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Résumé

Introduction: La leucémie aigué (LA) est un cancer qui se développe a partir de cellules

souches hématopoiétiques qui restent immatures et se multiplient de facon anarchique.

Objectifs: L'objectif de ce travail de Master est de faire une étude qualitative et semi-quantitative
des acides aminés essentiels circulants de patients atteints de LA.

But : Mettre en évidence les anomalies correspondant au profil des acides aminés essentiels
sérigues chez les leucémies aigués myéloides (LAM) et les leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL).

Matériels et Méthodes : Une analyse qualitative et semi-quantitative des acides aminés
essentiels a été réalisée chez vingt (20) patients adultes atteints de LAM ou LAL, admis au
Service d’Hématologie du Centre Hospitalo-universitaire de Tlemcen, et vingt (20) contrdles
sains, matchés pour I'age et le sexe. L’analyse des acides aminés a été effectuée a l'aide de la

chromatographie sur couche mince et le Logiciel ImageJ (NIH, USA).

Résultats : Les taux circulants de la glycine, la valine, I'histidine, la lysine et I'arginine ont été
significativement augmentés chez les patients par rapport aux contrbles (respectivement, p =
0,019, p = 0,000, p = 0,016, p = 0,000, p = 0,000). Aussi les niveaux de la valine, la
phénylalanine, la leucine, l'histidine, le tryptophane et la thréonine ont été significativement
augmentés chez les patients atteints de la LLA comparés a ceux atteints de la LMA
(respectivement, p = 0,000, p = 0,000, p = 0,000, p = 0,000, p = 0,002, p = 0,000).

Conclusions : La variation dans le profil des acides aminés essentiels mise en évidence pour la
premiere fois dans notre étude, serait-elle due a un déreglement métabolique en rapport avec
I'effet Warburg. Aussi, un tel déréglement s’avére nettement plus prononcé dans la LAL que dans
la LAM. Enfin, 'immunothérapie ciblée pourrait constituer une voie thérapeutique d’un succeés de

taille contre ces leucémies.

Mots clés : acides aminés essentiels, leucémie aigué, leucémie aigué lymphoblastique,

leucémie aigué myéloide
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Abstract

Background: Acute leukemia (LA) is a cancer that develops from hematopoietic stem cells,
called lymphoblasts, which remain immature and multiply uncontrollably. The objective of this
Master Thesis was to search for abnormalities in circulating levels of essential aminoacids in
patients with AL.

Materials and Methods: A qualitative and semiquantitative assays for essential amino acids
were performed in twenty (20) adult patients with acute myeloid leukemia (AML) or acute
lymphoblastic leukemia (ALL), recruited at the Department of Clinical Hematology of Tlemcen
Medical Centre University and twenty (20) age- and sex- matched healthy controls. The amino
acid analysis was performed using thin layer chromatography and the ImageJ software (NIH,
USA).

Results: Circulating levels of glycine, valine, histidine, lysine and arginine were significantly
increased in patients compared to controls (respectively, p = 0.019, p = 0.000, p = 0.016, p =
0.000, p = 0.000). Additionally, the levels of valine, phenylalanine, leucine, histidine, tryptophan
and threonine were significantly increased in patients with ALL compared to those with AML
(respectively, p = 0.000, p = 0.000, p = 0.000, p = 0.000, p = 0.002, p = 0.000).

Conclusions: The change in the profile of essential amino acids demonstrated, to the best of our
knowledge for the first time in our study, it would be due to a metabolic disorder related to the
Warburg effect. Additionally, such disorder proves to be significantly more pronounced in ALL
than in AML. Finally, targeted immunotherapy could be a way of a major success against such

leukemia.

Keywords: acute leukemia, acute lymphoblastic leukemia, acute myeloid leukemia, essential

amino acids
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Le présent mémoire est structuré en six chapitres: Revues de la littérature, Matériels et
méthodes, Résultats et interprétation, Discussion, Conclusions et Perspectives, Bibliographie. I
s’inscrit dans le cadre de ma formation universitaire pour I'obtention du grade de Master en

biologie, option : alimentation et nutrition.
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Introduction

Les leucémies aigués (LA) occupent la premiére place parmi les hémopathies malignes en
Algérie. Elles restent une préoccupation majeure de 'hématologiste en raison de sa gravité et de

la nécessité d’une prise en charge (Bekadja et al., 2012).

Elles constituent un groupe hétérogéne d’hémopathies malignes, caractérisées par la
prolifération clonale de précurseurs myéloides ou lymphoides et par une altération de
I'hématopoiése (Huget F et al, 2011).

Les acides aminés essentiels ou indispensables ont été définis dans les années 1950 comme
étant les acides aminés dont I'organisme humain est incapable de faire la synthése : 'absence
du régime d’'un seul d’entre eux entraine un bilan azoté négatif chez un adulte sain. Ces acides
aminés, ont un réle crucial notamment dans la fonction intestinale, 'immunité et le stress
oxydant, deviennent indispensables dans plusieurs situations cliniques ou les besoins de
l'organisme dépassent la capacité maximale de synthése de novo de ces acides aminés par

I'organisme (Darmaun, 2008).

La croissance tumorale chez les animaux et les humains est associée a un déréglement du
métabolisme marqué de I'héte (Muscaritoli et al., 1998 ;Heber et al., 1985 ;Rossi et al., 1995) via
des mécanismes impliquant probablement les cytokines périphériqgues(Langstein et al., 1991), la
tumeur provoque de profonds changements dans le métabolisme des protéines (a savoir
'épuisement de l'azote, bilan azoté négatif (Brennan et al., 1981), 'augmentation de la
néoglucogenése a partir d’acides aminés (Gold,1974), la diminution de la synthese des protéines
musculaires, et 'augmentation de la dégradation des protéines musculaires (Norton et al., 1981).
En conséquence, le renouvellement des protéines est augmenté au cours de la croissance des
tumeurs (Carmichael et al., 1980 ; Eden et al., 1984).

Pour faire face a leur croissance, les tumeurs nécessitent des aminé essentiels et d'autres
acides, qui serait due a la fois a la malnutrition liée a I'état de support de la tumeur (Norton JA et
al., 1985)et a une augmentation de la demande d'acides aminés en raison de la présence de la

tumeur, étant donné que le sang est la source d'azote principale (Kawamura | et al., 1982).
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Le but de ce travail a été de mettre en évidence les anomalies correspondant au profil des acides
aminés essentiels plasmatiques chez les leucémies aigués myéloides (LAM) et les leucémies

aigués lymphoblastiques (LAL).
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Chapitre 1. Revue de littérature

1.1 Rappels physiologiques : hématopoiese

Les cellules sanguines ou hémocytes ont une durée de vie limitée variant selon leur type de 3 a
120 jours. lls doivent se renouveler constamment pour maintenir leur concentration dans le
sang ; ce renouvellement se passe dans la moelle osseuse. Les lymphocytes font exception :
leur durée de vie peut atteindre plusieurs années et leurs multiplication a surtout lieu dans les
organes lymphoides. Toutes les cellules sanguines dérivent de cellules souches
hématopoiétiques pluripotentes ayant leurs siéges dans la moelle osseuse.

L'hématopoiése chez I'homme adulte a lieu dans la moelle osseuse au niveau des cavités des
0s comme le sternum, les cotes, les vertébres, le sacrum et les os longs. Chez les rongeurs, la

rate est également un organe hématopoiétique.

Contrairement aux autres tissus a haut pouvoir de production cellulaire, il n'y a pas d'organisation
stratifiée évidente au sein de la moelle osseuse ; il n'y a ségrégation ni entre lignées cellulaires ni
entre stades de maturation. L'hypothése la plus probable pour assurer une production cellulaire
aussi importante était l'existence d'un compartiment trés minoritaire de cellules souches
hématopoiétiques, cellules capables a la fois de se différencier vers toutes les lignées et de
s'auto-renouveler (Féger F et al ; 1985)

La formation de nouveaux hémocytes, ou hématopoiése désigne le processus physiologique de
production de cellules sanguines, se passe aprés la naissance dans la moelle osseuse. Toutes
les cellules sanguines dérivent d’'une population unique de cellules souches hématopoiétiques
(Ldllman-Rauch R, 2006).

L'hématopoiése chez 'hnomme adulte a lieu dans la moelle osseuse au niveau des cavités des os
comme le sternum, les cotes, les vertebres, le sacrum et les os longs. Chez les rongeurs, la rate

est également un organe hématopoiétique.

Contrairement aux autres tissus a haut pouvoir de production cellulaire, il n'y a pas d'organisation
stratifiée évidente au sein de la moelle osseuse ; il n'y a ségrégation ni entre lignées cellulaires ni
entre stades de maturation. L'hypothese la plus probable pour assurer une production cellulaire

aussi importante était I'existence d'un compartiment tres minoritaire de cellules souches
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hématopoiétiques, cellules capables a la fois de se différencier vers toutes les lignées et de

s'auto-renouveler (Féger F et al. 1985).
1.2 La Leucémie

Une leucémie est 'accumulation et/ou la prolifération incontrélée de cellules hématopoiétiques

(c'est-a-dire, d’'une cellule a I'origine d’'une lignée cellulaire), dans la moelle osseuse.
On distingue les leucémies chroniques (LC) et les leucémies aigués (LA) :

- Les leucémies chronigues caractérisées par une évolution clinique généralement longue
(plusieurs années) et par la prolifération ou I'accumulation de cellules originaires de la
moelle osseuse, a un stade avancé de leur différenciation en globules du sang.

- La LA vient de I'élément associé de survenue aigué (de maniére inopinée) et de la
multiplication, qualifiée d'impressionnante dans la plupart des cas, de cellules blanches

progénitrices dans le sang périphérique (Jana M et al., 2013).

1.2.1 Leucémie aigué

Les LA de l'adulte représentent un groupe d’hémopathies issues de la transformation
oncogénique des progéniteurs hématopoiétiques (Huguet F et al.,, 2011). Elles sont
caractérisées par la prolifération maligne et incontrdlée dans la moelle osseuse de cellules
souches d’une lignée hématopoiétique avec un arrét de leur différentiation. Des cellules
immatures sont alors déversées dans le sang (Braham-Jmili et al., 2005 ; Hollard et al.,1983;
Hunault-Berger et al.,1990), ou les blastes hématopoiétiques, forment plus de 30 % des cellules
de la moelle osseuse. Habituellement les cellules primitives s’accumulent dans le sang, infiltrent

les autres cellules et provoquent une insuffisance médullaire (Atul B et al., 2003).
1.2.1.1 Leucémie aigué lymphoblastique

La LAL est une maladie du sang sévere causée par la prolifération non contrélée de cellules
immatures, appelées lymphaoblastes, dans la moelle osseuse (Ribera et al., 2006 ; Pui et al.,
2008 ; Jabbour et al., 2005).

Elle est surtout observée chez I'enfant avec un pic d’incidence entre 2 et 5 ans, mais aussi chez
ladulte aprés 50- 60 ans la LAL représente 1/3 des cancers de I'enfant (Darman., 2008 ;
Treburcq et al., 2008 ;Pui et al., 2008).
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1.2.1.2 Leucémie aigué myéloide

Elles sont caractérisées par la prolifération des cellules jeunes normalement destinées a devenir

des polynucléaires, des monocytes, des plaquettes ou encore des globules rouges.
Plus rares chez I'enfant, elles s'observent plus volontiers chez I'adulte (Treburcq et al., 2008 ).

Tableaul.2 classification des leucémies (Atul B et al., 2003)

Aigué Chronique
Lymphoide Leucémie lymphoblastique aigué et | leucémies lymphocytaire chronique
sous types
Myéloide Leucémies myéloides aigué et Leucémie myéloide chronique
sous types

1.2.2 Epidémiologie des leucémies
Les LA touchent environ 3/105 habitants/an (Garban, 2005).

En Algérie, les différentes approches épidémiologiques effectuées entre 1994 et 2010 placent les
LA de ladulte au premier rang des hémopathies malignes avec une incidence de
1,28/100.000/ha en 2010 (Bekadja et al., 2012).

En 2002, I'étude du nombre de patients adultes atteints de LA fait apparaitre 321 cas en Algérie
dont 218 LAM et 103 LAL (Bekadja et al., 2009).

La LAL compte environ 80 % de leucémies chez I'enfant et 20 % chez 'adulte (Jabbour et al.,
2005 ; Pieters et al., 2010 ; Nazemi et al., 2009).

La LAM compte 20 % des leucémies chez I'enfant, la moitié des cas sont des patients de plus de
65 ans, environ un tiers des cas chez les plus de 75 ans, incidence légérement plus élevée chez

les hommes et dans les populations d'origine européenne (Pui et al.,2008 ; Jabbour et al., 2005 ).
1.2.3 Etiologie

La plupart des LA de I'adulte n’ont pas d’étiologie clairement identifiée. Elles sont communément

appelées « de novo » (Huguet F et al., 2011).
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En effet dans 95 % des cas, les leucémies aigués n’ont pas de cause ou de facteur déclenchant

connu et surviennent chez des sujets jusque-la en bonne santé.
Néanmoins certains facteurs de risque sont identifiés :
- une exposition a des rayonnements ionisants (accidentelle ou thérapeutique),

- une exposition a des produits chimiques : benzénes et solvants dérivés, hydrocarbures

aromatiques (origine professionnelle) ;

- des antécédents de chimiothérapie, notamment par certains alkylants, inhibiteurs de topo-

isomérase-ll (comme les anthracyclines et I'étoposide), antimétabolites (comme la fludarabine) ;

- certaines anomalies génétiques constitutionnelles: trisomie 21, neurofibromatose de type |

(maladie de Recklinghausen), maladie de Fanconi ;
- déficits immunitaires congénitaux ;

- des maladies hématologiques préexistantes : syndromes myélodysplasiques, néoplasies
myéloprolifératives (leucémie myéloide chronique, maladie de Vaquez, thrombocytémie
essentielle, myélofibrose primitive) (Ribera et al., 2006).

1.2.4 Diagnostic

Le diagnostic nécessite un bilan sophistigué combinant études cytogénétiques,

immunophénotypiques et moléculaires a la base de la nouvelle classification de 'OMS.

La cytogénétique et le typage moléculaire sont particulierement importants pour le pronostic des

leucémies aigués myéloides et lymphoides permettant de guider les stratégies de consolidation,

notamment les indications de la greffe de cellules souches hématopoiétiques (Huget et al.,
2011).

1.2.5 Traitement

La prise en charge varie en fonction de I'age, de la présence de comorbidités, des anomalies

cytogénétiques et moléculaires. La décision thérapeutique est prise en réunion de concertation
pluridisciplinaire comportant des hématologues et des biologistes. La participation a des essais
clinigues est en général fortement conseillée aprés consentement éclairé. Le traitement repose

sur la poly-chimiothérapie et la greffe de cellules souches hématopoiétiques (Huget et al., 2011).
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1.3 Acides aminés essentiels

Les AA sont des molécules ayant une structure commune qui contient un groupe amine, un
groupe acide carboxylique et une chaine latérale caractéristique qui varie d'acides aminés. lls ont
des fonctions critiques a la vie avec une implication directe dans le métabolisme en servant les

blocs de construction des protéines.

En dehors de leur fonction dans la synthése des protéines, les AA sont des régulateurs clés de
I'expression du géne et la protéine cascade de phosphorylation, et d'agir comme précurseurs
pour la synthése des hormones et des substances azotées a bas poids moléculaire avec une
énorme importance biologique tels que I'oxyde nitrique, les polyamines, le glutathion, taurine, etc
(Calderén-Santiago et al.,2012 ; Wu., 2009).

Il existe deux groupes d’AA, déterminés par la capacité de 'organisme humain a les synthétisés
ou non. Les acides aminés essentiels (AAE) et les acides aminés non essentiels
(Vaubourdoll M, 2007).

Les AAE, appelés aussi indispensables, ne peuvent étre synthétisés de novo par I'organisme par
manque de précurseur ou d’enzyme de synthése. L’alimentation est la seule source d’apport de
ces AA. lls sont au nombre de huit : lisoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la
phénylalanine, la thréonine, le tryptophane et la valine (Cousin, 2014 ; Ricquier, 2010).

La pertinence biochimique des acides aminés, leurs niveaux et ceux de leurs métabolites peut
étre d'intérét pour I'étude des troubles métaboliques et nutritionnelles ainsi que dans d'autres

pathologies liées au stress oxydatif (Calderén-Santiago et al., 2012).

1.4 Profil des acides aminés essentiels plasmatique de patients cancéreux

Il est connu que les néoplasmes humains originaires de différents organes peuvent différer
considérablement les unes des autres en fonction de leur taux de prolifération et de l'influence
sur le métabolisme de I'hdte (Kern et al.,, 1988). Par conséquent, il est concevable que
biologiquement, différentes tumeurs puissent causer des changements différents et spécifiques
dans le profil des acides aminés plasmatiques (AAP) de I'héte, en raison de leur influence
particuliere sur le métabolisme des protéines (Muscaritoli et al., 1988).

D’autre part la description des différents profils d'acides aminés de plasma pour des types
spécifiques de cancer suggére que l'altération métabolique induite par chaque type de tumeur

détermine leur propre profil, distinct d’AAP. Cependant, le plasma représente un pourcentage
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important de la quantité totale d'AA et a été signalé a subir des changements importants dans
plusieurs situations physiologiques, soulevant ainsi la question de I'effet d'une situation comme le

cancer pourrait avoir sur I'’AAP (Proenza m et al., 2002)

Dans les tumeurs solides, il a été montré que les changements dans le métabolisme des
protéines se traduisent par des modifications du profile des acides aminés libres du plasma
(Cascino et al., 1995). Par conséquent le profil d'AAP peut fournir des indications utiles sur
l'influence exercée par la tumeur sur le métabolisme des protéines de I'hdte, ainsi que de la
nécessité sélective d'acides aminés spécifiques de la synthése des protéines de tumeur
(Muscaritoli et al., 1988).

Plusieurs chercheurs ont souligné qu'il y'a des changements significatifs dans les profils AAP
pour les patients cancéreux. Les données cliniques provenant de 13 études ont démontré un
profil AAP liée au cancer, en particulier dans les cancers des organes digestifs. Le profil AAP
peut différer entre les stades précoce et tardif de cancer. Le profil est également affecté par le
type du cancer. Par conséquent, on suppose que I'analyse détaillée du profil des AAP peut servir

comme l'un des marqueurs biologiques du cancer (Hong-Shiee et al., 2005).

Dans une étude effectuée par Muscaritoli et al, en 1998, tableau 1.2, visant a déterminer les AAP
de patients atteints de LMA et les comparer a ceux AAP de patients atteints de tumeurs solide
ainsi que des témoins sains (tableau 1.2), a montré que la concentration de trp libre était
significativement plus élevé chez les sujet atteint de LAM que chez les témoins et que le taux de
méthionine était significativement réduit par rapport aux témoins tandis que la val, leu, I'iso, phe

et try total ne différent pas avec les témoins.
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Tableau 1.2 : profil d’AAE chez des LAM et témoins (M) (Muscaritoli et al., 1998)

Acides aminés essentiels Témoins (n = 40) Patients LAM (n = 40)
Isoleucine 72+3.0 64.9+2.9

Leucine 135+6.0 147.3+6.9

Lysine 211 +12 199.9 +13.2
Méthionine 33+£3.0 255+1.3
Phénylalanine 61+6.0 66.8 £ 3.0

Thréonine 134+ 6.0 134.0+6.2
Tryptophane totale 476+ 3.4 49.7£9.2
Tryptophane libre 48+0.3 7.0+0.6

Valine 254 + 15 244.3+9.9

Une autre étude réalisée par Proenza M et al, en 2003, tableau 1.3, comparant les AAP de
patients hommes atteints de cancer de poumons et les AAP de patientes atteintes de cancer de
seins, avec des témoins a montré que les patients hommes atteints de cancer du poumon ont
une plus faible concentration en acides aminés essentiels dans le sang que les témoins et que la
concentration en valine était plus faible chez les femme atteintes de cancer du seins que les
témoins. Par conséquent, le cancer du poumon a entrainé une réduction de la disponibilité d’AA
de sang qui serait due a la fois a la malnutrition associée a I'état de roulement de la tumeur, et a

une augmentation de la demande d'AA a la suite de la présence de la tumeur.

Tableau 1.3 : concentrations d’AAE plasmatique de patients hommes atteints de cancer de

poumons et de patientes atteintes du cancer de sein et témoins (UM). (Proenza M et al.,

2003).

AAE Témoins hommes | Cancer de poumons Témoins femmes Cancer du sein
Isoleucine 36.1+2.6 353+17 32524 30.6+1.9
Leucine 87645 835148 77.4+39 775+ 35
Valine 152+7.7 140 £ 8.0 150+ 7.9 139 +£8.5
Histidine 384+17 347+20 379+1.7 394+21
Lysine 83.1+55 78.2 90.9+45 94.6 +6.1
Phénylalanine | 35.4+1.4 40.3+3.8 54+12 385+1.8
Tyrosine 43.2+2.0 453+2.9 444+ 2.3 435+24
Thréonine 747+ 4.7 68.8+55 75.1+49 76.1+£3.3
Méthionine 14.8+0.7 16.1+£1.0 14.7 £ 0.86 14.9 £+ 0.97
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Chapitre 2. Matériels et méthodes

2.1. Population étudiée
2.1.1. Choix des patients

Conformément aux régles d’éthique, les échantillons de sang ont été obtenus a partir de patients
consentants atteints de LAM et LAL (n=14 et 6 respectivement). Les ages des personnes
recrutées varient entre vingt (20) et soixante-dix (70) ans. Les témoins étant matchés pour I'age

et le sexe.
2.1.2. Prélevements et préparation des échantillons

Des prélévements ont été effectués au Service d’Hématologie Clinique, de patients hospitalisés
ainsi que ceux du Service de jour qui se présentent pour le suivi. 5 mL d’échantillons de sang ont
été obtenus a jeun, a partir d'une ponction veineuse de l'avant-bras, ces prélévements ont été
maintenus dans des tubes secs codés et numérotés pour chaque patient et ainsi transportés
dans des conditions adéquates (tube en position verticale et a température ne dépassant pas

les 20°C) au niveau du laboratoire BIOMOLIM a l'université de biologie.

Aprés une demi-heure, ces tubes sont centrifugés a 1000xg pendant 15 minutes, le surnagent
obtenu dit sérum est récupéré grace a une micropipette et conservé dans des tubes Eppendorf a
-40°C.

2.2. Chromatographie sur couche mince

Pour connaitre les acides aminés essentiels présents dans le sérum des patients et des témoins,

on a utilisé la Chromatographie sur couche mince (CCM).
2.2.1. Principe

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences d'affinités
des substances a analyser a I'égard de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, I'autre mobile.
Selon la technique chromatographique mise en jeu, la séparation des composants entrainés par
la phase mobile, résulte soit de leur adsorption et de leurs désorptions successives sur la phase

stationnaire, soit de leur solubilité différente dans chaque phase.
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La CCM repose principalement sur des phénoménes d'adsorption : la phase mobile est un
solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une
plague de verre ou sur une feuille semi-rigide. Aprés que I'échantillon ait été déposé sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du

solvant.

2.2.2. Protocole expérimental

On sature une cuve chromatographique, pendant 24 heures a température ambiante, avec

I’éluant suivant contenant :

e Ethanol
e Eau distillée

e Acide acétique

On prépare une plaque de chromatographie sur couche mince (CCM), que I'on active pendant

une heure dans I'étuve a 105°C.

Sur la plaque chromatographique, on trace, au crayon de papier, un trait a 1 cm environ du bord

inférieur et parallélement a ce dernier afin de fixer les fronts de migration.

On met sur la ligne inférieure des points de dépdt a 1 cm d’écart.

On dilue le sérum a 1/3 d’éthanol.

On déposer a l'aide d’'une pipette un volume de 6%L de sérum dilué, par succession de goutes

d’'1 L et faire sécher la plaque aprés chaque dép6t.

On met la plague de CCM dans la cuve, on la couvre par une plaque de verre, afin que
I'atmosphére, dans le bac, reste saturée en vapeurs d’éluant et on laisse s’écrouler un temps de

migration (environ 15 minutes) des acides aminés vers le front supérieur.

Le trait, dessiné sur la plaque, ne doit pas tremper dans le solvant d’élution contenu dans le bac.



Chaoui Boudghene L. Aminoacides et leucémie aigtie 12

On retire la plaque de CCM, on la seche et on la met dans une solution de ninhydrine, qui est un
composé aromatique utilisé comme révélateur pour la CCM dans l'analyse d’acides aminés,

pendant 10 mn.

On séche la plague de CCM encore une fois sous une haute ventilée.

On met la plaque de CCM dans une étuve a 37°c pendant 10 minutes.

Une fois la plague séchée, des points (Taches) représentants les différents acides aminés

présents, apparaissent en couleur bleue/violette sous I'effet de la ninhydrine.

2.2.3. Lecture des bandes

On procéde a la lecture des plagues de CCM a l'aide du logiciel d’analyse « Image J»,
I'évaluation qualitative des acides aminés ainsi que leurs concentrations dans les différents

sérums (Patients/Témoins) sont par la suite révélées.

2.2.4. Statistiques

La comparaison de moyennes a été effectuée par le test-t de Student ou par le test-U de Mann-
Whitney, selon le cas. Au préalable, un test de normalité (Test de Kolmogorov Smirnov) a été
réalisé pour la vérification de 'lhomogénéité des groupes étudiés. Les valeurs manquantes ont
été remplacées automatiquement. Pour toutes les comparaisons, une valeur de p < 0,05 a été
considérée significative. Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du Logiciels SPSS
20.0 (USA).
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Chapitre 3. Résultats et interprétation

Les résultats correspondant a la comparaison des niveaux circulants des acides aminés
glycine, valine, histidine, lysine et arginine chez les patients (n = 20) et les contrbles (n = 20)

sont représentés dans les Figures 3.1 & 3.5.

Comme indiqué dans les figures 3.1 a 3.5, les taux circulants de la glycine, la valine,
I'histidine, la lysine et l'arginine sont significativement augmentés chez les patients par

rapport aux contréles (respectivement, p = 0,019, p = 0,000, p = 0,016, p = 0,000, p = 0,000).

Les résultats correspondant a la comparaison des niveaux circulants des acides aminés chez
les patients atteints de la LLA (n = 5) et les patients atteints de la LMA (n = 15) sont

représentés dans les Figures 3.6 a 3.13.

Nous observons dans les Figures 3.6 a 3.13 que les niveaux sériques de la valine, la
phénylalanine, la leucine, I'histidine, le tryptophane et la thréonine sont été significativement
augmentés chez les patients atteints de la LLA comparés a ceux atteints de la LMA
(respectivement, p = 0,000, p = 0,000, p = 0,000, p = 0,000, p = 0,002, p = 0,000).
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Figure 3.1 Valeurs circulantes de la glycine chez les patients avec leucémie aigiie et chez
les contrdles sains. Chaque valeur est présentée par une moyenne erreur standard. *p < 0,05.
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Figure 3.2 Valeurs circulantes de la valine chez les patients avec leucémie aigilie et chez
les contrdles sains. Chaque valeur est présentée par une moyenne erreur standard. **p < 0,01.
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Figure 3.3 Valeurs circulantes de I'histidine chez les patients avec leucémie aigiie et chez
les contrdles sains. Chaque valeur est présentée par une moyenne erreur standard. **p < 0,01.
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Figure 3.4 Valeurs circulantes de la lysine chez les patients avec leucémie aigilie et chez
les contrdles sains. Chaque valeur est présentée par une moyenne erreur standard. *p < 0,05.

Figure 3.5 Valeurs circulantes de I'arginine chez les patients avec leucémie aiglie et chez
les contrdles sains. Chaque valeur est présentée par une moyenne erreur standard. *p < 0,05.
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Figure 3.6 Valeurs circulantes de la glycine chez les patients avec leucémie aigile et chez
les contrdles sains. Chaque valeur est présentée par une moyenne erreur standard. *p < 0,05.
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Figure 3.7 Valeurs circulantes de la valine chez les patients atteints de la leucémie
myéloide aiglie et chez les patients atteints de la leucémie lymphoblastique aigie. Chaque
valeur est présentée par une moyenne erreur standard. LMA : leucémie myéloide aigte. LLA :

leucémie lymphoblastique aigue aigie. **p < 0,01.
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Figure 3.8 Valeurs circulantes de la phénylalanine chez les patients atteints de la leucémie
myéloide aiglie et chez les patients atteints de la leucémie lymphoblastique aigiie. Chaque
valeur est présentée par une moyenne erreur standard. LMA : leucémie myéloide aigte. LLA :

leucémie lymphoblastique aigue aigie. **p < 0,01.
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Figure 3.9 Valeurs circulantes de la leucine chez les patients atteints de la leucémie
myéloide aiglie et chez les patients atteints de la leucémie lymphoblastique aigie. Chaque
valeur est présentée par une moyenne erreur standard. LMA : leucémie myéloide aigte. LLA :
leucémie lymphoblastique aigue aigie. **p < 0,01.
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Figure 3.10 Valeurs circulantes de I'histidine chez les patients atteints de la leucémie
myéloide aiglie et chez les patients atteints de la leucémie lymphoblastique aigie. Chaque
valeur est présentée par une moyenne erreur standard. LMA : leucémie myéloide aigte. LLA :
leucémie lymphoblastique aigue aigie. **p < 0,01.
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Figure 3.11 Valeurs circulantes de la thréonine chez les patients atteints de la leucémie
myéloide aiglie et chez les patients atteints de la leucémie lymphoblastique aigiie. Chaque
valeur est présentée par une moyenne erreur standard. LMA : leucémie myéloide aigte. LLA :
leucémie lymphoblastique aigue aigie. **p < 0,01.
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Figure 3.12 Valeurs circulantes de la lysine chez les patients atteints de la leucémie
myéloide aiglie et chez les patients atteints de la leucémie lymphoblastique aigiie. Chaque
valeur est présentée par une moyenne erreur standard. LMA : leucémie myéloide aigte. LLA :
leucémie lymphoblastique aigue aigie. **p < 0,01.
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Figure 3.13 Valeurs circulantes de l’arginine chez les patients atteints de la leucémie
myéloide aiglie et chez les patients atteints de la leucémie lymphoblastique aigie. Chaque
valeur est présentée par une moyenne erreur standard. LMA : leucémie myéloide aigte. LLA :
leucémie lymphoblastique aigue aigie. **p < 0,01.



Chaoui Boudghene L. Aminoacides et leucémie aigtie 20

Chapitre 4. Discussion

Ce travail consiste en une étude qualitative et semi-quantitative des AA sériques de patients
atteints de LLA, LMA et de témoins, on a utilisé la CCM pour le dosage de ces AAE.

Le but de cette recherche, étant de voir s'il existe une différence entre le profil d’AAE entre ces
deux types de leucémie et éventuellement si cette différence peut étre un outil pour mieux
comprendre les changements dans le métabolisme et éventuellement de nouvelles pour la
recherche de initiatives thérapeutiques.

Il est primordiale de rappeler que les cellules cancéreuses font subir des changements
importants dans plusieurs situations physiologiques (Proenza m et al., 2002).

Dans une cellule normale, I'énergie cellulaire provient de I'oxydation des substrats (sucres,
graisses, protéines). Cette réaction a lieu principalement dans la mitochondrie et est appelée
métabolisme oxydatif car elle requiert de 'oxygéne pour la dégradation compléte des substrats.

Par contre O. Warburg en 1923 a décrit que les cancers présentaient un métabolisme basé
essentiellement sur la glycolyse pour la production d’énergie, méme en condition d’aérobie. Cette
caractéristique métabolique conduit a l'utilisation préférentielle de la glycolyse en condition
aérobie au dépend de la phosphorylation oxydative (OXPHOS) mitochondriale et rend la cellule
tumorale dépendante du glucose pour ses apports en substrats énergétiques (Perret C, 2013).

Le métabolisme des protéines et des acides aminés chez des patients cancéreux est étroitement
liée au métabolisme du glucose et est réglementée par un certain nombre des mémes hormones
et de leurs métabolites. Le taux d'utilisation du glucose a été trouvé augmenté chez les patients

cancéreux (Hong-Shiee L et al., 2005).

Les variations de concentrations des AA plasmatiques en présence de tumeurs solides ont été
largement décrites. Inversement, le profil AA plasmatique chez les patients atteints de leucémies
aigués est moins bien défini (MUSCARITOLI M et al., 1998).

N’ayant trouvé aucune étude les AAE plasmatique de patients atteints de LLA ni une
comparaison entre les AAE de patients atteints de LLA et LMA, nous avons pour la premiére fois
étudier cette situation et essayer d’apporter des informations sur les différences entre ces profils.

Treize études sur les AA plasmatique ont été réalisées sur différents cancer solides telles que le
cancer des poumons et les seins, il a été montré qu’il y'a des changements dans le métabolisme
des protéines en résultat du métabolisme des modifications des AA plasmatiques. Par
conséquent, le profil des AA plasmatiques peut fournir des indications utiles sur l'influence de la
tumeur sur le métabolisme des protéines du patient, ainsi que de la nécessité sélective de de la
synthése des protéines par la tumeur (MUSCARITOLI M et al., 1998 ; Cascino et al., 1995).
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Selon une étude faite par MSCARITOLI (1998), comparant les AA libre du plasma de patients
atteints de LAM comparés a des témoins a démontré des variations au niveau de certains AAE,
notamment le try qui était nettement plus élevé chez les patients atteints de LAM que les
témoins et que le taux de mét était nettement plus bas chez les LAM par rapport aux témoins
alors que la val, leu, l'iso, phe et try total ne different pas avec les témoins.

Les données obtenues dans cette étude, confirment que chez les patients adultes atteints de
LAM bien nourri, le profil d'acide aminé du plasma est modifiée par rapport aux sujets normaux,
suggérant que les hémopathies malignes peuvent en effet affecter le métabolisme des protéines
de I'héte.

En effet en comparant ces deux études, on remarque que d’un cancer a un autre le profil en AAE
varie, Les cellules cancéreuses sont hyper-mutable et peut se traduire par des changements de
certain AA. Ainsi, le profil d’AA libre est considéré comme précieux pour le diagnostic et pour les
soins nutritionnels chez les patients atteints de cancer. Un grand nombre de «marqueurs
biologigues" pour les cancers ont été rapportés, y compris des antigénes associés a des
tumeurs, des hormones, des enzymes, et les changements métaboliques. Les modifications du
métabolisme des protéines, comme le montrent les profils AA plasmatique, peuvent étre utilisées
comme un outil supplémentaire pour le diagnostic de cancer. La possibilité de développer un
cancer doit étre prise en compte chez un patient qui présente des niveaux PFAA anormales.
Pendant ce temps, les changements d’AA soit individuel ou un groupe, ils peuvent étre utiles
pour le diagnostic d'un cancer spécifique. Par exemples la concentration plasmatique de
tryptophane libre a été reconnue comme directement liée a la présence de la tumeur, en
particulier chez les patients atteints de cancers du poumon et du sein.

Dans les cancers des organes digestifs. Le profil AA plasmatique peut différer entre les stades
précoces et tardifs de cancer. Le profil est également affecté par le type du cancer et ces
chercheurs supposent que l'analyse détaillée du profil AA plasmatique peut servir comme I'un
des margueurs biologiques de patients atteints de cancer (Hong-Shiee et al., 2005).

Par ailleurs, il a été trouvé qu’en présence d'une maladie néoplasique, I'ablation chirurgicale de
la tumeur de patients est suivie d'une normalisation des concentrations plasmatiques de
guelques AA plasmatiques (MUSCARITOLI M et al., 1998).

Aussi, d’aprés nos résultats nous remarquons que les taux circulants sérique de la glycine, la
valine, 'histidine, la lysine et I'arginine sont significativement augmentés chez les patients par
rapport aux contréles, sachant que I'étude effectuée par Muscaritoli et al, en 1998 a montré que
ces taux la val, leu, l'iso, phe et try chez les LAM ne différent pas par rapport aux contréles ,
ayant travaillé sur le plasma de patients atteints de LMA, concernant la val cette différence peut
étre d a notre échantillon qui comprend a la fois des LAM et des LLA, en remarque tres bien
dans la comparaison du taux de val chez les LLA et LAM, le taux de cet AA est significativement
éleve chez les LLA que LAM.
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Toutes les études semblent suggérer que les cancers proviennent de différents organes peuvent
conduire & différentes altérations de profil AA plasmatique (Hong-Shiee L et al., 2005).

Dans les études menées par les différents chercheurs, on remarque que I'analyse des AA a été
effectué sur le plasma de patients cancéreux avec différentes techniques, en revanche dans ce
travail on a utilisé le sérum.

Afin de mieux étudier cette différence il faudrait envisager de faire une étude sur un échantillon
plus large de LLA chez des patients adultes, sachant qu’elle est surtout observée chez I'enfant
avec un pic d’'incidence entre 2 et 5 ans (Darman., 2008).

Enfin, pour une meilleure compréhension des cancers, il faudrait s’intéresser aux différents
métabolismes physiologiques des situations de tumeurs, sachant que I'importance des protéines
et de leurs métabolismes tant au niveau énergétique, et immunologique peu ouvrir des
perspectives sur la lutte contre toutes les formes de cancer.
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Chapitre 5. Conclusions et perspectives

La description des différents profils d'acides aminés de plasma pour des types spécifiques de
cancer suggeére que l'altération métabolique induite par chaque type de tumeur détermine leur
propre profil. Cependant, le plasma représente un pourcentage important de la quantité totale
d'acides aminés et a été signalé a subir des changements importants dans plusieurs situations
physiologiques, soulevant ainsi la question de l'effet d'une situation comme la LAM et LLA

pourrait avoir sur les AAE plasmatique.

La variation dans le profil des acides aminés essentiels observée pour la premiére fois dans
notre étude, serait-elle due a un déréglement métabolique en rapport avec I'effet Warburg. Aussi,
un tel déreglement s’avére nettement plus prononcé dans la leucémie aigué lymphoblastique que

dans la leucémie aigué myéloide.

En perspectives, nous souhaitons réaliser un travail & grande échelle avec un échantillon plus
large, et un suivi minutieux du profil des AAE plasmatique au cours de I'évolution de la leucémie

chez ces deux types de cancer.

Enfin, 'immunothérapie ciblée pourrait constituer une voie thérapeutique d’un succés de taille

contre les leucémies étudiées.
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