peut étre découverte devant une complication : crise de goutte, hémorragie,

thrombose vineuse, 1’ infarctus splénique, des troubles visuels, ou une insuffisance respiratoire

par leucostase. (47)

La phase d’accélération se caractérise par une résistance progressive au traitement, les

signes cliniques sont souvent : AGE, augmentation du volume splénique. Elle peut étre quasi

inexistant (environ 20% des cas). Alors que la phase étant alors « explosive ».

La phase d’acutisation ou crise blastique, C’est le mode naturel de terminaison de la

maladie aprés 3 a 4 ans d’évolution en absence de traitement. Elle s’accompagne en générale

par des signes cliniques d’accélération (AEG, SPM, anémie, thrombopénie) et parfois des

symptdmes propres : HPM, adénopathies, douleur osseuse. Dans tout leucémie aigu, elle

peut étre accompagnée d’un syndrome tumorale, d’une atteinte méningée des signe

d’insuffisance médullaire, ou des chloromes des tissus mous.(10) .(11) .(12)

Tableau | : Récapitulatif de la symptomatologie clinique de la LMC (selon I’ELN).(48)

Symptomes/

phase de la
LMC

Altération de
l"état général

(AEG)

Syndrome
tumoral

Remarques

Phase chronique

Figvre

Paleur
Asthénie
Perte de poids

Splénomégalie

Leucostase
pulmonaire  ou
cérébrale
Hyperviscositeé :
confusion
mentale, AVC
Hyperuricémie :
crise de goutte

Phase d’accélération

! fievre
1 £ marquée des
autres signes

Isplénomégalie

Début de
I"évolution
cytogenetique
Début  de la
résistance au
traitement

Phase blastique

-‘\l'( g $4e
Hitvre
SUCUS nOCturmes

splénomégalie
+e e
hépatomégalie
adénopathies
douleurs

OSSCUSOS

Lésions
hémorragiques
Proliférations
blastiques
extramédullaires
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V.2. Diagnostic biologique
V.2.1. Hémogramme
L’hémogramme ou numération-formule sanguine (NFS) c’est I’examen clé repose sur
I’étude quantitative des éléments regroupes du sang, il permet d’évoquer le diagnostic devant

une :

+ Globules blancs

- Une hyperleucocytose franche, compris entre 20 a 500 G/L majoritairement composée
de polynucléaires neutrophiles a noyaux non segmentés (30% a40%), associée a une
basophilie (3 & 10%) et a une éosinophilie (5a 10%). Des lymphocytes et des
monocytes normaux en valeur absolue. (49)

+ Globules rouges

- Un taux normal ou une anémie (normocytaire et normochrome) est peu courant et
modéré. (11)

+ Plaquettes

- La thrombocytose est habituelle et généralement supérieure a 500 G/L, parfois tres
¢levée, mais rarement responsable d’incidents thrombotiques par thrombopathie

associée.(11)

Durant la phase chronique ou la blastose est inférieure a 5%, le nombre des

érythroblastes ne dépasse pas 2%.

Dans la phase d’accélération, la blastose est compris entre 10 et 19 %, elle est marquée

par augmentation des basophiles

Avec la progression de la maladie vers la phase d’acutisation, les blastes est augmentée
pour atteindre des valeurs >a 20%, la thrombopénie est au-dessous de 100 G/I et le taux
d’hémoglobine < al10 g/dl. Une basophilie prononcée et parfois la présence d’une myélémie
résiduel associée a des blastes sont souvent atypiques pour une leucémie aigué.(11)
.(37).(12).(50).(51)

14
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Tableau Il : L’évolution de quelques parametres hématologiques au cours des différents

stades de la LMC. (52)

Phase chronique Leucocytes :

— Hyperleucocytose neutrophile associée a une basophilie et
une éosinophilie ;

— La libération des précurseurs myéloide ;

- Blastose < 10 %.

e Thrombocytes :

— Thrombocytose chez 50 % des patients ;

e Erythrocytes :

- Légere anémie normochrome, normocytaire possible

- Eventuellement quelque rares érythroblastes.

Phase - Augmentation de la leucocytose.
d’accélération - Basophilie périphérique > 20 %;
- Blastose périphérique ou médullaire entre 10 et 19 %;

- Thrombocytopénie ou thrombocytose

Phase blastique Thrombopénie<100G/L

- Anémie, Hb<10g/dI

- Blastose périphérique ou médullaire > 20 %;

— Présence d’infiltration extramédullaire de blastes (chloromes

ou sarcome myéloide ou granulocytaire).

V.2.2. Frottis sanguin périphérique
La LMC est caractérisée par une myélémie >20% harmonieuse constituee de

métamyeélocytes, des myélocytes et quelques promyélocytes et rarement de myéloblaste.

- Les polynucléaires basophiles présentent une dégranulation partielle. (53).(54). (55)
- Le sang peut comporter des éléments thrombocytaires immatures : des rares

micromegacaryocytes. (53) (12)
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Figure 6: Frottis sanguin LMC en phases chronique.
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V.2.3. Examens cytogénétiques
V.2.3.1. Cytogénétiques conventionnelles : le caryotype
La cytogénétique conventionnelle est primordiale au diagnostic, elle est effectuée sur
des cellules médullaire ou sur un prélévement du sang si la myélémie est importante. Elle
reste la technique de référence pour mettre en évidence le chromosome Ph t (9 ; 22) dans 95%
des cas. Elle permet d’évaluer la réponse cytogénétique séquentiellement sur les cellules
médullaires par la détermination sur un pourcentage de cellules résiduelle Ph1 sur un nombre
suffisant de métaphases (minimum 20 mitoses) la situation ou le caryotype ne permet pas
d’évaluer la RCCy est constituée par les LMC Ph-BCR+.

Le caryotype permet de détecter les anomalies cytogénétiques additionnelles(ACA)
associee a lat (9 ; 22) dans le clone Ph+ inclut I’apparition d’une trisomie 8, trisomie 19, un
isochromosome 17q et la duplication du Ph.(34),(56). (57)
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Figure 7: Caryotype en phase chronique de la LMC(58)
V.2.3.2. Cytogénetique moléculaire FISH :
L’hybridation in situ ou FISH visualise directement le géne de fusion BCR-ABL sur les

noyaux (FISH interphasique) et sur les mitoses (FISH métaphasique), I’avantage de cette
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technique est de detecter les remaniements BCR-ABL sans chromosome Ph. et d’étre plus

sensible que le caryotype.(11), (57)

Elle reste indispensable dans le cas de la LMC Ph-négative BCR-positive. De fait elle
permet de révéler les anomalies cryptiques (insertions, micro délétion du bras long du dérivé
9).

Le FISH peut parfois étre un complément utile quand un nombre insuffisant, voir
I’absence, de métaphases a été obtenu. Cependant, elle peut étre utile pour rechercher une

délétion du chromosome 9, reconnue comme facteur péjoratif .(59) ,(34)

Figure 8: Sonde 5’ BCR-3’ABL : FISH sur chromosomes (FISH métaphasique) LMC
PH1.(60)
V.2.4. Biologie moléculaire
V.2.4.1. Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
Elle met en évidence le transcrit du gene de fusion BCR-ABL dans les cellules
médullaires. Elle repose sur I’extraction des acides nucléique, la transformation de I’ARN en

son ADN complémentaire (ADNc) grace a une transcriptase inverse, puis I’amplification par
PCR de I’ADN.

La RT-PCR est un examen qualitatif effectué sur un prélevement sanguin, c’est la
technique la plus sensible pour la recherche du géne BCR-ABL, dont elle capable de dépister
une cellule leucémique parmi plus de 100 000 cellules normales. Elle a été appliquée avec
succes au suivi moléculaire de la LMC. (61).(11).(62)
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V.2.4.2. Real -Time Quantitative PCR (RT-Q-PCR)
La RQ-PCR est la méthode de référence pour le suivi des patients atteints de la LMC.
Elle est réalisée a partir des cellules médullaires ou sanguines. (63) Elle permet de détection
et la quantification du transcrit BCR-ABL, et la mise en évidence du sous-type moléculaires

produit., et I’appréciation de la réponse moléculaire lors du traitement.(11),(35)

Elle est basée sur la détection de la fluorescence générée par amplification qui est

proportionnelle a la quantité du transcrit présente dans I’échantillon a analyser.

Forward .
Primer o R
5 3 Polymerase s E)
3 5
5 3
DA - 5°
Polymerase
Rewverse
Primer
18 Q
Forward
Primer
5 DA
o Polymerase
3 5
5 3
DMNA < 5
Polymerase -

Rewverse
Primer

Figure 9: Amplification BCR-ABL : R= fluorochrome émetteur « reporter » ;
Q=fluorochrome suppresseur « quencher ». (60)
V.2.5. Myélogramme
C’est I’examen quantitatif et qualitatif des ¢éléments médullaires apres réalisant d’une
ponction de la moelle osseuse au niveau sternal ou bien de 1’os iliaque. Il permet de confirmer
la phase de la maladie mais indispensable pour la pratique d’un examen cytogénétique a la
recherche du chromosome Philadelphie. Il montre une :

e Moelle trés riche avec une hyperplasie granuleuse dépassant 80% des éléments, sans
hiatus de maturation avec une predominance de cellules a noyaux non segmentés :
promyélocytes (PM), myélocytes(M), metamyélocytes (MM) et des polynucléaires
neutrophiles (PN).

e Une blastose médullaire inférieur & 10% en phase chronique.

e Une basophilie, voir une éosinophilie parfois observée
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e Les Mégacaryocytes sont souvent en nombre augmenté (11).(12).

Tableau 11 : Les différents stades de la LMC en fonction des variations des taux des blastes
selon I’OMS 2016 . (64)

Phase chronique e . Phase blastique
d’accélération
Taux sanguin ou
médullaire des <10 % 10-19 % >20 %
blastes

V.2.6. Examens biologiques complémentaires

- Hyeruricémie et hyperuraturie sont tres fréquentes

- Le vitamine B12 est élevée, corrélée a I’hyperleucocytose

- Les lysozymes sériques et urinaires peuvent étre élevés

— L’exploration fonctionnelle des plaquettes montre une thrombopathie acquise. Les
cultures des progénitures hématopoiétiques montrent une augmentation des

précurseurs pluripotents et granulomonocytaires .(65)

VI. Formes particulieres de la LMC
VI1.1.  Leucémie chronique a polynucléaire neutrophile (LCN)
C’est un néoplasme myéloprolifératif rare qui se traduit par la production excessive des

leucocytes surtout les PNN avec un pourcentage de 80%, 1’absence de dysgranulopoiése. la

complication la plus fatale de la LCN est I’hémorragie cérébrale.(66)

VI1.2.  Leucémie chronique a polynucléaire éosinophile (LCE)
Elle se caractérise par la prolifération anarchique de PNE. La présence de
réarrangement FIP1L1-PDGFRA (F/P) responsable a la sur activation de tyrosine kinase.

Imatinib mesylate a prouvé son efficacité dans le traitement de la LCE.(67)
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VI1.3. LMC atypique (LMCa)

C’est un syndrome mixte myéloprolifératif/ myélodysplasique avec un pronostic
sombre. Elle se caractérise par hyperleucocytose avec une myélémie, 1’absence de
chromosome Ph ou de transcrit BCR/ABL, 1’absence de basophilie et de monocytose, blastes
inférieure a 20%.Les mutations qui touchent les génes CSF3R et SETBP1 sont responsables a

la sur activation de la prolifération.(68)

VII. Diagnostic différentiel
VII.1. Phase chronique

VIIL1.1. Myélémies réactionnelles
Elles sont secondaires a des infections, des métastases médullaires, la prise de nicotine,
corticoides, inflammation chronique et traumatisme sévére. Le géne BCR-ABL est
absent.(69)

VII.1.2. Splénomégalie myéloide
C’est un syndrome myéloprolifératif caractérisé par hyperleucocytose, myélémie surtout
I’érythroblastose sanguine, I’absence de chromosome Ph. Le myélogramme est difficile a

réaliser en raison de la myélofibrose. (70)

VII1.1.3. Thrombocytémie essentielle
Elle se caractérise par une thrombocytose importante avec hyperleucocytose modéreée,
L’absence de chromosome Philadelphie. Une moelle riche surtout par des mégacaryocytes de

taille géante.(71)

VIl.1.4. Maladie de vaquez
La polyglobulie primitive est une maladie de la CSH,(72) caractérisée par
I’hyperplasie myéloide a prédominance érythroblastique et I’augmentation du volume

globulaire total. Le caryotype montre 1’absence du chromosome Ph.(73)

VII.15. Leucémie myélomonocytaire chronique
La LMMC est I’un des diagnostics différentiels les plus difficiles.la présence d’une
hyperleucocytose, monocytose, myélémie et des signes cytologiques de la myélodysplasie.
L’¢lément caractéristique qui permet de trancher est la monocytose. Le géne BCR-ABL est

absent. (74)
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VI1.2. La phase blastique
VIl.2.1. Leucémie aigle lymphoblastique a Ph+
Elle constitue un probleme du diagnostic différentiel avec la LMC en phase
d’acutisation avec un phénotype lymphoide. Elle se caractérise par une splénomégalie, une
myélémie associée a une basophilie oriente vers un diagnostic de la LMC accutisée, la
persistance de chromosome Ph+ lors de la remission permettra de trancher le diagnostic de la
LMC.(74)

VIIl. Evolution et complication
VIIIL.1. Complication
- Laleuco stase est due a hyperleucocytose .Elle peut entrainer une insuffisance
respiratoire et une rétinite leucémique.(74)

- Lathrombocytose est le signe qui accompagne les SPM. Elle peut causer des

thromboses veineuses ou artérielles.
- Lathrombopénie est possible dans les stades avancés. (74)

- Elle manifeste par des crises de goutte, coliques néphrétiques.(74)

VII1.2. Scores pronostics
VI111.2.1 Score de sokal

Le score de sokal a été développé chez les personnes recevant une chimiothérapie et /ou
I’interféron. (75)

Score de sokal = exp (0.0116(age-43,4)+0,0345(rate-7,51)+0,188((plaquettes/700)2-
0,563)+0,0887(blaste-2,1).

- Age : age en année

Rate : débord splénique en cm

Plaquettes : taux de plaquettes en N 10%/L

Blastes : pourcentage de blastes circulants
Score de sokal modifié pour les sujets de mois de 45ans

Score de sokal modifié = exp (0.0255(rate-8,14) +0,0324(blaste-2.22)
+0,1025((plaquettes/700)2-0,627) -0,0173(hematocrite-34,2) -0,2682(sexe-1.4))

Hématocrite : hématocrite %.
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Sexe : 1pour le sexe masculin et 2 pour le sexe féminin.(70)

Score de sokal inférieure 80.8 =———> risque faible.

Score de sokal comprise entre 0.8 et 1.2 =———> risque intermédiaire.

Score de sokal supérieure a 1.2 ———> risque élevé.(76)

VI1I11.2.2 Le score de hasford

Le score de hasford (euroscre) est calculé a partir de I’age, la taille de la rate,

pourcentage de blastes circulants, éosinophilie, basophilie, taux de plaquettes.(77)

Score de hasford= (0,6666*age + 0,042*rate + 0,0584*blastes + 0.0413*éosinophiles +
0,2039*basophiles + 1,0956* plaquettes) * 1 000

Avec : age = 0 si <50 années, ou = 1 autrement ; basophiles = 0 si < 3%
ou =1 ,plaquettes =0 si <1500 x 10 9 /L ou = 1 autrement.(78)

- Le score de hasford inférieure a 780 == risque faible.
- Le score de hasford comprise entre 781 et 1480——— > risque intermédiaire.

- Le score de hasdord supérieure a 1481 ———> risque élevé.

V111.2.3 Score d’Eutos

Il a été élaboré chez les patientes recevant essentiellement I’ITK.(75)
Le score d’Eutos est calculé par ’expression suivante :
Eutos = 7*basophilie+4*débord splénique. (79)

- Le score d’eutos inférieure a 87— risque faible.

- Le score d’eutose supérieure a 87———>risque €levé.(76)
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Tableau IV : Criteres pronostiques des différents scores.(76)

Sokal Hasford (Euroscore)  EUTOS

Age + + -
Débord splénique + + + (en cm, x4)
Numération plaquettaire - - -
Myéloblastes sanguins - - -
Basophiles sanguins - - - (en %, x7)
Eosinophiles sanguins - - -
Risque relatif

Faible <08 < 780 < 87

Intermédiaire 0,8-1,2 781-1 480 -

Elevé >12 > 1481 > 87

VI1I1.2.4 Score ELTS

— Le score de survie a long terme ELTS a été établit chez les personnes recevant
principalement imatinib ou un ITK2.
— ELTS est plus précis dans 1’identification de la population a haute risque et permet de

mieux prédire les déces.(75)

ELTS =0.0025 x (age par année /10)3 + (0.0615 x taille de la rate en cm) + 0.1052 x blaste
périphérique + 0.4104 x (plaquette /1000) -0

e ELTS <1.5680 faible risque.
e ELTS <2.2185 risque intermédiaire.

e ELTS > 2.2185 haute risque.(80)

IX. Traitements
IX.1.  Chimiothérapie
e Busulfan
Busulfan a été introduit en 1953 dans le traitement de la LMC. Il a une action plus au
moins sélective sur la lignée myéloide. Il a montré son efficacité sur le plan clinique et
hématologique, mais sans retarder I’acutisation. Leurs effets secondaires sont : aplasie

médullaire, fibrose pulmonaire, infertilité, pigmentation cutanée cataracte, fut abandonnee
dans les années 1970.(81)
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e Hydroxyuree
Hydréa® est un traitement myélo-suppresseur qui diminue le taux de leucocytes, le
volume splénique mais sans effet sur 1’évolution de la maladie. C’est un inhibiteur du
ribonucléotide réductase donc il diminue la synthése d’ADN. Les effets indésirables sont la
photosensibilisation, 1’atrophie cutanée, les aphtes. Elle permet 1’obtention d’une réponse

hématologique complete.(82)

e Interféron alfa
L’INF -a est une cytokine a action antiproliférative sous forme d’injection sous-cutanée.
L’intolérance au traitement se manifeste par ’asthénie, 1’insomnie, perte de poids, syndrome
dépressif, hémolyse, thrombopénie, hypothyroidie, atteint rénale. Conduisant généralement

I’arrét du traitement.(83)

IX.2. Inhibiteurs de tyrosine kinase
Le traitement de la LMC a changé de maniére progressive au cours des dernieres
annees. La thérapie non spécifique laissant la place a une thérapie ciblé appelée les inhibiteurs

de la tyrosine kinase. (84)

Les principales cibles des ITK sont BCR/ABL, les récepteurs de la famille de ’human
epidermal growth factor receptor (HER), les récepteurs au platelet derived growth factor
(PDGFR) et au vascular endothelial growth factor (VEGFR).(85)

IX.2.1 ITK de premiére génération

+ Glivec® ou imatinib mesylate

Il est indiqué chez les patients atteints de la LMC en phase chronique nouvellement

diagnostiquée, ou en phase acceélérée, blastique.(86)

M
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Figure 10 : la structure chimique de I’imatinib (4-[(4-méthyl-1-pipérazinyl)methyl]- N-[4-
méthyl-3-[[4-(3-pyridinyl)-2-pyrimidinyl]Jamino]- phenyl]benzamide méthanesulfonate).
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+ Mécanisme d’action

Il agit par inhibition compétitive de I’ATP au niveau de cite catalytique de la tyrosine
kinase. Il stabilise la forme inactive de I’oncoprotéine BCR-ABL. Cela inhibe

’autophosphorylation de 1I’enzyme et bloque la transduction du signal.(87)
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Figure 11: Le mécanisme d’action de 1’imatinib.(88)

e A gauche : Oncoprotéine BCR-ABL avec le site de fixation de I’ATP : le substrat est
phosphorylé sur un résidu tyrosine ce qui lui permet d’activer d’autres molécules
effectrices.

e Adroite : imatinib (STI571) occupe la place de I’ATP, inhibe 1’action de I’ATP et
donc la phosphorylation du substrat.

+ Effets secondaires :
Les effets secondaires les plus rencontrés sont : nausées, vomissements, diarrhées,
douleurs abdominales, asthénie, douleurs osteoarticulaires, rash cutané, neutropénie,

thrombopénie, anémie, céphalée, vertige, toxicité hépatique.(86)

+ Mécanisme de résistance a I’imatinib :
Parmi les mécanismes proposés pour expliquer la résistance a I’imatinib, on peut citer :

e Lasurexpression de géne BCR-ABL conduisant & une activité tyrosine kinase plus
intense.(89)

e Les mutations qui touchent le domaine de liaison de BCR-ABL a I’ATP conduisant a
une résistance a I’imatinib. la plus connue est la T3151.(90)

e Les mutations qui affectent la boucle P sont : la tyrosine en position 253, la glycine en
205, la glutamine en 252 ou la méthionine en 244. Ces mutations ont associé a un

pronostic plus défavorable.
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Figure 12: Les mutations qui touchent le domaine BCR-ABL

# Les niveaux intracellulaire de I’imatinib diminuent en raison de 1’expression

accrue de MDR1 (Multidrug resistance).(91)

Boucle P

fi'activation

Figure 13: Représentation des liaisons entre I’imatinib et le domaine kinase d’Abl

L’imatinib se lie 8 ABL uniquement lorsque la boucle d’activation est dans une
configuration inactive.

IX 2.2 ITK de seconde génération

ITK2 sont I’alternative thérapeutique pour des patients intolérants ou résistants a
ITK1.

e ITK 2 ont représenté par bosutinib, dasatinib, nilotinib. Ils ont utilisés dans le
traitement des LMC en phase chronique.(92)

< Dasatinib ou sprycel® :

Sprycel® est un inhibiteur de BCR-ABL plus puissant que 1’imatinib. Il est également

un inhibiteur des kinases de la famille SRC. Il est efficace sur la plupart des mutations a
I’exception de T3151.(93)

26



Revue de Littérature

La dose recommandeée du dasatinib est de 100 mg par jour dans la phase chronique avec
la possibilité de réduction de la dose a 50 mg en cas d’intolérance. Dans les stades avancés de
la LMC, la dose de 70 mg deux fois par jour est recommandée.

Leur toxicité est surtout pulmonaire, de cette raison il est contre-indiqué en cas

d’insuffisance respiratoire.(94)
+ Nilotinib ou tasigna®

Tasigna est un ITK2 qui a obtenu I’AMM en deuxiéme intention dans la LMC en phase
chronique et accélérée .c’est un inhibiteur de BCR-ABL puisant et tres spécifique, agissant

sur la forme mutée et non mutée de oncoprotéine BCR/ABL.(95)

Il est prescrit a une dose de 600 mg 2 fois par jour en premier ligne. une dose de 800 mg

2fois par jour au-dela de premiere ligne.(94)

Nilotinib est lié avec la survenue des évenements cardiovasculaire, tel que les accidents
vasculaires cérébraux, IDM, angine de poitrine.de ce fait il est contre- indiqué chez les

patients qui souffrent d’une cardiopathie.(96)
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Tableau V : Les différentes mutations qui résistent aux dasatinib, nilotinib

Moins sensibles Moins sensibles

au nilotinib au dasatinib
Mutations spécifigues Y253H Q252H

E255K/V V299L

F359C/V F317L

T3151 T3151

+ Bosutinib ou bosulif®

Bosulif® est indiqué dans tous les stades de la LMC en deuxieme ligne lorsque
nilotinib, dasatinib, ITK1 ne sont pas un traitement approprié .1l inhibe le réarrangement

BCR-ABL y’compris les différentes mutations a I’exception de T3151.(93)

IX.3.  Allogreffe de cellules souches hematopoiétiques
L’allogreffe est le seul traitement curatif capable d’obtenir 1’éradication de la

pathologie. (97) mais sans oublier le taux de mortalité lié au traitement.(98)

La greffe de cellules souches hématopoiétiques est une option thérapeutique importante
pour les patients atteints de la LMC, en particulier pour les jeunes personnes ayant des

donneurs HLA identique.

Elle est recommandée pour les patients en phase de transformation aigue ou
représentant une mutation T3151 ainsi que devant 1’échec de traitement par I’imatinibe et

d’ITK2.(99)

X. Evaluation de la réponse au traitement
Efficacité de traitement par ITK est évaluée selon les criteres hématologiques,

cytogénétique, moléculaire

X.1. Réponse hematologique
La réponse hématologique compléte (RHC) est définie comme étant la normalisation de la

formule sanguine (FNS), la taille de larate. (Annexe II)

Le suivi doit étre évaluée chaque 15jour jusqu’ a I’obtention de la RHC. Puis tous les 3

mois.(100)

28



Revue de Littérature

X.2.

Réponse cytogénétique

Elle est évaluée sur les cellules médullaires au moins 20 métaphases

On distingue :

e Une réponse cytogénétique complete (RCyC) : I’absence de Ph+ dans toutes les

métaphases.

e Une réponse cytogénétique partielle : la détection de 1 a 35% du chromosome Ph+

e Une réponse cytogénétique mineure : la détection de 36 a 63% du chromosome Ph+

e Une réponse cytogénétique minimale : la détection de 66a 95% du chromosome Ph+

e La réponse optimale correspond a 1’obtention au moins une réponse minimale a3 mois,

RCyP a 6mois, RCyC a 12 mois.

e La réponse suboptimale correspond a I’absence de RCy a 3 mois, RCym a 6mois,
PCyP a 12 mois.
e La perte de la RCyC c’est I’échec au traitement.(101) (Tableau)

Tableau VI: Différents types de réponse au traitement par ITK selon ELN2020

Moment

Au moment du
Diagnostic
Jmois

Gmois

[ 2mois

A tous moment

Réponse optimal
NA

BCR-ABL= 10%
et/ou Ph+<35%

BCR-ABL <1 %

et/ou Ph+
RMM (BCR-ABL)<0,1 %

RMM (BCR-ABLI) =0,1%

Alerte

Risque elevee*ou
CCA/Pht
BCR-ABL > 10%,
et/ou Pht 362 95%

BCR-ABL | et 10 %,
et/ou Pht1 35%
BCR-ABLO.1 et 1%

CCAPhA-Tou-Tg)
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Echec
NA

Pas de RHC, et/ou Pht > 95%

BCR-ABL > 10 % etiou Pht+> 35%

BCR-ABL>1%
et/ou Pht=0%

-Perte de RHC
-Perte de RCYC
-Perte confirmée de la RMM

-Mutations
CCA/PH+
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X.3. Réponse moléculaire
Le suivi de la réponse moléculaire est basé sur la détection quantitative du BCR-ABL et
ABL dans I’échantillon de sang périphérique. Le résultat doit étre exprimé et rapportée en
pourcentage de BCR-ABL sur une échelle logarithmique. Ou 1%,0.1% ,0.01%,
0.0032%,0.001% correspondent a une diminution de 2 ,3,4,4.5 et 5 log respectivement.

e Laréponse moléculaire majeur (RMM) est le ratio BCR-ABL sur le géne de contréle
qui doit étre inférieure ou égale a 0.1.(101)

e Un niveau de transcription BCR-ABL inférieure & 0.1 est défini comme RM*.

e Un niveau de transcription BCR-ABL inférieure & 0.0032 est défini comme RM*?.

e Un niveau de transcription BCR-ABL inférieure a 0.001 est défini comme RM?®.(94)

e La réponse optimale est I’obtention de RMM a 18 mois de traitement.

La réponse suboptimale est lorsque les patients n’obtenant pas RMM al8 mois, la perte

de RMM est considérée comme échec.(102) voir le tableau VIII.
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Meéthodologie

Schéma de I’étude

Population d’étude 84 patients

Moyens de diagnostiques

FNS-FSP-myélogramme-caryotype-biomol

/ v \

Biologie Caryotype Myélogramme
moléculaire

) y Q

48 NF 51 NF 38NWF

36 faits 3 échec de culture 46 fait

30 fait
[ Suivi thérapeutique 1
Groupe 1 :imatinib400mg A Bl ogts mslisell el }
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I. Objectifs

v Objectif principal
e Etudier le profil biologique et la réponse thérapeutique des patients atteints de la LMC

en phase chronique traites par ITK.

v Objectif secondaire
e Etudier I’évolution de cinétique du transcrit BCR-ABL au cours de traitements.

I1. Description de I’étude

1.1, Type

e Il s’agit d’une étude descriptive rétrospective longitudinale associée a une étude

prospective observationnelle sur 84 patients.

11.2. Lieu

o Elle a été effectuée au niveau du Service d’Hématologie clinique du CAC (centre de
lutte contre le cancer-BENBELLA MOHAMMED AHMED-) de la wilaya de

Tlemcen particuliérement a 1’unité de consultation

1.3. Durée
e Une période de 7mois, allant de septembre 2022 a Mars 2023

I11. Population d’étude :
I11.1.  Critéres d’inclusion
e Les patients adultes (age >18 ans) atteints de la LMC.
e Les deux sexes.

e Les patients hospitalisés ou externes

La surveillance de la maladie résiduelle a été réalisée selon les recommandations de I’ELN
2020 .(103) a 3mois, 6mois, 12mois, 24 mois et au-dela depuis I’installation du traitement.
Elle s’est faite par un HéEmogramme pour évaluer la réponse hématologique et par la

technique de PCR automatisée GeneXpert en vue d’évaluer la réponse moléculaire.

I11.2.  Critéres d’exclusion

- Lesenfants

- Les femmes enceintes

- Les patients qui souffrent d’une insuffisance hépatique ou d’une cardiopathie.

- Les dossiers incomplets.
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- Les patients diagnostiqués LMC en phase d’accélération

IV. Méthodologie :

V.1 Recueil des données

Le recueil des données a été réalisé en septembre 2022.

Notre travail s’est déroulé a la basse de :

e Consultation de registre d hospitalisation
e Sélection des dossiers des patients afin d’obtenir des informations nécessaires
préétablies dans une fiche de renseignement (annexe I)

e Analyse et discussion, puis interprétation des résultats obtenus

1V.2. Prélevement

IIs ont effectué deux types de prélévements :

e Prélévement sanguin sur un tube EDTA
e Prélevement médullaire. : Il est réalisé par un médecin spécialiste par aspiration d’un
peu de la moelle osseuse, a partir de sternum ou la créte iliaque, os de bassin.il permet

de préciser le stade de la LMC.

IV.3. Hémogramme

C'est un examen biologique utilisé pour détecter, explorer et surveiller la plupart des

maladies du sang.

Ses indications sont trés nombreuses et excéder énormément le cadre des pathologies
hématologiques, il est réalisé a partir d'un prélévement sanguin par ponction veineuse et est

recueilli dans un tube contenant un anticoagulant du type EDTA. (104)

C'est le test standard et clé dans le diagnostic de la LMC, il vise a fournir des

informations quantitatives sur les cellules sanguines ainsi que des informations qualitatives.

L’automate utilisé dans le laboratoire est de I’ADVIA®560.

35



Meéthodologie

Dy -
[ @ = 0 SIEMENS
“ I ##
L~ R
o T JA A '

AoVIA 60 n
........ =0

\;

Figure 14 : I’automate ADVIA®560.(105)

Il doit compter :
-la numeération des cellules sanguines (globules rouges, globules blancs, plagquettes)
-Détermination des constantes hématologiques :

» Taux d’hémoglobine (Hb)

> Hématocrite (Ht)

» Volume globulaire moyen (VGM)

» Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)

» Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)

V.4 Frottis sanguin périphérique
C’est I’étude semi quantitative et qualitative des éléments figurés de sang apres avoir

réalisé un prelévement sanguin sur un tube EDTA.

Une goutte de sang est étalée sur une lame en verre. Une lamelle inclinée est placée de
facon a ce que le sang s'étale sous la lamelle par capillarité. La lamelle est glissée le long de

la lame pour étaler uniformément la goutte.
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) Lamelle g
Lome 4 = Mise en contact lamelle / sang

Realisation du froftis

Figure 15 : Technique d’étalement d’un frottis sanguin

La coloration MGG permet la visualisation des composants du sang. Le May-Grunwald
est utilisée pur et le Giemsa apres dilution 1/10 avec 1’eau distillée a raison de 1 volume de

giemsa pour 9 volumes d’eau distillé.

Enfin la lecture au microscope optique au faible grossissement (obj *10) et au fort

grossissement (obj*100).

IV 5 Cytogenétique
IV 5.1. Cytogénétique conventionnelle
v" Principe
Il s'agit d'un examen de référence consiste & mettre en évidence le chromosome
Philadelphie n’est visible qu’en division cellulaire, au stade métaphasique, C’est consideéré

comme un critére majeur pour eévaluer la réponse thérapeutique. (106)

I1VV.5.2 Cytogénétique moléculaire (FISH)

v" Principe
— Elle repose sur l'utilisation de sondes moléculaires, qui sont de petites séquences

d’ADN ou d’ARN dont la localisation normale est connue dans le génome et qui
sont marquées chimiguement.

- La sonde entre en contact avec le chromosome et va s’hybrider spécifiquement au
niveau de sa séquence complémentaire.

- Les sondes sont alors étre visualisées sous un microscope dont la position permet
de localiser la région du chromosome dont elles sont complémentaires.

— Elles sont marquées avec des molécules fluorescentes ou des molécules d’hapténes
qui peuvent étre reconnus comme des anticorps
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- Les sondes sont directement visibles au microscope, alors que lors de l'utilisation
d'hapténes une étape de visualisation avec des anticorps fluorescents est

nécessaire. (107)

IV 6 Biologie moléculaire

+ GeneXpert PCR
v Principe

Le test Xpert BCR-ABL ultra a été adopté pour le suivi moléculaire du transcrit BCR —
ABL chez les patients atteints de la LMC.

C’est un test automatisé pour la détermination quantitative du transcrit BCR-ABL sous
la forme d’un rapport de BCR-ABL a ABL. Le test utilise une transcription inverse-réaction

en chaine de la polymérase quantitative (RTQ-PCR) automatisée et en temps réel.

Le geneXpert systeme automatise et integre la purification des échantillons,
I’amplification de I’acide nucléique et la détection de la séquence cible BCR —ABL dans des
échantillons simples ou complexes en utilisant des tests RT-PCR et PCR.(108)

v" Matériel
Le kit Xpert BCR-ABL Ultra contient les éléments suivants :
v Réactifs
- Protéinase K
- Réactif de lyse (LY) (chlorure de guanidinium)
- Réactif de lavage
- Ethanol
— Thiocyanate de guanidinium

v Cartouches
» 4 Billes (lyophilisées) : L’ADN polymérase (Taq polymérase), Le nucléoside

triphosphate (ANTP), Le chlorure de magnésium (MgClI2), Le tampon HEPES.
« Reéactif de ringage.

e Réactif d’élution.

Le prélevement sanguin subit des dilutions en fonction de la numération des leucocytes.
(Annexe 3)

Le protocole suivi par le laboratoire d’analyse CAC Tlemcen dans le test geneXpert :
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Au premier lieu, ajouter 100 pl de PK dans un tube conique de 50 ml. Assurait que
I’échantillon est bien mélangé en inversant le tube de sang a EDTA 8 fois, puis ajouter
4ml de I’échantillon.

En second lieu, agiter le mélange a I’aide d’un agitateur Vortex. Puis incuber a
température ambiante pendant une minute.

En outre, additionner 2, 5 ml de réactif de lyse, agiter 10s et incubera température
ambiante pendant 5 min.

D’autre part, transférer Iml du lysat dans un nouveau flacon de 50 ml et additionner
1,5 ml du réactif de lyse. Apres une agitation de 10 secondes, d’une incubation a
température ambiante pendant 10min. ajouter 2 ml d’éthanol.

Ajouter respectivement le tampon de lavage ainsi que la totalité du lysat dans les
ouvertures 1 et S.

Finalement, placer la cartouche dans 1’appareil aprés avoir scanné son code barre.

(108)
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Figure 16: Les étapes de préparation de 1’échantillon pour le test GeneXpert(95)
» Interprétation des résultats

Les résultats sont automatiquement interprétés et exprimé sur 1’échelle internationale

(IS) par le logiciel du GeneXpert & partir des signaux fluorescents mesurés et des algorithmes
de calcul intégrés ; Le logiciel a permis de déterminer un seuil (modifiable) en fonction de la

fluorescence de base, ce seuil définit des cycles au seuil : cycle threshold (Ct). Les Ct sont le

nombre de cycles de PCR nécessaires pour détecter un signal fluorescent significativement

plus élevé que le niveau de base. Une courbe de calibration avec les Ct en fonction de la

quantité de fluorescence sont tracées permettant de déterminer la quantité de transcrit présent

dans le prélévement.

Evaluation de la réponse moléculaire selon L’ELN 2020

e Réponse moléculaire majeure :
v" Si le ratio BCR/ABL a diminué a un taux inférieur ou égal a 0,1%, on définit
une RMM
v' Si le ratio BCR/ABL a diminué a un taux inférieur ou égal a 0,01%, on définit
une RM4
e Réponse moléculaire profonde :
v' Sileratio BCR/ABL a diminué a un taux inférieur ou égal a 0,0032%, on définit
une RM4, 5
v" Si le ratio BCR/ABL a diminué a un taux inférieur ou égal a 0,001%, on définit
une RM5
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IV .7 Myélogramme
C'est un examen cytologique réalisé par une ponction de la moelle osseuse au niveau
sternum ou des crétes iliaques postérieures ou antérieures avec grosse aiguille appelée trocart
sous anesthésie locale. 1l consiste & prélever du suc medullaire, puis s'effectuer I'aspiration,

étalement sur la lame et une coloration MGG.

On fait I'examen au microscope optique afin d'apercevoir les cellules précurseurs de la
lignée myéloide et de préciser la phase de la LMC. Cet examen admet ultérieurement de
réaliser le caryotype.

V. Analyse statistique :

V.1 Définition des variables
Nous avons étudié les variables suivantes :

v" Variables qualitatives :

- Sexe

- Profession

- Provenance La circonstance de découverte

- Les antécédents personnels/familiale

- Les comorbidités

- Les signes cliniques

- Latolérance du traitement

- Lacytogénétique

v' Variables quantitatives
- Age

- Blaste sanguine / médullaire

- Myélémie

- Evaluation de la réponse hématologique a 3, 6, 12, 18, 24 selon le :
Taux des globules blancs

Taux d’hémoglobine

Taux de plaquettes

oo w>»

Taux du transcrit moléculaire BCR/ABL
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V.2. Outil statistique

La saisie des données ont éteé effectué sur le logiciel International Business Machine
Statistical Package for Social Statistics version 25 « IBM SPSS Statistics 25 » et celle des

textes et des tableaux sur le logiciel Microsoft Word 2013.

L’analyse statistique des données a été faite a 1’aide du logiciel Excel plus 2013.
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I. Résultats socio épidémiologiques

1.1. L’age
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tranche d'age

Figure 17: Répartition des patients selon la tranche d’age
v L’age moyen des patients atteints de LMC a été de 49 ans

v" Un minimum de 23 ans, un maximum de 83 ans et une médiane 49 ans

1.2. Genre

B Homme M Femme

Figure 18: Répartition des patients selon le sexe
v Dans notre série, parmi les 84 patients on a retrouvé 50 femmes (soit 59,50%) et 34
hommes (soit 40,50%).
v Nous constatant que le sexe féminin représente la proportion la plus élevée, avec un
sexe -ratio de 0,68. (Figure 18)
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1.3. Provenance des patients
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Figure 19: Répartition des patients selon la provenance
La répartition géographique des patients selon leur région d’origine montre que la

plupart d’entre eux sont de la daira de Tlemcen soit 31% des cas.

On a 8,3% sont de Remchi , 6% sont de Sebdou , 3,6 % sont de (Ghazaouet ,
Maghnia) , 2,4 % ( Sebra , Ain fezza ) ,1,2% ( Nedrouma, Ouchba, Djebala, Ouled

mimoun , Hnaya , Ain elhout , Ain ghoraba , Benissnous)

Les patients venant des autres wilayas étaient au nombre de 28 patients soit 33,5%

Quatorze patients soit 16,7% venant de la wilaya d’Ain tmouchent

Cing patients soit 6% venant de la wilaya de Naama

Quatre patients soit 4,8% venant de la wilaya d’el bayadh

Les quatre wilayas Oran, Mascara, Timimoune et Tindouf étaient représentées par un seul
patient pour chacune s