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Introduction

La premiere description d’une leucémie a été publiée en 1827 par 1’anatomiste francais
Alfred Armand Louis Marie Velpeau a la suite de ’examen du cadavre d’'un homme agé de
63 ans décédé suite a une maladie qui a duré 2 ans [1].

La découverte de la fonction hématopoiétique de la moelle osseuse par Ernst Neumann en
1869 a conduit au concept de leucémie myélogene et a une classification en trois formes :
myélogene pure, splénique et lymphatique avec trouble de la moelle.

Otto Naegeli a permis par la suite d’identifier les « myéloblastes » précurseurs des
myélocytes et les a distingués des «lymphocytes » et a décrit « la leucémie myéloblastique »; une
entité qui se substituait naturellement au diagnostic du mélange de deux leucémies [2].

La classification des leucémies en une série de variétés distinctes s’est imposée du simple
fait de leurs diversités cytomorphologiques, ce qui a été le résultat de la réunion d’un groupe
d’hématologistes frangais, américains et britanniques en 1974, leurs travaux ont conduit a la
publication en 1976 de la classification Franco-Américano-Britannique « FAB » qui a permis de
dissocier les leucémies myéloides des leucémies non myéloides « lymphoblastiques » [3].

Par définition, les leucémies correspondent a une prolifération clonale et maligne des
cellules hématopoiétiques immatures bloquées a un stade précoce de différenciation et ayant ainsi
perdu toute capacité de maturation terminale. Ces blastes, proliferent au détriment des autres types
de cellules hématopoiétiques au sein de la moelle osseuse ou elles s’accumulent et répriment ainsi
I’hématopoiese normale. Ces leucémies sont dites aigues lorsque plus de 20% de la moelle osseuse
est envahie.

Les leucémies aigués comprennent la leucémie aigué lymphoide (LAL) et la leucémie aigué
myéloide (LAM). Les LAL sont principalement des hémopathies pédiatriques alors que les LAM
surviennent principalement chez les personnes agées.

Les leucémies aigués constituent une urgence a la fois diagnostique et thérapeutique. Elles
nécessitent d’effectuer, en parallele et tres rapidement, la recherche et la prise en charge de
complications ainsi que 1’identification de la maladie en vue d’adapter le traitement au patient et au
type de leucémie. Ce sont des maladies qui peuvent rapidement engager le pronostic vital si elles ne
sont pas traitées. Actuellement, environ 80% des enfants atteints de LAL sont guéris, cependant, les
résultats pour le devenir des patients atteints de LAM reste médiocres et des stratégies de traitement
pour y remédier sont nécessaires.

Dans les LAL comme les LAM, les anomalies cytogénétiques récurrentes ont une
signification pronostique, cependant, un caryotype normal peut étre observé dans 40% des cas.

L’analyse moléculaire des patients atteints de LAM de caryotype normal révele des mutations

1



Introduction

moléculaires récurrentes dans les genes : FLT3, NPM1, CEBPA, IDHI, IDH2 et DNMT3A, qui ont
un pronostic supplémentaire et une valeur thérapeutique possible du fait qu’elles peuvent étre
informatives sur le type de traitement adopté.

Bien que le traitement de base des Leucémies aigués reste la chimiothérapie avec une greffe
de cellules souches allogéniques supplémentaires pour la consolidation des patients a risque
défavorable, la découverte de nouvelles mutations moléculaires pourrait éventuellement conduire a

une thérapie personnalisée.

Les objectifs de cette étude sont:

- La réalisation d’une étude transversale sur des patients adultes atteints de leucémie aigue
myéloide et lymphoide et la description de leurs caractéristiques biologiques et cliniques.

- L’investigation des variations moléculaires des deux genes d’intérét a savoir le FLT3 et le
NPM1 chez les patients adultes LAM.

- La mise en évidence des facteurs pronostiques cliniques et moléculaire et I’évaluation de

leur impact sur la réponse au traitement et la survie des patients LAM.
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Chapitre I Systeme hématopoiétique

L Ontogénese du systéeme hématopoiétique :

Le développement du systeme hématopoiétique chez les mammiferes se fait dans deux
phases distinctes : la phase primitive et la phase définitive [4]. L ’hématopoiese primitive
assure la production d’un nombre réduit de types de cellules sanguines tandis que,
I’hématopoicse définitive a pour role de générer les progéniteurs hématopoiétiques

responsables de la production des différentes cellules sanguines matures et fonctionnelles.

1. L’hématopoiese primitive :

Elle est transitoire et se développe entre la 2°™ et la 9°™ semaine, durant cette période
elle va assurer I'apport de l’oxygene aux tissus pendant que I’embryon subit un
développement intense et rapide [5]. Elle apparait au niveau des ilots sanguins du sac vitellin
et donne naissance a des érythroblastes primitifs, des macrophages, des mastocytes et des
hémangioblastes qui sont des précurseurs communs a potentiel mixte hématopoiétique et
hémangioblastiques, cependant, il n’y pas de production de lymphocytes et des cellules
souches hématopoiétiques (CSHs).

A partir du mésoderme spalnctopleural, I’hémangioblaste est a 1’origine de deux différents
types de cellules qui sont les cellules endothéliales et les cellules hématopoiétiques qui
comprennent a ce niveau la les cellules érythrocytes primitifs et les macrophages foetaux. Un
amas d’hémangioblastes va se former au niveau du sac vitellin extra-embryonnaire et donner

des ilots sanguins au sein desquels les cellules centrales se différencient en érythrocytes

nucléés et les cellules périphériques forment les premieres cellules endothéliales [6].

2. L’hématopoiese définitive :

Elle apparait aprés la 5°™ semaine du développement embryonnaire et débute au
niveau de I’AGM (aorte-gonade-mésonéphros) ot il y’a apparition des premicres CSHs, ainsi
que toutes les lignées hématopoiétiques. Ces cellules vont ensuite coloniser le foie a partir de
la 7°™ semaine et puis migrer vers la moelle osseuse 2 partir du 4°™ mois de grossesse pour
constituer I’hématopoiese adulte [7].

Les précurseurs hématopoiétiques originaires des compartiments extra- et intra-
embryonnaires présentent des différences importantes au niveau de leur potentiel de
différenciation et de maintenance : les cellules hématopoiétiques d'origine extra-embryonnaire

appartiennent exclusivement au lignage érythromyéloide, alors que celles produites
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ultérieurement dans le compartiment intra-embryonnaire sont multipotentes et pourvues de

l'activité de reconstitution a long terme.

1I. Anatomie et structure de la moelle osseuse :

L’anatomie et 1’histologie de la moelle sont dominées par sa fonction essentielle qui
est I’hématopoiese et sa richesse cellulaire varie avec 1’age et avec la topographie osseuse. La
moelle osseuse peut étre rouge, du fait de la présence des progéniteurs myéloides, ou jaune du
fait de la prédominance de graisse. A la naissance, et jusqu’a 1’ge de 4 ans, la moelle de la
totalité des cavités osseuses, a I’exception des phalanges terminales, est rouge et active, car
les espaces médullaires chez le nouveau-né sont réduits en raison de 1’abondance du cartilage
et de I’épaisseur des travées de 1’os spongieux. Apres 4 ans, il apparait une involution
adipeuse de nombreux territoires médullaires, liée a un accroissement trop important du
volume des cavités osseuses par rapport a celui des cellules de la moelle hématopoiétique.
Cette involution est centripete, débutant dans les extrémités des membres et s’accentuant a
partir de I’4ge de 7 ans. Chez I’adulte, la moelle hématopoiétique n’est présente que dans

certains os seulement : vertebres, sacrum, os iliaque, cotes, sternum, os du crane, extrémités

supérieures du fémur et de I’humérus [8,9].
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Figurel: schéma représentatif de 1’anatomie de la moelle osseuse [10]
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Les vaisseaux sanguins et les nerfs atteignent la moelle en percant la corticale osseuse.
L’artere nourriciere pénetre au niveau de la partie médiane d’un os long et se ramifie en
arteres centrales longitudinales qui communiquent avec les sinus veineux.

La moelle hématopoiétique peut éEtre interprétée comme la juxtaposition d’unités
élémentaires, centrées sur un groupe de sinusoides anastomosés, structurées par un réseau de
cellules stromales et disposées de maniere adjacente, en cordons, autour d’une artériole et
entourées par des sinus. Les ponctions-aspirations de la moelle osseuse hématopoiétique
humaine montrent ces unités élémentaires sous forme de grains, amas cellulaires cohésifs
correspondant chacun a un groupe de cellules hématopoiétiques en cours de différenciation,
adhérant a un réseau de cellules du tissu de soutien. Ces unités structurelles élémentaires
restent plus difficiles a mettre en évidence sur les coupes histologiques, mais 1’analyse
morphométrique de coupes de biopsies médullaires montre que la moelle hématopoiétique
humaine a une structure de type fractal, la taille de chaque unité structurelle élémentaire étant
déterminée par la dimension de l’espace de diffusion locale des facteurs de croissance

nécessaires a I’hématopoiese [11,12]
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Figure2 : Observation de la moelle osseuse/ photographie électronique [13]

III. L’hématopoiese :

Le systeme hématopoiétique est 'un des systemes les plus étendus et le plus

importants dans 1’organisme. Il est organisé comme une hiérarchie contenant plusieurs types
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cellulaires qui différent dans leur capacité d’auto-renouvellement, leur prolifération et leur
différentiation.

Le sommet de cette hiérarchie est présenté par les CSHs qui ont la capacité de maintenir la
production des cellules sanguines en générant des lignées différentes de cellules matures et
différenciées [14]. La connaissance des différents facteurs impliqués dans la régulation de
I’hématopoiese est croissante, cependant leurs roles respectifs dans 1’auto-renouvellement et

la différenciation des CSHs restent encore a préciser.
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Figure3 : Principes de la division asymétrique et symétrique des cellules souches [15].

1. Organisation du tissu hématopoiétique

La moelle osseuse est composée de cellules hématopoiétiques et de leurs précurseurs,
ainsi qu’un tissu de soutien composé de cellules stromales dont les cellules endothéliales, les
fibroblastes, les adipocytes, les cellules ostéocompétentes (ostéoblastes et ostéoclastes) et de
plusieurs molécules comme les collagénes, I’ensemble au sein de la matrice extracellulaire

[16].

Schématiquement, on définit trois grands compartiments constitués d’un ensemble de cellules
avec différents niveaux de maturation:

1.1. Le compartiment des cellules souches hématopoiétiques, situé au sommet de la
pyramide, représente un pool de cellules capables de se différencier vers les différentes

lignées hématopoiétiques myéloides et lymphoides B et T. Ces cellules sont douées d’un
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potentiel d’auto-renouvellement et sont majoritairement quiescentes, bien que présentant une
grande capacité de prolifération.

Deux modeles ont été proposés pour expliquer 1’équilibre entre 1’auto-renouvellement
et la détermination des CSHs [17]. Le premier modele, dit "de lignage", est celui de division
asymétrique des cellules souches. Les cellules souches, en se divisant, donnent naissance a
deux cellules filles dont la destinée est différente. L'une des cellules filles conserve le
caractere souche en maintenant le contact a la niche, alors que la seconde, se détermine vers
une voie de différenciation. Le second modele, dit "de population”, propose une division
symétrique des cellules souches par lequel une cellule souche en se divisant donnera
naissance soit a deux cellules souches soit a deux cellules filles déterminées. Seul ce
mécanisme peut expliquer 1’amplification du compartiment des cellules souches observée
dans des situations de stress a la suite d’agression de l’organisme. Ces deux modeles
coexistent au sein d'un méme compartiment de cellules souches.

1.2. Le compartiment des progéniteurs hématopoiétiques multipotents (MPP) comprend
les cellules issues de la prolifération et de la différenciation des cellules souches. On y
distingue des progéniteurs primitifs, capables d’une prolifération importante et de
différenciation vers plusieurs lignages hématopoiétiques et des progéniteurs plus matures,
déterminés ou engagés vers une, au plus de deux lignées distinctes. Ces cellules ne possedent
plus la capacité d’auto-renouvellement mais donnent naissance aux progéniteurs myéloides
communs (CMP) et progéniteurs lymphoides communs (CLP).

1.3. Les cellules du compartiment des précurseurs hématopoiétiques engendrent les cellules
matures, morphologiquement reconnaissables sur frottis cellulaire et qui ne se divisent plus.
Les progéniteurs myéloides communs (CMP) donnent naissances a 5 types de précurseurs
(Colony Forming Units) : le progéniteur érythroide (CFU-E) qui produit les érythrocytes, le
progéniteur mégacaryocytaire (CFU-Meg) qui produit les plaquettes, le progéntieur basophile
(CFU-Bas), le progéniteur éosinophile (CFU-Eo), qui donnent respectivement les basophiles
et les éosinophiles et enfin, le progéniteur granulocyte-macrophage (CFU-GM), dont dérivent
les monocytes, et les granulocytes basophiles. Tandis que les et progéniteurs lymphoides
communs (CLP) sont responsables de la production des lignées lymphoides qui sont les

cellules B et T et les natural killer (NK).
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Figured : processus de I’hématopoiese [5].

CPM : cellules progénitrices myéloides. CPL : cellules progénitrices lymphoides. Pro-

T : pro-lymphoblastes T. Pro-B pro-lymphoblastes. PME: progéniteur mégacaryo-erythroide.
PGM: progéniteur granulocyte-monocyte. BFU : burst forming unit. CFU : colony forming
unit. GM : granulocyte-monocyte. E : erythroide. Eo : eosinophile. MK : mégacaryocyte.

A la fin de ce processus de maturation médullaire, les cellules hématopoiétiques

traversent la barriere endothéliale, quittent la moelle et migrent dans la circulation sanguine

[18].

La diversité des cellules hématopoietiques est importante vis-a-vis le role que chacune

d’elles remplis, les mégacaryocytes qui donnent les plaquettes responsables de homéostasie et

la coagulation normale du sang, les érythrocytes qui sont responsables de la respiration et

I’apport de I’O2 aux différents tissus de 1’organisme, les macrophages et les granulocytes sont

des cellules phagocytaires qui avec les cellules NK jouent un réle dans I’immunité innée et a
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médiation cellulaire et enfin les cellules lymphocytaires B et T qui sont responsables de

I’immunité adaptive.

2. Le microenvironnement :

Les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules de soutien produisent des
facteurs de croissance hématopoiétiques et des cytokines qui régulent la production des
cellules sanguines. Les cellules endothéliales forment une barriere empéchant les cellules
hématopoiétiques immatures de quitter la moelle et permettant aux cellules matures de passer
dans le sang. Les adipocytes constituent une source d’énergie tout en produisant des facteurs
de croissance. Les macrophages médullaire éliminent les cellules apoptotiques et empéchent
les cellules étrangeres de pénétrer dans la moelle, les ostéoblastes et les ostéoclastes assurent
le maintien et le remodelage de 1’os spongieux entourant le tissu médullaire [19].

Ce microenvironnement médullaire complexe est appelé niche hématopoiétique et a pour role
a la fois de soutenir physiquement I'hématopoiese mais aussi de réguler I'auto-renouvellement,

la survie et la différenciation des cellules hématopoiétiques [20] .

3. La régulation de I’hématopoiése :

La différentiation des CSHs en précurseurs lymphoides ou myéloides puis
I’engagement des cellules au sein de chacun de ces lignages sont finement régulés,
notamment par 1’expression coordonnée dans le temps, d’une part de facteurs de croissance
solubles, transmembranaires, ou adsorbés aux protéines de la matrice extracellulaire, qui
agissent par I’intermédiaire de récepteurs spécifiques exprimés par les CSHs, d’autre part de
facteurs de transcription qui activent ou répriment spécifiquement 1’expression de geénes
cibles. Il faut également signaler que les CSHs interagissent avec les cellules endothéliales de
I’arbre vasculaire et les cellules stromales tissulaires environnantes, ces interactions contrdlent
a leur tour les récepteurs et les ligands d’adhérence, ainsi que les chimiokines et leurs

récepteurs [16].

3.1.Les facteurs de croissance :

Les facteurs de croissances hématopoiétiques secrétées principalement en mode paracrine
par les cellules du stroma médullaire agissent comme des "hormones hématopoiétiques". En
se fixant sur leurs récepteurs spécifiques, ils stimulent la survie, la prolifération et la

différenciation des cellules hématopoiétiques. (Annexel)
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3.1.1 Facteurs de promotion :

Ces facteurs jouent un role prépondérant, aux premicres étapes du développement
embryonnaire dans 1’expansion initiale de précurseurs mésodermiques communs aux lignées
endothéliale et hématopoiétique et dans leur migration vers les premiers sites de production
hématopoiétique extra- et intra-embryonnaires. Ils sont principalement : Le VEGF (vascular
endothelial growth factor) et son récepteur le VEGFR-2 [21], SCF (Stem Cell Factor), IL-1
(interleukine), IL-6, LIF, FLT3( fetal liver kinase-3) ligand, et méme la TPO (la
thrombopoiétine) [22,23]

3.1.2. Facteurs multipotents :

Ils sont impliqués dans la différenciation des cellules hématopoiétiques et stimulent la
croissance et/ou la survie de progéniteurs hématopoiétiques déja commis vers les différentes
voies de maturation. Ce sont principalement les : IL-3 et GM-CSF. Les IL-3 dont la synthese
est extra-médullaire (Lymphocyte T, mastocytes et cellules gliales), agissent sur toutes les
lignées hématopoiétiques ; ils induisent une prolifération des progéniteurs et favorisent une
différentiation de toutes les lignées sauf érythroblastiques. Le GM-CSF est produit par
plusieurs types cellulaires tels que les lymphocytes T, les monocytes, les cellules
endothéliales, les fibroblastes ou les ostéoblastes. 1l agit principalement sur la prolifération et
la différenciation des lignées granulocytaires et macrophagiques, mais est aussi capable
d’induire la différenciation des mégacaryocytes, des éosinophiles et en présence

d’érythropoiétine, des érythrocytes [24].

3.1.3. Facteurs restreints : [24—-26]

Ils induisent des signaux uniques et agissent sur les cellules souches engagées et favorisent
la multiplication cellulaire et la maturation des précurseurs. Ce sont principalement les :
- G-CSF : assurent la différentiation et I’activation des granulocytes.
- M-CSF : sont inactifs seuls, dépendant du GM-CSF, assurent I’activation et la survie
des monocytes et macrophages.
- Epo : agissent tardivement sur la différentiation érythroblastique.
- TPO: jouent un rdle dans la maturation des mégacaryocytes, la libération et
production des plaquettes.

- IL-5: assurent la différentiation des €osinophiles.

10
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Figure 5 : Schéma de la hiérarchie des progéniteurs hématopoiétiques et indication des étapes
cibles des facteurs de croissance. [5].

3.2. Facteurs de transcription :

Les facteurs de transcription jouent un rdle essentiel dans la régulation de
I’hématopoiese [5]. Le mécanisme d’action de ces facteurs nécessite un domaine de liaison a
I’ADN leur permettant de se fixer a une séquence spécifique située sur le promoteur des
genes-cibles a transcrire et un domaine transactivateur qui permet le recrutement de co-
régulateurs transcriptionnels pouvant étre activateurs ou répresseurs. Ces co-régulateurs
peuvent agir directement sur la transcription en recrutant la machinerie transcriptionnelle sur
les promoteurs, ou agir sur I’état de condensation de la chromatine en acétylant ou
désacétylant spécifiquement certains résidus lysines des histones. L’acétylation ou la
désacétylation des résidus aura respectivement, un effet activateur ou répresseur sur la

transcription. Ces facteurs ayant un réle important dans I’hématopoicse (Annexe2) sont:

11
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3.2.1. SCL (stem Cell Leukemia) :

Le facteur de transcription SCL également connu sous le nom de TAL-1 (T Cell Acute
Leukemia) a été initialement découvert a travers son implication dans le réarrangement
chromosomique dans les leucémies aigues lymphoblastiques [27]. En effet, les embryons de
souris SCL-/- sont totalement dépourvus d’érythrocytes primitifs et meurent d’anémie [28].
De plus, les cellules embryonnaires de souris SCL-/- ne participent a la formation d’aucune
des lignées hématopoiétiques, que ce soit in vitro ou dans les souris chimériques, témoignant
de I’absence totale de cellules souches de la lignée définitive. La délétion du geéne a révélé son
importance dans la genese de I’hématopoiese primitive et définitive, et son expression
continue s’est avérée nécessaire dans le maintien du stock des CSHs dans la moelle osseuse

chez I’adulte [29].
3.2.2. LMO2 (LIM Domain Only 2) :

Connu comme étant le partenaire du gene SCL, le gene LMO?2 est exprimé d’une fagon
trés importante dans les blastes leucémiques et apparait étre une cible dans les réarrangements
chromosomiques dans les leucémies lymphoblastiques aigues [30]. Les embryons de souris
qui ont un déficit dans I’expression de ce gene meurent a cause de 1’arrét de la formation des
érythrocytes lors de I’hématopoiese primitive. Et comme pour le gene SCL les cellules LMO-
/- ne contribuent pas a la formation des lignées lymphoides ou myéloides lors de

I’hématopoiese définitive [31].
3.2.3. RUNXI1 (Runt-related transcription factor 1):

Egalement connu sous le nom de ‘AMLI1’ (Acute Myelogenous Leukemia Factorl) a
été décrit comme 1'un des régulateurs critiques du développement de 1’hématopoiese
définitive durant la vie embryonnaire. La perturbation de son expression en résulte la mort
des embryons de souris avec 1’absence de la mise en place de I’hématopoiese définitive [32].
Fortement exprimés pendant la différenciation mégacaryocytaire des PME (Progéniteur
Mégacaryo- Erythroide) et son expression diminue pendant les phases précoces de
I’érythropoiese. Ce facteur de transcription interagit également avec GATA-1 lors de
I’activation des promoteurs de genes impliqués dans la mégacaryopoiese. L’absence
d’expression de RUNXI a un effet important sur la différenciation mégacaryocytaire

terminale entrainant ainsi la formation des plaquettes in vivo [33].

12
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3.2.4. CBFg (Core Binding Factor) :

Cofacteur de RUNXI1, il fait partie des facteurs de transcription impliqués uniquement
dans la différenciation des cellules de 1’hématopoiese définitive. Cette protéine
hétérodimérique intervient au niveau du compartiment des cellules souches pluripotentes. En
effet, I’absence d’expression des sous unités 3 et a2/AML-1du facteur CBF entraine un déficit
sélectif de tous les compartiments hématopoiétiques de la lignée définitive alors que

I’érythropoiese primitive se déroule normalement [34].

3.2.5. GATA-2:

Les facteurs de transcription de la famille GATA, ont émergé comme des régulateurs
de I’expression des geénes dans les cellules hématopoiétiques. les protéines GATA ont été
divisées en deux sous-familles : Les facteurs GATA-1, 2, et 3 sont exprimés dans les cellules
hématopoiétiques alors que GATA-4, 5 et 6 sont exprimés dans des différents tissus dérivés
du mésoderme et de 1'endoderme, tels que le cceur, le foie, le poumon et l'intestin [35].

Le facteur de transcription GATA-2 est exprimé par les progéniteurs hématopoiétiques. Outre
son rdle dans la régulation des voies de différenciation, GATA-2 est exprimé précocement
dans les CSHs ou il joue un role important dans 1’activation de la prolifération cellulaire, son
surexpression entraine la différenciation mégacaryocytaire des cellules au détriment de la
différenciation érythroide [36]. Dans les cellules érythroides matures, I’expression de GATA-
2 est rapidement diminuée par 1’activation de GATA-1, alors que dans le cas des progéniteurs
immatures, le facteur de transcription GATA-2 est exprimé au détriment de I’expression de

GATA-1 qui dans ce cas sara inhibée [37].

3.2.6. c¢-Myb (myeloblastosis) :

Le proto-oncogene c-Myb est un régulateur essentiel de I'hnématopoiese, qui agit sur la
croissance, la survie, la prolifération et la différenciation des cellules hématopoiétiques. C-
Myb joue un rdle essentiel dans l'engagement des cellules souches vers la voie
mégacaryocytaire ou érythrocytaire. c-Myb et GATA-1 interagissent afin d’assurer une
différenciation mégacaryocytaire correcte. Le facteur c-Myb influence également les
progéniteurs vers cette voie de différenciation, mais a la différence de GATA-1, il n'a pas
d'effet sur le processus de différenciation terminale [38]. Concernant la différenciation
érythroide, c-Myb intervient au niveau des stades précoces de I’érythropoiese. Son expression

est élevée dans les CFU-E et dans les érythroblastes. Dans les cellules érythroleucémiques,

13



Chapitre I Systeme hématopoiétique

qui sont bloquées au stade CFU-E, c-Myb peut agir comme un inhibiteur de la différenciation

érythroide terminale [39].

3.2.7. PU.1:

C’est I’'un des principaux régulateurs hématopoiétiques, ayant un role particulier lors
de la différenciation myéloide et lymphoide. Son niveau d’expression varie de maniere
dynamique au cours de 1’hématopoiese afin d’orienter les CSHs vers ’'une ou 'autre des
voies de différenciation hématopoiétique. PU.1 est surexprimé dans les macrophages et les
lymphocytes B alors qu’il est exprimé a des niveaux plus faibles dans les cellules érythroides
matures, les mégacaryocytes et dans les cellules T. L’expression inappropriée de PU.1, dans
les cellules hématopoiétiques spécifiques, peut conduire a une transformation leucémique,

comme dans le cas des lymphomes a cellules T ou des érythroleucémies [40]. Des travaux ont

montré que GATA-1 et PU.1 peuvent interagir physiquement et s’inhiber mutuellement [41].
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Figure6 : Schéma de la hiérarchie des progéniteurs hématopoiétiques et indication des étapes
cibles des facteurs de transcription.[5]
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Chapitre 11 Leucémies aigues

I. Définition :

Les leucémies sont des hémopathies malignes résultant d’anomalies de la balance
physiologique entre prolifération, différentiation et apoptose touchant une cellule
hématopoiétique, responsable de I’accumulation de cellules anormales, clonales et malignes.
Selon le lignage, le stade de maturation, la localisation préférentielle de la cellule
primitivement atteinte et selon le type de cellules qui s’accumulent, les tableaux

physiopathologiques, cliniques et évolutifs de ces hémopathies sont trés divers.

II. Laleucémogénese :

La leucémie est un ensemble de processus hématopoiétiques aberrants prenant origine
dans des Cellules Souches Leucémiques (CSLs) rares ayant accumulé des mutations et/ou des
changements épigénétiques. Ces altérations permettent a la cellule de maintenir ou de
réacquérir la capacité d’auto-renouvellement et de prolifération clonale indéfinie [42] .

L’existence de CSLs a été mise en évidence dans les années 90, quand des études de
transfection de cellules primaires de leucémies aigues myéloides dans des souris chimériques
ont montré que seule une sous-population rare de cellules, marquées CD34+CD38-, était
capable d’initier et de maintenir la prolifération du clone leucémique [43]. L’origine de la
CSL a été discutée dans la littérature : une premiere hypothese soutenue par Bonnet et al.
Propose [D’existence des CSLs capables d’initier, de maintenir et de réinitier la leucémie.
Cette théorie définie I’existence d’une organisation hiérarchique des leucémies ol comme
dans I’hématopoicse normale, une sous population de CSL peut a la fois s’auto-renouveler et
s’engager dans une voie de différenciation tandis que les cellules leucémiques plus
différenciées perdent cette capacité [43,44].

Une deuxieme hypothese « two-hit model » [45,46] postule que la CSL dériverait de
progéniteurs engagés ou méme différenciés : elle accumulerait des mutations suite a la
réacquisition de la capacité d’auto-renouvellement. Des éléments de preuve en faveur de cette
hypothese proviennent d’expériences de transfection dans lesquelles des geénes de fusion
leucémiques, tels la fusion MLL-ENL de la translocation t(11;19)(q23;p13.3), provoqueraient
la leucémie chez les souris. Ces mutations sont mutuellement exclusives :

- Une mutation de classe I conférant un avantage prolifératif et/ou de survie aux
cellules leucémiques. Il s’agit typiquement des mutations entrainant 1’activation anormale des

voies de signalisation médiées par des tyrosines kinases (FLT3 ou RAS).
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- Une mutation de classe II bloquant la différenciation myéloide et conférant une
capacité d’auto-renouvellement représentée par les translocations ou les mutations de genes
codant pour les facteurs de transcription (CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein),
RUNXT1) ou les mutations des genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et la mort
cellulaire (NPM1 (nucleophosmine 1), p53).

Cependant, d’autres mécanismes interviennent dans la leucémogénese et sont actuellement en

cours d’étude avec en particulier les anomalies épigénétiques.

Comme pour la majorité des cancers, la leucémogénese impliquerait une interaction
entre les geénes et I’environnement. Les expositions a des substances toxiques ou carcinogenes
durant la grossesse (exposition directe a des radiations ionisantes ou indirectes par le biais de
I’ingestion maternelle) chez la femelle pourraient causer des dommages a I’ADN. Méme si
plusieurs facteurs, tels que certaines infections, la consommation de drogues et la déficience
en folate, sont proposés comme carcinogenes in utero, il n’existe pas d’évidences concluantes
au lien entre I’exposition pré-gestationnelle et le cancer [47]. Seules les expositions foetales
aux radiations ionisantes et au diethylstilbestrol ont été prouvées carcinogenes. Par ailleurs,
suite a I’exposition a des inhibiteurs de topoisomérase Il dans un cadre thérapeutique, les
réarrangements de MLL sont les remaniements les plus fréquents des leucémies secondaires

[47.,48].

III. La classification des leucémies :

Les cancers hématologiques sont principalement regroupés selon la lignée cellulaire
atteinte, a savoir ; myéloide ou lymphoide, et la rapidité de leur évolution, qui peut étre soit
aigué dont I’évolution est rapide, ou chronique dont I’évolution est plus lente. La premicre
classification FAB des leucémies (1976) [3] se basait essentiellement sur des données
morphologiques, immunophénotypiques, cytochimiques et cliniques pour classer les
leucémies aigués. En 2008, une nouvelle classification est apparue ; celle de L’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) qui a intégré, pour la premiere fois les facteurs génétiques dans
la classification [49]. Enfin en 2016, il y’a eu une révision de la classification précédente,
celle-ci a ajouté des précisions sur les anomalies génétiques caractérisant chaque types et

sous-types de leucémie [50].

1. Leucémie aigué myéloide :

Les LAM sont une forme de cancer qui touche les cellules myéloides. Dans les
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LAM, les précurseurs des polynucléaires ou des monocytes proliferent de fagon
anarchique, sans maturation et l'accumulation de ces cellules immatures ou blastiques
empéche la production des autres types cellulaires, ce qui conduit a une anémie, une

neutropénie et une thrombocytopénie plus ou moins prononcées.
1.1. Classification FAB : (Annexe 3)

La classification FAB reposait exclusivement sur des criteres cytologiques. Une LAM
était définie sur la mise en évidence de plus de 30% de blastes dans la moelle osseuse. Cette
classification distinguait une entité, parmi les syndromes myélodysplasiques, de type anémie
réfractaire avec exces de blaste en transformation dont la blastose médullaire était compris
entre 20 et 30% [3]. La classification FAB distinguait huit entités (LAM 0 a 7) en regroupant
les LAM selon la lignée d’origine de la population blastique, et le niveau de blocage de la
maturation myéloide résiduelle [3]. Cependant cette classification n’a pas de caractere
pronostique hormis les entités les plus rares (LAM6, LAM7), de pronostic défavorable, et le
pronostic devenu tres favorable des leucémies aigués promyélocytaires (LAM3 ou LAP) avec

I’introduction de 1’association de I’acide tout trans-rétinoique a la chimiothérapie intensive.

1.2.Classification OMS :

En 2008, I’OMS a de nouveau modifié la classification. L’objectif était d’ajouter les
nouvelles données apparues depuis 2001 et d’harmoniser les criteres définissant les
pathologies myéloides sur le plan international. Un effort particulier a été porté sur la

distinction entre les néoplasmes myéloides et les LAM. L’OMS a confirmé certaines entités

nouvellement décrites dans sa révision 2016 [49,50].

2. Leucémie aigué lvmphoblastique:

La leucémie aigué lymphoblastique (LAL) est une affection médullaire caractérisée
par une prolifération clonale de lymphoblastes malins. On distingue les LAL de la lignée B et

celles de la lignée T (Annexe 4).
2.1.Classification FAB :

Les LAL peuvent étre classées, suivant les recommandations du groupe FAB, en trois
types, LAL1, LAL2, LALS3, en fonction de ’aspect du noyau et des nucléoles, du rapport

nucléo-cytoplasmique, de la basophilie du cytoplasme et de la présence des vacuoles
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cytoplasmique ; généralement les nucléoles ne sont pas visibles La catégorie L3, LAL a
cellules de type Burkitt, est désormais considérée comme une phase leucémique du lymphome
de Burkitt [3,49].

2.2.Classification OMS :

En 2008, ’OMS apporte plusieurs entités spécifiques chez les patients présentant une
leucémie aigu€ lymphoblastique de type B définies par [’existence d'anomalies
chromosomiques associées notamment avec des caractéristiques phénotypiques et
pronostique. Ils comprennent la t (9;22), t (v;11g23), t (12;21), LAL B avec hyperdiploidie,
LAL B avec hypodiploidie, t (5;14) et t (1;19). [51].

Les anomalies de bon pronostic sont I’hyperdiploidie chromosomiques et la translocation
(12; 21) (p13; q22) qui juxtapose les génes TEL et AML-1. Elles sont celles qui sont le plus
largement retrouvées puisque présentes dans plus de la moitié des cas. Au contraire, une
hypodiploidie, une translocation (9;22) (q34;q11.2) juxtaposant les genes BCR et ABL, une
translocation (4;11) (q21;923) responsable de la fusion du gene MLL et du gene AF4 ou une
translocation (1;19) (q23; p13.3) juxtaposant les genes E2A et PBX sont des anomalies de
mauvais pronostic. D’autres anomalies peuvent étre retrouvées qui sont associées a un

pronostic intermédiaire [49,50] .

IV. Etiologie :

La leucémogénese est un processus multi-étapes qui nécessite une susceptibilité des
progéniteurs hématopoiétiques a des agents inducteurs a divers stades. Les différents types de
leucémies aigues peuvent avoir chacun un mécanisme causal distinct, suggérant ainsi la
présence d’une liaison fonctionnelle entre une aberration moléculaire ou mutation et 1’agent
causal. Différents facteurs sont étiologiquement impliqués dans 1’apparition des LA, non
seulement dans les différents types mais aussi entre les individus. Cependant, I’implication de
ces facteurs dans I’apparition de la maladie n’a pas été completement comprise. Ces facteurs

peuvent Etre classés comme en :

1. Facteurs génétiques : tels que les syndromes de Down, Klinfelter, Li-Fraumeni et

Bloom, ainsi que la neurofibromatose [52,53]. Pour les LAM pédiatrique, une étude a montré
qu’il y’a d’autres facteurs de risque lié a I’ethnicité, I’age du pere lors de la conception et la
période entre laquelle la mere a donné deux naissances. En effet, les enfants asiatiques ont un

risque plus élevé que celui des enfants caucasiens, les enfants dont le pere est agé de plus de
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35 ans lors de leur conception ont un risque plus élevé que de ceux agés entre 20 et 34 ans et
enfin, une longue période entre la conception de deux enfants (au moins 7 ans) semble
accroitre le risque de leucémie [54].

2. Aberrations cytogénétiques : les anomalies somatiques sont tres fréquentes dans les

leucémies aigues tels que les aneuploidies, pseudo-ploidies, hyper-ploidies, la translocation
TEL-AMLI, les remaniements du geéne MLL, délétion du chromosome 5, 7, Y et 9,
t(8;21)(q22;922), t(15;17)(q22;q11), la trisomie 8 et d’autres aberrations qui touchent les
chromosomes 9,11 et 16 [52].

3. Agents physico-chimiques : plusieurs facteurs chimiques et environnementaux sont

N

associés a l’apparition des leucémies. A titre d’exemple; 1’exposition aux radiations
ionisantes, les substances médicales alkylantes, inhibiteurs de la topoisomérase II,
chloramphénicol, les pesticides, I’exposition a des engins électriques et magnétiques.

4. Facteurs viraux : ces facteurs sont principalement responsables des hémopathies

lymphoides. La théorie la plus largement acceptée en ce qui concerne la cause des LA est
I’infection virale accompagnée d’une diminution de 1’efficacité du systeme immunitaire [55]
et en particulier les rétrovirus a ARN qui sont impliqués dans I’apparition de plusieurs

néoplasmes dont les leucémies [56].

V. Epidémiologie :

Le cancer figure parmi les principales causes de morbidité et de mortalité dans le
monde ; on estime qu’en 2013, I'incidence mondiale du cancer est d’environ 18.6 millions et
que sa prévalence mondiale est d’environ 33 millions [57].

Selon les statistiques de I’OMS, le nombre de nouveaux cas devrait augmenter de 70%
environ au cours des 2 prochaines décennies [58]. Cette maladie a entrainé en 2015, 8.8
millions de déces, soit 17% de I’ensemble des déces [59]. En Algérie, selon une étude faite en
2014, le nombre de cas enregistré dans cette année est 41250 dont 18710 hommes et 22540
femmes, avec un taux d’incidence de 99.2 et 112.7 par 100,000 personnes [60].

Les leucémies sont classés 11°™ des cancers dans le monde entier, avec environ
352,000 nouveaux cas diagnostiqués en 2012 ce qui représente environ 02% du total des
cancers. Les taux d'incidence des leucémies sont plus élevés en Australie/Nouvelle-Zélande et
plus faible en Afrique de 1'Ouest, mais cela refléte en partie la qualité des données variables

dans le monde entier [57] . Bien que les leucémies soient parmi les cancers les plus répandus
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chez l'enfant, elles sont rencontrées aussi le plus souvent chez les adultes les plus agés. La
leucémie est 1égerement plus fréquente chez les hommes que chez les femmes.

En Amérique, elles présentent 3,7 % de nouveaux cas de cancer, leur prévalence était
387,728, le nombre de nouveaux cas a atteint 13.7 /100,000 personnes en 2014 [61].
Elles sont le 12°™ cancer le plus fréquent en Europe, avec environ 82 300 nouveaux cas
diagnostiqués en 2012. En Europe, le taux le plus élevé d'incidence de leucémies est en
Irlande pour les hommes et en Chypre pour les femmes et les taux les plus faibles sont en
Bosnie Herzégovine pour les hommes ainsi que pour les femmes [57,62].

Elles sont le 12°™ cancer le plus fréquent au Royaume-Uni (2014), représentant 3%
de tous les nouveaux cas. Chez les hommes, elles sont le 10°™ cancer le plus fréquent, alors
quelles sont le 11°™

leucémie : 5 744 (60%) chez les hommes et 3 790 (40%) chez les femmes. Le taux

chez les femmes [63]. En 2014, il y a eu 9 534 nouveaux cas de

d'incidence montre qu'il y a 18 nouveaux cas de leucémie pour 100 000 hommes au
Royaume-Uni, et 12 pour 100 000 femmes.

9éme

En Moyen orient et Afrique du Nord, elles sont le cancer le plus fréquent avec un

taux d’incidence de 3.9%, et un taux de mortalité de 5.1% (le 6éme). En Algérie, elles sont

classées en 6™ place avec une incidence estimée a 4.7/100,000 soit 04% des cancers et un

Séme

taux de mortalité de 5.5% les placant en position des causes de déces. Au Maroc, elles ne

sont pas classées dans les 10 premiers cancers en incidence, 2.9/100,000, mais classées en
9°™ position de taux de mortalité (3.5%). En Tunisie, leur incidence est de 3.4%, classées 8°™
selon le taux d’incidence et de mortalité [64].

Les LAL représentent moins de 1% des cancers de 1’adulte et 25% des cancers
pédiatriques. Leur incidence mondiale est 1/100.000 personnes par an [65]. En Amérique,
elles présentent moins de 0.4% des cancers tous types confondus, 13.6% des leucémies et
29.6% des leucémies lymphoblastiques. D’une maniere indépendante de 1’age, les LAL ont
une fréquence élevée dans les populations hispaniques, au Canada et en Nouvelle-Zélande.
Les faibles fréquences sont retrouvées dans les populations de race Africaines et juives, la
Chine et I’Inde [66].

La fréquence des LAM est 25% des leucémies de 1’adulte et elle est considérée comme
étant le type le plus répandu des leucémies. Les LAM représentent 1% des cancers et 80% des
leucémies aigues chez 1’adulte dont I'incidence est en constante augmentation [52].
L’incidence annuelle selon les données américaines du programme SEER (Surveillance

Epidemiology and End Results) est de 4/100000 habitants dans la population générale et de
18/100000 habitants au-dela de 65 ans [67].
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Chapitre I1I Diagnostic et pronostic des leucémies aigues

L. Diagnostic cliniques :
Les signes cliniques des leucémies peuvent étre groupés principalement en deux ; ceux
dues a I’insuffisance médullaire et ceux dues au syndrome tumoral proprement dit.
Cependant, il se peut que parfois certains signes cliniques de gravité variable peuvent y’€tres

associés [49].

1. Insuffisance médullaire :

L’évolution médullaire des leucémies peut générer une insuffisance de I’hématopoiese

normale et des signes cliniques d’insuffisance médullaire plus ou moins associés [68].

a- Le syndrome anémique : il est d’origine érythrocytaire et est souvent

important et d’apparition rapide, il se traduit par une paleur cutanéo-muqueuse, des

manifestations cardio-vasculaires, et une asthénie.

b-  Le syndrome hémorragique : il est li€¢ a au taux de la thrombopénie, il s’agit

habituellement d’un purpura cutané pétéchial ou ecchymotique. Le danger est celui

d’une hémorragie cérébro-méningée.

c- Le syndrome infectieux : il est li¢ a I'importance de la neutropénie. La fievre

est présente dans la moitié des cas. Des foyers infectieux doivent étre recherchés par

I’examen clinique et par des prélevements bactériologiques.

2. Syndrome tumoral :

Il s’agit d’un ensemble des signes cliniques li€s a I'envahissement des tissus et organes
par les cellules hyperproliférantes d'une hémopathie. Cet envahissement entraine une
augmentation de volume et/ou un retentissement fonctionnel selon la cible. Les deux tissus

principalement touchés sont les ganglions lymphatiques et la rate [69,70].

3. Autres signes :

a- Syndrome de lyse cellulaire tumoral : c’est I’ensemble des complications

secondaires a la destruction massive, spontanée ou provoquée, d’une grande quantité de
cellules néoplasiques lors d’un traitement anticancéreux, et parfois sans traitement.

b- Syndrome de CIVD : la coagulation intra-vasculaire disséminée est liée a un

catabolisme excessif du fibrinogene. Cela est dii a une libération massive de substances

pro-coagulantes dans I’espace vasculaire, entrainant ainsi une activation excessive du
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processus de coagulation et une activation systémique de la thrombine. rencontré
principalement dans le cadre du diagnostic des LAM3 et des leucémies aigués
lymphoblastiques de type Burkitt, ce syndrome peut aussi €tre observé dans les autres
types de leucémies [68,69].
II.  Diagnostic biologique :
Il repose généralement sur I’hémogramme, le myélogramme et des autres examens
complémentaires tels que la cytométrie en flux, cytogénétique standard et moléculaire et la

biologie moléculaire. Ces examens aident a identifier le type de la leucémie aigué.

III. Pronostic :

Plusieurs facteurs pronostiques ont été définis pour les différents types de leucémies :
La cytogénétique, 1I’age, le fait que la leucémie soit secondaire a une autre hémopathie ou a un
traitement cytotoxique pour une autre tumeur, ainsi que la masse tumorale, le traitement
entrepris, la rapidité de la réponse et la qualité de celle-ci deviennent essentiels. Le caryotype
représente le facteur pronostique le plus important.
Dans le cas des LAM, les criteres utilisés pour le pronostic :

- Les deux caracteres qui sont constamment associés a un pronostic péjoratif sont :
I’age (plus le patient est agé de 60 ans plus, le risque d’échec est important) et
aussi le caractere secondaire des LAM.

- Une hyperleucocytose initiale > 30 Giga/l ;

- Type cytologique : meilleur pronostic des formes M3 et M4 éosinophiles, plus
mauvais pronostic des formes M0 et M7 ;

- Phénotype immunologique : I’expression du marqueur CD34 et/ou de la protéine
gp170 est corrélée a un mauvais pronostic ;

- Anomalies cytogénétiques : le pronostic favorable est associé aux anomalies
suivantes : t (15;17), t (8;21) et 16(inv16). Celles de mauvais pronostic comportent
des pertes chromosomiques tel que: (-q7)/ -7, (-q5)/5, une anomalie sur le
chromosome 3 (3q26).

- La forme biphénotypique (Myéloide et lymphoide) confere a 1’hémopathie un
extréme mauvais pronostic.

Dans le cas des LAL, les criteres utilisés pour le pronostic :
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- L’age: les patients les plus jeunes ont un pronostic plus favorable que ceux qui
sont agés de plus de 60 ans. Les nourrissons et les enfants d’age de 10 ans et plus
ont tendance a avoir de moins bon résultats

- Les patients diagnostiqués avec une numération leucocytaire inférieure a 50 000
ont tendance a avoir un plus bon pronostic que les patients ayant un nombre plus
élevé.

- Le sous type des LAL affecte le pronostic ; ainsi les patients avec des LAL T ont
tendance a avoir un meilleur pronostic que ceux avec des LAL B.

- Certaines études indiquent un bon pronostic chez les enfants de sexe féminin que
ceux du sexe masculin. Cela est peut €tre due au risque d’atteinte par le cancer des
testicules chez les garcons.

- Les LAL de mauvais pronostic comportent des translocations t (9;22) ou
chromosome de Philadelphie, t(1;19) et 1123 (Translocation du chromosome 11

avec plusieurs autres chromosomes).

IV. Place de la cytogénétique dans le diagnostic:

Les anomalies cytogénétiques sont identifiées dans 50-60% des patients leucémies
aigues adultes [53,71]. Certaines anomalies chromosomiques sont récurrentes et sont dans
certains cas associées a un type cytologique bien défini. Ce qui rend I’analyse cytogénétique
un examen indispensable lors de I’évaluation d’une leucémie aigue au diagnostic, car ces
anomalies détectées constituent I’un des plus puissants facteurs pronostiques indépendants de
cette pathologie. Les techniques cytogénétiques contribuant au diagnostic des entités les plus
fréquentes, telles les hyperdiploidies > 50 chromosomes, t(12;21)(p13;q22)/TEL-AMLI,
t(9;22)(q34;q11) /BCR-ABL, les réarrangements du géne MLL 11q23, t(15;17)(q22;q12-21)/
PML-RARu, t(8;21)(q22;q22)/ AMLI-ETO et inv(16)(p13q22)/CBFB-MYHI11 sont maintenant

intégré dans la pratique quotidienne

Le caryotype fait partie intégrante du choix du traitement dans les essais
thérapeutiques et aussi il peut étre informatif dans la prédiction d’une rémission complete. En
fait, plusieurs données montrent que la persistance, apres la chimiothérapie d'induction,
d'anomalies cytogénétiques présentes au moment du diagnostic dans les blastes leucémiques
détermine un taux élevé de rechute et un résultat clinique moins favorable avec un taux de

survie sans maladie et survie globale plus faibles [72].
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Parmi les aberrations les plus connues et qui fut la premiere décrites dans les
hémopathies et la translocation t(9;22)(q34;q11) qui est une translocation réciproque entre les
bras longs des chromosomes 9 et 22, identique a celle trouvée dans les leucémies myéloides
chroniques. Ce remaniement entraine la fusion de deux geénes au niveau du point de cassure
sur le chromosome dérivé 22 (ou chromosome Philadelphie, Ph+) : BCR localisé sur le
chromosome 22 et le domaine tyrosine kinase du proto-oncogene ABLI localisé sur le
chromosome 9. Cet oncogene hybride, BCR-ABLI, code pour une protéine chimérique a
activité tyrosine-kinase constitutionnellement active, responsable de la prolifération cellulaire
clonale.

D’un point de vue moléculaire, il existe 3 régions de cassure chromosomique dans le
gene BCR aboutissant a 1’expression de différents transcrits de fusion BCR-ABLI. Le point de
cassure observé dans les LAL est celui sur le chromosome 9 ot les points de cassure du gene
ABL surviennent pratiquement toujours entre les exons 2 et la, tandis que les points de
cassure sont moins stéréotypés sur le chromosome 22, survenant soit en M-BCR (Major
Breakpoint Cluster) et codant alors pour une protéine de 210 kilodaltons (KDa), soit en m-
BCR (pour minor Breakpoint Cluster) et codant pour une protéine de 190 Kda. Les LAL Ph+
peuvent exprimer p210 avec ou sans co-expression de p190. L’expression de p210 augmente
avec 1’age, elle est rare chez I’enfant (10 % des cas), elle est observée dans 25 a 50 % des
LAL Ph+ de I’adulte [73]. Cette translocation est notamment associée a d’autres anomalies
chromosomiques additionnelles telles que 1’hyper diploidie, la monosomie 7, les anomalies du
bras court du chromosome 9, les dernicres étant connues pour conférer un plus mauvais
pronostic [74].

L'analyse cytogénétique au moment du diagnostic est aujourd'’hui le facteur
pronostique le plus important dans la prédiction des résultats des patients LAM. La
stratification des patients atteints de LAM en fonction de 1'évaluation cytogénétique permet
d'établir la meilleure thérapie post-rémission pour les patients. En particulier, les patients
faisant partie du groupe cytogénétique a risque défavorables sont des candidats potentiels
pour une greffe allogénique des CSHs, alors que, les patients du groupe cytogénétique a
risque favorable ne recevront qu'une chimiothérapie de consolidation standard [75].

Le tableau suivant résume les criteres sur lesquels les LAM sont stratifiées :
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Groupe de risque Anomalies

Favorable t(8;21)(q22;922.1); RUNXI-RUNXITI
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
NPM1 muté sans FLT3-ITD

CEBPA muté

Intermédiaire t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
anomalies cytogénétiques non classes comme favorable ou
défavorable

Défavorable t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

réarrangements du t(v;11q23.3); KMT2A
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABLI
inv(3)(q21.3926.2)

t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2 MECOM(EVII)
=5 or del(5q); —7; —17/abn(17p)

caryotype complexe

FLT3-ITD

RUNXI muté

TP53 muté

Tableau 1 : stratification des patients LAM selon les anomalies génétiques

Remarque: le caryotype normal trouvé chez les patients LAM est classé dans le groupe a

risque intermédiaire [75].
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I. Lerécepteur FLT3:

1. Généralités :

Le récepteur FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3), ou FIk2 (fetal liver kinase 2), aussi
appelé chez ’homme STKI1 (Stem cell tyrosine kinase 1) ou CD13 appartient a une famille
de récepteurs a activité tyrosine kinase RTK III comprenant également FMS, c-kit et PDGFR
[76].

Le FLT3 est exprimé dans les organes du systéme hématopoiétique et du systéme nerveux,
les gonades et le placenta ainsi que dans les cellules hématopoiétiques primitives du foie feetal
[77]. L’expression du FLT3 est sélective sur les cellules souches hématopoiétiques CD34+ et
les progéniteurs hématopoiétiques immatures, y compris les progéniteurs lymphoides-B, les
précurseurs myéloides et les monocytes, mais il est pratiquement absent dans les progéniteurs
érythroides [78]. Par ailleurs, il a été expérimentalement démontré que les cellules CD34 de la
moelle osseuse peuvent produire deux populations cellulaires différentes selon le niveau
d’expression du FLT3: les GM-CFU qui se caractérisent par une forte expression du
récepteur, et les E-CFU dont I’expression du FLT3 est plus faible, jouant ainsi un role

important dans le processus de régulation de I'hnématopoiese [79].

2. Structure:

La molécule du FLT3 est constituée de 4 domaines distincts : le premier est la partie
extracellulaire N-terminal (541 acides aminés), qui est composé de 5 sous-unités
« immunoglobulines-like » dont les 3 domaines distaux sont impliqués dans la fixation du
ligand, alors que les deux autres sont impliquées dans la dimérisation du récepteur. La
deuxieme partie est le domaine transmembranaire (21 acides aminés), et puis le domaine
juxta-membranaire et enfin le domaine cytoplasmique (431 acides aminés), cette partie est

composé de deux domaines tyrosine kinase TK1 et TK2 liés par un insert kinase (KI) [80].
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Figure7 : Structure du récepteur FLT3 [81]

3. Activation :

La cytokine FLT3-ligand étant produite de facon ubiquitaire dans 1’organisme, c’est
I’expression restreinte de son récepteur qui gouverne son spectre d’activité. La liaison du
ligand a son récepteur conduit a la dimérisation de celui-ci, la juxtaposition des domaines
intracytoplasmiques rend alors possible la trans-phosphorylation des domaines
cytoplasmiques  sur les résidus tyrosines du dimere. Cette phosphorylation constitue un
évenement crucial initiant I’activité kinase intrinseque du récepteur. Les résidus tyrosines
activés du FLT3 se lient ensuite aux domaines SH2 (Src-homology 2) de protéines
cytoplasmiques cibles telles que p85, GRB2, p115 (CBL), p52 (SHC) dont la phosphorylation
est impliquée dans la transduction du signal. Le signal est alors transmis soit par la voie des

inositol phosphates 3’ kinases (PI3K), soit par d’autres voies PI3K indépendantes [82].

4. Fonction :

Le FLT3 possede un role crucial dans plusieurs processus de régulation des cellules
hématopoiétiques, le métabolisme des phospholipides, la transcription, la prolifération et
I’apoptose. L’activation du FLT3 par son ligand stimule la croissance des progéniteurs
hématopoiétiques et cette stimulation dépend fortement du type cellulaire ainsi que des
facteurs de croissances qui agissent sur ces cellules. Gabbianelli ef al. ont montré que la
stimulation par le FLT3 en absence des autres facteurs de croissance induisait la

différentiation de progéniteurs hématopoiétiques en cellules monocytaires, tandis qu’une
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stimulation avec le FLT3 combinée a des facteurs de croissances tels que I'IL-3, G-CSF,
CSF1, GM-CSF, EPO et KIT ligand produisait une réponse proliférative plus vigoureuse et
stimule le développement des GM-CFU[83].

Par ailleurs, une stimulation par le FLT3 n’a aucun effet sur le développement des
lignées érythropoietiques et mégacaryocytaires du fait de I’absence de ce récepteur dans ces
lignées. La stimulation par le FLT3-IL est aussi importante dans le développement des lignées
lymphoides ; si elle est associée a IL-7, IL-6, 11-3 cette stimulation induit la croissance des
cellules pro-B en les rendant indépendantes des cellules stromales, ainsi que la différentiation
des cellules pro-B en cellules pre-B ainsi que la prolifération et la différentiation des cellules
T. Une activation de la cellule avec le complexe FLT3-II peut aussi induire le développement
et I’expansion clonales des cellules dendritiques dans la moelle osseuse, la rate et les
ganglions lymphatiques, et compte tenu de 1’importance de ces cellules dans la réponses
immunitaire, il a était déduit que la stimulation par le complexe FLT3-II joue un role

important dans la réponse immunitaire [84].
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Figure 24 : Principales voies de signalisation activées par la ligison de Fii3 ligand (FL) a
son réceptenr Flt3
SKF : Src kinase famille.

Figure 8 : Principales voies de signalisation activés par la liaison FLT3 ligand et son
récepteurs FLT3
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5. Legene FLT3:

Le géne FLT3 localisé chez I’homme, dans la région 12 du bras long du chromosome
13(13q12) [85]. Ce gene est composé de 24 exons et couvre approximativement 96982 kb qui
commence a la position 27,475,753 pb et s’étend jusqu’a 27,572,735 bp (Homo sapiens
Annotation Release 109, GRCh38.p12 NCBI). La taille du transcript est de 3.7kb et la

protéine produite est un récepteur transmembranaire de 933 acides aminés.
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Figure 9: Locus du géne FLT3 (NCBI)

6. FLT3 et leucémies:

Le récepteur FLT3 est exprimé d’une facon tres importante dans différentes
hémopathies malignes, suggérant qu’il joue un rdle prépondérant dans la prolifération et la
survie des cellules leucémiques. Au cours des dernieres années, il a été montré que des
mutations activatrices du gene FLT3 sont les anomalies génétiques les plus communes dans la
LAM et elles ont un impact conséquent sur le pronostic [86].

Les altérations génétiques du FLT3 peuvent causer une activation constitutive, non
controlée du récepteur tyrosine kinase dans les blastes, caractérisée par la dimérisation du
récepteur ligand-indépendant : cette activation est directement impliquée dans la
leucemogénese [87].

Les premieres mutations du FLT3 ont été décrites en 1996 par Nakao et al [88].
L’anomalie la plus fréquente est une duplication en tandem (FLT3-ITD) de 3 a plus de 400
acides aminés localisés dans les exons 14 et 15 codant pour le domaine juxta-membranaire,
elle est la plus fréquente et selon la littérature elle est trouvée a une fréquence de 25-30%
chez les patients adultes LAM a caryotype non déterminé et de 28-30% chez les patients a
caryotype normal[89].

En 2001, une deuxieme mutation est retrouvée dans le récepteur FLT3 [90], c’est le
remplacement d’un résidu acide aminé dans le domaine tyrosine kinase (TKD). Ces
substitutions sont causées par des mutations faux-sens au niveau de I’exon 20, impliquent le

codon de I’acide aspartique 835. Au moins cinq substitutions différentes ont été identifiées
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touchant ce codon : la plus fréquente est la D835Y qui est le résultat d’une substitution GAT
>TAT changement de I’acide aspartique (D) en tyrosine (Y), puis la D835H GAT > CAT changement en
Histidine (H), 1a D835V GAT > GTT changement en valine (V), la D835E GAT > GAG changement en
glutamate (E) etla D835SN GAT > AAT changement en asparagine (IN). D’autres mutations dans le codon
835 ont été décrites telles que les délétions mais ces demieres sont tres rares [91] FLT3-ITD et FLT3-
TKD sont rarement associées. Ces mutations vont entrainer dans la cellule leucémique une
phosphorylation constitutive du récepteur et une activation des voies de signalisation en aval
notamment des voies Pi3K/AKT et JAK2/STATS, provoquant une augmentation de la survie
et de la prolifération des cellules blastiques. Les mutations du FLT3 sont plus fréquemment
retrouvées dans les LAM de novo et les LAM a caryotype normal et sont souvent associées a

un mauvais pronostic [89].
II. La protéine NPM1 :

1. Généralités:

La nucleophosmine (NPM1), également appelée B23 ou numatrin [92], fait partie de la
superfamille des protéines nucléophosmine/nucléoplasmine rencontrées dans tout le régne
animal. Cette famille de protéines comporte 4 groupes : NPM1-NPM2-NPM3 et une forme
NPM-like qui est une forme spécifique des invertébrés.

Cette protéine est exprimée de fagon ubiquitaire a I’intérieur de la cellule, a la fois
dans le nucléole, le noyau et le cytoplasme et possede la capacité de faire la navette entre le
noyau et le cytoplasme [93]. L’isoforme NPM1.1, renommée par la suite NPM1, est la forme
la plus abondante et possede une localisation majoritairement nucléolaire. Cette protéine est

composée de 294 acides aminés et est d’un poids moléculaire de 35-40 KD [94].

2. Structure :

La protéine NPMI est une protéine multi-domaines comprenant dans sa région
hydrophobe amino- terminale un domaine d’oligomérisation trés conserve au cours de
I’évolution. 1l lui permet de se lier a d’autres protéines par des interactions apolaires, ce qui
lui confere des propriétés thermostables, indispensables pour son activité de chaperonne
moléculaire. En effet, cette propriété lui permet d’empécher le repliement et 1’agrégation de
ces protéines cibles a de fortes températures [95]. Ce domaine contient également un signal
d’export nucléaire (NES), riche en leucine, au niveau des acides amines 42 et 49. Ces résidus

vont étre la cible du récepteur d’export nucléaire CRM1 (chromosome maintenance region 1)
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[96]. Ce domaine N-terminal est suivi de régions acides, dans la portion centrale de la
protéine, requise pour une liaison aux histones et un assemblage efficace des nucléosomes.
Les fonctions biologiques de ces régions acides sont peu connues, mais il semblerait qu’elles
aient un role crucial dans la neutralisation des charges positives des protéines basiques telles
que les histones et les protéines ribosomales du nucléole [97]. De plus, ce domaine central est
important dans 1’activité ribonucléasique de NPM1 en synergie avec les segments basiques du
domaine carboxy-terminal.

Enfin, il contient la séquence de localisation nucléaire (NLS). Dans la partie C-terminale de la
protéine se trouve le domaine de liaison aux acides nucleiques, ainsi que deux résidus
tryptophanes en position 288 et 290 qui composent le signal de localisation nucléolaire

(NuLS) [98].

| Hétérodimeérisation Il Activité ribonucléase I
| Oliﬁomérisaticn " Liaison aux histones " Liaison aux acides nuc[éiﬂues I

NES NLS NLS NuLS

1 | L)

NES: Signal d'export nucléaire (94-102)
NLS: Signal de localisation nucléaire (152-157, 190-197)
NulLS: Signal de localisation nucléolaire (288-290)

Domaine central

Domaine aromatigue (unique a NPM1)

Lao

Domainesacides (120-132, 160-188)

Figure 10 : Organisation structurelle et fonctionnelle des domaines constituants la
protéine NPM 1 _[99]

3. Fonction de la NPM1 :

NPM]1 exerce un rdle dans I’embryogénese et plus particulierement dans le développement
du cerveau antérieur et la mise en place de I’hématopoicse. Il semble que 1’absence totale de
la NPM1 engendre la 1étalit¢ des embryons suite a une déficience de I’organogénese du
cerveau antérieur et des déficiences dans 1’approvisionnement sanguin du sac vitellin,
permettant la nutrition de 1I’embryon. Le nombre d’ilots sanguins, sieges du début de

I’hématopoiese, est diminué et la quantité de précurseurs de I’hématopoiese présents dans ces
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ilots est fortement réduite, de méme que leurs capacités a se différencier en divers lignages

cellulaires [100].

3.1. Role dans le cycle cellulaire :

NPM]1 exerce un rdle important dans le déroulement correct du cycle cellulaire, en
favorisant la duplication des centrosomes en se fixant sur ces derniers assurant un verrouillage
de leurs deux centrioles. Cette duplication doit étre coordonnée a la réplication de I’ ADN afin
de permettre 1’établissement correct du fuseau mitotique et le bon alignement des

chromosomes au niveau du fuseau [101].

3.2. Role dans lorganisation de la chromatine et la transcription génique :

NPM1 possede également une activité chaperonne d’histone. Elle participe a
I’assemblage des nucléosomes et a la relaxation de la chromatine ce qui favorise a terme la
transcription génique, elle se lie préférentiellement aux histones H3 et H4 [102].

NPM1 peut également réguler la transcription génique en interagissant directement avec des
facteurs de transcription. Tout d’abord, NPM1 régule la transcription génique par la liaison au
régulateur positif et inhibiteur de I’ARN polymérase 1I [103]. Ensuite, I’interaction de NPM 1
avec le facteur de transcription c-myc facilite également la transcription génique par I’ARN
polymérase II, et permet ainsi I’activation de genes impliqués dans la prolifération, la
différenciation et I’apoptose [104]. Enfin, en fonction des facteurs de transcription avec
lesquels elle va interagir, NPMI va €tre soit assimilée a un co-activateur, soit a un

corépresseur [105].

3.3. Role dans la biogénése des ribosomes :

NPM1 possede de nombreuses caractéristiques permettant son implication dans la
biogénese des ribosomes et/ou leur assemblage. En effet, la NPM1 a les capacités de passage
nucléo-cytoplasmique, facilitant la circulation entre les sites de transcription de 1'ARN
ribosomal et I’assemblage des ribosomes [95]. Ces caractéristiques contribuent a la capacité
de traiter des molécules d'ARN, et d'interagir avec la protéine ribosomale L5 pour stimuler
l'exportation nucléaire de I’ARN ribosomal 5S et son incorporation dans les sous-unités
ribosomiales 60S [106].

Enfin, la NPM1 agit comme un chaperon moléculaire, permettant la préservation de
l'activité enzymatique au cours de la dénaturation, et I'inhibition de I'agrégation des protéines.

Cela donne un réle important de la NPM dans la coordination de 1’assemblage d'un grand
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nombre de protéines nécessaires a la biogenese des ribosomes et de contribuer ainsi a la

croissance et a la prolifération des cellules.

4, Le géne NPM1 :

Chez I’homme, le gene NPM1 qui code pour la protéine est localisé sur le bras long du
chromosome 5 au niveau de la region 35.1 (139q35.1) et composé de 12 exons, le NPM2 sur le
chromosome 8p21.3 et le NPM3 sur le chromosome 10g24.31 [107,108].

Le gene NPM1 débute au niveau de 171, 387,116 pb jusqu’a 171,410,884 ((Homo sapiens
Annotation Release 109, GRCh38.p12 NCBI).
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Figure 11: Locus du gene NPM1 et les variants transcrits (NCBI)

5. NPMI et hémopathies malignes :

Les altérations de NPMI observées peuvent résulter d’'une augmentation de son
expression ou encore des modifications de son gene telles que des délétions, des
translocations ou des mutations, retrouvées le plus souvent dans les tumeurs

hématopoiétiques.

Le chromosome 35, et plus spécifiquement le locus 5935, qui porte le géne codant pour

NPM]1 est le sicge de délétions dans le cas de syndromes myélodysplasiques (MSD) de novo

33



Chapitre IV Genes d’intérét

et de leucémies. La délétion de la région 5q35 est également retrouvée dans certaines tumeurs
solides comme dans le cancer du poumon non a petites cellules [109].

Outre les délétions, les translocations génomiques impliquant le chromosome 5 et
entrainant souvent une perte de 1’allele fonctionnel du geéne, sont régulierement associées aux
maladies hématopoiétiques comme les lymphomes et les leucémies [110]. La région génique
codant pour la partie amino- terminale de la NPM1 est alors associée a différents genes
partenaires. La translocation la plus retrouvée, dans 75% des lymphomes anaplasiques a
grandes cellules (ALCL : Anaplastic Large Cell Lymphoma) est la t(2 ;5) (p23 ;q35) qui
entraine la fusion du géne NPM1 avec le gene ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) [111] .
NPM1 confere, une activité constitutive a ALK, normalement inactif dans les cellules
lymphoides, ce qui entraine un role oncogénique de ALK [112].

Bien que plus rare, une autre translocation possible de NPM1 est la t(5 ;17)(q35 ;q12)
qui provoque la fusion de NPMI avec le récepteur aux acides rétinoides (RARa). Cette
translocation est retrouvée majoritairement dans les leucémies promyélocytaires aigues
(LAP). Cette fusion altere la différenciation myéloide au stade promyélocyte. Elle peut
également perturber d’autres fonctions biologiques, indépendantes de la fonction
transcriptionnelle de RARa, 1’homo et I’hetero-oligomerisation de NPMI entrainant son
changement de localisation et pouvant modifier les fonctions de RARa sauvage et endogene
[113].

Une autre translocation dans les syndromes myélodysplasiques est la t(3 ;5)(q25 ;q35)
conséquence de la fusion du gene NPMI, dans sa partie 5°, avec le géne MLFI1
(Myelodysplasia-Myeloid Leukemia Factor 1). MLF1, normalement localise au niveau du
cytoplasme, se retrouve, lors de la fusion NPMI-MLFI, localisé dans le noyau et plus
fortement dans le nucléole dans les cellules de leucémies myéloides. Cette localisation
anormale interfere avec I’activité de MLF1 et altere sa capacité a contrdler 1’érythropoiese et
le cycle cellulaire [114].

Dans le cas de cellules normales, NPM1 peut faire la navette entre les différents
compartiments cellulaires afin d’y exercer ses fonctions. Dans des cas de leucémies myéloides
aigues, NPM1 est délocalisé dans le cytoplasme (NPMc+) suite a une mutation dans 1’exon 12
entrainant un décalage du cadre de lecture dans sa partie carboxy-terminale [115].

Toutes les mutations NPM1 chez les patients LAM se produisent dans l'exon 12.
Jusqu’a présent, plus de 55 mutations uniques ont pu étre identifiées et la majorité d’entre
elles consistent a une insertion nette de quatre paires de base avec 95 % de mutations qui se

produisent entre les nucléotides 960 et 961, cependant, il y a également eu des cas (5 %) qui
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se produisent au niveau de 10 nucléotides en amont ou en aval de cette position [116]. Ces
mutations entrainent la formation d’un motif NES et consécutivement la perte du motif NuLS.
Le résultat de ces altérations est la délocalisation de NPM1 dans le cytoplasme, la perte de ses
interactions avec ses différents partenaires, ainsi que la délocalisation de I’ARF du nucléole
ce qui conduit a sa perte d’activité. Ces mutations provoquent aussi la délocalisation des

protéines NPM1 sauvages endogenes dans le cytoplasme par effet trans-dominant positif

[117].
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Patients et méthodes

I- Patients :

Le recrutement des patients s’est fait au sein du CHU (Centre Hospitalo-Universitaire)
Ben Badis a Constantine, au niveau du service d’hématologie. Sur une période allant de
Janvier 2015 a Décembre 2016.
Notre population d’étude comportait 80 patients atteints de leucémies aigues. Les criteres
clinico-biologiques recueillis a I’initiation du traitement étaient le sexe, 1’age, la classification
FAB, la classification OMS, la numération formule sanguine (FNS), la blastose médullaire et
le caryotype conventionnel en cas de disponibilité.

Dans cette étude, les criteres de recrutement des patients étaient les suivant

- Critere d’exclusion : hémopathies malignes autres que les leucémies aigués.

- Criteres d’inclusion : tous nos patients étaient atteints de leucémies aigues

myéloblastiques et lymphoblastiques. Les patients étaient des adultes. Les

leucémies étaient primaires.

Tous nos patients ont été soumis a un questionnaire détaillé et chaque prélevement
sanguin requiert un consentement éclairé pour la participation a cette étude, nous autorisant a

I’utilisation de leurs données clinico-biologiques et de leur matériel génétique (annexe S et 6).

II-  Méthodologie :

Les analyses hématologiques sont faites au niveau du service d’hématologie, 1’analyse
cytogénétique au niveau du laboratoire de biologie moléculaire et I’analyse moléculaire au

niveau du laboratoire de médecine expérimentale de I’université d’Istanbul.

1- Analyse hématologique :

1-1- L’hémogramme :
L’hémogramme est un examen automatisé qui a pour but d’apporter des informations

quantitatives sur les cellules sanguines mais également des informations qualitatives.

1-2-  Le myélogramme :
C’est une ponction de la moelle osseuse effectuée au niveau du sternum ou des épines
iliaques. Indispensable au diagnostic et au suivi des hémopathies, il permet d’analyser

quantitativement et qualitativement la nature et le pourcentage des différentes lignées
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cellulaires constituant le tissu hématologique. Il est indispensable pour confirmer le
diagnostic et de typer la leucémie.
1-3- Immunophénotypage :

L’examen immunologique des blastes par cytométrie de flux permet d’étudier
I’expression de divers antigénes membranaires ou intra-cytoplasmiques. Cet examen est
indispensable pour déterminer I’appartenance a une lignée donnée et apprécié le stade de
différentiation des blastes, mais le plus important c’est le diagnostic et le classement des LAL,

et dans quelques cas de LAM tres indifférenciées cytologiquement. L’examen est effectué

hors le CHU et les résultats nous sont fournis.

2- Analyse cytogénétique :

Elle va permettre d’identifier des anomalies chromosomiques de nombre ou de
structure et aussi de déterminer des translocations qui seront la clé d’une classification précise
des différents types des leucémies aigues.

Apres prélevement du sang (2ml) dans des tubes stériles sur héparine de sodium, on procede a
une culture cellulaire avec un milieu de culture tel que le RPMI1640 en lui ajoutant d’autres
composants nécessaires pour la multiplication et la conservation des cellules sanguines. Cette
culture va durer 72h a 37°C. Apres la multiplication cellulaire, on procede a un arrét de
mitoses en ajoutant la colchicine et ensuite les cellules sont soumises a un choc hypotonique
par ajout de Kcl pour les faire éclater et récupérer les chromosomes.

L’étape suivante sera la fixation des chromosomes par le Carnoy acétique qui se fait sur deux
temps, suivie par un étalement de chromosomes sur les lames et une dénaturation a la chaleur
et enfin une coloration au Giemsa pour pouvoir les visionner sur microscope optique (les

détails de cette technique sont dans I’annexe 7).

3- Analyse moléculaire : Elle présente la pierre angulaire de notre étude. Elle a concerné

seulement les patients atteints des LAM (n=60) et elle comporte trois parties :
- Larecherche de la duplication du gene FLT3-ITD.
- Larecherche de la variation TKD (D835).
- L’analyse de I’exon 12 du gene NPM 1.

3-1-  Extraction d’ADN :

Nos prélevements sanguins ont été effectués dans des tubes a EDTA de 5ml. Nous

avons procédé dans notre étude a I’extraction d’ADN par la technique « SALTING OUT »,
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qui est une technique non couteuse, simple et rapide et qui a été développée par Miller et ses
collaborateurs [119].
La technique « SALTING OUT » consiste en un relargage des protéines cellulaires, par

déshydratation et précipitation avec une solution saturée de chlorure de sodium NaCl.

Le sang doit €tre initialement vigoureusement mélangé a une solution hypotonique
pour faire éclater les globules rouges par une solution TE20 :5 (Tris 20 mM pH7.5/ MgCI2 5
mM SDS a 10 %). Le lysat est centrifugé et, aprés élimination du surnageant, le culot
cellulaire contenant les leucocytes est traité par une solution de lyse des globules blancs (Na
cl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pH 8.2) et une solution de protéinase. La protéinase K
digere les protéines cellulaires puis soumis a une centrifugation. Ces dernieres seront par la
suite relarguées par l'intermédiaire d'une force ionique du NaCl (4 M) et de la centrifugation.
Enfin, la précipitation de 'ADN génomique est effectuée en utilisant une solution d'éthanol

absolu a froid (-20 °C) (annexe 8)

3-2-  Mesure de la concentration de ’ADN:

La concentration des ADN extraits est estimée par la mesure de 1’absorbance a
260nm. Sachant qu’une unité de DO a 260nm est équivalente a 50 pg /ml d’ADN, il est
possible d’évaluer la quantité d’ADN d’un échantillon par la formule: facteur de dilution x 50
x DO260. Par ailleurs, la qualit¢ de I’ADN est évalué par un rapport de DO 260/DO 280
ADN de bonne qualité, dépourvue de contamination protéique doit présenter un rapport
compris entre 1,5 et 2. L'estimation de la concentration de I'ADN est déterminée selon la
formule suivante :

1 unité de DO260 nm on a 50 pg / ml d'ADN

N unités de DO 260nm x N pug / ml d'ADN

[C d’ADN] (ng / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm x 50ug / ml

Facteur de dilution = volume total / volume d’ADN

Pour confirmer la concentration et la pureté de ’ADN, on a aussi utilisé le NanoDrop®
(Thermo Scientific Nanodr0p® 2000/2000c) qui est un spectrophotometre a UV. Cet appareil
permet de déterminer la pureté de notre ADN, on considere que : I’ADN est suffisamment pur
lorsque le rapport R = DO 260/280 est compris entre 1,6 et 2 (1,6 < R < 2), ’ADN est

contaminé par les protéines si R < 1,6 et que I’ADN est contaminé par les ARN si R > 2.
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La concentration de I’ADN est donnée directement en ng par ul. Cette concentration
doit étre idéalement supérieure a 50 ng/ul pour optimiser les résultats de la PCR longue et du

séquencage.

Pour la réalisation des techniques de biologie moléculaire mentionnées précédemment sur
notre population d’étude et pour enrayer de possibles biais que peuvent induire des volumes
de prises trop faibles (source d’erreurs), nous avons procédé au préalable a des dilutions de
nos échantillons d’ADN au = 100 ng/ul dans de 1’eau distillée. La concentration ainsi que les
rapports 260/280 et 260/230 sont remesurés de nouveau sur le Nanodrop®.

3-3-  Analyse moléculaire du FLT3 :

La Polymérase Chain Réaction est une technique de biologie moléculaire (Mullis 1985)
consiste a utiliser deux amorces oligonucléotidiques de synthese de 20 a 25 nucléotides
complémentaires des extrémités 3' des deux brins d'’ADN encadrant la séquence a amplifier.
Une de ces amorces est une copie du brin codant et I'autre, une copie du brin non codant. Sous
l'action d'une enzyme (Taq polymérase), chaque amorce est allongée dans le sens 5—» 3'

d'une séquence exactement complémentaire du brin recopié.

Une réaction de PCR correspond a la succession d'une trentaine de cycles comportant

chacun 3 étapes :

- Une étape de dénaturation de I’ADN ;
- Une étape d’hybridation des amorces sur les séquences d’ADN cible ;

- Une étape d’extension des amorces par I’ADN polymérase.

3-3-1 Préparation de la PCR du FLT3-ITD :

La recherche de cette duplication est effectuée au niveau de ’exon 14 et 15 du gene

FLT3 (OMIM : 136351). Pour cela on a utilisé les amorces suivantes :

Tableau 2: [Les amorces (F) et (R) utilisées d’exons 14-15 du gene FLT3

Amorce Séquence (5’ —3’) Taille de
I’amplicon (pb)

14 (F) GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 389

15(R) CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC
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Les réactifs utilisés pour la préparation du milieu réactionnel de la PCR ainsi que les
quantités nécessaires pour chaque tube sont mentionnées dans le tableau 4. La préparation du
milieu réactionnel de la PCR se fait a température ambiante.

Tableau 3: Composition du milieu réactionnel de PCR pour I’amplification des exons 14 et

15 du gene FLT3

Réactifs Concentration initiale ~ Concentration finale =~ Volume (ul)
H20 16.8
Tampon (-MgCl2) 10X 1X 2.5
MgCl2 2.5mM 2.5mM 2
dNTPs 25mM 10mM 0.5
Oligo F 100mM 10mM 0.5
Oligo R 100mM 10mM 0.5
Taq polymérase (Fermentas  5U/ul 1U 0.2
®)
ADN 50ng 2
Total 25

La réaction d’amplification est réalisée dans des plaques de PCR avec un thermocycleur

(BIO—RAD® iCycler) avec les conditions suivantes :

Tableau 4: Programme du thermocycleur pour I’amplification de I’exons 14-15 du geéne

FLT3

Processus Température (°C) Temps Nombre de cycles
Dénaturation 94 4 minutes 1
initiale
Dénaturation 94 30 secondes
Hybridation 56 30 secondes 35
Elongation 72 1 minute
Elongation finale 72 10 minutes 1

Observation des produits de PCR :

Le contrdle de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorese sur un
gel d’agarose a 3 % (3 g d’agarose + 100 ml TBE 1X) additionné a 10 ul de BET (Bromure
d’éthidium). Dans le premier puits, on dépose 3 ul de marqueur de taille (PM 100pb
LADDER) + 10ul H20 + 2ul BBP. Puis, on mélange 10 pl de produit d’amplification + 3 ul
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BBP (Bleu de Bromophénol) ([Tris 0.5M : 2ml + Glycérol : Sml a PH 7.5] Qsp 10 ml H20)
qui permet de suivre le front de migration, et on les dépose dans chaque puits. Les dépdts se
font du coté cathode (-). Le systetme soumis a une migration sous un courant de 80 volts
pendant 20-30 min. Cette analyse permet aussi, d’observer si une éventuelle contamination de
I’ ADN survenue au cours de la PCR.

Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV. Les molécules de bromure d’éthidium
fixées aux ADN émettent une lumiere visible et photographiable et permettent de visualiser

les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de méme taille.

Le schéma ci-dessous représente les profils attendus :

1 : homozygote sauvage (398pb)
2 : homozygote dupliqué (= 395pb)
ﬁ - 3 : hétérozygote dupliqué.

v
-‘
- 4

\J

Figure 13: Les profils attendus de la PCR du FLT3-ITD

3-3-2 Préparation de la PCR-RFLP du FLT3-TKD :

La recherche de la mutation TKD et plus précisément de la mutation D835 s’effectue a

travers le polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP).

Les amorces utilisées sont décrites dans le tableau ci-dessous :

Tableau S: Les amorces (F) et (R) utilisées pour 1I’amplification de I’exon 20 du gene FLT3

Taille de
Amorce Séquence (5°—3")
I’amplicon (pb)
20 (F) CCAGGAACGTGCTTGTCA
20 (R) TCAAAAATGCACCACAGTGAG 195
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La composition du milieu réactionnel était la suivante :

Tableau 6: Composition du milieu réactionnel de PCR pour I’amplification de I’exon 20 du

gene FLT3
R

Réactifs Concentration initiale =~ Concentration finale =~ Volume (ul)
H20 16.8
Tampon (-MgCl2) 10X 1X 2.5
MgCl2 2.5mM 2.5mM 2
dNTPs 25mM 10mM 0.5
Oligo F 100mM 10mM 0.5
Oligo R 100mM 10mM 0.5
Taq polymérase (Fermentas  5U/ul 1U 0.2
®)
ADN 50ng 2

Total 25

Les conditions de la PCR étaient les suivantes:

Tableau 7: Programme du thermocycleur pour I’amplification de I’exon 20 du gene FLT3

Processus Température (°C) Temps Nombre de cycles
Dénaturation 95 5 minutes 1
initiale
Dénaturation 95 30 secondes
Hybridation 57 30 secondes 36
Elongation 72 30 secondes
Elongation finale 72 10 minutes 1

Observation des produits de PCR :

Pour observer les produits de la PCR, on procede comme décrit précédemment ;

préparation du gel d’agarose 3%, déposition des produit amplifiés et puis observation.
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Digestion des produits de PCR du FLT3-TKD par ’enzyme de restriction :

Apres le controle de PCR, les échantillons amplifi€s sont soumis a une digestion par
I’enzyme de restriction ECoORV1 issue de la bactérie Escherichia Coli. Cette enzyme reconnait

et clive une séquence palindromique spécifique qui est la suivante :
5’-GAT|ATC-3’
3’-CTA|TAG-5’

Le protocole de digestion était le suivant:

Tableau 8: Composition du milieu réactionnel pour la digestion avec I’EcoRV 1

FLT3-D853
10X buffer 02ul
EcoRV 01 pl
dH20 17 ul
Produit PCR 10 pl
Volume finale 30 ul

Les échantillons sont incubés dans une étuve pendant toute une nuit a 37 ° C. Les
produits digérés et les marqueurs d'ADN de différent poids moléculaires sont séparés sur un

gel d'agarose (3% agarose/1XTBE gel), contenant 10ul du bromure d'éthidium.

La mutation TKD D835 est le changement du G du codon GAT, ce qui va empécher

I’enzyme de connaitre le site de restriction. Les profils attendus sont les suivants :
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2 : Homozygote muté (195bp).

3 : hétérozygote muté

3
I
- - 1 : Homozygote non muté (65pb et 130pb)
I

Figure 14: Profil de restriction de la FLT3-TKD

Séquence 830 831 832 833 834 835 836 837 838 839 840
non mutée Phe Gly Leu Ala Arg Asp Ile Met Ser Asp Ser

5" TTT GGA TTC GCT CGA GAT ATC ATG AGT GAT TCC 3’
Muté Phe Gly Leu Ala Arg Tyr Ile Met Ser Asp Ser
(D835Y) 5’ TTT GGA TTC GCT CGA TAT ATC ATG AGT GAT TCC 3’

Figure 15: Séquences de nucléotides et d’acides aminés dans le cas sauvage et muté du gene

FLT3 (D835Y)

3-4- Leséquencage du gene NPM1 :

3-4-1 Amplification de ’exon 12 :

Pour une réaction de séquencage par la méthode de Sanger sur le gene de NPM1
(OMIM : 164040), il est nécessaire de disposer, tout d’abord, d’une grande quantité de
fragments a séquencer (amplicons) dans le but de rechercher des mutations au niveau de
I’exon 12. Qui sont principalement la mutation type A qui est une duplication de TCTG en
position ¢860-863, Type B —CATG insertion en position c863-864 et Type D —CCTG

insertion en méme position (annexe 9).

Les séquences des amorces (F) et (R) utilisées pour la PCR de I’exon 12 de NPM1.
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Tableau 9: Les amorces (F) et (R) utilisées pour I’amplification de ’exon 12 du gene

NPM1
. , , Nucléotide de Taille de
Amorce Séquence (5°—3") e Passmilbea 5l
12 (F) TGATGTCTATGAAGTGTTGTGGTT 471
CC 186
12 (R) CTCTGCATTATAAAA 656
AGGACAGCCAG

La réaction d’amplification est réalisée dans des plaques de PCR avec un

thermocycleur (BIO-RAD® iCycler). Les réactifs utilisés pour la préparation du milieu

réactionnel de la PCR ainsi que les quantités nécessaires pour chaque tube sont mentionnées

dans le tableau ci dessous. La préparation du milieu réactionnel de la PCR se fait a

température ambiante.

Tableau 10: Composition du milieu réactionnel de la PCR pour I’amplification de ’exon 12

de la NPM1.

Protocole du NPM1
Réactifs Concentration initiale Concentration finale =~ Volume (ul)
H20 13.25
Tampon (-MgCl2) 10X 1X 2.5
MgCl2 2.5mM 2.5mM 2.5
dNTPs 25mM 0.4 mM 0.4
Oligo F 100mM SmM 2
Oligo R 100mM SmM 2
Taq polymérase (Fermentas 5U/ul 1U 0.25
®)
ADN 75ng 1.5

Total 25

Les conditions de la PCR sont les suivants:
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Tableau 11: Programme du thermocycleur pour 1’amplification de I’exon 12 du géne NPM 1

Processus Température (°C) Temps Nombre de cycles
Dénaturation 95 10 minutes 1
initiale
Dénaturation 95 30 secondes
Hybridation 63 30 secondes 35
Elongation 72 40 secondes
Elongation finale 72 10 minutes 1

3-4-2 Migration sur gel d’agarose :

On vérifie la qualité des produits de PCR issus de 1’amplification de ’exonl2 par
migration sur gel d’agarose a 3 % préparé avec du Bromure d’EThidium (BET)
(1 goutte par 100 ml). A 4 ul de produit de PCR on ajoute 3 pl de Bleu de Bromo-Phénol
(BBP) (dilué au ¥2 dans le TBE (Tris-Borate-EDTA)1X). On dépose sur gel d’agarose et
on applique un courant électrique de 80 V pendant 30 minutes en présence du marqueur de

taille.

3-4-3 Purification des produits de PCR :

Avant de pouvoir séquencer notre amplicon, il est indispensable de purifier les
fragments amplifiés en enlevant les restes des dNTP et d’amorces non incorporées. Pour la
purification des produits de PCR, on a utilisé la méthode ’ExoSAP-IT®, fonctionnant sur le

principe de “ nettoyage enzymatique ” au lieu de la méthode AMPure®.

Le réactif ExoSAP-IT est composé de 2 enzymes hydrolytiques, Exonuclease I et Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) et congu pour le nettoyage simple et rapide de produits de PCR
en amont d’applications telles que le séquencage ADN et l'analyse SNP. Lorsque
I'amplification est terminée, 'ExoSAP-IT® élimine les résidus contaminants (ANTPs, ADN

simple brin et amorces) restant dans le mélange, qui pourraient interférer avec ces méthodes.

Dans un tube contenant 2-4 ul le produit de PCR (selon la qualité de ce dernier), on ajoute 1ul
d’exonuclease (10units/ul) et 1 pl de I’exoSAP-IT®. On vortex le mélange et on incube dans

un thermo-cycler pendant 30min a 37°C. Apres traitement, le réactif ExoSAP-IT® est
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inactivé par un simple chauffage a 80 ° C pendant 15 minutes. La figure ci-dessous illustre le

mode d’emploi de cette enzyme.

3-4-4 La réaction de séquencage :

Pour le séquencgage de I’exon 12 de la NPM 1, on prépare 2 plaques de séquences pour
le (F) et le (R). La réaction de séquencage utilisée est une variante de la technique Sanger qui
repose sur I'incorporation aléatoire par I’ADN polymérase de di-désoxyribo-Nucléotide Tri-
Phosphates (ddNTP) dits “interrupteurs de chaine “ou “ Terminators ~ présents dans le milieu
réactionnel.

On a utilisé la technique de BigDye® Terminator version 3.1 (Applied Biosystems®)
pour notre réaction de séquencage. En fait, 1l s’agit d’une réaction de PCR standard qui se

fait sur un thermocycleur (BIO-RAD® iCycler) avec un milieu réactionnel particulier.

Les réactifs utilisés pour la préparation du milieu réactionnel de séquengage ainsi que les
quantités nécessaires pour chaque tube sont mentionnées dans le tableau ci-dessous.

La préparation de ce milieu réactionnel se fait a température ambiante.

Tableau 12: Composition du milieu réactionnel pour le séquencgage de I’exon12 du gene

NPM1
Réactifs Quantité
BigDye v.3.1 2 ul
Buffer 5X 2 ul
Primers 2pmol/ nl) F 2 ul
R 2 ul
Produit de PCR purifié 1-4%* ul
H20 ARN/ ADN free --ul
Total 10 pl
* La quantité dépend de la qualité de notre produit de PCR.

Les conditions de cette manipulation sont :
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Tableau 13: Programme du thermocycleur pour la réaction de séquencage.

Processus Température (°C) Temps Nombre de cycles
Dénaturation 96 1 minute {
initiale
Dénaturation 96 10 secondes
Hybridation 50 05 secondes 35
Elongation 60 40 secondes

3-4-5 Purification des produits de séquencage :

Une fois la réaction de séquencgage terminée, on procede a la purification des produits
de séquencgage en utilisant la méthode de précipitation avec 1’éthanol/EDTA (sachant qu’il
existe d’autres techniques de purification tels que le Big Dye XTerminator kit ou les plaques

Centri-Sep™). Le protocole suivant dure environ 90 minutes.

On commence d’abord par préparer une solution de 125mM d’EDTA a partir de 0.5M EDTA,
pHS8.0. On centrifuge brievement les plaques de séquencage pendant 5 a 10 sec a 1.000t/m,
ensuite on ajoute les réactifs suivants par ordre : 1 ul d’EDTA 125mM, 1 pl de NaOAc 3M
(jouant le role de tampon pour maintenir le pH du milieu) et 25 pl d’éthanol 100%. Une foie
tous les réactifs ajoutés on couvre les plaques pendant 2 a 3 sec et puis on centrifuge
briecvement de 5-10 sec a 1.000t/m. L’étape suivante est I’incubation a température ambiante
pendant 15 min, et on centrifuge pendant 15 min a 14000 t/m. a la fin de cette centrifugation
on jette le surnageant et on garde la pelote, au quelle on ajoute 35 ul d’éthanol 70% et on
centrifuge a 14000 t/m pendant 5 min et puis on jette le surnageant et on garde la pelote qui

contient les produits de séquencgage purifiés.

3-4-6 Séquencage des plaques sur ’appareil :

La dernicre étape de notre séquencage est la lecture des séquences par électrophorese
capillaire qui se fait sur un séquenceur 3500/3500xL DNA Analyzer (Applied Biosystems®)
(guide d’utilisation (Pub. No. 100031809)). Les résultats de 1’analyse sont formulés dans des
fichiers (.abl) et ce pour chaque séquence. L’analyse des résultats ainsi obtenus se fait en

utilisant le logiciel CLC main workbench® V5.5 (QIAGEN Company).
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Apres lecture des séquences d’intérét, la comparaison est effectuée avec une séquence
de référence de la région d’intérét tirée de banques de données sur internet : NCBI (National

Center for Biotechnology Information) ou Ensembl Genome Browser.

III- Traitement et critéres de réponse:

Les patients recrutés ont tous recu le méme protocole de traitement mentionné

précédemment et qui suit le protocole CALGB 9621.

Selon le service d’hématologie du CHU, le traitement consistait en une chimiothérapie
d’induction (3+7) : selon le service d'hématologie, le protocole était composé d’Aracytine
3g/m?2 intra-veineuse pendant 7 jours et de Cerubidine 90 mg/m?2 pendant 3 jours puis suivi
par ponction de moelle osseuse. Cette cure est suivie par un traitement post-rémission (une
cure de consolidation) ou le patient regoit de 1'Ara-C 12 g/m2 IV pendant 3 jours. Au total le

malade peut recevoir jusqu’a 4 cures de consolidation.

L’évaluation de la réponse au traitement était réalisée apres 4 semaines de thérapie
d’induction au niveau du service d’hématologie. Pour cela, il fallait une réévaluation de la
FNS, la blastose médullaire (myélogramme) et les besoins transfusionnels chez chacun des

patients.

Le tableau suivant décrits les criteres de définitions des différentes réponses :
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Tableau 14: Criteres de définitions des événements.

Catégorie Criteres de réponse
Rémission - Blastes médullaire <5% avec maturation normale (la présence de
complete signes de dysplasie doit €tre signalée si elle persiste).

CR Hémogramme :

> Hb>11g/dl
» Plaquettes > 100000/mm3
» Polynucléaires neutrophiles > 1000/mm3

» Absence de blastes circulants.

Rémission partielle Criteres identique a CR mais :

(PR)
Blastose médullaire diminuée de plus de 50% par rapport au bilan
initial et cependant >5%
Rémission Blastes médullaires <5% et diminutions de plus de 50% par rapport

médullaire avec ou au bilan initial, mais persistance de cytopénie.

sans amélioration
En cas d’amélioration des cytopénies (ne correspondant pas aux

hématologique (HI)
criteres de RC ou RP) celle-ci sera notée, en plus.
Maladie stable Impossibilité d’obtenir au moins une amélioration hématologique
(SD) significative sur une lignée mais absence de progression sur une
période d’au moins 8 semaines.
Maladie en Augmentation des blastes de plus de 50% et >30%
progression

Diminution >50% du taux de neutrophiles ou de plaquettes par

rapport a celui obtenu de la rémission ou de la réponse.

Diminution du taux d’Hb> a 2g/dl ou réapparition d’une dépendance

transfusionnelle.
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Dans notre étude, la rémission complete a été déterminée comme décrit dans le tableau
ci-dessus. La survie globale OS était définie comme étant le temps a partir du 1 jour du
diagnostic jusqu’au déces de I’individu, ce déces peut étre pendant la cure d’induction ou
apres la 1% rémission, les patients qui n’ont pas donné de nouvelle a notre dernier contrdle
ont été classé comme étant décédés. L’EFS a été définie a son tour comme étant le temps a
1ére

partir du jour du diagnostic jusqu’a I’apparition d’un événement qui peut étre I’échec

d’atteindre une rémission complete, déces pendant la 1°° rémission compléte ou une rechute.

IV-  Analyse statistique :

Les résultats obtenus ainsi que les criteres biologiques des patients ont été analysée par
des tests statistiques conventionnels qui permettent de déterminer une possible association
entre un marqueur moléculaire et les LAMs. Cette association entre un marqueur génétique et
la maladie est attribuée par la recherche d’une distribution significative des fréquences de ce
marqueur entre les patients mutés et non mutés.

Les données ont été analysées en utilisant le programme statistique SPSS (version
20.0). Les parametres quantitatifs sont présentés sous forme de moyenne + écart-type et les
parametres qualitatifs par l'effectif suivi du pourcentage.

Les tests utilis€s sont les suivants :

1- Le test Khi2 de Pearson: s’applique a des variables nominales et ordinales

comportant un nombre restreint de catégories. Il permet d’estimer si la différence de
distribution est due au hasard ou a I’effet du marqueur étudié dans le développement
de la maladie. Dans le cas ou on a un nombre tres réduit d’effectif on utilise le test
exact de Fisher.

2- Le test-t de Student : il permet de comparer les moyennes de deux séries de mesures

faites sur les mémes unités statistiques. On 1’utilise pour calculer la différence des
caractéristiques biologiques entre les deux groupes mutés et sauvage.

3- Le test ANOVA : l'analyse de variance permet de comparer les moyennes de

différentes caractéristiques biologiques entre plusieurs groupes.

4- Estimation de la fonction de survie avec le Kaplan-meir : c’est un estimateur qui

permet de calculer la fonction de survie des patients d’apres des données de durée de

vie et générer des courbes de survie de la population d’étude.
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Le test Log-rank : permet ce genre de comparaison et teste I'hypothese nulle d'égalité des

probabilités de survie entre 2 études de survie. L'intérét de 1'évaluation d'une courbe de survie
est de pouvoir la comparer avec une autre courbe afin de pouvoir porter un jugement sur

I'espérance de survie de la population sauvage et la population mutée.
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Résultats et discussion

Notre étude avait pour objectif en premier temps, la description des caractéristiques
biologiques et cliniques des patients adultes atteints de leucémie aigue myéloide et
lymphoide, en 2°™ temps, I’investigation des variations moléculaires des deux genes les plus
mutés chez les patients adultes LAM et enfin, la mise en évidence des facteurs pronostiques
cliniques et moléculaire et 1’évaluation de leur impact sur la réponse au traitement et la survie

de ces patients.

L. Analyse descriptive de la cohorte :

Le recrutement des patients a été effectué sur ’ensemble des individus présentant une
leucémie aigue a savoir, les LAL et les LAM. Les parametres clinico-biologiques ont été
prospectés pour chaque patient. Au total, 80 patients sont répertoriés dans cette étude : 20

d’entre eux sont atteints de LAL et 60 de LAM.

=LAM ®=LAL

Figure 15: prévalence des LAM et les LAL

Les leucémies tous types confondus sont des hémopathies malignes rares, elles sont
placées a 1’échelle mondiale au 11°™ rang selon GLOBOCAN 2012, quand en Algérie, leur
incidence les place au 78me rang avec une fréquence de 4% [64]. Cette différence d’incidence
serait éventuellement due a un biais d’enregistrement des cas a travers le pays.

Pour ce qui est de nos résultats, la fréquence des LAM est trois fois plus que celle des LAL
(75% vs.25%). L’incidence des leucémies aigues et la répartition des LAL et LAM dans notre
population d’étude est conforme a celle de la littérature puisque, les LAM sont les leucémies
les plus fréquentes chez 1’adulte (environ 25% de tous les types de leucémies) alors que, les

LAL représentent moins de 1 % [52,53,61].
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1. Répartition selon Udge :

La moyenne d’age générale de toute la population d’étude est 44,07£16,25 [17-86]. La
tranche d’age (50-59 ans) est la plus fréquente, suivie par la tranche (30-39 ans). La tranche la
plus faible est celle des patients de moins de 20 ans et il est a noter que les patients de cette

tranche appartiennent tous au groupe des LAL (tableau 15).

Tableau 15: Répartition globale des patients selon les tranches d’age

Groupe d’age Nombre Pourcentage
<20 5 6,25%

20-29 12 15%

30-39 17 21,25%
40-49 12 15%

50-59 20 25%

>60 14 17,5%

total 80 100%

90 %
80%
70%
60 %
50%
40%
30%
20%
10%

0%

<60 =60

ELAL OLAM

Figure 16: Répartition des patients selon les tranches d’age et le type de leucémie aigue
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Pour les patients LAL, la moyenne est de 36,55+17,65 [19-66 ans] et contrairement au
LAM les patients agés de moins de 60 ans représentent 85%. La moyenne d’age des patients

atteints de LAM est 46,35+15,6 ans [21-86 ans] dont 21,66% sont agés de plus de 60 ans.

Dans notre population, on a observé une différence d’age significative entre les deux
types de leucémies. Concretement, les patients dont 1’age est inférieur a 20 ans sont tous des

LAL et la majorité de ceux qui étaient 4gé plus de 60 ans étaient des LAM (figure 17).
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Figure 17: Répartition des types de leucémies selon les tranches d’age

Pour les LAL :

Pour ce qui est des LAL, leur incidence augmente de la naissance a 3 ans, puis
diminue jusqu'a environ 50 ans et devient plus rare au-dela de 60% [120,121]. Cependant,
notre étude n’a portait que sur les patients adultes.

La fréquence parmi les patients dgés de moins de 20 ans est plus élevé au Costa Rica,
Espagne, Canada et la Nouvelle-Zélande et elle est faible chez les populations Afro-
Américaines, le moyen Orient et I’Inde [53]. Cette différence peut refléter des différences

géographiques ou les origines ethniques des populations étudiées.

Pour les LAM :

La LAM est une maladie des personnes adultes ; bien qu’elle soit la plus fréquente,

elle reste une maladie infantile particulierement rare [52].

55



Résultats et discussion

La moyenne d’age des patients de notre étude enregistrés au moment du diagnostic est
nettement inférieure avec une valeur de 46 ans. Ce résultat est observé dans une autre étude
épidémiologique faite sur les LAM de la population Algérienne (2011) par Bekadja et
al.[122].

Cependant, les données bibliographiques montrent que la moyenne d’age des patients
LAM oscille entre 60-65 ans et la survenue de LAM est rare avant 45 ans [123,124]. Au
Royaume Uni, 42.85% des patients LAM étaient 4gés de plus de 60 ans avec une moyenne
d’age de 65 ans [52]. Aux USA, la fréquence des patients LAM dont 1’age est supérieur a 60
ans et dix fois plus élevé que de ceux inférieurs a 60 ans [124], alors qu’en Algérie c’est le
contraire ; la fréquence de ceux agés de moins de 60 ans est presque trois fois plus que celle
des patients supérieurs a 60 ans.

Cette différence avec les autres populations peut étre expliquée par le caractere jeune de la

population algérienne ol plus de la moitié sont 4gé de moins de 27,3 ans (2014) [125].

2. Répartition selon le sexe :

Les patients de sexe masculin représentent 62,5% (n=50) contre 37,5% (n=30) de
patients de sexe féminin. Soit un sexe ratio (H/F) de 1,66. Au regard des deux types, chez les
patients LAM, la fréquence des hommes représente 56,66% (n=34) de la cohorte avec un sexe
ratio (H/F) de 1,3 quand au LAL, il y a une prédominance importante du sexe masculin avec

une fréquence de 80% (n=16), le sexe ratio (H/F) est 4.

B Masculin 7 Féminin

56,66 % (34)

»33% (26)

80% (16)

LAL LAM

Figure 18: Répartition des patients selon le sexe et le type de leucémie
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Concernant les LAM, nos résultats sont conformes avec la littérature, en Europe, leurs
fréquences sont plus élevées chez les hommes que chez les femmes, avec un sexe ratio de 1,2
[4]. Cette différence peut étre due au fait que les femmes s’exposent moins aux facteurs
environnementaux et aux travaux de risques, en plus, Cook et al. ont proposé d’autres
facteurs responsables tels que les hormones et les différences génétiques entre les deux
sexes[127].

Egalement pour les LAL ou la fréquence est significativement plus élevée chez le sexe
masculin. Nos observations soutiennent des études antérieures [128,129] sur les différences
entre les sexes dans le pronostic des LAL ou les hommes sont plus susceptibles d’étre atteint
et plus précisément d’avoir des LAL a cellules T. Le type de cellules leucémiques reste en
partie une explication alternative a la disparité observée par sexe. Par conséquent, il semble y
avoir une explication biologique au-dela du type cellulaire pour la disparité des sexes. Il est
plausible de soupconner l'instabilité chromosomique XY comme une contribution possible a
la prolifération cellulaire anormale, entrainant ainsi une leucémie biologiquement agressive
chez les patients masculins. De plus, il est possible que la testostérone ou les cestrogenes

jouent un role mineur dans les LAL

3. Répartition géographique :

Le CHU de Constantine recoit la majorité des patients de leucémie aigues de I’Est
Algérien, ceux de Constantine et de Mila représentaient 26,25% chacun, suivis par 23,75% de
patients venus de Jijel.

Tableau 16: Répartition géographique en fonction de la province

Province N %0
Constantine 21 26,25%
Mila 21 26,25%
Jijel 19 23,75%
OEB 11 13,75%
Skikda 5 6,25%
Tebessa 1 1,25%
Guelma 1 1,25%
Biskra 1 1,25%
Total 80 100%
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Le service de I’hématologie du CHU Constantine ne recoit pas seulement les patients
constantinois mais aussi ceux résidant des Wilaya avoisinantes tels que Mila et Jijel et ce
parce que ces dernieres ne sont pas dotés de services d’hématologie dans leurs hopitaux qui
puissent prendre en charge des patients leucémiques. Quand aux autres Wilayas, les faibles
fréquences observées peuvent étre expliquées par le fait que la majorité de ces patients se

dirigent vers les services d’hématologie d’ Annaba et Batna en raison de leur proximité.

4. Analyses biologiques :

4.1. Données de I’hémogramme : tous les patients présentent des anomalies de

I’hémogramme.

- leucocytose : en suivant les normes de I’OMS, les valeurs de leucocytes normales

varie entre 5,2-12,4 x10°/L.

Dans notre cohorte, 83,75% (n=48) des malades présentent un taux de leucocytes
anormal : 23,75% ont une leucopénie, 43,75% une leucocytose et 16,25% présentent une

hyperleucocytose. Seulement 16,25% ont un taux de leucocyte normal.

Tableau 17: Résultats de leucocytose de tous les patients

I

leucopénie 19 23,75%
Normal 13 16,25%
Leucocytose (n=35) 43,75%
<50 23 65,71%
50-99 12 34,28%
Hyperleucocytose >100 13 16,25%
TOTAL 80 100%

Avec une étendu allant de O,47><109/L jusqu’a 139,5><109/L, la moyenne de
leucocytose des patients LAL est 41,29 x10°/L +44.07, ce qui est 1égerement faible comparé a
celle des LAM (55,37><109/L +135,65) avec une étendu de 0,19><109/Ljusqu’ﬁ 970 x10°/L.
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- hémoglobine (Hb): Lorsque les valeurs d’Hb sont inférieures a 12 g/dL on parle

d’anémie.
Une anémie est retrouvée chez 93,75% (n=75) des patients. La moyenne d’Hb des patients

LAM est 7,81+1,93 g/dL et celle des LAL est 8,73+2,55 g/dL.

- plagquettes : les valeurs normales varient entre 130-400 x10°/L.
Une thrombopénie est observée chez 73,75% (n=59) des patients leucémiques. La moyenne
de PLTs des patients LAM est 78,21193,86><109/L et celle des LAL est 146,3+136,49 x10°/L.
Les patients LAM représentent une thrombopénie plus sévere que les patients LAL (p=0.015).

Conformément a ce qui était attendu, la majorité des patients leucémiques
indépendamment du type ont affiché une hyperleucocytose accompagnée d’une anémie,
thrombopénie [130]. Tous les patients leucémiques sont sujets a des perturbations
hématologiques qui se traduisent en un hémogramme anormal avec des déreglements des
valeurs des composants du sang.

Ces observations peuvent €tre expliquées par le fait que lors d’une activité anormale
de la moelle osseuse comme dans les cas de leucémie aigue, elle est envahie par des blastes
qui proliférent ce qui empéche la croissance des cellules normales d’ou les cytopénies en
périphérie (anémie, thrombopénie, neutropénie ...). Le résultat de cet envahissement est une

insuffisance médullaire.

4.2. Résultats du myélogramme :

C’est I’élément clé du diagnostic, c’est un examen cytologique qui va permettre de
déterminer le type de leucémie et d’affirmer le diagnostic. Ainsi chez nos patients 97,5%
(n=78) présentent une blastose médullaire supérieure a 20%, dont 23,08% (n=18) ont une
blastose inférieure a 50% et 76,92% (n=60) une blastose supérieure a 50%. La moyenne de
blastose des patients LAL est 1égerement supérieure a celle des LAM 74+26.09% et
72+27.02% respectivement.
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Figure 19: Répartition des patients suivant leur taux de blastose.

4.3.Immunophénotypage :

L’immunophénotypage a permis de classer les patients LAL selon la classification
EGIL (annexe 4). L’affectation des blastes a chaque lignée s’appuie intégralement sur le
profil antigénique qu’exprime les cellules blastiques pour les patients atteints de LAL ce qui

nous a permis de déterminer la nature B ou T de la lignée lymphoide.

Les résultats de 1’analyse immunologique montrent que 70% (n=14) des patients LAL

appartiennent a la lignée lymphoide B et 30% (n=06) a la lignée lymphoide T.

Figure 20: Représentation de la classification des LAL selon 'EGIL.
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Les marqueurs d’immaturité CD34 et HLA-DR sont fortement exprimés dans les deux
types. Les blastes de la lignée B expriment le marqueur intra-cytoplasmique CD19a, ils
expriment également les marqueurs de surface CD19, CD10 et CD20. Les blastes de la lignée
T expriment le marqueur CD3 intra-cytoplasmique, ainsi que les marqueurs de surface CDS5,

CD7, CD8 et CD10.

Dans les LAL la détermination de la lignée B ou T et leur classification en sous groupe
fournies par la cytométrie en flux (CMF), demeurent trés importantes dans la prise en charge
thérapeutique. Nos données de CMF ont montré que les LAL de lignée B sont plus fréquentes
que celles de la lignée T. Comparés avec la littérature, nos résultats sont conforment avec ce
qui a été rapporté au paravent démontrant que les LALT représentent environ un quart des cas

de LAL chez I’adulte [131]

En fait, ces classifications découlent de la connaissance des voies de maturation que
suivent normalement les cellules au cours de leur développement dans la moelle osseuse pour
les LAL B et le thymus pour les LAL T.

Les antigénes CD34 et HLA-DR sont fréquemment exprimés et signent le caractére immature
des blastes d’un clone leucémique [131]. Par ailleurs, 1’expression intracytoplasmique de
CD79a ou de la chaine € de CD3 signe 1’engagement d’une cellule, normale ou leucémique,

dans la lignée lymphoide B ou T [1].

Nos résultats nous ont permis de classer les patients LAL en sous types, ainsi on a
trouvé 50% des patients LALB sont en phase BI (pro-B) et les 50% restants sont des BII (B
commune). Pour la lignée B, cette caractéristique est associée a I’expression membranaire de
la molécule CD19. Les autres antigenes associés a la lignée B qui apparaissent ensuite sont
CD22, CD24 puis CD20. Pendant une phase transitoire, les futurs lymphocytes B expriment
I’ectopeptidase CD10 [132]

Quand aux patients LALT ; 16,66% sont au stade TI (pro-T), 66,66% sont au stade TII
(pré-T) et 16,66% sont TIII (T-cortical). Les cellules engagées dans la lignée T expriment en
premier lieu la molécule d’adhésion CD7, dans une phase précoce pouvant conduire a un
retour vers la lignée myéloide. Les antigenes CD2 et CDS5 apparaissent ensuite a la surface
des précurseurs T, permettant leur exportation de la moelle osseuse vers 1’épithélium
thymique. L’expression transitoire de CD1, molécule apparentée aux antigenes HLA de classe

I, signe la prolifération corticale des thymocytes [133].
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Tous ces stades mentionnés sont des formes de blastes cellulaire qui n’ont pas atteints
encore un stade de maturation permettant ainsi de confirmer le statut blastique qui a envahie

le sang périphérique des patients LAL et de déposer un diagnostic précis pour chaque cas.

4.4.Classification des LAM :

4.4.1. Résultats du frottis médullaire :

Figure 21: Frottis médullaire d’un patient atteint de LAM?2

Des cellules avec un rapport nucléo-cytoplasmique tres élevé, un noyau assez
volumineux, rond et de contours régulier, de couleurs tres foncée. Le cytoplasme réduit, peu
abondant et ne contient aucune granulation ; Il s’agit de myéloblastes et pro-myéloblastes.
D’autres ont un rapport nucléo-cytoplasmique réduit, un noyau irrégulier contenant plusieurs
lobes, de couleurs assez clair. Le cytoplasme est assez abondant et ne contient pas de

granulations. Il s’agit de pro-myéloblaste et de métamyélocyte.

=

-

Figure 22: Frottis médullaire d’un patient atteint de LAL2
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On remarque 1’existence de quelques cellules avec un rapport nucléo-cytoplasmique
réduit, un noyau irrégulier et bilobé, avec une chromatine assez condensée. Le cytoplasme est
assez abondant et contient de nombreuses petites granulations neutres on est en présence de

métamyélocytes neutrophiles.

Figure 23: Frottis médullaire d’un patient atteint de LAMS5

Présence des cellules de tres grande taille au noyau arrondi, avec une chromatine
finement réticulée et faiblement condensée. Le cytoplasme est abondant et basophile apparait
en clair ; Il s’agit de monoblastes.

D’autres cellules ont un aspect assez proche qui présente une plus grande irrégularité
du noyau comportant des encoches et des replis avec un cytoplasme plus condensé en

périphérie et un cytoplasme plus foncé ; Il s’agit de pro-monocytes.

4.4.2. La classification :

Cette classification est basée essentiellement sur les résultats cytologiques. Parmi les
60 patients LAM, 45% (n=27) sont du type LAM2 suivis par 15% (n=9) de LAM4 et 10%
(n=6) de LAM3 et LAMS chacun, le type M7 est absent dans notre population d’étude.
(Annexe3)
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Figure 24: Classification FAB des patients LAM

Les proportions des types de classification FAB pour les patients LAM sont quasiment les
mémes que ceux décrits dans la littérature[122], cependant, dans notre étude on a eu une

absence totale du type M7.

4.5.Résultats de la cytogénétique :
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Figure 25: Résultat d’un caryotype standard d’un patient LAM ne présentant aucune
anomalie chromosomique.
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Tableau 18: Les résultats de cytogénétique des patients

Normal Anormal Total
LAM 12 16 28
LAL 6 6 12
Total 18 22 40

Au total, 55% (n=44) des patients ont bénéfici€s d’une analyse cytogénétique parmi
lesquels 4 ont eu un échec de culture. 45% des patients n’ont pas pu accéder a cette analyse

par faute de moyen.

Les résultats cytogénétiques montrent que 4 échantillons ont donné un échec de
culture, 18 des patients atteints de leucémie aigue représentent un caryotype normal et 22 des
patients avec des aberrations chromosomiques. Ainsi l'analyse cytogénétique des leucémies
aigues révele des anomalies chromosomiques acquises, non aléatoires, dans 50 a 80 % des

caryotype [134].

- LAM:

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%
. I B =

0,00% | |
normal | t(8;21) | t(15;17) Comepex inv(16) | 1(9;22)

m%| 42,85% | 17,85% | 14,28% | 10,71% | 10,71% | 3,57%

Titre de I'axe

Figure 26: Résultats cytogénétiques des patients LAM

Parmi les résultats obtenus, des anomalies chromosomiques clonales acquises sont
trouvées dans 57,15% des patients présentant une LAM de novo dans notre cohorte, ces
résultats sont conformes avec la littérature qui rapporte des anomalies dans 50-60 % des cas
[71]. Ces anomalies constituent un facteur pronostique indépendant des autres facteurs de
risque ce qui fait d’elles un outil trés puissant. Elles peuvent aussi étre corrélées avec des

aspects morphologiques et immunologiques.

La présence de plusieurs anomalies chromosomiques observées chez nos patients avec

des fréquences différentes :
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1- La translocation t(8;21)(q22;q22) est la premiere translocation décrite dans les LAM
[135]. Dans notre cohorte, elle est présente avec une fréquence de 17,85%. En littérature, elle
représente environ 5 %-10% des LAM et de 10-22% dans les LAM2 [136-138].

N

Approximativement, 3-4% des LAM a t(8:;21) sont associées a d’autres aberrations
chromosomiques, dans le méme temps, cette translocation est associée a une perte du
chromosome X dans 40% des cas [139].

Dans notre population d’étude, 1’age des patients porteurs de cette translocation est
inférieur a 50 ans. L’incidence des LAM avec des anomalies cytogénétiques favorables
diminue avec 1’age [87,140]. En effet la t(8 ;21) est plus fréquente chez les patients adultes
jeunes et dans les leucémies pédiatriques et est trouvée a des faibles fréquences chez les
adultes de plus de 60 ans [87].

La t(8 ;21) est reconnue come étant un type distinct des LAM dans la classification de
I’OMS et elle est associée a un pronostic favorable a la fois en terme de rémissions avec un
taux proche de 85 % et qu'en terme de survie, proche de 60 %, en particulier avec 1'utilisation

de fortes doses d'aracytine. Chez les patients porteurs de cette translocation le mauvais facteur

de risque est les taux élevés de leucocytose mais pas 1’age [49,50]

Dans une étude faite en Chine sur la relation entre cette translocation et le traitement,
HY et al. ont trouvé que les patients porteurs de la t(8 ;21) avaient un taux de rechute 29%
contre 57% pour les patients a caryotype normal et qu’avec 4 cycles de cytarabine a forte dose
utilis€ comme thérapie post-rémission, la survie sans évenements des patients t(8;21)

s’améliorait a 71% contre 43% pour les patients a caryotype normal [141].

2- La seconde translocation la plus retrouvée dans les LAM est la t(15;17)(q22-23;q12-
21). Dans notre étude, la t(15;17) est trouvé a 14,28% des LAM et a 66,66% des LAM3
(figure 26). Ces fréquences sont tout a fait conformes a la littérature, en effet elle est trouvée
de 10-15% dans les LAM et est trouvée en particulier jusqu'a 80% des cas de
LAM3[142,143].

Le transcrit PML-RAR-alpha étant spécifique des LAP, sa recherche est maintenant
systématique car il a permis I'introduction des traitements spécifiques, ATRA (Acide tout
transrétinoique) d’une part et un dérivé de 'arsenic, le Trisinox™, d’autre part. II s'agit du

premier exemple de traitement spécifique d'une leucémie aigué [144].

L’amélioration de ce traitement a permis de classer ce type de LAM en premicre

position en terme de taux de survie élevé et de rémission complete [145]. Sanz et al.ont
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désigné une stratification des patients LAM3 t(15 ;17), apres avoir observer que les patients
ayant une hyperleucocytose et un taux de thrombocyte faible avaient un risque élevé de déces
durant la chimiothérapie d’induction et en récidive. Leur étude a ajouté I’ATRA dans les

traitements de consolidation dans les groupes a risque intermédiaires et élevé.

Depuis, I’introduction de ces nouvelles thérapeutiques reposant sur l'association de la
chimiothérapie (principalement des antracyclines) avec 1'ATRA ce qui va induire une
maturation des cellules malignes, le taux de rémission complete est aujourd'hui proche de

90% avec un taux de survie proche de 80 % en dépit d'un risque hémorragique [146].

3- Une autre classe d’aberrations a été observée dans notre cohorte, celle des caryotypes
complexes, qui sont définis par la présence de trois anomalies génétiques ou plus, en dehors
des anomalies récurrentes selon la classification OMS 2016 [50]. Les Iésions les plus
courantes observées au sein de ce groupe de pronostic particulierement défavorable sont des
pertes (le plus souvent : -5/5q-, -7/7q-, -17/17p-, -18/18q-, 12p- et -16/16-), ou gains de
matériel chromosomique (+8/+8q, +21/+21q, +11q, et +22q). Cependant, la résolution des
méthodes de cytogénétique conventionnelle ne permet souvent pas de localiser avec précision

la région affectée et il est difficile de détecter toutes les anomalies.

Dans les LAM ce groupe cytogénétique représente 10-14 % des patients et jusqu’a
23% des patients les plus agés [147,148]. Dans notre étude, 10,71% présentent un caryotype

complexe et dont I’age est supérieur a 50 ans (figure 26).

Sur le plan clinique, les patients qui présentent un caryotype complexe sont classés
dans le groupe cytogénétique a risque défavorable en terme de réponse au traitement et en
survie générale [149]. D’autres chercheurs se sont focalisées sur le sous classement de ce
groupe selon le nombre d’anomalies observée (3, 4 ou plus) et leur effet sur le pronostic mais

le pronostic reste inchangé [147,149].

4- Deux autres aberrations chromosomiques retrouvées dans les LAM , I’inversion
péricentrique ~ du chromosome 16 1'inv(16)(p13gq22) ou la translocation équilibrée
t(16;16)(p13;922), ces deux anomalies conduisent a la fusion du gene CBFB localisé sur le
16922 et du gene MYH11 (smooth muscle myosin heavy chain 11) localisé sur le 16p13, il en
résulte la production d’une protéine chimérique CBFB-MYHI11. Au niveau moléculaire, il

existe plus de 10 variant du transcrit de fusion CBFB-MYH11 identifiés [150].
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Les protéines de fusion CBFB-MYHI11 bloquent le processus de différenciation des
cellules myéloides par séquestration de la protéine CBFA2 dans le cytoplasme [151]. Le
complexe CBFA2/CBFB-MYHI11 agit également comme un répresseur transcriptionnel en

recrutant des corépresseurs et des complexes de modification de la chromatine [151].

Les LAM portant [Daltération CBFB-MYHI11 présentent des caractéristiques
spécifiques au niveau de la moelle osseuse et sont morphologiquement associées au type
LAM4 avec des composants €osinophiles anormaux (M4eo), mais elles peuvent aussi étre

trouvé dans les types M2 et M5 [152]. Dans notre population, elles sont strictement retrouvées

chez les M4.

Cytogénétiquement, les réarrangements CBFB-MYHI11 sont la plus part du temps
associés aux trisomies 21,8 et 22 et d’'une facon moins fréquente avec les délétions du bras
long du chromosome 7 et sur le point moléculaire ils sont associés aux mutations du gene c-

Kit[153].

Dans notre cohorte, le réarrangement CBFB-MYHI1 est trouvé a une fréquence de
10,71%, ce résultats est conforme avec la littérature ou cette altération est d’une fréquence et
elle représente 5-7% des LAM [154].

La moyenne d’age de nos patients porteurs de cette aberration est 36,5 ans. Nos
résultats sont conformes avec la littérature ou les patients LAM portant le réarrangement
inv(16) sont observés dans toutes les catégories d’age, bien que retrouvée a une fréquence
élevée chez les patients jeunes ou la moyenne d’age est aux environs de 36 ans [152]. Dans
une étude faite par Delaunay et al. , ils ont rapporté que 1’age avancé est associé a une

tendance d’apparition d’aberrations chromosomiques additionnelles [155].

N

Ce groupe cytogénétique est généralement associé a un taux élevé de rémission
complete, plus précisément quand il est traité avec des cycles répétitifs de Cytarabine a forte
dose comme thérapie de consolidation. Dans notre cohorte, les mauvais facteurs pronostiques
qui sont lié a cette anomalies, sont les taux élevés de leucocytose et les taux faibles des
plaquettes et I’age avancé représente un facteur prédictif de possibilité de récidive mais pas de

déces lors de la chimiothérapie d’induction[154,155].

L’absence d’autres aberrations chromosomiques peut €étre due au nombre réduit de la taille

de la cohorte qui a bénéficiée de I’analyse cytogénétique et la présence d’autres anomalies
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chez nos patients tels que le caryotype complexe peuvent étre un signe d’une instabilité

importante du génome a cause de la transformation cellulaire.
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Figure 27: Résultats cytogénétiques des patients LAL

Les LAL comme dans les LAM, les anomalies chromosomiques clonales sont
retrouvées dans 50% de nos patients LAL, ces résultats sont en accord avec la littérature ou
les aberrations sont trouvées a des fréquences supérieures a 50% chez 1’adulte [53]. Elles ont
une valeur pronostique indépendante qui rend le caryotype indispensable avant la mise en

route du traitement car il conditionne la thérapeutique.
Les anomalies les plus retrouvée dans les LALB sont :

1- La translocation t(9;22)(q34;q11) est présente dans 33,33% de nos patients LAL
(figure 27) et avec cette fréquence nos résultats sont conformes avec la littérature ou elle
varie entre 20-40% des patients LAL adultes [74].
A T’exception de leur 4ge plus élevé, les malades atteints de LAL Ph+ n’ont pas de
caractéristiques cliniques remarquables par rapport aux malades non porteurs de la
translocation. Sur le plan biologique, ils se distinguent par une leucocytose en moyenne plus
élevée, par un immunophénotype B, CD10+, avec ou sans chaines d’immunoglobulines
intracytoplasmiques, co-exprimant C34, CD13 et CD33, dans la classification de 'EGIL, les
LAL Ph+ correspondent donc aux LAL BII et BIII [156].

La caractéristique majeure de la LAL Ph+ est son pronostic médiocre. L’obtention
d’une rémission compléte est possible mais avec une fréquence probablement un peu moindre
que celle des patients qui ne portent pas la translocation. Aujourd’hui chez 1’adulte, une RC

est attendue dans 70-80 % des cas traités par chimiothérapie conventionnelle. Toutefois, ces
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RC sont relativement instables, puisque a long terme, la survie sans maladie est inférieure a

celle des malades sans la translocation [157].

Les malades LAL Ph+ traités par chimiothérapie conventionnelle ont une espérance de
vie particulierement pauvre, inférieure a 10 % a trois ans [158]. Cependant, apres
I’introduction des inhibiteurs de tyrosines kinases (ITK) a constitué une révolution dans la
prise en charge du cancer en général et par leur efficacité thérapeutique ont profondément

1 ére

transformé le pronostic des LAL. Ces médicaments qu’ils soient de génération (Imatinib)
ou de 2°™ génération (Nilotinib) ont prouvé leur efficacité dans le traitement des LAL Ph+
avec des taux de RC tres élevé. Une étude suggere que les malades qui ont recu
simultanément 1’Imatinib et la chimiothérapie obtiennent plus souvent une rémission
moléculaire que les malades qui ont recu 1’Imatinib en alternance avec une chimiothérapie

[159].

2- La t(4;11)(q21;923) est une translocation chromosomique observée dans la région 21
du bras long du chromosome 4 ou se trouve le gene AF4 et la région 23 du bras long du
chromosome 11 locus du géne MLL [160].

Le gene MLL est parmi les génes qui sont fréquemment impliqués dans les hémopathies
malignes et en particulier les LA ou plus de 104 translocations récurrentes et 64 geénes
partenaires dans ces translocations ont été identifiés [161]. La protéine chimérique MLL-AF4
résulte de la fusion de la partie N-terminal du gene MLL avec la partie C-terminal du gene
AF4 qui joue non seulement un rdle oncogenique mais également influence le processus de
transformation des lignées cellulaires [161].

On a observé cette translocation chez 8,33%% dans notre population d’étude ce qui
est en accord avec la littérature. La protéine de fusion MLL-AF4 est décrite principalement
dans les LAL pédiatriques ainsi que chez 1’adulte [162]. Elle est trouvée dans 10% des
patients AML de novo présentant des LALB et dans 30-40% des sous type LAL pro-B
[163,164].

Cette translocation est liée avec I’age ol on observe un pique qui peut atteindre 50%
chez les nourrissons de moins de 6 mois, puis cette fréquence diminue pour atteindre 10-20%
chez les enfants et 2 % chez les enfants plus dgés et enfin la fréquence remonte encore chez
les adultes jusqu’a 10% [65,165,166]

Nos patients porteurs de cette translocation affichent des taux de leucocytose élevés
au moment du diagnostic, une surexpression d’antigénes de lignées myéloides : CD22,

cyCD79a, HLA-DR et CD34 et une absence totale du CD10 [160].
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La présence de la t(4 ;11) est un mauvais signe pour les patients, elle est classée dans
le groupe de risque défavorable. En effet, cette translocation est considérée comme un
mauvais facteur a haut risque, associée par des caractéristiques cliniques défavorables avec un
taux de réponse a la chimiothérapie d’induction treés faible comparée a d’autres aberrations du

méme groupe [160,164].

En ce qui concerne les échecs de culture, cela peut étre expliqué soit par une absence
de mitoses qui peut étre due au faible indice prolifératif des cellules tumorales malignes, ou
peut étre c’est lié a I’effet des agents mitogene tels que le PHA sur ces cellules, et aussi le
temps nécessaire pour la multiplication des différentes cellules et leur synchronisation, ou

bien la qualité du prélevement est mauvaise avec une quantité faible.

Les anomalies chromosomiques sont précieuses dans le diagnostic des différents types
de leucémies. Certaines de ces anomalies sont uniquement associées a des sous-types
histologiques ou immunologiques spécifiques d'hémopathies malignes et 1’utilisation de la
cytogénétique et ses résultats sont largement reconnus comme l'un des déterminants les plus

importants pour la prise en charge des leucémies.

De nos jours, plusieurs anomalies chromosomiques récurrentes sont considérées
comme des marqueurs de diagnostic et de pronostic distincts. Leur utilisation s’étend au suivi

des patients en cas de rechute et a I’évaluation de la maladie résiduelle [167].

Histoire familiale et leucémie aigue :

Dans notre population d’étude aucun antécédent familial de cancer n’a été enregistré.
Selon la littérature, la leucémie aigué survient par cas isolés, mais parfois on peut assister a
plusieurs cas de leucémies dans la méme famille, probablement en rapport avec un facteur

familial prédisposant. L’histoire familiale de cancer a n’importe quel site (sein, poumon,

hémopathie maligne) semble augmenter le taux d’incidence des leucémies aigues [168].
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II. Analyse moléculaire :

1. Recherche des mutations au niveau du géne FLT3 :

1.1. Le FLT3-ITD :

Le résultat de I’amplification des exons 14-15 est le suivant :

400
J00

Figure 28: Détection de la duplication en tandem du gene FLT3 par amplification PCR.
M : marqueur de taille.

1 : témoin non muté.

2 : le blanc.

3 : homozygote sauvage.
4 : hétérozygote muté.

Les produits de PCR ont donné le profil électrophorétique ci-dessous :
* Une bande épaisse d’une taille de 389pb qui représente I’homozygote non muté,
* Deux bandes dont I’'une est d’une taille de 389pb et I’autre d’une taille plus importante
représentant ainsi 1’hétérozygote.

Tous les patients mutés sont hétérozygotes.

Les LAM sont le résultat de la survenue de deux classes de mutations, la classe I qui
confeére une capacité proliférative autonome et une survie incontrolée dont les mutations du
gene FLT3, la classe 1I quand a elle, joue un role treés important dans le blocage de la

différentiation des blastes hématopoiétiques et I’échappement a I’apoptose.
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Les mutations du géne FLT3 sont trouvées dans de nombreux sous-types de LAM et
sont considérés comme des mutations de la classe I qui conferent une prolifération et/ou une
survie aux cellules transformées. Les patients LAM avec mutations FLT3 ne sont pas une
classe distincte dans la classification OMS 2016 [50], cependant, la détermination de la
présence de ces mutations est recommandée par 'OMS en raison de leur importance

pronostique[149].

Les mutations ITD procurent une activité permanente du gene FLT3 et ceci par le
détachement du complexe d’auto-inhibition du domaine juxta-membranaire [169]. Les études
ont montré que la plupart des mutations ITD (95%) contiennent des résidus correspondant a
des acides aminés (AA) en position 591-599 de la région juxta-membranaire et plus

précisément I’AA le plus critique et influant est I’arginine en position 595 [170].

Dans notre cohorte, la mutation ITD est trouvée principalement a 1’état hétérozygote
(figure 28), ceci est conforme avec les rapports déja enregistrés [171-173]. En effet dans les
clones blastiques, sa présence dans un allele et sa suppression dans le second a été démontrée
dans certaines LAM. Lorsque cette mutation est a 1’état hétérozygote, elle est suffisante pour
déterminer un mauvais pronostic de la pathologie[171]. Cependant, il y a des études qui ont
prouvées qu’il peut y avoir une perte partielle ou complete de 1'allele de type non muté ; un
ratio élevé de 'ITD/WT (wild-type) est un autre mauvais facteur pronostique clinique. En
effet, la présence d'un génotype hémi-zygote ITD/- qui se trouve dans 1 % des patients
pédiatriques et a 5 % des patients adultes est associée a un phénotype bien distinct des autres

avec une réponse au traitement et un pronostic plus sévere que les autres[171].

Des différences dans I'intensité des bandes mutantes ont été observées chez les
patients FLT3-ITD" ; il y a ceux avec une bande mutante intense et non muté plus faible,
d’autre a les deux bandes sauvages intenses et un autre a une bande sauvage plus intense que
la mutante. Mais il n’y avait pas un cas de perte d’allele sauvage ce qui est différent de ce que
Whitman et son équipe ont trouvé [171]. Plusieurs études ont montré que ’intensité des
bandes et la longueur des fragments dupliqués détectées sur éléctrophérogramme par PCR a
amorces fluorescente et analysées par un logiciel « Gene Mapper », peuvent avoir une

influence sur le pronostic de ces patients [171,174].

Dans un groupe total de 60 patients, On a trouvé 4 patients porteurs de la mutation
FLT3-ITD au niveau de I’exon 14-15, ce qui représente seulement 6,6%. Cette fréquence est

faible comparée a ce qu’on trouve dans la littérature, mais elle est semblable a ce que Kang et
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al. [17] ont trouvé avec la méme taille de population d’étude. Cependant, Krstovski et al. ont
enregistré une fréquence plus basse (4.7%)[172]. Nos résultats sont plus faibles de ce que
Frohling et al. [175] et Al mawali et al.[173] ont trouvé (32%). Selon plusieurs études faites
dans différents pays la prévalence de la FLT3-ITD varie de 20-30% dans les pays occidentaux
[176] et de 13-18% dans les pays asiatiques [177]. Quand a I’ Afrique, il y avait un manque de
documentation liée a ce sujet et les seuls documents qui étaient a notre disponibilité étaient
ceux d’une étude faite au Maroc sur 33 patients atteints de LAM et qui a rapporté une
fréquence de 18% [178] et d’une autre faite en Afrique du Sud avec une fréquence
d’incidence de 12% [179]. On remarque qu’on dépit de la similitude entre la population

Algérienne et Marocaine, il y ‘a une différence dans I’incidence de cette mutation.

Ce résultat correspond au profil de trois patients de type LAM2 (75%) et un patient
LAMS (25%). La fréquence d’incidence de la mutation ITD dans les type FAB est variable
d’une étude a 1’autre, mais selon la littérature elle est plus commune dans le type de leucémie
promyelocytaire aigue (APL) 15%-40% [180] et les LAMS, avec une faible fréquence dans
les LAM2, LAMG6 et les LAM7.

Cependant, nos résultats sont différents; le type de LAM le plus muté est le M2 (75%)
et le M5 avec (25%), alors qu’aucun des patients LAM3 ne portait la mutation. La
prédominance du LAM?2 dans le groupe des mutés n’est pas un résultat exclusives a notre
étude ; d’autres ont trouvé la méme chose comme au Mexique [181] alors qu’en Allemagne
Blau et al.[182] ont trouvé que le type le plus muté est le M5 et le plus faible le M2, Ahmad
et al.[177] en Inde ont trouvé qu’elle est plus fréquente en MO, a Oman[173] et en sud-est de
Chine[183] la ITD trouvée dans les type M1 et elle est moins fréquente en M6 et M5
respectivement. La raison de cette différence de distribution reste encore peu claire, mais elle
peut étre liée a la différence de localisation géographique ou bien a I’ethnicité des populations

étudiées.

Deux des patients porteurs de la mutations ITD ont un caryotype normal, 1 patient a
un caryotype complexe et un autre au est porteur de la t(8 ;21). Ces résultats sont conformes
aux rapports précédents, ou la mutation ITD est présente avec une fréquence importante chez
les patients a caryotype normal suivi de la présence de la mutation t(8 ;21). Cependant, les
mutations ITD sont aussi corrélées avec des anomalies chromosomiques telles que les

t(15 ;17)(q22 ;q12) dont le résultat est la protéine chimérique PML-RARA, qui sont trouvées

74



Résultats et discussion

dans les LAM3 et les altérations du géne MLL[77], ce qui n’était pas le cas dans notre
population.

La comparaison des criteres biologiques et cliniques tels que le sexe, 1’age, résultats
de I’hémogramme et du myélogramme entre le groupe des patients porteurs de la mutation et
le groupe non muté n’a affiché des différences statistiquement significatives que pour les taux
des plaquettes, ou ils sont considérablement faibles dans le groupe muté comparé a celui du
groupe non muté (p=0,003).

La moyenne d’4ge des patients mutés est 39,5 ans, 1’age de tous les patients FLT3-ITD
est inférieur a 60 ans et les cas FLT3-ITD sont plus jeunes. Ces résultats sont semblables a
ceux trouvés au Maroc [178], I’ Afrique du sud[179] et aussi a ce qu’ont trouvé Dohner et
al.[184] mais sont opposés a ce qu’a été reporté en Amérique ou la médiane d’age été plus

élevée (64 ans)[185].

L’incidence de la mutation ITD est associée avec 1’age, elle est trouvée a 23,1% chez
les jeunes adultes et a 34% de patients LAM dont I’age est supérieur a 55[176]. En opposée
elle est trouvée seulement a 10% dans les LAM pédiatriques et 4,3% chez les enfants agés de
moins d’un an, suggérant ainsi que les aberrations génétiques sont cumulées avec 1’age et la

fréquence de 1’apparition de la mutation FLT3-ITD augmente avec 1’age[186].

Les mutations ITD sont étroitement associées a une hyperleucocytose élevée, un
pourcentage important de blastes dans le sang périphérique et la moelle osseuse, indiquant
que la mutation a un effet biologique dans la prolifération cellulaire[77]. Ces données ont été
confirmées par plusieurs études[181,183]. Par contre, dans nos résultats on a trouvé que la
moyenne de leucocytose dans le groupe FLT3-ITD est plus faible que celle du groupe
sauvage, ce qui était semblable a d’autres études[182,187], Tong et al [188] ont enregistré

une moyenne encore plus faible (13x10°/L).

Il a été démontré et accepté dans la littérature qu'un taux élevé de leucocytes et de
plaquettes sont un mauvais facteur de pronostic et de réponse au traitement dans les groupes
cytogénétiques a risque intermédiaire dans les leucémies aigues myéloides [189,190], et
compte tenu du fait que la mutation FLT3-ITD est a son tour un mauvais facteur de survie
globale, la liaison entre le deux (FLT3-ITD et taux de leucocytose ) et leur impact sur la

survie et la réponse au traitement a fait le sujet de plusieurs études.
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1.2.La FLT3-TKD (D835) :

Le second type de mutation trouvé et qui est également au niveau du récepteur FLT3
est le remplacement d’un résidu acide aminé dans le domaine tyrosine kinase (TKD). Il s’agit
d’une mutation faux-sens au niveau de 1’exon 20, impliquant le codon de 1’acide aspartique
835. La D835Y est le résultat d’une substitution GAT >TAT; changement de I’acide aspartique
(D) en tyrosine (Y).

Tout comme la mutation FLT3-ITD, la TKD aussi procure une activation permanente
en stimulant une phosphorilation tyrosine et en provoquant une prolifération incontrolée des
cellules. Les études faites sur I'implication de la TKD dans les LAM ne sont pas aussi
fréquentes que celles de 'ITD néanmoins, elles affirment toutes que la fréquence de la TKD
chez les patients atteints de LAM est plus faible que celle de I'ITD. En fait, les mutations
TKD sont trouvées seulement dans 5 a 10% de LAM [191].

242bp

q
190bp 195bp
147bp 130bp

5bp

Figure 29: profil de la restriction de I’ EcoRV des produits de PCR de la TKD.
M : marqueur de taille.

1: hétérozygote muté.
2: homozygote sauvage.
3: homozygote muté.
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L’observation des résultats de la PCR-RFLP concernant la mutation D835 a donné ce qui

suit :

* Deux bandes I'une d’une taille de 65 pb et l'autre de 130 pb, représentant
I’homozygote non muté.

* Trois bandes de tailles différentes, représentant 1’hétérozygote muté.

* Une seule bande de la taille de 195 pb, représentant I’homozygote muté.

Deux de nos patients sont hétérozygotes et un seul est homozygote.
Incidence du FLT3-TKD :

Sur les 60 échantillons étudiés, la mutation TKD (D835Y) au niveau de 1’exon 20 est
trouvée seulement chez 3 patients avec une fréquence de 5%. Cette fréquence est tout a fait
semblable a ce qui a été rapporté précédemment, elle est en effet en accord avec ce que Mead
et al. ont trouvé (5,7%) [192], Elyamani et al. [ 187] (4,1%), au Maroc aussi ils ont enregistré une
fréquence plus faible que ce qu’on a trouvé (3,03%)[178] et elle est a 3.3% dans les leucémies
aigues pédiatriques[193]. La fréquence la plus élevée enregistrée dans la littérature est celle

de Frohling et al. avec une incidence de 14% [175].

Cette mutation est observée chez les patients LAM de type M2 (33,33%), M1
(33,33%) et M4 (33,33%). Ainsi il n’y avait pas une prédominance d’un type de donné de
LAM, en fait, chacun des patients est de type différent (M2, M1 et M4) et encore aucun de
nos patients LAMS3 recrutés n’est porteur de la mutation. Ces résultats sont semblables a
ceux d’une méta-analyse faite en 2012[194] et sont opposés a d’autres rapports montrant
que la fréquence de la TKD est entre 10-20% dans les leucémies APL[180]. Malgré que la
fréquence de TKD dans les APL est relativement élevée comparée aux autres types FAB,
cette mutation ne représente pas des caractéristiques cliniques bien distincts et ne semble pas
avoir un effet consistant sur le pronostic des patients APL[180]. D’une autre part, Yamamoto

et al. ont enregistré une fréquence élevée de la mutation dans les type LAMS et LAMO[90].

Alors que les duplications sont reconnues comme de mauvais pronostic, et sont plus
fréquemment observées dans les LAM de profil relativement stéréotype : hyper leucocytaires,
a caryotype intermédiaires, les mutations FLT3-TKD sont beaucoup plus largement
distribuées au sein des différents types de LAM et sont deux a trois fois moins fréquentes que

les duplications ; leur impact sur le pronostic est de fait plus difficile a évaluer.
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Aucun des patients ne fait partie du groupe a risque favorable selon la classification
OMS. Deux patients ont un caryotype normal (66,66%) et un autre un caryotype complexe
(33,33%). La mutation TKD semble étre plus commune dans les groupes cytogénétiques a
risque favorable et intermédiaire[194]. Les résultats d’une méta-analyse[195] réalisée par une
équipe australienne qui porte sur des patients adultes atteints de LAM dont les données
clinico-biologiques ont été rapportés dans vingt et une références (2000-2012) a confirmé que
les mutations FLT3-TKD sont retrouvées de facon privilégiées dans les LAM avec inversion
du chromosome 16 (groupe de risque favorable) .

Contrairement aux données de la littérature, nos patients porteurs de la TKD ne font
pas partie du groupe a risque favorable. Dans une étude faite par Thiede et al.[196], la

fréquence de la mutation TKD s’est avérée plus élevée dans le groupe de patients a caryotype

normal (60,3%).

Il parait que I’incidence de la mutation TKD n’est pas liée au sexe, selon plusieurs
rapports sur cette mutation, il a été reporté que le sexe des patients n’influence pas

1’apparition de cette mutation[194,197].

L’analyse des caractéristiques clinique et biologiques des patients selon la présence ou
I’absence des mutations a montré que les patients mutés sont plus jeunes que ceux non mutés
et les différences des taux de leucocytes et des plaquettes sont statistiquement significatives
ou le groupe muté affiche des taux plus faibles (p=0,01 pour les leucocytes et p<0,0001 pour
les plaquettes).

La relation entre la mutation TKD et 1’4ge demeure peu clair, mais dans notre
population d’étude la moyenne d’age des patients TKD+ est de 57 ans, elle est un peu plus
élevée comparée au groupe FLT3-ITD' (39,5). Aucun des patients n’est 4gé de plus de 60
ans. Ces résultats sont conformes avec ce que Kiyoi ef al.[176] ont trouvé ; leur population
comportait toutes les tranches d’age, la plus grande fréquence était chez les adultes mais
aucun patient n’était agé au-dela de 60 ans. Alors que 1’étude faite par Bacher et al.[198] a
démontré que la population mutée était plus agée que la notre et qu’elle contenait des patients
agée au-dela de 60 ans (allant jusqu’a 84 ans). En conclusion, apres lecture des résultats de

méta-analyses faites sur la TKD, il parait que 1’age n’a aucun effet[90,194,197].

Contrairement a la FLT3-ITD qui est liée a une hyperleucocytose, la TKD est
caractérisée d’une leucocytose normale a faible. Dans notre étude la moyenne était

significativement plus faible que celle du groupe non muté (11,66 vs 59,65 x10%/L) avec une
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p=0,01, ce qui était en accord ce que Kkiyoi et al.[176] ont trouvé mais en désaccord avec

plusieurs études[183,194,198].
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2. Leséquencage de I’exon 12 du géne NPM1 :

Les 60 échantillons d’ADN ont été soumis a une amplification partielle de I’exon 12
du geéne NPMI. Seuls 53 échantillons ont été correctement amplifiés et préts pour le
séquencage.

La vérification de la qualité des 7 échantillons amplifiés a été réalisée avec un gene de
controle ou gene ménager (HouseKeeping Gene) qui est le GAPD (NM_002046). L’ ADN de
ces échantillons était de bonne qualité, une des explications possible serait la présence
d’autres mutations. Selon ENSEMBL [199], la séquence de nos amorces se trouve au niveau
des points chauds de I’exon 12 du gene NPMIou plusieurs mutations COSMIC et variants

qui sont d’origine insertion/délétion ou des SNPs ont été décrits [199].

DNA Sequence Predicted protein ~ Type of mutation N
GCTATTCAAGATCTCTG - --- GCAGTGGAGG- --- AAGTCTCTTTA QDLWQWRKSL Wild type
GCTATTCAAGATCTCTG -TCTG-GCAGTGGAGG -- -- AAGTCTCTTTA (QDLCLAVEEVSLRK Mut A 1

GCTATTCAAGATCTCTG - --- GCAGT-CTTTTTCCC- AAGTCTCTTTA  QDLWQSFSQUSLRK delGGAGGInsCTTTTTCCC 1

TCAAGATCTCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATA

Wildtype r\ﬁ\‘ /\A/\/\/\A(Wn\ /\ON\_N\ /Y\[\/\NW\ Ay

TATTCAAGATCITCTGTCTGGCAGTGGAGGAAGTCTC

I ||‘ A
A y A [ [ NN
A i\ I | |H‘,

MutA VAR | VYV

delGGAGGinsCTTTTTCCC

Figure 30: Mutations dans 1'exon12 de NPM1.
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Explications de la fisure 30 :

A) Les nucléotides mutés et la séquence d'acides aminés prédite dans l'exon 12 du gene
NPM]1 trouvés dans notre étude sont présentés en comparaison avec la séquence non mutée.
Type de mutation (Mut A) est désigné selon un les rapports précédents. Le rouge indique les
insertions de nucléotides. Les acides aminés sont donnés en code par lettre. Les acides aminés
modifiés sont indiqués en vert. B) Images des résultats de séquencage des échantillons non
mutés et des échantillons mutés.

C

\‘,:\_\ 5pb deletion followed by
.~ 9pbinsertion

l

Figure 31: Schéma de la mutagenese de la nouvelle mutation décrite avec suppression de 5 pb

et une insertion de 9 pb en position c869_873.

2.1.Fréquence des mutations NPM1

Parmi les 53 échantillons séquencés ont a trouvé 8 patients mutés au niveau de I’exon
12 du géne NPM1 avec une incidence de 15,09%, 7(87,5%) patients d’entre eux sont porteurs
de la mutation de type-A, définie par une insertion de 4 paires de nucléotides (TCTG) en
position ¢860-863 (NM_002520.6: ¢.860_863dupTCTG) (figure 30). Un autre résultat tres
important est 1’observation d’une nouvelle mutation complexe non répertoriée chez un
patient. Cette mutation unique et complexe ¢.869_873delGGAGGinsCTTTTTCCC est une
délétion de cinq nucléotides GGAGG en position ¢.869_873 et I'insertion de neufs paires de

nucléotides CTTTTTCCC (figure 31).

Les mutations du géne Nucleophosminl au niveau de l'exon 12 (mutations NPM1)
représentent les aberrations moléculaires les plus fréquentes trouvées chez les patients atteints
de LAM. Bien que les mutations du gene NPMI soient secondaires aux mutations du
DNMT3A et qu'elles participent a des interactions géniques complexes susceptibles d'altérer
le pronostic. En 2008 elle était juste une entité provisoire [200] parce que la signification

biologique et I'impact pronostique des aberrations chromosomiques additionnelles dans la
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LAM avec NPMImutée n'étaient pas enticrement claires. Les récentes découvertes sur les
conséquences cliniques et les associations avec NPM1 ont soutenu les mutations NPM1 en
tant qu'entité distincte dans la LAM, présentant des caractéristiques génétiques,
pathologiques, immunophénotypiques et cliniques spécifiques par rapport aux autres classes
de I’OMS 2008, et conduit a la mise a jour en 2016 ou les mutations du géene NPM1 sont

devenues une entité leucémique distincte.

Nos résultats rapportent la présence de la mutation NPM1 dans 15,08% des patients,
cette fréquence est faible comparée a ce qui est cité dans la littérature ou elle varie entre 20-
35% chez les patients a caryotype non déterminé, tandis qu’elles peuvent étre observées dans
pres de la moitié des patients avec un caryotype normal [116,201]. Plusieurs études faites sur
ce sujet ont rapportés différentes fréquences, comme 45,8% en Egypte [202], 20,8% en Iran
[203], 29,9% en Corée du Sud [204], 7,5% a été enregistré en Afrique du Sud[179], 40,4% en
Allemagne [205] et 60,8% au Royaume-Uni [206].

Les mutations décrites par Falini et ses coéquipiers [201] sont les plus communes, la
plus fréquente d’entre elles est appelée mutation A (rs587776806) trouvée dans environ 80 %
des cas, elle consiste en la duplication de tétranucléotide TCTG en position c860-863, type B
(rs587776806) insertion de CATG en position c863-864, type D aussi consiste a une insertion
CCTG en position c863-864 (rs587776806). De plus, la fréquence des mutations hors
I’exon12 reste encore inconnue, comme la plupart des grandes études limitent leurs analyses a
l'exon 12.

Parmi les patient NPMI* de notre population d’étude, le type de mutation le plus
fréquent est le type A, ce qui confirme ce qu’a montré Falini et al. concernant cette mutation
[201] avec une absence totale des autres types de mutations, dans diverses études menées sur
les mutations du NPM1 on ne trouve pas un seul type de mutation mais au moins le type A
suivi du type B [201,202,204], I’absence des autres types de mutations dans notre cohorte
peut étre due a la taille réduite de nos échantillons ou bien a un caractere spécifique de la
population Algérienne, des études doivent étre menées avec des tailles de population plus
importantes pour pouvoir le confirmer

D’une fagon indépendante du type de la mutation qui touche 1’exon 12 du gene NPM 1,
les variant de ’exon 12 de la NPM 1 causent une élongation de la protéine nucléophosmine 1
et engendrent un décalage du cadre de lecture (frame shift) qui conduit a des altérations
communes au C-terminale de la protéine, c.-a-d. le remplacement des derniers 7 acides

aminés (WQWRSKL) conduit a des changements de résidus donnant ainsi un nouveau motif
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de signal d'exportation nucléaire (NES) et tryptophane muté(s) en position 288 et 290 [201].
Par conséquent, ces mutations vont conduire a une présence d’un signal d’export nucléaire
plus important que I’import engendrant ainsi une accumulation €élevée de la nucléophosmin

cytoplasmique.

Une dislocation cytoplasmique du NPMI muté est le résultat de la formation du
nouveau motif NES et la perte du résidu tryptophane sont nécessaires pour la [207]. Non
seulement la localisation cytoplasmique est une conséquence des mutations de NPM1, mais
elle leur est exclusive, car la plupart des cas exprimant NPMIc portent la mutation NPM1, et

aucun cas de NPM1 restreint par un noyau n'est muté [201].

Les conséquences fonctionnelles de ces mutations sont mal connues a cause de
I’implication de cette protéine dans divers processus cellulaires, mais la protéine anormale
qui en résulte est limitée au cytoplasme et semble agir de maniere dominante négative,
inhibant ainsi I’allele non muté NPM1 [208] et étant donné que la protéine NPM 1 joue un role

suppresseur de tumeur, ces altérations peuvent étre crucial dans la transformation cellulaire.

Tous les patients porteurs de la mutation sont hétérozygotes, ce qui est en accord avec
d’autres rapports [201,208] ; les recherches ont démontré que ces mutations sont toujours
trouvées a I’état hétérozygote. En effet, des études faites sur des souris modifiées (knockout)
ont affirmé que ’homozygote mutant engendre une 1étalité au stade embryonnaire et malgré
que les hétérozygotes mutés soient viables et fertiles, ils sont incapables de produire des

homozygotes mutés [100].

Concernant les associations entre les caractéristiques biologiques des patients et la
mutation, le tableau suivant résume les différences entre les deux groupes.
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Tableau 19: Caractéristiques biologiques et cliniques des patients NPMI* et NPM1

Mutations NPM1

NPM - NPM 1+ P valeur
Total 52 8
Sexe 0,719
Masculin 29 5
Féminin 23 3
Age 0,151
Médiane 46 50
Moyenne + écart type 4521+ 1547 53,75%16,4
Type FAB le plus commun (M2) 44% 57,17% 0,118
WBC (x10°/L) 0,084
Moyennez+ écart type 66,81£146,8  23,86+26,6
Hb (g/dL) 0,894
Moyennex+ écart type 7,8+2,07 7,.9+1,2
Plaquettes (x10°/L) 0,196
Moyenne+ écart type 86,52+99,53  56,75+53,85
BM blastes (%) 0,873
Moyenne+ écart type 72,67£26,56  74.37+£31,01

A I’égard du type de LAM de la classification FAB, on observe que le plus fréquent

est le LAM2 avec 57,17% suivi de LAMS (28,57%) et puis LAMO (14,28%). Selon Falini et
al (2011), les mutations NPM1 sont les plus souvent retrouvées dans le type LAM4 et
LAMS5[209] chez des patients Italiens. A leur tour Jeon at al. ont trouvé des résultats
semblables aux notre ou la mutation est trouvée en LAM2 et LAMS chez les patients Coréens
[204]. Loghavi ef al. ont enregistré une fréquence de mutation élevée dans les LAMI et faible
chez les LAMO et LAMG6 chez les patients Américains [210]. La mutation du gene NPM1 est
rarement retrouvée dans les LPM (M3) [184,201] .

- La revue des rapports de littérature a montré que les mutations NPMI sont
significativement tres fréquentes chez les patients LAM adultes a caryotype normal. En fait,
environ 85% des patients atteints de LAM NPM I+ ont un caryotype normal, tandis que les
autres patients (~ 15%) présentent des anomalies chromosomiques principalement mineures
qui sont probablement des événements secondaires [211-213].

- Dans notre population d’étude le nombre des hommes est le double de celui des

femmes, ces résultats sont semblables a une étude réalisée par Becker et al.[210]. Cependant,
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dans la majorité des études ont rapporté que chez les adultes NPMImutés il y ‘a une
prédominance du sexe féminin malgré que le sexe masculin est le dominant dans les LAM
[202,204,211].

- En ce qui concerne 1’age, nos résultats ont montré une moyenne d’age de 53,75 ans
chez les patients porteurs de la mutation et 45,21 ans chez les patients non mutés. Ces
observations sont conformes avec ce qui a été rapporté dans la littérature ou les moyennes
d’age des patients NPMI™ varient entre 46-58 ans, alors que celle des patients NPMI- est
entre 39-47 ans [204,214,215]. Cela peut étre expliqué par le fait que les mutations NPM1
toutes comme celles du FLT3 sont le résultat de 1’accumulation des différentes aberrations
génétiques qui augmentent avec 1’age. Alors qu’une étude menée en Egypte a enregistré une
moyenne d’age plus faible que la notre, elle était 33.36 ans pour les NPM I+ et 38 ans pour les
NPM-[202].

- La moyenne de leucocytose des patients NPM1* est nettement plus faible que celle du
groupe non muté. Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés en Chine[183], en Egypte
[202] et en Corée [216]. Mais souvent une mutation NPMI est associée a une
hyperleucocytose [202,203,217]. Cependant, il parait que cette différence n’influence en
aucun cas I’apparition ou pas de la mutation selon une étude faite sur ce sujet [218].

- On a observé que le groupe NPM1"* a une moyenne de plaquettes plus élevées que
celle du groupe FLT3, ces résultats confirment une étude faite par Hsu et Yung qui ont étudié
l'effet de NPM1 mutant sur les cellules transfectées K563 et ils ont constaté que ces cellules
ont acquis une trés grande capacité de différenciation mégacaryocytaire, impliquant que les
cellules blastiques en présence de la mutation NPM1 peuvent acquérir une certaine capacité

de la différenciation des thrombocytes [219].

Deux de nos patients NPM 1+ ont pu bénéficiés d’une analyse immunophénotypiques,
I’un deux a affiché une expression de CD34 a seulement 34% et CD33 a 94% et I’ autre avait
les CD34 a 3% et les CD33 a 95%. En dépit de ce nombre tres réduit des résultats
d’immunophénotypage, Nos données sont semblables a la littérature [184,201,211,220]. En
effet, NPMI™" sont associées avec une expression réduite des CD34 dans les blastes mutants,

expression augmenté des CD33 et une présence extra-médullaire.
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II1. Réponse au traitement et survie des patients LAM:

1. La population d’étude :

L’amélioration du pronostic des LAM a été possible par la stratification de la
maladie en groupes de risques en fonction de la cytogénétique, 1'évaluation du début de
réponse au traitement, et 1'identification de 1'échec de la chimiothérapie d'induction. En ce
moment, la probabilité de guérison dans les pays développés est supérieur a 60 %[221]. Selon
le site d’analyse des données SEER, la survie a cinq ans des patients adultes atteints de LAM

s'est améliorée au cours des dernicres décennies (en Amérique) [222].

En septembre 2017, on a procédé a un suivi des dossiers des patients pour déterminer
leur état final, la moyenne du suivi est de 16,83 mois [1-29 mois] (IC95% : 13.63-20.03).
Parmi les patients LAM, 18 on atteints une rémission complete, 14 ont rechuté, 28 sont

décédés pendant ou apres la premiere thérapie d’induction.

Tableau 20: Réponse au traitement (3+7) des 60 patients LAM

Réponse obtenue Durée (mois)
Etat
Nombre % Moyenne = Médiane Etendu
Rémission complete 18 30 18,61+5,6 17 9-29
Rechute 14 23 14,92+7.6 11 6-26
Déces 28 47 545,31 2 1-20

Dans notre population d’étude, le taux de rémission complete est 30% (tableau 20)ce
qui est considérablement faible comparé a d’autres résultats ; 72% en Allemagne [182], ,
76,9% en Corée du Sud [216] et 68,24% aux Etats Unies [210] et 82% au Royaume Uni
[223].

Bien qu'un traitement d'induction efficace supprime les signes visibles de leucémie
dans la moelle osseuse et restaure I'hématopoiese chez les patients atteints de LAM de novo,
un traitement de consolidation supplémentaire peut étre nécessaire pour réduire les cellules

tumorales résiduelles [224]. Plusieurs essais cliniques ont montré que chez les patients
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atteints de LAM qui ont recu une greffe en premicre rémission aprés avoir regu une
chimiothérapie d’induction et de consolidation affichaient de meilleurs résultats en termes de
survie globale que ceux qui n’ont pas bénéficiés d’une allogreffe. [224-226]. Les quatre
patients ayant bénéficié d’une allogreffe de la moelle ont eu une rechute tardive [9-22 mois].
Les patients qui ne recoivent pas de traitement de consolidation sont plus susceptibles d’avoir

une rechute, généralement dans les 6 a 9 mois.
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Figure 32: Survie globale de la population
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Figure 33: Courbe de la survie sans maladie de la population d’étude

87



Résultats et discussion

Le taux de survie globale (OS) est 51,66%, alors qu’au Brésil, il est de 43,7% [227], au
Royaume Uni 92% [223]. La moyenne de I’OS est 16,8 mois et la moyenne de la survie sans

événement (EFS) est 13,2 mois.

Il y a de nombreux facteurs de risque associés a la survie chez les patients atteints de
LAM ; facteurs de risque bien connus qui sont associés a un faible taux de survie tels que
I'age avancé, le pronostic défavorable ainsi que l'intensité du traitement. D'autres facteurs qui
pourraient affecter la survie tels que le type de traitement ainsi que d'autres caractéristiques du

patient, et sans oublier les facteurs socio-économiques.

Tableau 21: Les facteurs biologiques de pronostique

Facteurs Valeurs

N % P
Age <0,0001
< 60 ans 49 81,66
>60 ans 11 18,33
Leucocytose
<30 32 53,33 0,011
>30 28 46,66
Plaquettes <0,0001
<50 32 53,33
>50 28 46,66
Blastose Médullaire <0,0001
<30% 6 10
>30% 54 90

Les patients agés de plus de 60 ans ont un taux de mortalité plus élevé que celui de
ceux agés de moins de 60 ans (tableau 21) (72,7% vs. 63%), avec une médiane de survie

globale de 14 mois pour ces derniers et 8 mois pour les >60 ans.

Les LAM chez les personnes agées sont une entité distincte sur le plan clinique et
biologique. Ainsi en se basant sur l'analyse des données cytogénétiques et moléculaires, il
apparait que les cellules leucémiques chez les patients les plus agés sont naturellement
résistantes a la chimiothérapie conventionnelle. En raison de comorbidités et des faibles

réserves en cellules souches dans la moelle osseuse, les adultes plus dgés ne peuvent pas
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tolérer la chimiothérapie myélo-suppressive ce qui en résulte des taux de mortalité élevés lice

au traitement et a I'évolution de la maladie [228,229].

Dans notre cohorte, on a trouvé que le taux de leucocytose est un facteur pronostique
statistiquement significatif dans I’analyse univariée, un taux de leucocytose élevé est corrélé
avec un temps de survie globale et de survie sans maladie réduits. Ces observations sont
conformes a la littérature [221,230], Cela peut étre expliqué par le fait qu’un taux tres élevé
de leucocytes est associé a un risque accru de syndrome de lyse tumorale et de syndrome
leucostatique (leucostase) [221]. Ces deux parametres sont considérés comme des événements
oncologiques trés importants qui sont capables d'affecter le pronostic des patients. Le taux de
leucocytose est le facteur de risque le plus important lié a 1’échec du traitement, car il peut
causer des complications hémorragiques et des problemes respiratoires dus au syndrome

leucostatique.

En ce qui concerne la classification morphologique des LAM, les patients LAM3 ont
montrés un taux de survie meilleurs que celui des autres types (15,82 vs. 11,88 mois). En
effet, apres 1’introduction de I’ATRA dans le traitement des LAM type M3 caractérisés par la
t(15 ;17), ce dernier est considéré comme le type qui donne le pronostic le plus favorable et ce
en raison de l'effet du traitement qui induit la différentiation des blastes leucémiques

[221,231,232].

En ce qui concerne les résultats de la cytogénétique, 42,85% des patients ont un
caryotype normal faisant ainsi partie du groupe a risque intermédiaire, le groupe favorable
présente 36,66%, ces résultats sont conformes avec la littérature ou il a été rapporté que le
groupe intermédiaire et plus précisément les patients avec caryotype normal sont les plus

fréquents dans les LAM adultes de novo [227,233].
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Figure 34: Courbe de survie selon le groupe a risque (favorable vs. intermédiaire)
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Figure 35 : Courbe de survie selon le groupe a risque (intermédiaire vs. défavorable)

Le calcul du taux de la survie rapporté a la cytogénétique en comparant dans les
premiers temps la survie des patients faisant partie du groupe a risque favorable et ceux
présentant un caryotype normal et dans un deuxieéme temps, des patients du groupe a risque
favorable et ceux du groupe a risque défavorable. Dans les deux cas les données de
cytogénétiques se sont montrées comme un outil clé et significatif dans le pronostic des LAM
(p= 0,005 et p=0,003). 11 y avait une baisse significative de la courbe de survie des patients

ayant un caryotype normal comparé a ceux avec un profil cytogénétique associé au risque
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favorable avec un taux de survie de 100% pour ce dernier groupe et 41,66% pour le groupe a
caryotype normal (moyenne de survie 18 vs. 15,6 mois). Alors que, les patients avec
caryotype anormal ont une survie globale plus importante que celle des patients appartenant
au groupe défavorable ou le taux de survie a baissé jusqu’a 33.33% (15,6 vs. 12 mois). Nos

résultats sont conformes a la littérature[221,234].

Cependant comme il a ét€ démontré précédemment, les patients appartenant au
groupe intermédiaire (avec un caryotype normal) représentent le groupe le plus fréquent, une
partie des patients de ce groupe affiche une bonne réponse au traitement alors que 1’autre
partie affiche une mauvaise réponse au traitement, pour cela des études récentes se sont
focalisées sur la description de nouveaux biomarqueurs dans le but d’améliorer la
classification du groupe a risque intermédiaire. La derniere classification a incorporé les genes
FLT3, NPM1, CEBPA et c-Kit dans I’approche standard du diagnostic des patients LAM et les
études ont montré que ces mutations peuvent révéler des informations importantes pour le

pronostic des patients [235,236].

Grossman et al. [237] ont publié un nouveau modele de classification basé uniquement
sur un panel de mutations moléculaires réalisé a 1’aide de la technologie du NGS (next
generation sequencing). Cinq groupes ont été ainsi identifiés :

1- Tres favorable : avec le réarrangement PML-RARa ou la double mutation du
CEBPA avec un taux de survie globale de 82,9% a 3 ans.

2- Favorable : RUNXI-RUNXITI, CBFB-MYH1 ou les mutations NPMI sans
FLT3-ITD avec un taux de survie globale de 62,6% a 3 ans.

3- Intermédiaire : I’absence de toutes mutations faisant partie du groupe 1, 2, 4 ou 5
avec un taux de survie globale de 44,2% a 3 ans.

4- Défavorable : comportant les mutations MLL-PTD, RUNXI1 et/ou ASXL1 avec
un taux de survie globale de 21,9% a 3 ans.

5- Tres défavorable : représenté par les mutations du gene TP53 avec un taux de

survie globale de 0% a 3 ans.

Cette caractérisation moléculaire complete fournit un modele plus puissant pour la
prédiction pronostique par le biais des plateformes de séquencage cytogénétique et

conventionnelle seulement.
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2. FLT3-ITD et survie globale :

Tous les 4 patients FLT3-ITD positif sont décédés apres une rechute sauf un et le groupe
FLT3-ITD non muté présente un taux de rémission complete de 32,14%, taux de rechute de

23,21% et un taux de mortalité de 44,62%.

La moyenne de survie globale du groupe muté est 11,85 mois (étendu 6-20 mois) et 13,5
mois (étendu 1-29 mois) du groupe non muté. La moyenne de la survie sans maladie du

groupe FLT3-ITD positif est 9,5 mois et 10,98 mois pour le groupe FLT3-ITD négatif.

3. FLT3-TKD et survie globale:

Tous les 3 patients porteurs de la mutation D835Y sont décédés. Le taux de rémission
complete du groupe FLT3-TKD négatif est de 31,57%, le taux de rechute est de 24,65% et le
taux de mortalité¢ est de 43,85%. La moyenne de survie globale du groupe porteur de la

mutation est de 12 mois. La moyenne de survie globale du groupe non muté est 11,69 mois.

L’analyse de la survie entre les patients porteurs d’une mutation activatrice FLT3

(ITD et TKD) et les patients sans mutation a donné le tableau qui suit :

Tableau 22: Réponse au traitement des patients FLT3+ et FLT3 -

Etat FLT3 FLT3* p valeur
Rémission 18 0 0,06
Rechute 13 1 0,54
Déces 22 6 0,02
Le total 53 7
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Figure 36: Courbes de survie globale et I’EFS selon la présence ou 1’absence des mutations

FLT3

En analysant la survie globale et la survie sans maladie en fonction de la présence ou
de I’absence des mutations activatrices du FLT3 (ITD et TKD), on a trouvé qu’aucun des
patients ITD et TKD n’a pu atteindre une rémission complete et que seulement un patient ITD
a rechuté. Le groupe FLT3 positif a un taux de mortalité significativement plus élevé que le
taux de survie (85,71% vs. 14,28%), cependant, dans le groupe FLT3 négatif le taux de survie

est significativement plus élevé que celui de la mortalité.

Plusieurs équipes de recherches ont tenté d'élaborer ce qu’on appelle « un modele
pronostique » en évaluant les différentes altérations cytogénétiques et moléculaires et leur
relation avec les résultats cliniques[237,238]. Ces travaux ont conclu que la présence de la
mutation ITD chez les adultes n’a pas d’impact sur le fait que ces patients puissent atteindre
ou pas une rémission complete, mais est significativement corrélé avec un risque de récidive
tres €levé, réduit le temps de vie sans maladie et réduit également la survie globale. D’autres
auteurs ont montré que le FLT3-ITD a été le plus important facteur pronostique indépendant
dans la prédiction de la survie chez les patients de moins de 60 ans. Ces conclusions ont été
soutenues par une méta-analyse faite par Yanada et al.[197] qui confirment I’importance et
I’impact de cette mutation sur la survie des patients. Au contraire, Richard et al.[233] ont
trouvé que le FLT3-ITD ne présentait pas un important facteur pronostique et que cette

mutation n’a aucune influence sur la survie des cas étudiés.

A la lumiere des résultats et de la littérature, l'importance pronostique des mutations
TKD est moins claire. En raison de la prévalence relativement rare de ces mutations et du

nombre réduit des études faites sur ce sujet. Cependant, des méta-analyses ont été réalisées

93



Résultats et discussion

sur I'impact des mutations TKD sur la survie et la réponse au traitement, dans notre
population d’étude, tous les patients TKD+ sont décédés. Ces résultats sont conformes avec la
méta-analyse faite par Yanada ef al. en 2005, et qui a montré que la mutation TKD avait un
effet négatif sur les patients LAM et son importance a été, de facon inattendue, comparable a
celle de l1a-ITD en ce qui concerne la survie sans maladie. Ces résultats appuient 1'idée que
FLT3 joue un role déterminant dans la configuration des caractéristiques cliniques des LAM,
et suggerent que la présence ou 1’absence de ces mutations peut contribuer a I'efficacité de la

stratification du traitement[197].

Par ailleurs, une autre méta-analyse faite en 2012 par Li ef al. a trouvé des résultats
différents, en effet, ils ont montré que les patients qui ont la mutation FLT3-TKD avait un
pronostic plus favorable que celui de FLT3-ITD et surtout quand ces patients appartenaient au
groupe cytogénétique intermédiaire (ce qui €était le cas de nos patients mutés), suggérant que
la détection de cette mutation doit seulement étre recommandé pour les patients qui ne font

pas partie du groupe intermédiaire [194].

Les mutations ITD et TKD sont supposées avoir la méme conséquence fonctionnelle
c’est a dire la perte du contrdle de I’auto-inhibition et une activation permanente du récepteur
tyrosine kinase, or il s’avere que I’impact de ces mutations sur le pronostic et la survie globale
est différent, cela peut étre la conséquence des différentes voies de signalisation déclenchée
par cette activation ou pourrait aussi indiquer que les mutations ITD sont simplement un
marqueur de l'instabilité génétique cellulaire qui peut provoquer d'autres mutations pas encore

répertoriées.

Plusieurs études se sont focalisées sur le caractere de mutabilité des mutations FLT3
chez les patients LAM au moment du diagnostic et en cas de rechute, ces études ont toutes
conclus que le statut des FLT3-ITD et FLT3-TKD changent apres une récidive. Les données
recueillis montrent que 20% des cas affichent un gain ou une perte de ces mutations. En
particulier, le gain de la mutation FLT3-ITD est plus important que celui de la TKD, tandis
que, la perte de la mutation FLT3-TKD est plus importante que celle de la FLT3-ITD lors de
la récidive. Ces résultats suggerent que les TKD sont plus sensibles a la chimiothérapie que

les FLT3-ITD chez les patients LAM [198,239,240].
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4. Mutations NPMI1 et survie globale:

En ce qui concerne les 8 patients NPMI+, le taux de la rémission complete est de
37,5%, ce taux est plus important comparé a celui des patients ITD" et TKD". Dans le groupe
des patients NPM1™, le taux de récidive est significativement plus faible que celui des patients

NPMI (p=0,045).

La moyenne de survie globale du groupe muté est de 9,62 mois alors que celle du
groupe NPM1', elle est de 14,25 mois. La moyenne de la survie sans maladie du groupe
NPM 1+ est 14,25 mois. La différence de survie dans les deux groupes est non significative.
La présence de la mutation n’a pas été liée a une amélioration en termes de survie globale et

de survie sans maladie.

Tableau 23: Réponse au traitement des patients NPM [+ et NPM -

Total 45 8
Rechute
Oui 10 0 0,045
Non 35 8
Evénement final
En vie 24 3 0,403
Décédés 21 5
Fonctions de survie Fonctions de survie
109 Mutations 10 Mutations
i‘ p=0.643 NPM1 : p=0676 | NPM1:
NPM1 === NPM1 ===
087 NPM1" = 08 NPM1"
s
o 2
® 05 £ 06
2 a
0] ——— [
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Figure 37: Courbes de survie globale et I'EFS selon le statut des mutations NPM [
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Les LAM avec des mutations NPM1 ont été reconnue comme des entit€s distinctes

dans la derniere classification de I’OMS [50] et leur présence est liée a un pronostic favorable.

Analysées séparément des mutations FLT3, on a remarqué que les mutations NPM1
ont seulement un impact sur la récidive des patients mais, n’ont pas un effet positif sur la
survie globale; la moyenne de survie globale des patients NPM I+ est plus faible que celle des
patients NPM1". Nos résultats sont opposés a ce qui a été décrit dans la littérature, en effet,
plusieurs études ont montré que la présence des mutations NPMI+ est un facteur de
prédiction positif pour la réponse a la chimiothérapie et est signe de bon pronostic et qu’elle
améliorer d’une fagon significative les taux de survie, en plus les patients NPM 1+ avait une
probabilité de survie de 5 ans proche de celle des patients appartenant au groupe

cytogénétique favorable [201,210,211,220].

I1 est important de noter que I’effet positif des mutations NPM 1+ peut étre renforcé ou
inversé selon le contexte génétique dans lequel se trouve ces mutations parce qu’elles peuvent
interagir avec d’autres aberrations génétiques qui ont a leur tour an impact pronostic, par
exemple le FLT3 et le DNMT3 qui selon Papaemmanuil ef al. peuvent avoir un effet négatif
sur les patients en dépit de la présence de la mutation NPMI, ce qui peut expliquer nos

résultats [89].

La comparaison entre I’effet des mutations du gene FLT3 et NPM1I nous a permis de
confirmer 1’effet négatif des mutations FLT3 sur les patients LAM en termes de rémission
complete, survie globale et survie sans maladie, on a remarqué que les 1’effet des mutations
NPM] était mieux que celles des FLT3 sur les patients LAM, ce qui est en accord avec des

études précédents [241,242].

Les mutations NPM 1 sont extrémement stable durant la maladie et apres la rechute, ce
caractere de stabilité est lié au fait que ces mutations soient un événement primaire qui ne
touche pas seulement les cellules différenciées mais aussi les progéniteurs myéloides et qui
déclenche le développement tumoral [217]. Néanmoins, les mutations NPM1 peuvent étre
perdue a la rechute, dans ces cas il est possible que la rechute soit due a un sous-clone mineur
présent au moment du diagnostic ou soit due a l'acquisition d'une nouvelle mutation 'tardive'
par les cellules pré-leucémiques. Alternativement, une rechute avec perte de la mutation

NPM/1 peut représenter une LAM secondaire, non liée a la leucémie initiale [217,243,244].
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S. Pour analyser I’effet des deux mutations (FLT3 et NPMI) simultanément sur la

survie on a groupé notre cohorte en quatre groupes: NPMI'/FLT3, NPMI/FLT3",
NPMI*/FLT3*, NPM1/FLT3 et les résultats sont les suivants :

Tableau 24: Etats final des patients en fonction de la présence ou 1’absence des deux

mutations
Etat NPM1*/ NPMI NPM1*/ NPMTI )/
FLT3 IFLT3* FLT3* /FLT3
Récidive 0,047
Oui 0 1 0 13
Non 7 5 1 33
Evénement 0,022
Final 3 1 0 28
En vie 4 5 1 18
Décédés
ki & p={ 468
';' 144 'é 04 \—‘ﬁ—LL\;
o b
0,24 B2
o 0
DTO 5 lT:-:u luTw |s1.-x- :01.00 :91.00 30].0: 1 . J T I !

] 500 |n!c-,' nm 20 M oo

follow-up time (months) follow-up time (months}

— NPM1+/FLT3- (n=7 Event4) —— NPMI-FLT3" (n=5 Event4) —NPMI7FLT3(n=7 Event4) —NPMIJFLT3" (n=5 Event3)
— NPM1+/FLT3" (n=1 Event:1) — NPMI-FLT3-(n=47 Event20) =—NPMI7FLT3" (n=1 Event:l) =—NPMI/FLT3{n=47 Event33)

Figure 38: Courbes de survie globale et I’EFS selon le statut FLT3 et NPM 1

On a remarqué que dans notre population d’étude, I’incidence des mutations FLT3-
ITD est plus importante dans le groupe NPM 1+ que le groupe non porteur des deux mutations
(14,28% vs. 6,6%), ce qui confirme que les mutations NPM1 sont des aberrations primaires
qui précedent la survenue des mutations FLT3.

Le taux de rémission compléte est plus important chez les patients NPMI1/FLT3
comparé a celui du groupe NPMI/FLT3" (42,84% vs. 0%). Le taux de récidive était
significativement faible dans le groupe NPMI/FLT3 (p=0,047). Le taux de mortalité était
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significativement plus élevé (p=0,022) dans le groupe NPMI*/FLT3" (100%) et le groupe
NPMI/FLT3" (83,33%). Ces résultats sont comparables a ceux déja conclus par des rapports
précédents [89,116,241].

L’analyse de la survie a montré un taux de survie globale et de survie sans maladie
pour les patients FLT3+ inferieurs aux autres groupes, confirmant ainsi 1’effet négatif de cette
mutation. Quand au groupe porteur de la mutation NPM 1, I’analyse n’a pas montré un taux de
survie amélioré comparé au groupe non porteur des mutations. On remarque aussi que la
présence de la mutation NPM 1+ lors de 1’absence des mutations FLT3 joue un rdle favorable
en termes de survie. Avec des conclusions similaires aux notre, plusieurs études ont rapportés
qu’en absence des mutations FLT3, les mutations NPM1 sont signe de pronostic favorable en
termes de rémission complete, survie globale et survie sans événement, quand aux patients
double positifs (FLT3+/NPM1+), ils présentent un mauvais taux de réponse au traitement

ainsi que la survie [241,242].
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Les leucémies aigues sont des proliférations clonales des précurseurs
hématopoiétiques résultants d’anomalies génétiques et épigénétiques conduisant a la
perturbation de I’auto-renouvellement, la prolifération et la différentiation de cellules et
I’accumulation des blastes leucémiques dans la moelle et le sang périphérique. Ce sont des
hémopathies relativement rares avec une hétérogénéité treés importante en termes de
morphologies, immunophénotype, aberrations cytogénétiques et moléculaires. Le devenir
clinique des patients LAM est tres variable avec une durée de survie allant de quelques jours
jusqu’a une rémission complete et ceci est dépendant de plusieurs criteres clinique qui
peuvent étre utilisés comme facteurs prédicteurs.

Notre population d’étude s’est caractérisée par 1’aspect jeune des patients LAM avec
une moyenne d’age de 46 ans alors que, les données bibliographiques montrent que la
moyenne d’age des patients LAM oscille entre 60-65 ans et que la survenue des LAM est rare
avant 45 ans[123,124]. Cette différence avec les autres populations peut étre expliquée par le
caractere jeune de la population algérienne ou plus de la moitié sont 4gé de moins de 27,3 ans
(2014) [125].

Les 60 patients qui ont fait I’objet de notre étude ont montré une hétérogénéité
morphologique nous permettant ainsi de les classer selon la classification FAB en plusieurs
sous-types, le plus fréquent est M2 (45%) et une absence totale du M7.

L’analyse cytogénétique a également montré la présence de différentes aberrations
chromosomiques dans 53,33% des cas ce qui est en accord avec la littérature [71]. Ces
anomalies sont précieuses dans le diagnostic ; certaines d’entre elles sont uniquement
associées a des sous-types histologiques spécifiques et 1’utilisation de la cytogénétique
comme marqueurs diagnostics est tres importante pour la prise en charge des patients [167].

L’analyse moléculaire est effectuée sur les deux genes les plus mutés dans les LAM, le
premier est le géne FLT3, on a procédé a une recherche de deux polymorphismes de ce gene
qui sont la duplication en tandem (ITD) et la mutation D835Y (TKD), le deuxieme est le gene
NPM1 dont on a un séquencé une région partielle de I’exon 12.

Nos résultats ont montré une fréquence de 11,6% des mutations activatrices du gene
FLT3, ces fréquences sont relativement faibles comparés aux données de la littérature ou elles
varient entre 20-35% [89,245]. Une caractéristique importante de notre population d’étude est
la présence des mutations FLT3 avec une fréquence élevée dans les M2 (57,14%) et son
absence dans le sous-type M3, ce qui est en désaccord avec la littérature qui rapporte les

FLT3-ITD dans 15-40% et les FLT3-TKD dans 10-20% des patients M3 [180]. Cette
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différence peut étre liée a la localisation géographique ou a 1’origine ethnique des populations
étudiées.

Plus de la moitié de nos patients FLT3+ (57 ,14%) ont un caryotype normal (groupe a
risque intermédiaire), ces résultats sont tout a fait conformes avec les rapports précédents
[194]. Les mutations FLT3 sont plus souvent trouvées chez les patients a caryotype normal,
d’ou I’'intérét de la recherche de cette mutation qui permet une sous classification de patients a
caryotype normal.

En ce qui concerne les mutations de I’exon 12 du géne NPM1, on a distingué deux
type de mutations, le type-A (NM_002520.6 : ¢.860_863dupTCTG) et une nouvelle mutation
complexe non répertoriée. Cette mutation unique ¢.869_873delGGAGGinsCTTTTTCCC est
une délétion de cinq nucléotides GGAGG en position ¢.869_873 et I’insertion de neufs paires
de nucléotides CTTTTTCCC. Les mutations NPM1 sont trouvées avec une fréquences de
15,09% ce qui est considérablement faible si on le compare avec ce qui a été rapporté
précédemment [116,201].

L’incidence des mutations FLT3-ITD est plus importante dans le groupe NPM I+
que le groupe non porteur des deux mutations (14,28% vs. 6,6%), ce qui confirme que les
mutations NPM1 sont des aberrations primaires qui préceédent la survenue des mutations FLT3

ce qui explique leur fréquence élevée dans le groupe NPM [+ [246].

Le suivi des dossiers des patients pour déterminer leur état final a donné les résultats
suivants : 18 on atteints une rémission complete, 13 ont rechuté, 29 sont décédés pendant ou

apres la premiere cure d’induction.

En comparant nos résultats avec ceux de différentes études on observe que nos
patients ont un faible taux de rémission complete et de survie globale. Aussi, on a constaté
qu’une allogreffe de moelle chez les patients atteints de LAM n’est pas forcément synonyme
d’une rémission complete, en effet, les 4 patients ayant bénéficiés d’une allogreffe ont
rechuté. D’ou I’'importance de I’analyse cytogénétique et moléculaire pour la prédiction d’une

rechute.

L’analyse de survie des patients en fonction du groupe de risque cytogénétique a
montré une amélioration significative des patients avec des anomalies du groupe favorable
comparée a celles du groupe intermédiaire et défavorable. Cette analyse va permettre
d’adapter le traitement des patients selon le groupe auquel ils appartiennent dans le but

d’améliorer leur devenir.
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Nos résultats ont confirmés ce qui a été rapporté dans la littérature au sujet de
I’effet péjoratif des mutations FLT3 sur la survie ; la présence de la mutation ITD chez les
adultes n’a pas d’impact sur le pouvoir d’atteindre ou pas une rémission complete, mais est
significativement corrélé avec un risque de récidive tres élevé, réduisant le temps de survie

sans maladie et réduisant également la survie globale[237,238].

Les LAM avec des mutations NPM1 ont été reconnue comme des entités distinctes
dans la derniere classification de I’OMS [50] et leur présence est liée a un pronostic favorable.
La comparaison entre 1’effet des mutations du gene FLT3 et NPMI nous a permis de
confirmer I’effet négatif des mutations FLT3 sur les patients AML en terme de rémission
complete, de survie globale et de survie sans maladie, mais ceci nous a permis également de
confirmer 1’effet positif des mutations NPM1 sur les patients AML, ce qui est en accord avec
des études précédents [241,242]. Similaire a nos conclusions, plusieurs études ont rapportés
qu’en I’absence des mutations FLT3, les mutations NPM1 sont signe de pronostic favorable
en terme de rémission complete, de survie globale et de survie sans événement, quand aux
patients double positifs (FLT3+/NPM1+), ils présentent un mauvais taux de réponse au

traitement ainsi que la survie [241,242].
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Conclusion et perspectives

Les leucémies aigues sont des hémopathies hétérogenes avec des pronostics variables
et des taux de mortalité tres élevés. Dans notre étude on a pu décrire les caractéristiques
biologiques et cliniques des patients atteints de leucémie aigues et on a démontré que
I’incidence des LAM est plus importante que celle des LAL avec des différences de parités
dans le sexe et 1’age, ou les LAM sont trouvées chez les personnes agées et les LAL sont plus

observées chez le sexe masculin.

A la lumiere de notre travail, il parait clair que 1’analyse cytogénétique et moléculaire
sont importantes dans le diagnostic et le pronostic des LAM. Certaines anomalies sont
considérées comme des facteurs prédicteurs du devenir des patients et peuvent étre utilisés

comme des éléments clé dans la prise en charge de ces patients.

On a aussi pu démontrer que les mutations activatrices du géne FLT3 sont des mauvais
facteurs pronostiques qui ont un effet négatif sur la réponse au traitement et la survie des
patients LAM. La facilit¢ de la technique pour la détection de ces mutations et leur
importance pronostique les rendent un outil trés important pour le diagnostic des LAM et

I’amélioration du traitement.

Un autre point trés important est celui des mutations de I’exon12 du géne NPM1 ou on
a décrit une nouvelle mutation complexe (délétion/insertion) non répertoriée qui joue un role
dans I’accumulation de la protéine NPM1 dans le cytoplasme, et on a montré leur effet positif

sur les patients en cas d’absence des mutations du FLT3.

A T'avenir, une approche a différents volets comprenant des perspectives génétiques, et
épigénétiques aidera a générer une image plus complete des processus physiopathologiques
impliqués dans la maladie et conduira donc a l'identification de différents types de
biomarqueurs potentiels qui peuvent étre combinés pour améliorer significativement le
diagnostic, le pronostic ou le suivi des LAM, ainsi faciliter les décisions de traitement plus
appropriées d'un point de vue clinique et réduire les taux de mortalité. Par conséquent, trouver
un modele de biomarqueurs multiples peut fournir des informations diagnostiques importantes

ainsi qu'une sensibilité et une spécificité accrues dans la classification des patients.
En résumé, il est important de mentionner les points suivants :

* Actuellement, les résultats cytogénétiques et les anomalies moléculaires au moment du

diagnostic sont considérés comme les facteurs pronostiques les plus importants.
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Il est impérativement important de penser a des collaboration entre les différents
services d’hématologies pour pouvoir augmenter la taille de la population d’étude,
nous permettant ainsi de tirer des conclusions concernant la population Algérienne.
Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour obtenir un profil génétique plus
complet, avec un plus grand nombre de genes tels que le FLT3, NPM1, CEBPA et c-
Kit afin de rendre la médecine personnalisée plus accessible.

Il est important de mettre en ceuvre de nouvelles stratégies de traitement, telles que les
inhibiteurs du FLT3 et d'autres thérapies moléculaires ciblées, dans la pratique

clinique.
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Annexe I : : Molécules impliquées dans la différentiation précoce des

cellules souches hématopoiétiques [1]

MOLECULES IMPLIQUEES DANS LA DIFFERENCIATION PRECOCE

DES CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES AU COURS DU DEVELOPPEMENT

Géne Protéine* Expression Phénotype Latalité  Phénotype souris
hématopoiétique chiméres/callules
des souris mutantes ES in vitro

Flk-1/KDR  Racepteur a Progeniteurs, cellules  Pas d'erythropoiese E8595  (Quelgues precurseurs

(VEGFR-2]  activite endotheliales, primitive erythroides primitifs

tyrosine kinase mesoderme precoce  Aucune lignee definitive dans les corps
embryonnairas

SCL/TAL-1  BHLH Progeniteurs, cellules  Pas d'hematopoiese Ea5 Aucune contribution

erythroides, primitive et definitive aux tissus hemato-
megacaryocytes poietiques adultes
mastocytes, cellules

endotheliales

embryonnaires

Lmo2/Rbtn2 Lim Ubigquitaire Pas d hematopoiese E10 Aucune contribution
primitive et definitive aux tissus hemato-

poietiques adultes

GATA-2 GATA Progeniteurs, cellules  Pas d'hematopoiese E105-115 Contingent tres reduit

doigts de zinc  erythroides, megaca-  primitive et definitive des progeniteurs
ryocytes, mastocytes multipotents definmifs.
aNC et SNP** Differenciation myelo-
erythroide non bloguee

AML-1 runt Ubiquitaira Aucune lignee defintive  E125 Aucune contribution

{CBFu2! aux tissus hamato-

CBF poietiques adultes

Differenciation
erythroide primitive
c-kit Recepteur a CSH et progeniteurs | Progeniteurs myelo- Quelgues -
activite cellules endothehiales  erythroides definitifs |ours apres
tyrosine kinase  embyronnaires, Anamis severa la naissance

eXpression varies
dans I'embryon

1. Cortes F, Labastie M. Controle moléculaire du développement du systeme
hématopoiétique chez les vertébrés. médecine/sciences. 2000;16:198.




Annexe 11 : facteurs de transcription impliqués dans I’hématopoiése [1]

MOLECULES IMPLIQUEES DANS LA DIFFERENCIATION
D'UNE OU DE PLUSIEURS LIGNEES HEMATOPOIETIQUES

Geéne  Protéine® Expression Phénotype Létalite
hématopoiétique
des souris mutantes
c-myb  Myb CSH et progéniteurs Pas de myéloérythropoigse définitive E15
myéeloérythroides Pas de LB. Blocage précoce de la
lymphopoigse T
PU1 Ets Progéniteurs multipotents Pas de progéniteurs lymphoides B et T E17-18
myéloides, B et érythroide Aucun progéniteur myéloide dans le foie
lkaros  Kruppel Foie, thymus et rate feetaux Pas de LB et cellules NK Viable
(doigts Corpus striatum Lymphopoiése T postnatale anormale
de zinc) LT adultes et lignées
leucémiques T
E2A bHLH Ubiquitaire Pas de LB** Aprés
la
naissance
Ets-1 Ets Cellules endothéliales dans Pas de cellules NK fonctionnelles Viable
I'embryon. Thymocytes. Blocage de I'activation des LT
Cellules T adultes
GATA-1 GATA Progeéniteurs, cellules érythroides, Pas d'érythropoiése primitive E11
doigts meégacaryocytes, mastocytes et définitive
de zinc  Testicules
FOG doigts Progéniteurs, cellules érythroides, Pas d'érythropoiése primitive E105-125
de zinc  mégacaryocytes et définitive. Thrombocytopénie
NF-E2  bZIP Cellules érythroides, Thrombocytopénie Apres
mégacaryocytes, mastocytes la
naissance
1. Cortes F, Labastie M. Controle moléculaire du développement du systeme

hématopoiétique chez les vertébrés. médecine/sciences. 2000;16:198.



Annexelll : classification des leucémies aigues

La classification FAB des leucémies aigues myéloides :[1]

Types

Caractéristiques

Incidence

LAMO

Représente environ 5% des LAM, absence de signes
morphologiques de différenciation myéloide. Seul, le
phénotype permet de classer les blastes dans cette
catégorie en montrant, en I’absence de marqueurs
lymphoides, la présence de marqueurs myéloides.

3

LAM1
myéloblastiques sans
maturation

L’infiltration blastique est monomorphe, sans aucune
maturation granuleuse. Quelques blastes renferment de
rares corps d’Auer, les myéloperoxydases sont
positives dans au moins 5% des blastes. Elles n’ont pas
d’anomalie caryotypique particuliere identifiable.

15-20

LAM2
myéloblastiques avec
maturation

Maturation granuleuse anormale (dysgranulopoiese)
avec hyposegmentation des noyaux des PN et
hypogranularité des granuleux. Les blastes sont de
grande taille

25-30

LAM3
promyélocytaires

Leucémie aigué promyélocytaire.

Forme classique : Les blastes sont de taille variable
avec un noyau réniforme. Le cytoplasme est basophile
et comporte soit de nombreuses granulations
azurophiles, soit de volumineuses granulations foncées
soit de nombreux corps d’ Auer en fagots.

Forme variante : Les blastes sont peu ou agranulaires
a noyau en bissac ; quelques blastes a corps d’ Auer ou
a grosses granulations sont présents en nombre
variable.

5-10

LAM4
myélomonocytaires

L’infiltration est a la fois myéloblastique et
monocytaire. La composante monocytaire prédomine
dans le sang et la morphologie myéloblastique
prédomine dans le sang. Une forme est particuliere par
I’existence de précurseurs éosinophiles
mophologiquement anormaux dans la moelle osseuse
(LAM4 avec éosinophiles ou LAM4eo).

25-30

LAMS
monoblastiques

Plus de 90 % des blastes appartiennent a la lignée
monocytaire. Ce sont soit des éléments peu
différenciés dans LAMS5a (Monoblastes) soit des
éléments plus différenciés dans le LAMS5b
(Promonocytes, monocytes).

2-20

LAMG6
érythroleucémie

Les érythroblastes sont anormaux, comportant des
anomalies de maturation et il existe parfois une

3-5




érythroblastémie. Il existe un exces de blastes par
rapport aux cellules non érythroblastqiues (>30% de
myéloblastes), est associée une dysgranulopoiuese et
une dysmégacaryocytopoiese,

LAM7
mégacaryocytoblastiques

La moelle est souvent hypocellulaire avec des signes
de myélofibrose. Les blastes sont parfois identifiables
par leur morphologie rappelant la lignée
mégacaryocytaire mais souvent, ils présentent un
aspect indifférencié ou lymphoide. Le phénotype est
indispensable pour affirmer cette catégorie.

3-12

La classification OMS 2008 des leucémies aigues myéloides :[2]

LAM aver anomalies senetiques recurrentes

—Entites provisoires:

—LAM aver 1(1517); PML/EAFA (FAB M3}
=LAM aver T (321); RUNELRUNXITI

—LAM avec t({16:18) oumv(l16); CBFB/AMYHII
—LAN aver ¢ (011, MLLT3/MMIL

—LAM avec t(6:%); DEEEHUP214 (MNouvesu)
—LAM aver mow(3) out (33 PPHLEVIINooveau)
—LANE avec t(1:22); BEMISMEL] Houwvem)

LAN avec mutagon WM owrean)
LAN avec nutagon CEBPA (Mowvean)

LAM aver des chansements hies a Ia Alvelodvsplasie (Renomme)

LAM associess 3 la therapie.

LAM NOS (25-20% des LAM)

—L AN aver differenciation minimal (FAB M)
—LAM aver nmtation (FAB M1)

—L AN aver mamiraton prannlocytaire (FAR M2
—LA Myslomonocyiaire (FAB M4)

—LA Monohlastgue MMonocyrare [FAB M5)
—LA erythroides (FAB M4)

—LA Megacaryoblastiques (FAB MT)

—LA panmyelosis avec myelofibross

—IA basophiliqua

Sarcome Mryeloide

Froliferations mvaloides lides an svndrome de Down
-Anomzliss nryelopoiess mwansitoires

-Lencenne myelolds associee ou syndrome de Down

1. FERRANT. A. Hématologie. Faculté de Médecine Unité d’Hématologie, 2004 ;1
2. Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H. World Health Organization

Classification of Tumours: Tumours of Haematopoietic and lymphoid tissues. In: eds. Lyon: [ARC

Presss. 2008.




Annexe IV : classification des LAL :

Classification FAB des LAL : [1]
LAL Caracréristiques Incidence (%)

s Prolifération cellulaire homogeéne

s Blastes de 15 4 25 pm de diametre

s Fapport nucléocytoplasmique élevé (= 80 %)
* Movau arrondi avec | ou 2 petites encoches
L1 s (Chromatine fine avec petit nucléole 30
s (ytoplasme basophile réduit 3 une fine

couronne peérinucléaire
s Pas de corrélation entre morphologie et

immunologie

» Prolifération cellulaire hétérogéne

s Blastes de 20 4 30 pm de diametre

s Rapport nucléocytoplasmique variable
(= 80 %)

L2 * MNovau a confour régulier 65

s (Chromatine fine parfois réticulée 13 2
nmucléoles bien visibles

s (ytoplasme basophile avec parfois de fines
granulations peroxvdase négative

s Pas de corrélation entre morphologie et

immunologie.

s Prolifération cellulaire hétérogéne

* Blastes de 20 4 30 pm de diameétre

L3 * Novau arrondi

Lencémie * Chromatine fine parfois perlée 1242

de Burkitt nucléoles bien visibles

s (Cytoplasme abondant trés basophile souvent
criblé de vacuoles

s Marqueurs immunologiques des

proliférations B

1. Vardiman JW, Thiele J, Arber DA, Brunning RD, Borowitz MJ, Porwit A, et al. The 2008
revision of the World Health Organization (WHO) classification of myeloid neoplasms and
acute leukemia: rationale and important changes. Blood. 2009;114:937-51.



Classification EGIL des LAL : [2]
Lignée B : toujours C19+ et/ou CD79+ et/ou CD22+

BI (pro-B) Pas d’autre marqueur B

BII (B commune) CD10+

BIII (pré-B) Chaine p intracytoplasmique

BIV (B mature) Chaine légére Kappa ou Lambda de surface

Lignée T : toujours CD3+ en intracytoplasmique ou en surface

TI (Pro-T) CD7+

TII (pre-T) CD2+ et/ou CD5+ et/ou CD8+
T-III (T cortical) CDla+

T-IV (T mature) CD3+ en surface, CDla-
aapT TCR a/p+

b:yBT TCR v/6+

Tableau 2. Classification EGIL des LAL [13].

Toutes les LAL B ont au moins 2 des 3 Ag suivants : CD19+, CD22+ (s ou c}, cCD79a+
CD10 cu slg

B (pro-B)
BHI {common ALL) +
Bl (pré-B) + +
BV (mature B) + + +

Pour affirmer le caractere T : ¢cCD3+
Ensuite on peut classer en 4 stades : cb7 CD2 et/ou CD5 et/ou CD8 CDla sCD3
T {proT ou eary T) +
T (pré-T) + + {au moins un)
T {thymocytes communs, corticau, intermédiaires) £ + (au moins un) CD4+ et CDB+ +
TV (mature T) 3 + (au moins un) CD4+ ou CD8+ - +
Groupe a : TCR % +
Groupe b : TCR % +

Remarque : Tl et Tll sont parfois regroupés = thymocytes immatures ou prothymocytes.
c : cytoplasmique ; s : de surface ; lg : immunoglobuline ; p @ chaine lourde p

2. Bene MC, Castoldi G, Knapp W, Ludwig WD, Matutes E, Orfao A, et al. Proposals for the
immunological classification of acute leukemias. European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias (EGIL). Leukemia. 1995;9:1783-6.



Classification OMS des LAL [3,4]

Classification des leucémies aigués vimphoides sur la présence d’anomalies

génetiques récurrentes :

#r Leuceémies aigugs lvmphoides hyperdiploides a plus de 30 chromosomes
(entre 51 et 64)
- Fréquence estimeée a 20-25 % des LAL chez Uenfant (2 et 10 ans).
-1l s’agit le plus souvent de LAT communes (BIT) non hyperlencocytaires
- Bon pronostic
++ Leucemies aigués lymphoides hyperdiploides a moins de 45 chromosomes
- Fréquence estimée a 5 % environ.
- Il s’agit habituellement de LAL B communes (BIl) mais parfois aussi de LAL
T dans 20 % des cas.
- Mauvais pronostic
# Leucémies aigués lymphoides B avec t (12:21) (pl3;922)
- Fréquence dans 25 % des cas de LAT B de 'enfant.
- Pronostic favorable
# Leucémies aigués lyvmphoides B avec t{1:19) (¢23:p13.3)
- 6§ % des cas de LAL B chez I'enfant.
- Pronostic péjoratif
# Leucémies aigués lymphoides B avec t (9:22) (g34:q11.2)
-Rares chez I'enfant (3 3 4%)
#+ Leuceémies aigués lymphoides B avec anomalies du géne MLL (11g23)
- Fréquence chez 1'enfant estimee a 2-3 %,

- Constitue 60 %% environ des LAL B de 'enfant de moins de 1 an

% Leuceémies aigués lymphoides a cellules de Burkift
* Leucémies aigués Iyvmphoides T avec t (5:14) (g35:q32)
- 25 % des LAL T de I'enfant.

- Mauvais pronostic

Leucémies aigues lvinphoides sans anomalies géneétiques significatives.

D autres anomalies cytogenetiques sont nuses en evidence dans les LAT. mais
elles ne sont pas associées a des entités particuliéres.

Il existe en outre des LAT. B ou T pour lesquelles aucune anomalie génétigue

n'est actuellement détectée.

3. Zerbini MCN, Soares FA, Pereira EDR. World Health Organization Classification of tumors of
hematopoietic and lymphoid tissues, 4th edition, 2008 — major changes from the 3rd edition, 200. Rev
Assoc Med Bras. 2008;8.

4. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Beau MML, et al. The 2016 revision to
the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood.
2016;127:2391-405.






ETUDE GENETIQUE SUR LES LEUCEMIES

Chercheur : AYACHI Sariyah, Doctorante en génétique moléculaire.

Fiche de consentement

JE SOUSSIZNE(), . ventte ettt e e et reconnais
avoir été informé par le chercheur indiqué ci-dessus sur les examens génétiques concernant
les leucémies et donne mon consentement pour un préleévement sanguin afin d’effectuer ou
de faire effectuer les études génétiques sur ADN qui peuvent aider au diagnostic ou a la

prévention de la maladie.

o sur moi-méme

o sur la personne placée sous ma tutelle : Nom et Prénom--------------------—-

Je donne mon accord pour que la partie de mon prélevement non utilisée soit a la disposition
de la communauté scientifique a des fins de recherche bio-médicale. Et je peux me retirer de

cette étude si je le désirerai a tout moment et toutes mes informations seront confidentielles.

Signature



ANNEXE VI :

Questionnaire : étude des Leucémies Aigues

Date du questionnaire/ prélevement : |__| |__|_|__|

Votrenometprénom:| | | | | [ | [ [ | [ || [ ] [ | [ [ |||

Quel est votre dge? | _|_|ans

Quel est votre sexe?

[(MHomme

(A Femme

Votre domicile : || [ | | | [ | | [ [ | | [ |

Etes-vous issu d’un mariage consanguin ? [d Oui (A Non

Quelle est votre situation familiale personnelle ?
(A En couple ou en famille
(1 Seul

Quel est votre niveau d’études ?
(A Certificat d’études primaires

(3 Analphabete

[ Niveau CEM

[ Niveau Baccalauréat

(M Etudes supérieures

Quel est (ou était) votre métier ? |__ ||| || | ||| |||

+¢ Travail nécessitant une manipulation de produits particuliers chimiques [d Oui [d Non

+¢ Travail impliquant des expositions a des rayonnements :
A Oui [ Non [ Ne sait pas

Date de votre diagnostic : Mois : |_| |Année: | | | |_|

Quel a été le diagnostic ? |_| | | | | | | |

Y a t-il d’autres personnes atteintes de leucémie dans la famille ? [d Oui 4 Non
Sioui:liendeparenté : ..........coiiiiiiiiiiii

Date du début de traitement : |__|_|_|_ | _|_|

Avez-vous eu une greffe de la moelle ? [d Oui 4 Non
Siouiquand ? || || |||




Annexe VII : Caryotype standard :

a- Prélevements :

On préleve de chaque patients 2 ml de sang. Tous les prélevements sont effectués sur
des tubes stériles sur héparines du sodium (L’anticoagulant de choix selon les
recommandations du Groupe Francais de Cytogénétique).

Il est préférable de commencer la manipulation le jour méme du prélévement, sinon le sang
peut étre conservé a 4° C, pendant une durée maximale de 4 jours jusqu’a obtention des
éléments nécessaire pour la mise en culture

b- Culture cellulaire :

> La mise en culture se fait dans des flacons du type Falcon avec le milieu de culture
RPMI1640 (avec L-Glutamine), c’est un milieu de culture fournit prét a I’emploi. Un
minimum de deux cultures indépendantes est requis pour réaliser un caryotype. La
composition du milieu de culture RPMI1640 natif (Appelé également milieu de Moore
modifié) est mentionnée dans I’annexe.

> Le milieu de culture, préparé auparavant dans des aliquotes et conservée a -20°C, est mis
dans I’étuve pour sa décongélation extemporanément juste avant 1’utilisation. Il contient :

- Milieu de culture RPMI1640: 6,5 ml.

- Sérum de veau feetal: 1,5 ml.

- 2 gouttes de pénicilline (Antibiotique).

- PHA C: 100 pl.

- Héparine: 50 pl.

- Sang (L’échantillon): 10 gouttes (Environ 200 pl).

Il est a noter qu’il existe d’autres milieux de culture préts a I’emploi (Des Kits) et contiennent
tous les éléments précités comme le PBMax.

La culture est réalisée dans des flacons de 15 ml, elles sont disposés horizontalement dans une
étuve a 37° C, avec pression de CO, modulable (5 %) et pendant 72 heures. L.’observation des
cultures sous microscope apres 72 h n’est pas nécessaire, les manipulations pour I’obtention
du caryotype seront entamées directement.

c- Caryotype:

> Arrét des mitoses :

- Apres 72 heures d’incubation (Le temps nécessaire pour une croissance cellulaire
assez importante), on sort les cultures de 1’étuve.

- Le blocage des mitoses en métaphase se fait par ajout de 150 pl de la colchicine (A
20mg/1).



- On remet les tubes dans 1’étuve a 37° C apres addition de la colchicine, pendant 1
heure 30 en position horizontale pour que la colchicine puisse agir. On centrifuge les
tubes a 1500 tours/minute, pendant 5 minutes.

» Choc hypotonique :

Apres la centrifugation, on jette le surnageant, et on ajoute 1,5 ml de Kcl a 5,6 g/l
pour réaliser le choc hypotonique. Par des agitations modérées, jusqu'a dissolution
totale du culot, puis vigoureusement et on termine cette étape en complétant en
quantité suffisante pour jusqu'a 6,5 ml.

On remet ensuite les tubes a 1’étuve toujours réglée a 37° C pendant 20 minutes en
position horizontale.

> Préfixation :

Juste avant la fin des 20 minutes du choc hypotonique, on prépare la solution de
fixation, le Carnoy acétique, qui est un mélange de méthanol et d’acide acétique,
avec des proportions de 3 V de méthanol et 1 V d’acide acétique. La quantité de la
solution n’est pas déterminée, elle dépend du nombre des tubes. Le volume de la
solution de fixation a mettre est de 1 ml dans chaque tube. On mélange par agitation
modérée pour éliminer le reste du Kcl.

On mélange puis on centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes.

On jette le surnageant.

» Fixation : Elle se fait en deux temps :

La 1" fixation : Apres avoir jeté le surnageant, on ajoute 0,5 ml du Carnoy acétique
puis on vortex jusqu'a dissolution totale du culot, et on complete ensuite en gsp jusqu'a
6,5 ml. On laisse pendant 20 minutes a I’air libre et a température ambiante. On
centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes et on déverse le surnageant et on
garde le culot.

La 2™ fixation : Apres avoir jeté le surnageant, on ajoute 0,5 ml de la solution de
fixation puis on vortex jusqu'a dissolution totale du culot, et on complete ensuite en
gsp jusqu'a 6,5 ml. On laisse pendant 20 minutes a l’air libre et a température
ambiante. On centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes et on déverse le
surnageant avec une pipette en laissant quand méme de 0,5 a 1 ml ; ce volume est
proportionnel avec la quantité du culot cellulaire et déterminera par la suite la densité
des lames en noyaux. Le culot cellulaire est conservé.

A ce stade on peut continuer notre manipulation et faire I’étalement, soit garder nos
tubes issues de la deuxieme fixation (Culot + surnageant) dans un réfrigérateur a 4°C
pour une utilisation ultérieure.



> Etalement :

- Avant étalement, on mélange jusqu'a dissolution du culot dans le reste du surnageant.

- Pour réaliser I’étalement, on fait tomber deux gouttes de chaque suspension cellulaire
sur les lames. Il faut respecter une certaine distance pour I’améliorer et permettre aux
gouttes de mieux se disperser. On laisse les lames sécher a 1’air libre.

> Coloration :

- La coloration se fait au Giemsa diluée 1/20, préparée extemporanément. On verse la
solution sur les lames jusqu’a ce qu’elle soit couvertes completement et on les laisse
pendant 5 a 8 minutes. Apres, les lames sont rincées a 1’eau courante et séchées
verticalement a I’air libre.

- 11 faut savoir que cette coloration est primaire ; elle nous permet de savoir si notre
lame contient des métaphases ou pas. Si c’est le cas on procede a une dénaturation.

> La dénaturation :

- Avant la dénaturation, on met les lames dans 1I’étuve a 37° C pendant une nuit pour
permettre le vieillissement. Ce vieillissement nous permet de déterminer la richesse
réelle des lames en mitoses, le temps de la dénaturation sera fonction de ce
parametre.

- Avant de d’entamer la coloration, on préchauffe le bain marie a 65° C. Une plaque
est déposée au-dessus de celui-ci sur laquelle on place les lames.

- La dénaturation se fait par la chaleur, on place les lames dans un bac en porcelaine
rempli de solution d’EARLE diluée au 1/10 préchauffée pendant 20 min. Enfin, on
plonge le bac dans le bain marie réglé a 87° C pendant 47 min.

- Une fois le temps écoulé, on fait un choc thermique en placant le bac sous I’eau
courante, ensuite on fait une coloration avec le Giemsa.



Protocole d’extraction de ’ADN

Salting out
(Miller et al., 1988).

Apres réalisation d’un prélevement sanguin de 5 a 10 ml dans des tubes EDTA,
I’extraction de I’ADN est lancée immédiatement ou (si les conditions ne le permettent pas)
dans les 3 jours qui suivent la réalisation du prélevement conservé a +4°C.

L’extraction de I’ADN se fait en 3 étapes :

= Préparation des leucocytes : les leucocytes sont séparés du sang total par lyse
hypotonique des érythrocytes dans un tampon Tris-EDTA (Tris 20 mM, EDTA 5 mM,
pH 7.5) (TE) 20:5 pendant 10 minutes dans la glace. Apres lavage, le culot est remis en
suspension dans le TE 20:5.

= Extraction de ’ADN : se fait par ajout d’un tampon de lyse (NaCl 400 mM,
EDTA 2 mM, Tris 10 mM, pH 8,2), du Sodium Dodécyle Sulfate (SDS) a 10 % et
de la protéinase K a 10 mg/ml.

Les tubes sont mis en rotation sur une roue, a 27°C, pendant une nuit, et sont refroidis le
lendemain dans la glace pendant 5 minutes. On ajoute ensuite 1 ml de NaCl 4M pour
permettre la libération de I’ADN nucléaire dans le lysat ainsi que la digestion et
I’élimination des protéines qui lui sont associées par précipitation avec ce solvant
inorganique. La pelote d’ADN est formée dans le surnagent par précipitation avec
I’éthanol pur. Une fois la pelote d’ADN récupérée avec une pipette Pasteur,
elle est rincée deux fois dans 1’éthanol 2 70 % et mise ensuite dans un tube Nunc®

de 1,5 ml.

= Solubilisation : I’ADN ainsi obtenu est solubilis€ en phase aqueuse
(on ajoute entre 300 et 1000 pl d’eau bi-distillée selon la grosseur de la pelote).
On laisse une nuit sur un agitateur-rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution complete (1 a 2 jours).



Annexe IX :
Représentation schématique de la séquence de I’exon 12 de la NPM1 avec localisation de
la région d’intérét et les amorces utilisées pour 1’amplification et les hot-spots de
mutations

5 .. TTTTTATGACTGATTAAAGTGTTTGGAATTAAATTACATCTGAGTA
TAAATTTTCTTGGAGTCATATCTTTATCTAGAGTTAACTCTCTGGTGGT
AGAATGAAAAATAGATGTTGAACTATGCAAAGAGACATTTAATTTAT
TGATGTCTATGAAGTGTTGTGGTTCCTTAACCACATTTCTTTTTTTTTT
TTTCCAGGCTATTCAAGATCTCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGA
AAATAGTTTAAACAATTTGTTAAAAAATTTTCCGTCTTATTTCATTTCT
GTAACAGTTGATATCTGGCTGTCCTTTTTATAATGCAGAGTGAGAACT
TTCCCTACCGTGTTTGATAAATGTTGTCCAGGTTCTATTGCCAAGAAT
GTGTTGTCCAAAATGCCTGTTTAGTTTTTAAAGATGGAACTCCACCCT
TTGCTTGGTTTTAAGTATGTATGGAATGTTATGATAGGACATAGTAGT
AGCGGTGGTCAGACATGGAAATGGTGGGGAGACAAAAATATACATGT
GAAATAAAACTCAGTATTTTAATAAAGTAZ’

Amorces (F) et (R) La région séquencée

Régions de mutations

Données recueillies sur ENSEMBL Genome Browser
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Abstract:
Leukemia is a very heterogeneous group of malignant homeopathies and this

heterogeneousness expresses itself more particularly in the acute leukemia where sometimes it
turns out to be difficult to make the distinction between the various entities. The
physiopathology of this disease is starting to be understood at the cellular and molecular
levels, and cytogenetic markers have become the most important for the stratification of the

risk and the treatment of the patients.

However, with the advent of the new technologies, the identification of other
molecular markers, like gene mutations and the characterization of the profiles of the
epigenetic modifications, began to play an important role in the understanding of the disease.
The identification of these biomarkers contributes to a better understanding and a better

treatment strategies of the patients.

At first of our work, we proceeded to a transverse study on the acute leukaemia, and
for that we made a hematological, cytological and cytogenetic analysis for acute leukemia

patients who were received at hematology center in our hospital.

Secondly, molecular variations of the gene FLT3 (FLT3-ITD and FLT3-TKD) and of
the exonl2 of the gene NPM1 were analysed for the AML patients. Our results reveal that
FLT3 and NPM1 mutations are less frequent in our population than reported in literature. we
were also able to describe a new unreported complex mutation in the exon 12 of the NPM1

gene.

Finally, we analyzed the effect of the presence of the previously detected mutations on
the answer to the treatment, the survival and the future of the AML patients. Our results
showed that the mutations of the FLT3 have a pejorative effect on the future of the patients,
they indeed increase, the possibility relapse and death rate contrary to the mutations of the
NPMI1 gene which appear to have a positive effect on the AML patients when they are not
associated with the FLT3-ITDs.

The molecular and cytogenetic analysis for leukemia patients’ turned out to be an
important diagnosis tool for prognosis of the acute leukemia. The specific association between
acute leukemia subtypes and certain anomalies was clearly established. These analyses are
important for confirming the diagnosis, to establish a prognosis, to make a choice and a
therapeutic follow-up and consequently, the management of patients at the hematological

centers can be improved.

Keywords: acute leukemia, FLT3 mutations, NPM1 mutations, survival.
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Le résumé :
Les leucémies sont un groupe tres hétérogene d’hémopathies malignes et cette hétérogénéité s’exprime plus

particulierement dans les leucémies aigiies ou il s’avere parfois tres difficile de faire la distinction entre les différentes
entités. La physiopathologie de cette maladie commence a étre comprise au niveau cellulaire et moléculaire, et les
marqueurs cytogénétiques sont actuellement les plus importants pour la stratification du risque et le traitement des
patients. Cependant, avec l'avénement des nouvelles technologies, la détection d'autres marqueurs moléculaires, tels que
les mutations ponctuelles et la caractérisation des profils épigénétiques, a commencé a jouer un rdle important dans
I'approche de la maladie. L’identification de ces biomarqueurs contribue a une meilleure compréhension de la base
moléculaire de la maladie, ce qui est tres utile pour le diagnostic, le pronostic et la surveillance de la LAM, ainsi que
pour prédire la réponse de chaque individu au traitement.

Dans un premier temps de notre travail, on a procédé a une étude transversale sur les leucémies aigués, et pour
cela nous avons effectué une analyse hématologique et cytologique et cytogénétique pour des patients atteints de
leucémies aigués myéloides et lymphoides recrutés au niveau du CHUC.

Dans un deuxiéme temps, des variations moléculaires du géne FLT3 (FLT3-ITD et FLT3-TKD) et de I’exon12
du gene NPMI1 ont été prospectées chez les patients LAM. Nos résultats ont montré que notre population d’étude est
caractérisée par des fréquences faibles de ces mutations et on a pu décrire également une nouvelle mutation non
répertoriée au niveau de I’exon12 du géne NPM1.

A la fin, on a analysé I’effet de la présence de mutations précédemment détectées sur la réponse au traitement, la
survie et le devenir des patients LAM. Nos résultats ont montré que les mutations du FLT3 ont un effet péjoratif sur le
devenir des patients, elle augmente en effet, la possibilité de récidive et de déces contrairement aux mutations du gene
NPMI1 qui paraissent avoir un effet positif sur les patients LAM quand elles ne sont pas associées aux FLT3-ITDs.

L’étude moléculaires et cytogénétiques des leucémies s’est révélée €tre un outil de premier choix pour la prise en
charge des leucémies aigues. L.’association quasi-spécifique entre certaines leucémies aigues et certaines anomalies a été
clairement établi. Ces analyses sont importantes pour confirmer le diagnostic, établir un pronostic, faire un choix et un
suivi thérapeutique et par conséquent, la prise en charge des patients au niveau des structures hospitaliers spécialisées

peut etre améliorés.
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