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ABL
ADN
ADNCc
AKT
AML
ARN
ARNmM
ARNmM
ATP
BAD
BCR
CCyR
CMR
CSH
ELN
EUTOS
FISH
GDP
GTP

IFNo

Liste des abréviations

: Abelson

: Acide désoxyribonucléique

: ADN complémentaire

: activation of protein kinase B

: Leucémie Aiglie Myeloblastique

: Acide ribonucléique

: Acide ribonucléique messager

: ARN messager

: Adenosine Tri Phosphate

: Biotin Acceptor Domain

: Breakpoint Cluster Region

: Réponse cytogénétique complete
: réponse moléculaire complete

: Cellule Souche Hématopoiétique
: EuropeanLeukemiaNet

: European Treatment and Outcome Study
: Hybridation in situ fluorescente

: guanidine diphosphate

: guanidine triphosphate

: Interferon-alpha

: Interleukine
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ITK
JAK
kDa
LAL
LAM
LMC
LT
MBP
MCyRM
MMR
MR
NFS
PA
PB
PC
PCR
PCyR
Ph
Ph+
RMM
RNA
RTg-PCR

uv

: Inhibiteur Tyrosine Kinase

: Janus Kinase

: kilo Dalton

: Leucémie Aiglie Lymphoide

: Leucémie Aiglie Myéloide

: Leucémie Myéloide Chronique

: Lymphocyte T

: myeloid blast phase

: Réponse cytogénétique majeure
: réponse moléculaire majeure

: Réponse moléculaire

: Numération formule sanguine

: phase accélérée

: peripheral blood

: phase chronique

: Polymerase Chain Reaction

: réponse cytogénétique partielle
: Philadelphia chromosome

: Chromosome Philadelphie positif
: réponse moléculaire majeure

: ribonucleic acid

: Quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction

- ultraviolets
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. Introduction

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome myéloprolifératif clonal
a prédominance granuleuse did a la transformation de cellules souches
hématopoiétiques pluripotentes [1]. Elle appartient au groupe des néoplasmes

myéloprolifératifs chroniques.

Il s'agit d'une maladie rare dont l'incidence est de 1 a 2 cas pour 100 000
personnes chaque année. Elle est plus fréquente chez les personnes agées avec un age
médian au moment du diagnostic d'environ 65 ans [3]. Elle représente 2 a 5 % des

leucémies de I'enfant et 15 % des leucémies de I’adulte [2].

En deux siecles, les progres de la médecine et de la recherche médicale ont
permis de comprendre la physiopathologie de la leucémie myéloide chronique. Cette
hémopathie maligne est devenue un modele essentiel de cancérogénese dans lequel

une lésion moléculaire unique, causant la prolifération des cellules, a été identifiée.

La LMC résulte d'une translocation t(9;22)(q34;q11) connue sous le nom de
chromosome Philadelphie [4]. Cette translocation entraine une juxtaposition du gene
ABL du chromosome 9 et du gene BCR du chromosome 22, ce qui donne un géne de
fusion BCR-ABL qui code pour les transcrits et les protéines de fusion BCR-ABL avec
une activité tyrosine-kinase inhabituelle [5]. La pathogenése moléculaire de la LMC est

bien comprise, mais le mécanisme qui entraine la translocation du géne est inconnu.

La LMC a une évolution clinique triphasique ou biphasique : elle passe d'une
phase chronique a une phase accélérée, puis a une crise blastique terminale. Parfois,

elle passe directement de la phase chronique a la crise blastique.

M. OTHMANE BERRADA 8



Profil génétique des patients atteints de leucémie myéloide chronique These N°060/22

La plupart des patients sont diagnostiqués lors de la phase chronique alors qu'ils
sont asymptomatiques, a lI'occasion d'une analyse sanguine effectuée a d'autres fins.
Les résultats typiques sont une leucocytose avec un nombre accru de cellules

immatures et, occasionnellement, une thrombocytose [6].

Le diagnostic moléculaire est devenu essentiel dans la prise en charge des
patients atteints de la LMC pour aider a prédire les résultats et a orienter les décisions
thérapeutiques. La PCR quantitative en temps réel (RTq-PCR) est une méthode
permettant actuellement d’atteindre des niveaux de sensibilité informatifs, et trouve
une place croissante dans la prise en charge de la leucémie myéloide chronique et la

quantification de la maladie résiduelle.

En 'absence de traitement, la LMC évolue en 3 a 5 ans vers une leucémie aigué

rapidement mortelle.

Les traitements tels que I’hydroxyurée ou le busulfan ne modifient que trés peu
la survie des patients. L’allogreffe de moelle osseuse permet de guérir les malades mais
ne peut étre proposée qu’a un nombre limité de patients. L’interféron alpha a amélioré
la survie des patients répondeurs mais ces derniers sont peu nombreux et les effets

secondaires ont rendu son utilisation limitée.

Aujourd’hui, I'imatinib mésylate, premier inhibiteur de tyrosine kinase spécifique
de la protéine BCR-ABL, est devenu le traitement de premiere intention de cette

hémopathie, faisant de la LMC un exemple d’hémopathie a thérapeutique ciblée [2].

M. OTHMANE BERRADA 9
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Il. Historique

Le premier cas de leucémie fut décrit en 1827 par le francais Alfred Velpeau qui
observa chez Monsieur Vernis, fleuriste parisien de 63 ans, une splénomégalie associée
a de la fievre, une asthénie ainsi qu’un sang épais, ressemblant plus a du pus qu’a du
sang. Il spécula avec exactitude que l'aspect du sang était probablement di aux

corpuscules blancs observés post-mortem [7].

La premiere description de leucémie fut néanmoins créditée a John Hughes
Bennett (figure 1A) qui fut le plus complet et scientifique dans son étude. Il décrivit la
leucémie a Edimbourg en 1845, aprés que son mentor, David Craigie, eut observé chez
deux patients admis a I'Infirmerie royale d’Edimbourg, un sang « purulent » associé a

une tumeur splénique [8].

Au cours de la méme année, Rudolph Virchow (figure 1B), de ’Ecole de médecine
militaire de Berlin, découvrit son premier cas de leucémie alors qu’il menait des études
sur la phlébite. Il s’agissait d’une femme de 50 ans admise pour asthénie, épistaxis et

gonflement des jambes et de I’labdomen [9].

L’hypothése initiale de Craigie et Bennett, qui pensaient que I'apparence des
sangs observés pouvait évoquer un processus infectieux inhabituel, fut réfutée par
Virchow. Selon Virchow, la leucémie apparaissait comme une maladie progressive,

caractérisée par une augmentation du taux de globules blancs [10].

En 1847, Virchow suggéra le terme allemand « leukdamie », du grec leukos qui
signifie « blanc éclatant » et haima qui veut dire « sang », pour caractériser cette

pathologie [11].

M. OTHMANE BERRADA 10
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Figure 1 : A. Portrait de John Hughes Bennett. B. Portrait de Rudolf Virchow.

L’introduction de la coloration des cellules sanguines par Paul Ehrlich en 1878
en utilisant des radicaux acides, basiques et neutres, permit la différenciation des
différents types leucocytaires. Ehrlich distingua les leucémies lymphoides et myéloides

[12].

Une étape fondatrice de la compréhension de la physiopathologie de la LMC a
été la découverte du chromosome Philadelphie par David Hungerford et Peter Nowell
(figure 2A) en 1960 [13]. Ces deux chercheurs identifierent un petit chromosome
caractéristique chez deux patients atteints de LMC, qu’ils appelérent
« chromosome minute » [13] (figure 2B). Ce chromosome fut nommé
« chromosome Philadelphie », en accord avec le Comité pour la standardisation des
chromosomes qui avait suggéré que les chromosomes anormaux soient désignés par

le nom de la ville dans laquelle ils avaient été découverts [14].

M. OTHMANE BERRADA 11
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Figure 2 : A. Portraits de David Hungerford et Peter Nowell. B. Chromosome minute

(fleche).

En 1973, Janet Rowley (figure 3A) médecin de I’Université de Chicago confirma
que le chromosome Philadelphie correspondait bien au chromosome 22 auquel il
manquait du matériel génomique, mais aussi elle démontra que le chromosome
Philadelphie n’était pas issu d’une simple délétion mais d’une translocation réciproque

équilibrée entre le chromosome 9 et le chromosome 22 (figure 3B) [13].

N hpaewne
i r

9 22

Figure 3 : A. Portrait de J. Rowley. B. Translocation t(9;22).
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En 1970, Herbert Abelson et louise Rabstein identifient le géne transformant ABL,
localisé sur le chromosome 9 en position 9937 [15]. La protéine ABLT humaine est une

protéine ubiquitaire d’environ 145 kDas a activité kinase étroitement régulée [16].

En 1984, Groffen et a/. Observerent que les points de cassure chez 17 patients
atteints de LMC se regroupaient dans une région de 5,8 kb du chromosome22 qu'’ils
nommerent « breakpoint cluster region » ou BCR [17]. La fusion BCR-ABL1 est formée

a la suite de la translocation réciproque équilibrée t(9;22).

L’activité tyrosine kinase constitutive de la protéine BCR-ABL1, est mise en
évidence par Lugo et al/. en 1990 qui démontrent le role essentiel du pouvoir

transformant de BCR-ABL1 [18].

Une fois BCR-ABL1 identifié comme I’événement moléculaire pathogénique dans
la LMC, les efforts ont été portés sur la compréhension du mécanisme d’action

moléculaire de la kinase BCR-ABL1 dans les années 2000 [19].

M. OTHMANE BERRADA 13
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. Epidémiologie

Les données importantes sur [|'épidémiologie des cancers (c'est-a-dire
I'incidence, la mortalité, la répartition par age et par sexe, la survie globale) sont
obtenues a partir de registres couvrant soit I'ensemble de la population d'une nation

[20] soit une population cible d’une région donnée [21].

Aux Etats-Unis par exemple, le registre (SEER) pour « The Surveillance,
Epidemiology, and End Results registry » collecte des données sur tous les cancers

nouvellement diagnostiqués dans les hopitaux américains [22].

L’incidence de la LMC dans la population adulte totale varie de 0,4 cas pour 100
000 habitants dans certains pays non-occidentaux a 1.75 cas pour 100 000 habitants

aux USA [23].

Comme l'incidence de la LMC augmente avec l'dge, certaines de ces variations
sont dues a des différences significatives dans la répartition par age des populations
étudiées (par exemple, les pays occidentaux par rapport a plusieurs pays non
occidentaux). Cependant, les chiffres sur l'incidence ajustée selon l'age varient
également considérablement (0,7-1,8/100 000) entre les différentes études (tableau

1) [23].

Des facteurs méthodologiques peuvent, au moins en partie, expliquer ces écarts.
En particulier, l'inclusion de patients présentant des troubles myéloprolifératifs BCR-

ABL négatifs peut expliquer l'incidence plus élevée de la LMC dans certains registres.

L'incidence de la LMC augmente avec l'age, au moins jusqu'a 75-80 ans. En
Europe, I'age médian au moment du diagnostic de la LMC, tel qu'estimé a partir des

registres de population, est de 57-60 ans [24].
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Chez les enfants, la LMC est une maladie trés rare dont l'incidence est de 0,6-

1,2 cas pour un million par an [25].

La LMC est plus fréquente chez les hommes que chez les femmes avec un sex-
ratio homme-femme variant entre 1,2 et 1,7 dans différentes études [23]. La différence

d'incidence entre les sexes est moins importante dans les groupes d'age plus jeunes.

Les données fiables sur la prévalence exacte de la LMC sont encore rares. Dans
une enquéte épidémiologique dans le nord de la France, Corm et al. ont rapporté une
prévalence pour les années 1998, 2003 et 2007, respectivement, de 5,8, 6,8 et 7,3
pour 100 000 habitants [26]. En raison de I'amélioration spectaculaire de la survie, a la
suite de l'introduction de l'imatinib et d'autres inhibiteurs de la tyrosine kinase, ainsi
que de l'augmentation de l'espérance de vie dans la population générale, on peut

s'attendre a ce que la prévalence continue d'augmenter.

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une maladie rare qui est peu étudiée
au Maroc, pour cette raison les informations sur son incidence et sa prévalence sont

dasSSez rares.

Au Maroc, le registre de la région du grand Casablanca (2008-2012) et le registre
de Rabat (2009-2012) ont attribué une incidence standardisée par age de la LMC de

I’ordre de 1,5.

Le registre du grand Casablanca a conféré une médiane d’age de 67 ans, tres
proche de celle enregistrée par ceux des pays occidentaux dans le tableau 1. Par
ailleurs, le registre de Rabat a concédé une médiane d’age minime de 48 ans, due

potentiellement a la taille d’échantillon réduite.

M. OTHMANE BERRADA 15
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L’organisation mondiale de la santé (OMS) a classé la leucémie parmi les dix
premiers cancers dont le taux d’incidence standardisé par age est le plus élevé parmi

trente-cing autres cancers au Maroc (Figure 4).

Age-standardized (World) incidence rates per sex, top 10 cancers

Males - Females

Breast

Lung

Prostate

Colorectum

Cervix uteri
Non-Hodgkin lymphoma
Thyraid

Bladder

Stomach

Leukaemia

80 « 2 0 2 4@ 0
ASR (World) per 100 000

Figure 4 : Taux d’incidence des dix premiers cancers au Maroc standardisé par
age et par sexe selon GLOBOCAN 2018'(Registry 2020).

Registre Durée Nombre de Médiane Incidence Incidence
d’observation patients d’age brute standardisée
par I’age
USA (SEER) 1975-2009 13.869 66 = 1,75
USA (SEER) 2010-2017 - - 1,9
NW France 1985-2006 906 56 = 0,8
Europe (Project 1995-2002 1047 - 1,2 -
RARECARE)
Taiwan 1997-2007 2672 - 0,7 -
Sw. CML registre 2002-2010 779 60 0,9 -
Maroc, Casablanca 2008-2012 326 67 1,6 1,5
Maroc, Rabat 2009-2012 52 48 1,89 1,5
EUTOS 2008-2012 2887 59 0,99 0,96

Tableau 1 : Incidence de la LMC selon dix différents registres et/ou enquétes de
population.
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IV. Facteurs étiologiques

Des facteurs génétiques ou environnementaux spécifiques peuvent entrainer la
fusion de points de cassure du chromosome 9 dans le gene ABL avec certains points

de cassure du chromosome 22 dans le gene BCR [27].

Aucune preuve de prédisposition génétique chez des personnes individuelles n'a
été prouvée [27], et les rapports de cas de LMC familiaux sont rares [28]. Un indice de
masse corporelle élevé a été identifié comme un facteur de risque possible de la LMC

[27].

Une association entre I|'exposition chimique au benzene, aux solvants
organiques, aux agents alkylants, aux inhibiteurs de la topoisomérase Il ou a d'autres
agents chimiothérapeutiques, et I'apparition de LMC a été démontrée a plusieurs

reprises.

Une incidence accrue de LMC a été observée chez les travailleurs exposés au
benzeéne ou a des solvants contenant du benzene [29]. Le benzene n'est pas considéré
comme génotoxique, mais ses principaux métabolites hépatiques, notamment le
phénol, |'hydroxyquinone et le 1,2,4-benzenetriol, ainsi que leurs produits
métaboliques (par exemple, la 1,4- benzoquinone et la semiquinone) sont considérés
comme induisant des dommages a I'ADN dans les cellules de la moelle osseuse, tout

comme les agents alkylants et les inhibiteurs de la topoisomérase [30].

En addition aux expositions chimiques, les effets leucémogéenes d'une exposition
aigué a de fortes doses de rayonnements ionisants ont été identifiés par I'Atomic Bomb
Casualty Commission au Japon apres la Seconde Guerre mondiale dans le cadre

d'études épidémiologiques approfondies [31].
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L'incidence de la LMC était plus élevée chez les survivants des bombes atomiques
d’Hiroshima et de Nagasaki [32]. De méme, l'incidence de la LMC chez les travailleurs
du nettoyage de Tchernobyl a augmenté au cours des 20 dernieres années apres

I'accident de la centrale nucléaire de Tchernobyl [33].

Aux Etats-Unis, la LMC représente environ 17 % des nouveaux cas de leucémie
potentiellement radio-induites par an [27]. La plausibilité biologique a renforcé les
preuves épidémiologiques convaincantes de la LMC radio-induite par des cultures de
cellules hématopoiétiques : I'oncogene BCR-ABL pourrait résulter d'une irradiation par
rayons X ou gamma a forte dose et de la transcription subséquente du message BCR-
ABL dans ces cellules. L'exposition a de fortes doses de radiations peut générer

directement des genes de fusion spécifiques a la leucémie [34].
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V. Physiopathologie

1. Rappel sur I’hématopoiése

L'hématopoiese est le processus continu de formation et de renouvellement des
cellules sanguines qui permet de répondre aux besoins quotidiens et aux besoins
accrus, par exemple en cas de blessure ou d'infection. Un adulte moyen produit environ
un trillion de cellules sanguines chaque jour, dont 200 milliards d'érythrocytes et 70
milliards de neutrophiles. Le maintien de ['hématopoiese est régulé par des

mécanismes a la fois stochastiques et instructifs [35].
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Figure 5 : Schéma simplifié de I'hématopoiese.
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La cellule souche hématopoiétique (CSH) se situe au sommet de I'hématopoiese
et se définit par deux caractéristiques fondamentales: la capacité
d'auto-renouvellement, un événement de division qui donne naissance a deux CSH, et
la capacité de différenciation multipotente en toutes les lignées sanguines matures,
c'est-a-dire les érythrocytes, les plaquettes, les lymphocytes, les

monocytes/macrophages et les granulocytes [35].

La LMC est le résultat d’une prolifération monoclonale issu d’une mutation sur
une cellule souche hématopoiétique pluripotente. Toutes les lignées cellulaires peuvent

donc étre atteintes, avec une ampleur variable.

Cette hémopathie maligne est un des syndromes myéloprolifératifs qui est le plus
typique car il porte un marqueur spécifique de cette maladie : le chromosome
Philadelphie, qui sera donc identifié dans toutes les cellules d’origine monocytaire,
granuleuse, érythroblastique, mégacaryocytaire mais aussi lymphocytaire (B, T, NK). Il
sera en revanche introuvable dans les fibroblastes et les cellules extra-

hématopoiétiques [36].
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2. Le chromosome Philadelphie

Le chromosome Philadelphie (Ph) est la premiere altération génétique dont on a
découvert gqu'elle était associée a un cancer humain. En 1960, Nowell et Hungerford
étudiaient les chromosomes de patients atteints de leucémie myéloide chronique (LMC)
a I'Université de Pennsylvanie a Philadelphie (d'ou le nom), et ils ont remarqué qu'un
chromosome anormalement petit était invariablement présent dans les noyaux des

cellules de LMC [37].

La LMC est caractérisée particulierement par la présence de ce chromosome
Philadelphie. Il résulte d’une rupture d'une partie du bras long du Chromosome 9, et
une autre rupture du bras long du Chromosome 22. La cassure sur le chromosome 9
(région q34) entraine une mutation d'Abelson le géne de la leucémie murine (ABL),
tandis que la rupture sur le chromosome 22 (région q11) implique le gene de la région

de regroupement des points de rupture ou Breakpoint Cluster Region (BCR).

Apres cassures des Chromosomes, une translocation réciproque aura lieu entre
la région du Chromosome 9 qui inclut le gene ABL et la région du chromosome 22 qui
inclut le gene BCR. Cette translocation chromosomique est désignée comme

t(9;22)(g34;911).

Par conséquent, le gene ABL se déplace vers le chromosome 22 et fusionne avec
la partie restante du gene BCR, créant ainsi un chromosome 9 allongé, et un
chromosome 22 qui est le chromosome Ph. La conséquence moléculaire de cette
translocation est I'oncogene de fusion BCR-ABL, responsable de la leucémie, qui, a son

tour se traduit en une oncoprotéine BCR-ABL [38].
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Figure 7 : Image de la translocation réciproque t(9;22)(q34;q11).
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3. Le géne ABL

L'oncogene d'Abelson (c-ABL) est situé sur le chromosome 9 en position 9q34.
Son nom trouve son origine de son homologue viral, le gene Abelson (v-ABL), qui

provoque des leucémies chez la souris.

Il existe deux variantes possibles pour le premier exon, 1a et 1b, et les ARN
messagers qui en résultent ont une longueur de 6 et 7 kb, respectivement. Deux
variétés de protéines d'environ 145 kDas sont synthétisées en fonction du premier
exon, 1a ou 1b [39]. La protéine contenant I'exon 1b est « myristoylée » (c'est-a-dire
modifiée par un groupement lipidique de type acide gras saturé sur un résidu glycine),
ce qui entraine sa localisation a la membrane plasmique. L'absence de ce résidu glycine

dans la forme 1a (majoritaire) entraine une localisation principalement nucléaire.

La structure de la protéine cellulaire Abl est hautement conservée. Comme la
plupart des protéines de signalisation intracellulaire, Abl possede des domaines
d'homologie SH (Src Homology) similaires a ceux de la protéine Src. Le domaine SH3
est un régulateur négatif du domaine SH2, qui a son tour est un régulateur positif du
domaine SH1, qui soutient l'activité tyrosine kinase de la protéine Abl. Dans la partie
C-terminale de la protéine, on trouve un signal de localisation nucléaire (NLS) et des
domaines qui lui permettent de se lier aux filaments d'actine et a l'acide

désoxyribonucléique (ADN) (Figure 8).
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Figure 8 : Structure de la protéine Abl.

On peut noter que la protéine Abl présente une dualité structurelle et

fonctionnelle, avec des domaines régulateurs qui lui permettent de jouer un réle a la

fois dans le noyau et dans le cytoplasme et de transiter entre les deux compartiments.

Son action dépend de sa localisation nucléaire ou cytoplasmique [40]. Dans le

compartiment nucléaire, Abl agit comme un régulateur négatif du cycle cellulaire.

Lorsqu'elle est localisée dans le cytoplasme, Abl joue un rdole important dans la

croissance et la prolifération cellulaire, en participant a la transduction du signal initié

par certains récepteurs de facteurs de croissance.
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4. Le géne BCR

Le gene BCR, situé sur le bras long du chromosome 22, a été découvert par
clonage de la région du major-breakpoint cluster (M-BCR) ou se produisent la majorité
des points de cassure dans la LMC. Il s'étend sur 135 kb, comprend 23 exons et permet
la transcription de deux types d'ARN messagers dont les poids moléculaires sont
respectivement de 4,5 et 6,7 kb et qui codent pour une protéine de 160 kDas

d’expression ubiquitaire.

Cette protéine, qui est cytoplasmique lorsque la cellule n'est pas en cycle, est
exprimée de facon péri-chromosomique pendant la mitose, ce qui suggere qu'elle joue

un role dans le cycle cellulaire [41].

La protéine Bcr est constituée de plusieurs domaines (Figure 9). Dans la partie
N-terminale, le domaine 1B est une région importante puisqu'il permet la dimérisation
de la protéine Bcr-Abl conduisant a I'ouverture de l'activité kinase, et le domaine 2B
comprend deux sites de liaison du domaine SH2 tels que ceux portés par la protéine
Abl et la protéine Grb2. La région centrale possede un domaine d'homologie avec les
protéines Dbl (facteur d'échange guanosine triphosphate [GTP]/guanosine diphosphate
[GDP]). La partie C-terminale de Bcr, absente dans la protéine de fusion Bcr-Abl, a une
fonction GAP (GTPase activating protein) pour les protéines G de type Rac. Cette
seconde partie, qui ne présente pas d'intérét dans la protéine chimérique Bcr-Abl, joue
en fait un roéle dans l'activité bactéricide des polynucléaires. Les véritables fonctions de

la protéine Bcr sont cependant mal connues [2].
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Figure 9 : Structure de la protéine Bcr.

En fonction du site de cassure sur le gene BCR, la taille de la protéine de fusion
qui en résulte peut varier entre 158 kb et 230 kb (figure 10). Chaque gene de fusion
code pour la méme portion du géne ABL mais differe dans la longueur de la séquence

du gene BCR qui reste a I’extrémité N.

Presque tous les patients atteints d’'une LMC (95%) expriment une protéine de

210 kb.

En conclusion, la protéine BCR a une activité sérine/thréonine kinase localisée
dans le cytoplasme, et comprend un domaine d'oligomérisation. Des mutations dans
ce domaine entrainent une diminution de l'activité tyrosine kinase de la protéine BCR-

ABL et permet de prévenir l'interaction entre les protéines BCR et BCR-ABL [42].
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5. Le géne de fusion BCR-ABL et sa protéine

Les réarrangements les plus fréquemment rencontrés dans la LMC sont les
produits de fusion du gene ABL cassé entre les exons 1 et 2 et du gene BCR cassé dans
une région de points de cassure variables, appelée M-BCR (Major BCR). Cette région,
qui correspond aux exons 12 a 16 du gene BCR, est subdivisée en cing bandes, de b1
a b5, qui correspondent aux cing exons impliqués (exon 12 = b1, exon 13 = b2...,
exon 16 = b5). La coupure dans cette région se produit préférentiellement entre les
exons b2 et b3 ou b3 et b4 (Figure 10). Ainsi, les produits de fusion b2a2 et b3a2 sont

formés, respectivement [43].

Géne BCR Géne ABL
o —
M-BCR f Chromosome 9
ell — |
b2 | Chromosome 22 a2
M-BCR b3 — | Chrlomosome
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Figure 10 : Chromosomes 9 et 22, génes BCR, ABL et BCR-ABL avec les différents
sous-types d’acide ribonucléique (ARN) transcrits en fonction des points de cassure.
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Les ARN messagers résultants codent tous deux pour une protéine chimérique
de 210 kDas. Cependant, la protéine codée par le variant b3a2 est plus fréquente et

comprend 25 acides aminés de plus que celle du variant b2a2.

Il existe d'autres variants de la translocation t(9;22) qui sont responsables de
phénotypes leucémiques différents dans la majorité des cas. On peut citer la fusion
ela2, qui résulte d'une rupture dans la m-BCR (minor BCR), c'est-a-dire entre les exons
1 et 2 du BCR. Elle produit une protéine chimérique de 190 kDas dont l'activité tyrosine
kinase est plus intense que celle de la protéine de 210 kDas. Ce variant moléculaire se
retrouve principalement dans la leucémie lymphoblastique aigué a chromosome
Philadelphie. Un autre variant, dont le géne BCR est interrompu au niveau du u-BCR
(micro-BCR), entre les exons 19 et 20, permet la synthése d'une protéine chimérique
de 230 kDas. Cette derniere forme moléculaire correspondrait a des hémopathies
lentement progressives marquées par une hyperleucocytose neutrophile modérée,

associée ou non a une thrombocytose [44].

La protéine Bcr-Abl de 210 kDas comprend les trois domaines SH1, SH2, SH3 et
tous les autres domaines d'Abl. Du coté de Bcr, le motif de dimérisation est la partie la
plus importante. Cette partie de Bcr conduit a la dimérisation de la protéine Bcr-Abl et
a son auto-activation par transphosphorylation. De plus, la perte de la partie N-
terminale d'Abl supprime son auto-inhibition. Ces deux modifications de la protéine
expliquent l'activation tyrosine kinase permanente de Bcr-Abl. La protéine tyrosine
kinase Abl physiologique est autorégulée de maniere physique, c'est-a-dire par
modification conformationnelle. Sa fusion avec Bcr modifie cette auto-inhibition et

active la kinase de facon permanente [42].
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6. Conséquences cellulaires

Voies de signalisation intracellulaire conduisant a la leucémogenése

La phosphorylation d'un trés grand nombre de substrats est responsable des
propriétés de la cellule leucémique, ce qui la distingue d'une cellule normale. En effet,
I'auto-activation et la perte de régulation de l'activité tyrosine kinase conduit a
I'activation et au recrutement direct ou indirect de voies de signalisation impliquées
dans les processus de prolifération, d'apoptose, de différenciation et d'adhésion

cellulaire.

Altérations des propriétés d’adhésion induites par la protéine Bcr-Abl dérégulée

Les cellules tumorales immatures présentent une adhésion réduite au stroma de
la moelle et a la matrice extracellulaire [45]. L'adhésion cellulaire est médiée par
différentes familles de molécules telles que les intégrines. L'expression de ces
molécules d'adhésion n'est pas altérée mais leur fonction et le signal qu'elles induisent
sont dérégulés. Ainsi, la phosphorylation par Bcr-Abl de protéines telles que Crkl,

paxilline ou talline, jouerait un réle important dans cette dérégulation (Figure 11) [46].

Activation de signaux mitotiques

L’autophosphorylation du résidu tyrosine 177 de la protéine Bcr-Abl permet la
fixation de la protéine Grb-2 qui, liée a Sos, stabilise la forme activée de Ras.
Cependant, deux autres protéines, substrats de Bcr-Abl, peuvent aussi activer Ras : Shc
se liant a SH2 et Crkl se liant a SH3. Ras activée peut, via les protéines Raf, Mek et Erf,

activer a son tour d’autres genes induisant un signal prolifératif [47].

Une autre voie, celle de Jak Kinase, joue aussi un role important. En effet, Bcr-

Abl peut activer, via Grb-2, les protéines STAT sans passer par la phosphorylation des
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Jak kinases. De méme, la voie des PI3 kinases peut, aussi, étre activée via Grb2,

induisant un signal prolifératif et antiapoptotique via Akt (Figure 11) [48].

Inhibition de I’apoptose

Bcr-Abl bloque la libération de cytochrome C par les mitochondries, ce qui induit
I'inactivation de la voie des caspases. Cet effet est d(i en partie a la phosphorylation de
la protéine proapoptotique Bad ou a I'hyperexpression de la protéine antiapoptotique
Bcl-2 via des voies de signalisation de Ras ou de PI3 kinase-dépendantes (Figure 11).
D'autres partenaires moléculaires, tels que les protéines STAT ou la voie NFkB, sont

impliqués dans l'inhibition de I'apoptose induite par BCR-ABL [49].

Protéine Ber-Abl

Prolifération
Différenciation

CYTOPLASME

c-FOS
Cycline DD
BCL-2
c-MYC

Figure 11 : Activation de différentes voies de signalisation par la protéine
Bcr-Abl.
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Dégradation de protéines par le protéasome

La protéine Bcr-Abl, comme la protéine Abl, induit la dégradation par le
protéasome des protéines Abi-1 et Abi-2, inhibiteurs physiologiques de l'activité
kinase d'Abl, et induit également la dégradation de protéines impliquées dans la
réparation de I'ADN, ce qui pourrait expliquer en partie l'instabilité génétique des

cellules leucémiques BCR-ABL positives [50].

Instabilité génomique ou génétique

Cette instabilité génétique est illustrée par I'évolution de la maladie vers la crise
blastique. Elle peut étre démontrée par les expériences suivantes : la méthode des
microsatellites et I'étude de la perte d'hétérozygotie. Les microsatellites sont des
séquences d'ADN contenant un nombre variable de répétitions de bases nucléiques en
tandem (VNTR). Comme ces séquences sont non codantes, elles sont affectées en
permanence par les mutations induites par l'instabilité génétique et en sont donc le
miroir direct [51]. La perte d'hétérozygotie reflete également cette instabilité. En effet,
tout gene muté sur un seul de ses alleles peut étre désactivé, de sorte qu'il n'est plus
transcrit. Dans ce cas, toute la transcription et donc toute la traduction des protéines
provient d'un seul allele, ce qui définit la perte d'hétérozygotie. Dans la LMC, cette
instabilité génétique est détectée et devient plus apparente lors du passage de la phase

chronique vers les phases accélérée et blastique de la maladie [52].

La responsabilité directe de Bcr-Abl n'a pas été entierement démontrée.
Cependant, une activité mutationnelle plus intense a été récemment démontrée lors
d’apparition de résistances a I’'imatinib mésylate due a des mutations dans le domaine
tyrosine kinase. Enfin, de nombreuses protéines oncogenes peuvent coopérer avec Bcr-
Abl et participer a la progression de la maladie, par exemple les kinases Src, qui

semblent jouer un rble important dans la transformation lymphoblastique. Autre
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exemple, le gene Evi-1 a été trouvé dans des «crises blastiques avec
dysmégacaryopoiese. De méme, des mutations rares du géne Ras ont été rapportées,
corrélées a une crise blastique et a l'apparition d'une atteinte extramédullaire.
L'amplification du gene c-myc ou du gene BCR-ABL lui-méme est aussi parfois

retrouvée dans les stades avancés de la maladie [53].

Les génes suppresseurs de tumeurs, tels que p16 et Rb (gene du rétinoblastome),
sont parfois inactivés lors des crises lymphoblastiques ou mégacaryocytaires
respectivement. Des anomalies du géne p53 ont été détectées a des stades avancés de

la maladie [54].

La translocation t(9;22) conduit a la synthese d'une protéine a activité tyrosine
kinase accrue, induit une augmentation de la survie cellulaire par inhibition de
I'apoptose et de la prolifération cellulaire avec maintien de la différenciation.
Cependant, l'instabilité génomique observée, probablement responsable de
I'apparition d'anomalies cytogénétiques supplémentaires et de l'activation de divers
genes dont la coopération avec Bcr-Abl est essentielle, explique le passage de la

maladie a une phase plus avancée.
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VI. Phases de la LMC

L'histoire naturelle de la LMC comprend trois phases évolutives : une premiere
phase dite « chronique », paucisymptomatique, suivie d'une deuxiéme phase dite
« accélérée », caractérisée par une accélération de la maladie, et enfin une troisieme
phase, dite « blastique » prenant la forme d'une leucémie aigué secondaire,

résistante ou réfractaire au traitement, conduisant au déces du patient.

On passe donc progressivement d'une hyperproduction chronique de divers
éléments matures a une prolifération rapide de cellules immatures (arrét de la
différenciation et développement fulgurant d'un ou plusieurs sous-clones). Cette
évolution s'explique en partie par la physiopathologie de la maladie décrite
précédemment. La phase chronique peut parfois passer inapercue et les patients se

présentent directement en phase accélérée ou blastique [2].

Le diagnostic de la maladie s’effectue dans la majorité des cas au moment de
la phase chronique. En I’absence de traitement, la LMC est mortelle, avec une
évolution en 3 a 5 ans. Dans de rares cas, la maladie sera diagnostiquée en phase
accélérée voire blastique, ou les manifestations cliniques et biologiques de la
pathologie seront plus marquées et dont le délai de prise en charge devra étre plus

rapide.
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1. Phase chronique

Cette phase initiale est progressive et dure en moyenne 4 a 5 ans. Les signes
cliniques sont souvent insidieux et de nombreux patients sont asymptomatiques au
moment du diagnostic, qui est suspecté sur la base d'un hémogramme de routine (40%

des cas).
Cependant, trois principaux syndromes peuvent étre rencontrés :

— Une altération de [|'état général, liée a un hypermétabolisme, associant
asthénie, amaigrissement et plus rarement fieévre et sueurs.

— Un syndrome tumoral, largement caractérisé par une splénomégalie (50%),
parfois responsable d'une symptomatologie digestive.

— Des signes de leucostase, avec notamment un priapisme, sont aujourd'hui

tout a fait exceptionnel.

2. Phase accélérée

La plupart des patients évoluent en phase accélérée avant la phase blastique.
Dans la phase accélérée, les patients peuvent présenter une aggravation de l'anémie,
une splénomégalie et une augmentation du nombre de globules blancs. Le nombre de
blastes dans le sang et la moelle osseuse commence généralement a augmenter (10 a

19 % des blastes dans le sang ou la moelle osseuse).

Dans cette phase, il y a généralement une accumulation d'aberrations
chromosomiques, en plus du chromosome Ph. Le traitement médicamenteux devient

généralement moins efficace a ce stade.
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3. Phase blastique

C'est la phase finale de I'évolution de la LMC, avec une progression rapide et
courte survie. La phase blastique se présente comme une leucémie aigué, le nombre
de blastes montre une augmentation spectaculaire de la moelle et du sang avec une
perte de la capacité de différenciation, qui se traduit par le nombre tres faible de
globules rouges, de plaquettes et de neutrophiles. Les patients peuvent connaitre des

épisodes d'hémorragie et d'infection.

Elle survient avec un délai médian de 4 ans et est définie par la présence de plus
de 20% de blastes dans la moelle osseuse ou de plus de 30% de blastes et de
promyélocytes dans le sang ou la moelle. Elle s'accompagne généralement d'une
augmentation des signes cliniques d'accélération (détérioration de I'état général,
splénomégalie, anémie, thrombocytopénie, fibrose médullaire) et parfois d'une

symptomatologie propre : fievre, hépatomégalie, adénopathie et douleurs osseuses.

Comme toute leucémie aigué, elle peut s'accompagner d'un syndrome tumoral
et de signes d'insuffisance médullaire. Des localisations blastiques extramédullaires

peuvent également étre observées, notamment [2].
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Blastes sanguins et médullaires < 15 %, blastes +
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Plaquettes > 100 000/ m3.

Blastes sanguins ou médullaires entre 15 % et 29 %, ou blastes
+ promyélocytes sanguins ou médullaires > 30 % et

Phase accélérée | Blastes < 30 %, basophiles sanguin > 20 %.

Taux de plaquettes < 100 000/m3 (sans relation avec un

traitement).

Blastes sanguins ou médullaires > 20 %.
Phase blastique
Atteinte blastique extrahématopoiétique.

Tableau 2 : Définition des phases de la LMC selon I’European LeukemiaNet, 201 3.
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VIl. Classification

La classification des leucémies remonte a la fin des années 1970 avec la
publication de la classification franco-américaine et britannique (FAB) qui décrit 3
formes développées a partir du tissu lymphoide et 7 puis 8 formes a partir du tissu
myéloide. Cette classification a été tres largement utilisée dans le monde jusqu’en

2000.

Depuis lors, le développement rapide des techniques de cytométrie en flux,
de culture cellulaire, de cytogénétique et de biologie moléculaire ont conduit a
I'affinement de cette classification par la consolidation de certaines entités et
I'individualisation de nouvelles entités. L'OMS a ainsi publié une nouvelle

classification internationale en 2000, modifiée en 2008 puis en 2016.

L'édition 2016 de la classification de I'organisation mondiale de la santé (OMS)
des tumeurs des tissus hématopoiétiques et lymphoides, représente la derniere

mise a jour de la classification des hémopathies malignes [55].

Depuis lors, les progrés sont nombreux dans l'identification de biomarqueurs
uniques associés a quelques néoplasmes myéloides des leucémies, qui sont
largement dérivées de l'analyse de I'expression des génes et du séquencage haut
débit ce qui peut améliorer considérablement les criteres de diagnostic ainsi que la
pertinence du pronostic. Les nouvelles données cliniques, morphologiques,
immunophénotypiques, et génétiques sont des entités actuellement incluses dans
la classification de I'OMS de 2016 et refletent un consensus de [l'avis des

hématopathologistes, des hématologues, des oncologues et des généticiens.

M. OTHMANE BERRADA 38



Profil génétique des patients atteints de leucémie myéloide chronique These N°060/22

Néoplasmes myéloprolifératifs (NMP)

Leucémie myéloide chronique (LMC), BCR-ABL1+
Leucémie neutrophile chronique (LCN)
Polycythemiavera (PV)

Myélofibrose primaire (MFP), stade précoce/préfibrotique
MFP, stade fibrotique déclaré
Thrombocytémie essentielle (ET)

Leucémie éosinophile chronique (LEC), NSA
Néoplasme myéloprolifératif (MPN), inclassable

MPNs : Néoplasmes myéloprolifératifs,
BCR-ABL : break-point cluster region-Abelson,
NSA : non spécifié ailleurs

Tableau 3 : Classification OMS des Néoplasmes myéloprolifératifs.
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VIIl. Diagnostic positif

L'évolution clinique naturelle de la LMC non traitée comprend deux ou trois
phases : la phase chronique (PC) et la phase blastique (PB ; également appelée crise
blastique) qui sont généralement, mais pas toujours, séparées par une phase accélérée
(PA ; parfois également appelée phase aigué en raison de sa ressemblance avec la
leucémie aigué). La plupart des patients sont diagnostiqués en PC qui a généralement
un début insidieux. Pres de 50 % des cas de LMC-PC nouvellement diagnostiqués sont
asymptomatiques et sont découverts de maniére fortuite par une numération
anormalement élevée de globules blancs lors d'une analyse sanguine de routine et/ou

par une splénomégalie lors d'un examen physique.

1. Diagnostic clinique

Les symptomes les plus courants sont une asthénie non spécifique, des malaises,
des sueurs nocturnes et une perte de poids, qui peuvent survenir longtemps apres le
début de la maladie. Une diminution de la tolérance a I'effort peut apparaitre au cours

de la PC apres plusieurs mois.

De nombreux patients présentent des symptomes liés a I'hypertrophie de la rate,
la moitié des patients environ présentent une splénomégalie palpable. L'hypertrophie
de la rate peut empiéter sur l'estomac et provoquer une satiété précoce et une
diminution de la prise alimentaire, entrainant une perte de poids. L'infarctus de la rate
peut se manifester par une douleur " saisissante " dans le quadrant supérieur gauche
de I'abdomen. La splénomégalie peut également étre associée a un état
hypermétabolique se manifestant par des fébricules, une transpiration excessive et une

fatigue chronique.
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Une hépatomégalie, généralement asymptomatique, peut également se produire,
mais elle est moins fréquente. Elle résulte généralement de I'hématopoiese

extramédullaire qui se produit dans la rate.

Des anomalies de la vision, des crises d'épilepsie, des infarctus cérébraux ou
myocardiques et un priapisme peuvent survenir chez les patients présentant un taux
de globules blancs extrémement élevé (plus de 300 000 cellules/mL), en tant que
manifestations de la leucostase (agglutination anormale des globules blancs) et de
I'hyperviscosité. La rétine peut présenter un cedeme papillaire, une obstruction

veineuse et des hémorragies a I'examen du fond de I'ceil.

En I'absence de traitement, la LMC en phase chronique évolue inévitablement
vers une crise blastique (via la PA ou sans celle-ci) dans les 3 a 5 ans. Environ 5 % des

patients sont diagnostiqués en PA ou PB (sans PC reconnue).

Les saignements, les pétéchies et les ecchymoses sont souvent des symptomes
importants de la LMC en PA. La fievre est généralement associée a des infections. Des
douleurs osseuses, une rate trés volumineuse et/ou une fibrose accrue de la moelle

osseuse sont des signes avant-coureurs courants de la phase blastique.

Les symptomes typiques de la crise blastique sont dus a une anémie croissante,
a une thrombocytopénie, a une basophilie, a une hypertrophie rapide de la rate et a
I'échec des médicaments habituels pour contrdler la leucocytose et la splénomégalie

[56].
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2. Diagnostic hématologique et biologique

2.1 Hémogramme

L’hémogramme ou numération-formule sanguine (NFS) est I'examen le plus

important car il permet a lui seul d’évoquer le diagnostic.

Le principal résultat initial de I'analyse sanguine est une leucocytose neutrophile,
avec une numération leucocytaire dépassant couramment 30 000 cellules/ml au

moment du diagnostic.

Une éosinophilie et une basophilie [égéres sont souvent déja présentes dans la
PC et augmentent avec la progression de la maladie vers les phases avancées. La
myélémie est constante et harmonieuse, sans hiatus de différenciation, et la blastose

est faible lors de la phase chronique (< 5 %).

Une augmentation des taux de plaquettes (thrombocytose) est fréquente au
moment du diagnostic, les numérations pouvant dépasser 1 000 000 de cellules/ml.
La thrombocytopénie est peu fréquente dans la PC. L’anémie (normocytaire et

normochrome) est peu courante et modérée [56].

2.2 Myélogramme

II montre une moelle d'une richesse cellulaire accrue, avec une hyperplasie
granulaire marquée et une blastose médullaire de moins de 10% en phase chronique.
On peut retrouver une basophilie, voire une éosinophilie, comme dans le sang. Les
mégacaryocytes sont souvent augmentés en nombre et de petite taille. Le
myélogramme n'est pas nécessaire pour le diagnostic de la LMC, mais il peut étre utilisé

pour confirmer la phase de la maladie et pour réaliser le caryotype initial [2].
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2.3 Biopsie ostéomédullaire

Elle n'est pas nécessaire au diagnostic de LMC, mais elle affirme le diagnostic de
syndrome myéloprolifératif, caractérisé par une hyperplasie du tissu hématopoiétique
et de la lignée myéloide en particulier, remplissant tous les espaces de la moelle, avec
disparition des adipocytes. Une discrete fibrose de la réticuline peut étre observée,
mais rarement au moment du diagnostic. L'apparition de la fibrose est un des signes

d'accélération de la maladie [2].

2.4 Autres examens biologiques

Parmi les autres anomalies biologiques, citons I'hyperuricémie qui refléete un
renouvellement élevé des cellules de la moelle osseuse, ainsi qu'une protéine sérique
de liaison a la vitamine B-12 nettement élevée, corrélée au degré de leucocytose (cette

protéine est synthétisée par les granulocytes) [56].
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3. Diagnostic cytogénétique et moléculaire

3.1 Caryotype

Le caryotype reste I'examen de référence et est indispensable pour le diagnostic
et le suivi des patients. Il est réalisé a partir d'un échantillon de moelle osseuse
(généralement le méme échantillon que pour le myélogramme). Les cellules sont
ensuite mises en culture et bloguées a un stade précis de la division cellulaire
(métaphase), ce qui permet de visualiser les chromosomes (figure 14). Le test standard
nécessite I'analyse d'au moins 30 cellules en division (mitose). Il déclare la présence du
chromosome Ph (présent chez plus de 95% des patients), il permet aussi de détecter
des anomalies cytogénétiques surajoutées et donc de préciser la phase de la maladie.

Le résultat de cet examen est obtenu apres 2 ou 3 semaines.
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3.2 FIS

L'hybridation in situ ou FISH visualise directement le gene de fusion BCR-ABL sur
les noyaux, gqu'il y ait ou non une translocation visible en cytogénétique. L'avantage de
cette technique est qu'elle détecte les altérations BCR-ABL sans chromosome
Philadelphie et qu'elle est plus sensible que le caryotype. Elle ne permet cependant pas
de détecter d'autres anomalies cytogénétiques. Cependant, il peut étre utile pour
rechercher une délétion du chromosome 9, reconnue comme un facteur de pronostic

négatif [57].

Normal

LSI BCR (22q11)

<— BCR-ABL gene fusion

Figure 15 : Fluorescence in situ hybridation (FISH) pour la détection de

(9; 22)(q34; q11).
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3.3 La RT-PCR

La reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) permet de détecter
le transcrit de la fusion Bcr-Abl dans les cellules de la moelle osseuse ou, plus
facilement, a partir d'un prélevement sanguin. Elle permet de définir le sous-type
moléculaire produit. Ce test est désormais indispensable pour le diagnostic de la LMC.
Le test peut étre réalisé sur un simple tube d'acide éthylene diamine tétra-acétique

(EDTA), méme apres 36 heures a température ambiante [2].

La RT-PCR qualitative notamment de type multiplex est nécessaire a la
caractérisation non seulement des types de transcrit classiques b3a2 et b2a2 au cours
du diagnostic mais aussi pour les deux variants ela2, el19a2, ainsi que pour les

variantes rares tels que ela3, e2al, e6a2, e8a2, el3a3 (ou b2a3) et e14a3 (ou b3a3).
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Phase chronique

Phase accélérée

Phase blastique

Criteres hématologiques/cytogénétiques établis

Présence du chromosome de Philadelphie et/ou de la protéine ou du transcrit de
fusion BCR/ABL1 confirmée par des techniques cytogénétiques et moléculaires.

<10% de blastes dans la
moelle osseuse ou dans le
sang périphérique.

10% < blastes <20% dans
la moelle osseuse ou dans
le sang périphérique.

Thrombocytopénie
persistante (plaquettes
<100 x 109/L) ou
thrombocytose (plaguettes
>1000 x109/L) ne
répondant pas au
traitement.

Preuve cytogénétique de
I'évolution clonale
(présence d'aberrations
chromosomiques
supplémentaires dans les
cellules Ph+).

20 % ou plus de basophiles
dans le sang périphérique.

Au moins 20 % de blastes
dans la moelle osseuse ou
dans le sang périphérique.

Prolifération blastique
extramédullaire (par
exemple, |ésions osseuses
ostéolytiques ou
lymphadénopathie).

Lésions osseuses
ostéolytiques ou
lymphadénopathie)
Grands foyers ou grappes
de blastes dans la biopsie
de la moelle osseuse.

Tableau 4 : Criteres de diagnostic des différentes phases de la leucémie

myélogene chronique (LMC) tels que définis par I'Organisation mondiale de la santé

(OMS).
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IX. Diagnostic différentiel

1. Dans la phase chronique

Avant que la translocation t(9;22) ne soit détectée par une analyse
cytogénétique (caryotype) ou que le transcrit de fusion Bcr-Abl ne soit détecté par
biologie moléculaire, les diagnostics différentiels sont ceux d'une hyperleucocytose

associée a une myélémie.

Myélémies réactionnelles

Elles sont secondaires a une infection, souvent sévere, a une corticothérapie
ou a des métastases médullaires. Elles sont caractérisées par l'absence de blastes
circulants et le faible nombre de promyélocytes. En outre, un chromosome

Philadelphie n'est jamais observé.

Splénomégalie myéloide ou myélofibrose primaire

Elle se développe le plus souvent chez des sujets de plus de 60 ans. Elle est
caractérisée par une hyperleucocytose avec myélémie et surtout une érythroblastose
dans le sang aboutissant a I'érythromyélémie trés caractéristique. La moelle est le
siege d'une fibrose plus ou moins importante, rendant difficile la réalisation d'un
myélogramme, et le chromosome de Philadelphie n'est jamais retrouvé a I'analyse

cytogénétique.

M. OTHMANE BERRADA 48



Profil génétique des patients atteints de leucémie myéloide chronique These N°060/22

La thrombocytémie essentielle

Elle est caractérisée par une thrombocytose importante avec une
hyperleucocytose modérée. C'est un diagnostic d'élimination et les autres
syndromes myéloprolifératifs doivent d'abord étre écartés (absence de chromosome
Philadelphie en faveur d'une LMC, absence de myélofibrose en faveur d'une
splénomégalie myéloide primaire, absence d'augmentation de la masse sanguine en

faveur d'une polyglobulie vraie).

Leucémie myélomonocytaire chronique (LMMQC)

C'est probablement I'un des diagnostics différentiels les plus difficiles : il
s'agit d'une entité a la frontiere entre le syndrome myéloprolifératif et le syndrome
myélodysplasique. Il existe une hyperleucocytose avec myélémie, dont la
caractéristique est une monocytose (> 1000/mm3). Des signes cytologiques de
myélodysplasie sont également présents. Le diagnostic de LMC peut étre exclu par
I'absence du chromosome Philadelphie et surtout par l'absence du transcrit de

fusion BCR-ABL en biologie moléculaire [2].

2. En phase aigué

Le probleme diagnostique est celui de la leucémie aigué lymphoblastique
(LAL) avec chromosome Philadelphie. La LAL a chromosome Ph est le diagnostic
différentiel possible de la LMC a transformation aigué de phénotype lymphoide. Si
la présence d'une splénomégalie et d'une myélémie associé a une basophilie oriente
vers un diagnostic de LMC acuitisée, seul le caryotype réalisé au cours de la
rémission apres chimiothérapie d'induction permettra de trancher, montrant dans
le cas de la LMC acuitisée la persistance du chromosome Ph dans toutes les

métaphases analysées [2].
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X. Traitement de la LMC

1. Critéres de réponse

Le traitement de la LMC a évolué au fil des années, au fur et a mesure des
améliorations apportées a la prise en charge des patients et des découvertes
thérapeutiques. Il faut d'abord définir les criteres de réponse hématologique,

cytogénétique et moléculaire.

1.1 Réponse hématologique

Une réponse hématologique compléete (RHC) est obtenue lorsque les valeurs de
la NFS reviennent a la normale, avec un nombre de globules blancs
<10 000/mm3, un nombre de plaquettes <450 000/mm3, la présence de <5% de
myélocytes et métamyélocytes, la présence de <20% de basophiles, I'absence de
blastes et de promyélocytes dans le sang périphérique, l'absence d'atteinte
extramédullaire [58] avec une disparition de tous les symptomes et signes cliniques de
la maladie, en particulier de la splénomégalie [2]. Les recommandations de I'European
LeukemiaNet indiquent que l'obtention d'une RHC dans les 3 mois suivant le début du
traitement constitue une réponse optimale [59]. Presque tous les patients atteints de

LMC en phase chronique obtiennent une RHC avec un traitement par ITK.

1.2 Réponse cytogénétique

L'analyse cytogénétique reste la norme pour le suivi du traitement de la LMC [59].
La cytogénétique classique nécessite un échantillon de moelle osseuse et I'évaluation

de >20 métaphases pour le chromosome Philadelphie.

Les catégories de réponse cytogénétique comprennent la réponse cytogénétique

minimale, avec 66% a 95% de métaphases Ph+ ; la réponse cytogénétique mineur
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(mCyR), avec 36% a 65% de métaphases Ph+ ; la réponse cytogénétique partielle (PCyR),
avec 1% a 35% de métaphases Ph+ la réponse cytogénétique majeure (MCyR)(qui inclue
la réponse cytogénétique partielle et complete), avec 0% a 35% de métaphases Ph+ ; la
réponse cytogénétique complete (CCyR), avec 0% de métaphases Ph+ ; ainsi qu’aucune

réponse avec plus 95% de métaphases Ph+.

Bien que les études cytogénétiques soient associées a un large intervalle de
confiance en raison du nombre limité de métaphases évaluées, I'association entre la

réponse cytogénétique et les résultats positifs a été bien établie [60].

L'hybridation in situ en fluorescence (FISH) est une méthode alternative pour
évaluer la réponse cytogénétique dans laquelle environ 200 cellules en interphase sont
analysées a partir d'un échantillon de sang périphérique. Bien que les nouvelles
techniques de FISH utilisent 3 ou 4 sondes ("double-FISH", D-FISH) et réduisent le
nombre de résultats faussement positifs (la sensibilité est de 1 % a 5 %), I'obtention
d'une réponse cytogénétique compléte (CCyR) ne peut étre confirmée par la FISH ; par
conséquent, les cliniciens doivent étre prudents avant de déclarer I'échec du traitement

sur la base d'une faible positivité de la FISH [61].

1.3 Réponse moléculaire

La majorité (83 %) des patients atteints de LMC traités par des inhibiteurs de la
tyrosine kinase obtiennent une CCyR (élimination du chromosome Ph dans les
métaphases de la moelle osseuse), et des mesures plus sensibles sont donc nécessaires

pour détecter la maladie résiduelle minimale [62].

La surveillance moléculaire permet de détecter la présence de 'ARNm du gene

BCR-ABL1 a l'aide d'une réaction en chaine par polymérase quantitative en temps réel
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(RQ-PCR). Le suivi moléculaire est capable de détecter de faibles niveaux de maladie et

est >3 logs plus sensible que la cytogénétique conventionnelle [63].

De plus, I'analyse peut étre effectuée sur des échantillons de sang périphérique,
ce qui la rend plus pratique que le prélevement de moelle osseuse. Les réponses
moléculaires sont quantifiées en mesurant la réduction des transcrits BCR-ABL1 par
rapport a une ligne de base standardisée [64]. Le processus de " normalisation

internationale " a conduit a I'élaboration d'un facteur de conversion qui permet aux
différents laboratoires d'exprimer les niveaux de transcrits BCR-ABL1 selon une échelle
internationale (IS) convenue, ce qui permet de comparer la réponse moléculaire entre

les laboratoires [65].

Dans l'essai « IRIS », les patients du groupe imatinib qui présentaient une
réduction du niveau de transcrits BCR-ABL1 de >3 logs par rapport a la ligne de base
normalisée avaient un risque négligeable de progression de la maladie au cours des 12

mois suivants [66].

Par conséquent, une réponse moléculaire majeure (MMR ou MR3) a été définie
comme une réduction de 3 logs ou un BCR-ABL1 (IS) = 0,1 % et un réponse moléculaire
complete (CMR ou MR4) a été définie comme une réduction de 4 logs ou un

BCR-ABL1 (IS) = 0.01% [66].

Il existe une bonne corrélation entre la cytogénétique de la moelle osseuse et les
niveaux de transcription dans le sang périphérique, un BCR-ABL1 (IS) <10 % équivalant
a une MCyR et un BCR-ABLT1 (IS) <1 % équivalant a une CCyR. Cependant, contrairement
a la cytogénétique, l'analyse moléculaire ne fournit pas d'informations sur la
morphologie de la moelle osseuse ou sur des anomalies chromosomiques

supplémentaires [67].
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CHR
MCyR
CCyR
MMR

MR#4.0

MR4.5

CMR

Type de réponse
Complete Hematologic Response
Major Cytogenetic Response
Complete Cytogenetic Response

Major Molecular Response

Complete Molecular Response

Définition
NFS normale
0-35% Ph+marrow metaphases
0% Ph+marrow metaphases
BCR-ABL/ABL < 0.1% (International Scale)
BCR-ABL/ABL < 0.001% (IS) “4-log
reduction”
BCR-ABL/ABL < 0.003% (IS) “4.5-log

reduction”

Undetectable BCR-ABL (test of sensitivity

>4.5 logs)

Tableau 5 : La définition des réponses hématologiques, cytogénétiques et

moléculaires dans la LMC.
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2. Traitement

2.1 Historique des traitements

2.1.1 L’arsenic et la radiothérapie

L'arsenic est connu pour ses propriétés thérapeutiques contre le cancer depuis
plus de 2500 ans. La premiéere tentative de traitement de la LMC par l'arsenic a été faite
par I'Allemand Heinrich Lissauer en 1865, qui a observé une régression splénique et
une diminution de la leucocytose chez un patient [68]. Les préparations a base d'arsenic
ont été utilisées pour le traitement de la LMC malgré leur toxicité jusqu'a l'introduction

de la radiothérapie.

Entre 1903 et 1904, Nicholas Senn et William Allen Pusey ont vu les ganglions

tumoraux de patients atteints de lymphome hodgkinien " fondre " sous l'effet des
rayons X. La radiothérapie est rapidement devenue la nouvelle norme de soins pour le
traitement de la LMC et d'autres cancers, avec des réponses cliniques encourageantes.

L'efficacité chez les patients atteints de LMC a conduit a l'introduction d'un nouveau

concept thérapeutique, le concept de rémission.

2.1.2 L’Hydroxyurée et le busulfan

La premiere molécule utilisée pour le traitement était le busulfan a la dose de 0,1
mg/kg/jour. Le busulfan a entrainé des réponses hématologiques completes dans 23
a 54 % des cas [69], mais de tres rares réponses cytogénétiques majeures ont été
rapportées (1 a 2,5 %). Cette thérapie est connue pour ses propriétés
myélosuppressives tardives. Ce médicament peut également provoquer une

insuffisance médullaire, une fibrose pulmonaire, un taux élevé d'infertilité, une

pigmentation de la peau et des cataractes.
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Le busulfan a été rapidement abandonné lorsque I'hydroxyurée a été découverte
dans les années 1970. Prescrite a la dose de 40 mg/kg/jour, I'hydroxyurée permet
d'obtenir une rémission hématologique compléte dans 39 a 53 % des cas. C'est un
inhibiteur de la ribonucléotide réductase, qui diminue la synthése de I'ADN. Les effets
indésirables sont moins graves et se caractérisent par une macrocytose, une atrophie
cutanée entrainant des ulceres, une aphtose et une photosensibilisation. Parallelement,
selon les dernieres recommandations du ELN, en attendant jusqu’a ce qu’un diagnostic

soit établi, I’hydroxyurée peut étre utilisée provisoirement.

2.1.3 L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques et I'interféron-

La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (CSH) ou
transplantation allogénique de CSH était, le seul traitement curatif de la LMC reconnu
chez les patients jeunes dans les années quatre-vingt, puis dans les années quatre-
vingt-dix ce dernier est devenu le traitement de premiere ligne pour tous les patients

éligibles en phase chronique et en phase d'accélération précoce [70].

Pourtant, des l'introduction des ITK et en raison d’une morbidité accrue liée a la
maladie du greffon contre I’hote (GVH), la transplantation n’est prévue qu’en cas

d’échec d’une prise en charge en seconde ligne par ITK [71].

Dans les années quatre-vingt-dix l'induction d’une réponse cytogénétique
complete par I'INF alpha chez les patients ne pouvant pas bénéficier d'une allogreffe
lui a permis de devenir un traitement de premiere ligne [72]. Actuellement, il fournit

une alternative thérapeutique pour des patients intolérants aux ITK.
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2.2 La thérapie ciblée

2.2.1 L’'imatinib

Le role essentiel de BCR-ABL1 dans la transformation cellulaire maligne est a
I'origine des travaux se basant sur un blocage thérapeutique spécifique de cette

protéine.

L’inhibition de la protéine kinase ABL1 a été obtenue tout d’abord avec des
molécules de la classe des benzopyranones et benzothiopyranones [73]. Cependant,
ces composés montraient des sélectivités limitées en inhibant d’autres kinases non

visées.

En 1995, I’équipe d’Elisabeth Buchdunger mit au point une nouvelle famille de
composés : les dérivés de 2- phénylaminopyrimidine. L’optimisation de cette classe de
composés pour I'inhibition de la kinase ABL1 a conduit a I'identification de CGP 571438,
cette molécule montra une capacité inhibitrice importante des protéines kinases ABL1
et BCR-ABL1 avec une tres grande sélectivité [74]. Le CGP 57148, renommé par la suite
STI 571 (Signal Transduction Inhibitor 571) puis imatinib est un analogue de I’ATP qui
agit par inhibition compétitive de I’ATP au niveau du site catalytique de la protéine

kinase [75].

Cette nouvelle thérapie a été approuvée en 2001 par I’agence Américaine des
produits alimentaires et médicamenteux (FDA) [76]. Les ITK représentent une avancée
majeure dans la prise en charge des patients atteints de la LMC en permettant pour la

premiere fois une thérapie ciblée.

Il existe deux types d’ITK : les ITK de type |, qui ciblent la conformation active et
inactive de la BCR-ABL et se lient au site de liaison de I'ATP sur le domaine tyrosine

kinase de la protéine ; et les inhibiteurs de type Il qui ciblent la conformation inactive

M. OTHMANE BERRADA 56



Profil génétique des patients atteints de leucémie myéloide chronique These N°060/22

de la protéine et se lient a un site adjacent au site de liaison de I'ATP disponible lorsque

la boucle d'activation n'est pas phosphorylée [77].

L'imatinib est une ITK de type Il. Son action empéche donc la liaison de I'ATP, et
bloque la protéine sous sa forme inactive, empéchant son autophosphorylation, et donc

empéchant la phosphorylation de ses substrats [78].

L'imatinib est le traitement de premiere ligne de la LMC avec une prise orale
qguotidienne. Selon I'IRIS (International Randomized Study of Interferon and STI 571),
parmi 1106 nouveaux patients atteints de LMC, 76,2% des patients traités par I'imatinib
ont perdu le chromosome de Philadelphie, ce qui signifie une réponse cytogénétique

complete.

Ce traitement de type ITK a ainsi permis de stabiliser la pathologie dans la phase
chronique, permettant aux patients de vivre normalement. Cependant, ce traitement a
de nombreux effets secondaires, dont la fatigue, des céphalées, une anémie et des
myalgies, qui sont plus courants, et parfois méme entrainant une toxicité des organes
du foie ou du cceur, qui peut entrainer un allongement de l'intervalle QT associé a un
risque élevé de troubles du rythme et de graves troubles ventriculaires qui restent peu

fréquents et surviennent chez moins de 1 % des patients traités par l'imatinib [79].

Pour cela les patients traités par l'imatinib doivent étre suivis de pres, afin
d’évaluer leur réponse au traitement. Il existe trois types de réponses : les réponses
hématologiques, cytogénétiques et moléculaires. Une réponse hématologique
complete correspond a la normalisation de la NFS et de la taille de la rate. Un examen
est effectué toutes les deux semaines jusqu'a I'obtention d'une réponse hématologique

complete, suivie d'un contrdle tous les trois mois.
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Ensuite, un examen est effectué tous les 6 mois jusqu'a ce qu’une réponse
cytogénétique soit obtenue, puis tous les 12 a 18 mois. Enfin, une réponse moléculaire
complete correspond a la disparition totale de la transcription BCR-ABL, qui est
mesurée par la transcription inverse suivie d'une amplification par PCR en temps réel.
Ce test est effectué tous les 3 mois selon les recommandations du réseau européen de

lutte contre la leucémie [80].

2.2.2 Dasatinib, nilotinib, bosutinib, ponatinib

En réponse aux résistances et aux échecs de l'imatinib, d'autres ITK plus

puissants ou ayant un spectre kinase plus large ont été développés.

Le dasatinib et le nilotinib ont montré une supériorité par rapport a I'imatinib en
termes de CCyR a 12 mois et sont maintenant commercialisés dans la plupart des pays

comme traitement de premiere ligne et au-dela [81].

Le bosutinib a récemment été approuvé comme une nouvelle alternative pour le

traitement de deuxieme ligne et au-dela.

Le ponatinib, un inhibiteur de troisieme génération, est actuellement
commercialisé aux Etats-Unis pour les patients qui en échec a I'imatinib ou a d'autres
inhibiteurs, et pour les patients présentant une mutation T315I| de la poche kinase
ABLT, qui a été responsable de l'inactivité totale de tous les TKI a ce jour. Ce dernier

médicament est en cours de développement en premiere ligne.
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Figure 16 : Résumé de I'historique des traitements de la LMC.
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3. Résistance au traitement

Bien que l'imatinib soit la référence pour le traitement de la LMC, 35 a 40 % des

patients développent des résistances a ce médicament [82].

Les criteres de résistance a I’lmatinib sont définis comme suit :

> Absence de réponse hématologique a 3 mois.

> Absence de réponse cytogénétique majeure a 12 mois.

> Absence de réponse cytogénétique complete a 18 mois, ou

> Rechute moléculaire (augmentation du taux de transcrit BCR-ABL).

Ces données proviennent des résultats de I’étude IRIS [83].

Il est possible de distinguer les résistances primaires, définies comme une
absence totale de réponse hématologique aprés 3 mois, une réponse cytogénétique
apres 6 mois ou une réponse cytogénétique majeure apres un an de traitement ; et
résistances secondaires, également appelée résistance acquise, lorsque la réponse
hématologique ou cytologique précédente est perdue. Les résistances peuvent

également étre classés selon qu'ils dépendent ou non de BCR-ABL (Figure 17) [84].

Les résistances dépendantes (violettes) et indépendantes (bleues) du BCR-ABL
peuvent étre expliquées par les mécanismes de duplication et de mutation du BCR-
ABL, la co-médication, la variété interindividuelle, la diminution des protéines
d'importation, lI'augmentation des protéines d'exportation, la liaison de l'imatinib aux
protéines plasmatiques et la présence de cellules souches leucémiques (CSL)

insensibles a I'imatinib.
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Figure 17 : Résistances dépendantes et indépendantes du BCR-ABL a l'imatinib
- CYP3A4 : cytochrome 3A4.
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Le séquencage de Sanger est la méthode que nous recommandons pour I'analyse
des mutations du domaine kinase du gene de fusion BCR-ABL (Figure 18). Le
séquencage direct permet de détecter les mutations présentes dans 20% des cellules

Ph+ [85].

Des études rétrospectives sur des patients au moment du diagnostic ou dans le
cadre de la réponse cytogénétique compléte qui ont essayé de tirer parti de méthodes
tres sensibles, telles que la PCR spécifique des alleles fluorescents, ont suggéré que les
mutations trouvées dans de rares cellules Ph+ ne sont pas nécessairement
sélectionnées ; par conséquent, leur détection n'est pas toujours en corrélation avec un
échec thérapeutique ultérieur car il est impossible de prédire si ces cellules
représentent un clone capable de soutenir une hématopoiese a long terme et de

concurrencer efficacement le ou les clones non mutés [86].
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Figure 18 : Substitutions d'acides aminés dans le domaine kinase BCR-ABL

S417FY
1418S/V
A433T
S5438C

E450K/G/IAIV

E453G/K/NV/Q
E459KNV/G/Q

E507G

identifiées dans des échantillons cliniques provenant de patients déclarés résistants a

I'imatinib.

Les principaux motifs structurels dans le domaine des kinases sont indiqués :

Boucle P, domaine SH2 et domaine SH3 et boucle A. La numérotation des résidus est

conforme a l'isoforme ABL 1a. Les mutations conservant une insensibilité au dasatinib

et au nilotinib sont mises en évidence en gris. Données recueillies a partir de 28 études

publiées entre 2001 et 2010. Boucle A : Boucle d'activation ; boucle P : Boucle de liaison

au phosphate ; contact SH2 et contact SH3 : Régions de contact avec SH2 et SH3 des

protéines contenant des domaines. Reproduit avec la permission de la Société

américaine d'hématologie.
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|. Matériel et méthodes

1. Objectifs de I’étude

Objectif principal

- Déterminer le profil génétique des patients atteints de la LMC par la recherche
des biomarqueurs habituelles et rares, en vue de confirmer le diagnostic et
proposer une thérapie ciblée.

Objectifs secondaires

- Rechercher une éventuelle corrélation entre le type du transcrit BCR-ABL et
les données cliniques et hématologiques des patients étudiés.

- Suivre I’évolution de la réponse au traitement de la maladie résiduelle via la
quantification des marqueurs moléculaires du gene de fusion.

- Déterminer les facteurs génétiques responsables de la résistance au

traitement en vue de personnaliser la thérapie.
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2. Population étudiée et méthodes

L’étude a porté sur 123 patients recrutés rétrospectivement entre janvier 2016

et janvier 2020, au niveau du service de médecine interne du CHU Hassan Il de Fes.

Criteres d’inclusion : Patients suivis pour LMC, et dont le diagnostic est retenu
par les moyens disponibles notamment les données cliniques, hématologiques et

cytogénétiques, et quel que soit la phase de la maladie.

Sont exclus de I’étude, les patients dont le dossier médical est inexploitable ou

incomplet.

Chaque patient répondant aux critéres d’inclusion cités ci-dessus, a bénéficié
d’une consultation génétique, dans laquelle un dossier médical complet a été réalisé

contenant les données personnelles.

Les données cliniques et hématologiques ont été récupérées de la base de

données médicale (HOSIX) de I’hopital.

Les différents échantillons sanguins (2 a 4 ml) ont été collectés dans des tubes

EDTA, et utilisés immédiatement pour I’extraction d’ARN.
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3. Caractérisation moléculaire

L’analyse moléculaire assure la détection des réarrangements de BCR-ABL.
Multiples analyses existent et présentent des approches différentes les unes des autres.
La PCR multiplexe permet de déterminer les points exacts de cassure des génes de

fusion BCR et ABL.

La réponse moléculaire définit le niveau des transcrits du gene BCR-ABL par
rapport a un niveau de base établi, déterminé en mesurant les niveaux de transcrits
BCR-ABL et ABL dans le sang des patients atteints de LMC avant qu'ils ne commencent

le traitement.

3.1 Extraction d’ARN et controle qualité

L’ARN est une molécule intermédiaire qui permet de réguler I'’expression des
genes qui portent l'information génétique gouvernant I’essentiel des aspects de
fonctionnement d’une cellule. Leur extraction peut étre réalisé par un kit de purification

qualifié.

Dans notre étude I’extraction d’ARN total a été effectuée selon le protocole
schématisé sur la figure 19 en utilisant "PurLink™ Total RNA Blood Purification Kit" et
conservé a -80 °C jusqu'a la transcription inverse. La figure 19 illustre le Protocole suivi

en vue d’extraire I’ARN a partir des échantillons sanguins.
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Figure 19 : Protocole d’extraction des ARN a partir de sang prélevé dans les tubes

"PurLink TM Total RNA Blood Purification Kit"
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Le kit de purification d'ARN total du sang PureLink™ permet d’isoler I'ARN total a
partir de 200 pl de sang humain, tout en aboutissant a un produit d’ARN final
raisonnablement exempt de protéines qui peuvent soit interférer avec les applications
en aval ou avoir un effet négatif sur la stabilité de I'ARN stocké, aussi la quantité d'ARN
total purifié est facilement quantifiable en utilisant I'absorbance UV a une DO260/280

entre 1,6 et 2,2 (résultat toujours >1,6),

La concentration et la pureté de I'ARN a été évalué par Qubit®3.0 Fluorometer,
qui permet la quantification spécifique d’ARN, en outre, chaque composant du kit est

exempt de ribonucléase et est tres éligible pour une performance optimale.

3.2 Reverse transcription

3.2.1 L'ADN complémentaire

L’ADN complémentaire (ADNc) est un ADN artificiellement synthétisé a partir
d’un ARN messager (ARNm), représentant ainsi la partie codante de la région du
génome ayant été transcrit en ARNm. L’ADNc est obtenu aprés une réaction de

transcription inverse d’un ARNm.

3.2.2 Synthése de I'ADNc

L'ADNCc est synthétisé a l'aide du "SuperScript ® VILO cDNA Synthesis Kit", a partir
de I'ARN total (2pg). Le volume de la réaction peut étre ajusté selon les besoins jusqu'a
100 uL. La synthese a été réalisée conformément aux instructions du fabricant. L'ADNCc

résultant a été dilué a 10ng/ul et a été stocké a -20°C.

1. Pour une réaction unique, nous avons combiné les composants suivants

(Tableau 6).
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Composante Quantité
5X VILO™ Reaction Mix 4 uL
10X SuperScript™ Enzyme Mix 2 uL
ARN (up to 2.5 ng) X uL
DEPC-treated water To 20 uL

Tableau 1: Les composants du kit de synthése d’ADNc "SuperScript ® VILO

cDNA Synthesis Kit", et la quantité nécessaire pour une réaction

2. Le contenu du tube a été mélangé et incubé a 25°C pendant 10 minutes.

3. Le tube a été incubé ensuite a 42°C pendant 60 minutes.

4. Enfin, la réaction a été mise a 85°C pendant 5 minutes.

5. L'ADNc a été conservé a -20°C jusqu'a son utilisation pour la PCR Multiplexe

ainsi que la RTg-PCR.

3.2.3 Controle qualité de I’ADNc synthétisé

La concentration et la pureté de I'ADNc ont été évaluées a l'aide du fluorometre

Qubit © 3.0.

3.3 Amplification par PCR multiplex

La PCR multiplex est une PCR ou sont utilisés plusieurs couples d’amorces pour
amplifier simultanément plusieurs cibles d’ADN en une seule réaction, plutdét qu’un

seul couple d’amorces pour amplifier une cible unique d’ADN.
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3.3.1 Conception des amorces

Pour amplifier les régions codantes du gene BCR-ABL, nous avons utilisé des

paires d’amorces concues par Tong et son équipe(Tong et al. 2018)(Tableau 7),

Séquences des amorces Transcrit Taille du transcrit
attendu (bp)
FP: TCCGCTGACCATCAATAAGG -el4a2 370
RP: CGCTGATGTAGTTGCTTGGGA -el4a3 196
-el3a2 295
-el3a3 121
FP: CGCAAGACCGGGCAGAT -ela2 330
RP: CGTGATGTAGTTGCTTGGGA -ela3 156
FP: AGTCAAGATTGCTGTGGTCA -e18a2 296
RP: CGCTGATGTAGTTGCTTGGGA -e18a3 122
-el19a2 436
-e19a3 262
FP: ATCCAACGACCAAGAACTCTC -e6a2 299
RP: CGCTGATGTAGTTGCTTGGGA -e6a3 125
-e8a2 352
-e8a3 178
FP: TGAAAGAGATCAAACACCCTAACC -ABL1 228

RP: CAGCAAGATCTCTGTGGATGAAG

Tableau 2: Séquences d'amorces utilisées dans la PCR multiplex pour

I'amplification des différents transcrits de fusion BCR-ABL
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3.3.2 Technique de la PCR multiplex :

Apres la conception des amorces, une PCR multiplex est réalisée pour mettre en
évidence le gene de fusion BCR-ABL avec ses différents variants a partir de I'échantillon

d'ADNCc.

La réaction PCR a été réalisée dans un volume final de 20 pl contenant 10 pl de
Phusion U Multiplex PCR Master Mix (Thermo Scientific™), 50 ng d'ADNc et 20 pmol de
chaque amorce dans le systeme de PCR a 3x32 puits ProFlex™ (AppliedBiosystems). Le
programme du thermocycleur était de : 98 °C pendant 30 s, 35 cycles de 94 °C pendant

10 s 60 °C pendant 10 s 72 °C pendant 25 et 72 °C pendant 8 minutes.

3.4 Quantification par PCR quantitative en temps réel

3.4.1 RT-PCR quantitative

La RT-PCR quantitative est une technique de biologie moléculaire basée sur la
détection et la quantification d’un agent fluorescent dont I’émission est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la réaction de PCR d’une
région cible du génome. Etant donné qu’elle utilise généralement des systémes en
tubes fermés et que la quantification ne requiert aucune manipulation
postamplification, les problemes de contamination post-PCR par les amplicons sont

significativement réduits.

3.4.2 Protocole expérimental de la RTq-PCR

Nous avons utilisé le kit TagMan Gene Expression Assay (Tableau 8).

Ce kit est concentré, et tous les réactifs nécessaires sont pré-mélangés, ce qui

réduit le temps de manipulation pour la dilution, le mélange et le pipetage.
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BCR-ABL TagMan Gene Expression Assays

Assay ID Transcript
Hs03024541_ft b3a2
Hs03024646_ft b2a2

Control endogen: ABL TagMan Gene Expression Assays
Gene Assay ID

ABL Hs 99999002_mH

Tableau 8: TagMan Gene Expression Assays du gene BCR-ABL et de I’endogéne

ABL.

Protocole expérimental :

Déterminer le nombre total de réactions PCR, y compris un contrble
hautement positif, un contréle négatif ainsi que I’étalon IS-MMR. Ces témoins
permettent de surveiller les étapes de transcription inverse et d’amplification
des génes ABL et BCR-ABL lors de la quantification des transcrits. L’étalon IS-
MMR permet également de convertir le nombre de copies normalisé selon
I’Echelle internationale.

Décongelez le TagMan® Fast Advanced Master Mix sur de la glace, puis
mélangez soigneusement et doucement.

Décongeler les tests TagMan® sur de la glace, puis passer au vortex et a la
centrifugeuse pour les remettre en suspension.

Décongeler les échantillons sur de la glace, puis les passer a la centrifugeuse
et au vortex pour les remettre en suspension.

Combinez les éléments suivants pour le nombre de réactions requises, plus

10 % de dépassement.
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Composants Volume par réaction Concentration finale

Plaques de 48 puits

TagMan® Fast Advanced 10 pL 1X
Master Mix (2X)
TagMan® Assay (20X) 1 uL 1X
Nuclease-Free Water 7 yL -
Volume total par reaction 18 pL -

Tableau 9 : Conditions expérimentales nécessaires pour la préparation de la

réaction RTq-PCR pour la quantification du gene BCR-ABL en temps réel

— Vortexer brievement pour mélanger.

— Centrifuger brievement pour amener le mélange réactionnel au fond du tube
et éliminer les bulles d'air.

— Transférer le volume approprié du mélange réactionnel dans chaque puits de
la plaque de réaction.

— Ajouter un échantillon d'ADNc (1 pg a 100 ng dans de I'eau pure), a chaque
puits : 2 pL pour la plaque a 48 puits (ajuster le volume d'eau pure dans la
réaction PCR pour un plus grand volume d'ADNCc).

— Sceller la plaque de réaction avec un film adhésif optique, puis centrifuger
brievement pour amener le mélange réactionnel PCR au fond du puits et
éliminer les bulles d'air.

— Sur I'appareil StepOne™ System (48 puits—Fast), on constitue un document

d’expérience en respectant les conditions suivantes et on lance la technique.
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Systeme PCR en  Parameétres Incubation Activation de
temps réel la

polymérisation

StepOne™ Température 50 95

System (48 (O

puits-Fast) Temps 02:00 00:20
(mm:ss)

PCR (40cycles)

95 60

00:03 00:30

Tableau 10 : Le programme du StepOne™ System nécessaires pour le protocole

d’amplification par RTg-PCR pour la quantification du gene BCR-ABL en temps réel
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Préparation du mix réactionnel et dépos dans la plaque

Préparer le mix de la réaction PCR

l

Charger la plague Taqhiaﬂfmf:;ehﬁiamm
! e

QOODODOOS000

48-, 96-, or 384-well
reaction plate

Lancer la réaction PCR quantitative en temps réel

L

P o
f A
Créer le document de I'expérience de la plague i(ﬁ}
Pt
1 System software and information CD

Lancer la plague

ar ar
1 -I.

Readl-time PCR instrument

L'analyse des résultats

Consulter le guide d'utilisation de votre Ol 4
instrument PCR en temps reel 4

Amplification plot

Figure 20 : les différentes étapes de la RTq-PCR
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3.5 PCR simplex et Séguencage

3.5.1 PCR simplex

Afin de n’amplifier que I'allele réarrangé d’ABL, il est nécessaire de procéder a
une premiere amplification par RT-PCR des transcrits oncogéniques BCR-ABL, suivie

d’une deuxieme amplification par PCR nichée du domaine d’ABL d’intérét.

> PCR 1 : amplification des transcrits de fusion BCR-ABL entre b13 de BCR et

a9 de ABL. Utiliser les amorces BCR F et ABL R (Tableau 7).

> PCR 2 : amplification du domaine tyrosine kinase de ABL entre les exons a2

et a9. Utiliser les amorces ABL F et ABL R (Tableau 7).

3.5.2 Séquencage

Cette technique se base initialement sur I'idée de Fréderick Sanger, et a connu
depuis un énorme progres consistant en l'utilisation de kits spécifiques, de marquage

par quatre types de fluorochromes, I’automatisation du processus...etc.

Le principe de la technique réalisée consiste a effectuer une réaction de PCR
spécifique (réaction de séquence) contenant, en plus des réactifs habituels, quatre
types de didésoxyribonucléotide (ddATP, ddCTP, ddGTP et ddTTP) marqués par des
fluorochromes différents. Durant cette réaction, les ddNTPs incorporés au cours de
I’élongation bloquent le processus de polymérisation, et entrainent ainsi la libération
de fragments de différentes tailles qui contiennent tous I'un des ddNTPs marqués a la
fin de leurs séquences respectives. Les différents fragments de chaque échantillon sont
par la suite séparés selon leurs poids moléculaires via une électrophorese sur gel de
polyacrylamide. La fluorescence émise par les différents ddNTP sera captée et
transformée en pic de couleurs différentes correspondant a la succession des bases

relative a chaque patient.
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Deux étapes de purification dont le role principal est d’éliminer I'’excés des
réactifs qui peuvent géner les étapes suivantes, accompagnent ce processus. Les
paragraphes suivants résument les différentes étapes du séquencage avec les réactifs

correspondants.

Le processus du séquencage est constitué de trois étapes : Purification du
produit PCR initial, amplification de I’ADN en présence des ddNTP marqués,
repurification des produits de la réaction de séquence pour éliminer I’exces des réactifs

capables de créer un probléme lors de la migration au niveau du séquenceur.

> Purification des produits PCR

Les produits PCR sont purifiés grace a deux enzymes hydrolytiques ;
I’exonucléase | et la phosphatase alcaline. Le mélange réactionnel est présenté dans le

tableau 11.

Réactif Volume en pl

Produits PCR 4

ExoSap 1

Tableau 3 : Le mélange réactionnel de la purification par ExoSap
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Le programme usuel utilisé est présenté dans la figure suivante :

80°C Pendant 15 min

Phase de désactivation de
I’enzvme

Phase de fonctionnement de
I’'enzyme

37°C pendant 30 min

Figure 21 : Le programme des cycles de la purification par ExoSap

> Réaction de séquence

Les produits PCR purifiés sont amplifiés linéairement au cours de la réaction de

séquence. Le mélange réactionnel est présenté dans le tableau 12.

Réactif Volume en pl
Tampon 2
Eau pure 1
Amorce (F ou R) 1
BigDye 2
Produits PCR purifiés 4

Tableau 4 : Le mélange réactionnel de la réaction de séquence
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Le programme usuel utilisé est présenté dans la figure suivante :

96°C
|
Dénaturation 60°C ',
10s we o/ :
Elongation \ |
Hybridation 3 min :
5s e
25 cycles |
| Stockage
I !II
1

Figure 22 : Le programme des cycles de la réaction de séquence
> Purification du produit de la réaction de séquence
Les produits de séquence sont purifiés en utilisant le kit BigDye® XTerminator™.

Le tableau 13 représente les différents réactifs utilisés pour la purification.

Réactif Volume en pl
X-terminator 10
Sam (Tampon) 45
Produit de réaction de 10
séguence

Tableau 5 : Le mélange réactionnel de la purification du produit de réaction de

séguence
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Les produits de séquence peuvent étre conservés avant et apres purification a -
20°C. Le séquencage (electrophorese capillaire et capture de la fluorescence des
fragments par caméra CCD) est réalisé sur I'analyseur de séquences 3500Dx
Geneticanalyzer (AppliedBiosystems, Life Technologies). Les séquences obtenues ont
été visualisées en utilisant le logiciel Sequencinganalysis v3.4 qui permet d’évaluer la

qualité des séquences.

4. Caractérisation bio—informatique

Les résultats de la biologie moléculaire sont toujours mis en valeur par la bio-
informatique qui est en train de devenir de plus en plus un outil indispensable pour le

traitement des données dans les laboratoires de biologie moléculaire.

Ainsi, les séquences des différents patients ont été analysées par la suite en
utilisant différents outils de Bio-informatique, notamment, I'outil d’alignement des
séquences BLAST, les outils d’identification des variants détectés ainsi que les outils de

prédiction de I'impact pathogénique.

v Alignement des séquences avec BLAST

Les séquences générées par le séquenceur apparaissent sous forme d’une
succession bien définie des lettres A, T, C et G, référant respectivement aux nucléotides

Adénine, Thymine, Cytosine et Guanine.

Nous avons aligné nos séquences a celles présentes dans la base de données de

NCBI via lI'outil « Nucleotide BLAST » (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). BLAST affiche

I’alignement détaillé des séquences similaires a la séquence obtenue. En cas d’absence
de mutations, la succession des nucléotides de la séquence requéte doit étre

completement identique a celle de la séquence de référence d’une personne saine,
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alors qu’en présence de variants, le pourcentage d’identité diminuera en fonction du

nombre des différences détectées.

v Positionnement et nomenclature des variants

Bien qui il s’avere efficace dans la révélation des variants, le programme BLAST
ne donne pas une idée sur la position exacte de la mutation ni sur sa nomenclature.
Pour obtenir ces informations, nous avons utilisé d’autres outils plus adaptés, il s’agit
de I'option CCDS de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi), en
plus du site (http://varnomen.hgvs.org) qui présente les recommandations récentes de

nomenclature des variants selon HumanGenome Variation Society (HGVS).

L’option CCDS affiche la séquence codante consensus du gene recherché,
commencant par le codon initiateur ATG, et finissant par le codon stop. Ainsi, nous
nous sommes servis de cet outil pour préciser la position du nucléotide exonique muté
par rapport au premier nucléotide de I’ATG initiateur de la séquence codante CCDS

(Consensus CodingSequence).

L’option CCDS affiche également la séquence protéique du gene recherché, ce
qui permet également I'identification de la position de I’acide aminé affecté par rapport
au codon Méthionine initiateur. De plus, cet outil dispose de la possibilité d’identifier
le trinucléotide renfermant le variant nucléotidique (selon le cadre ouvert de lecture
correspondant), ce qui permet de déterminer le nouvel acide aminé généré apres

mutation, en se référant au code génétique.

Apres réunion de ces informations (la position nucléotidique, la position
protéique, le trinucléotide sauvage et muté et I’acide aminé généré), nous nous somme

basés sur les dernieres recommandations de ’'HGVS pour générer les nomenclatures
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des différents variants détectés. Le variant exonique est alors présenté comme le

montrent les figures 23 et 24.

c.1129A>G
Sequence position du  Substitution
codante nucléeotide deAenG

(¢cDNA)

Figure 23 : Nomenclature HGVS d’un variant exonique par rapport au premier

nucléotide de la séquence codante

Séquence Acide amine Position de Acide amine
protéique initial I’acide aminé génére

Figure 24 : Nomenclature HGVS d’un variant protéique par rapport a I’acide aminé

initiateur

Dans le cas de variants introniques, le positionnement selon la nomenclature
HGVS est réalisé différemment (Figure 25). La position du variant est rapportée au plus
proche nucléotide codant. Pour cela il faut se référer a la séquence qui présente
I’ensemble des régions introniques et exoniques du gene. Le variant est alors présenté

sous la forme illustrée dans la figure 25.
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€.335-69T>C

7 A N

Sequence le plus proche Position du  Substitution
codante nucleotide variant deTenC
(cDNA) codant intronique

Figure 25 : Nomenclature HGVS d’un variant intronique par rapport au plus proche

nucléotide de la séquence codante

Le site (http://varnomen.hgvs.org) présente également les recommandations de
nomenclature des différentes formes d’insertion, délétion et duplication. Il faut noter
gue certains logiciels payants permettent de détecter les variants de la séquence

requéte et générer les nomenclatures simultanément au cours de I'alignement.
v" Recherche des variants dans les bases de données

Apres génération de la nomenclature universelle des différents variants, nous
avons procédé a la vérification de leur existence préalable dans les bases de données
des variants, qui rapportent tous les variants identifiés jusqu’a présent dans un gene

donné, avec les différentes informations correspondantes.

Nous avons utilisé les bases de données les plus connues et les plus completes.

En particulier :

— NCBI SNP database (dbSNP) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp;

— NCBI Variation Viewer http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view;

— 1000 genomes http://browser.1000genomes.org;

— Human genome mutation database (HGMD) http://www.hgmd.cf.ac.uk;
— Exome Aggregation Consortium (ExAC) http://exac.broadinstitute.org;

— NHLBI exome sequencing project (ESP) http://evs.gs.washington.edu/EVS.
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En cas d’absence du variant détecté dans les bases de données ainsi que dans
les articles qui rapportent le résultat d’exploration du gene étudié, ce variant pourrait

alors s’avérer un nouveau variant, non décrit dans la littérature.

v' Alignement multiple des séquences

Dans le but d’évaluer le degré de conservation des acides aminés affectés chez
différentes espéces partageant un locus similaire, nous avons utilisé I'outil «
HomoloGene » (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/). Cet outil permet
d’effectuer un alignement multiple entre la séquence requéte (de I'espece Homo
sapiens) et les séquences homologues appartenant a différentes especes, notamment,
Bostaurus, Mus musculus, Rattusnorvegicus, Xenopus tropicalis. Plus I’acide aminé
affecté est conservé entre les différentes especes, plus il pourrait jouer un role

primordial dans la fonction de la protéine.

v' Prédiction in-silico de I'impact pathogénique

Dans le but d’évaluer I'impact pathogénique des variants non-synonymes sur la
fonction de la protéine, nous nous sommes servis des outils de prédiction /n-silico. |l
s’agit de logiciels bio-informatiques qui prédisent I'impact clinique le plus probable
d’un variant en se basant sur I’évaluation de différentes caractéristiques. Il existe deux
groupes majeurs d’outils de prédiction : les outils de prédiction qui se basent sur
I’évaluation du degré d’homologie de la séquence protéique avec ses homologues ; et
les outils dits « hybrides » qui se basent sur I’évaluation des caractéristiques
structurelles de la protéine (la conformation tridimensionnelle, I'emplacement du
variant par rapport a un domaine fonctionnel...), en plus des caractéristiques de
I’homologie. Ainsi, nous avons opté pour l'utilisation de deux outils de prédiction

appartenant respectivement a ces deux groupes, et qui sont largement utilisés pour
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leurs performances. Il s’agit de PROVEAN (http://provean.jcvi.org/), et PolyPhen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/).

v' Prédiction de I'impact pathogénique sur I’épissage

En cas de mutation silencieuse ou de variant intronique, la possibilité d’une
altération directe de la fonction protéique est écartée. Cependant une altération
indirecte de I’activité post-transcriptionnelle est toujours possible, telle que I’altération

de I’épissage qui est une étape essentielle, avant la traduction, chez les eucaryotes.

Pour vérifier 'impact de ce type de variants sur le mécanise de I’épissage, nous
avons utilisé I’outil « HumanSplicing Finder » (HSF 3.0)
(http:/ /www.umd.be/HSF3/HSF.html) [196]. Cet outil est constitué de 12 algorithmes
qui évaluent I'effet du variant sur les séquences consensus de I’épissage, a savoir, les
sites donneur et accepteur, les points de branchement, ainsi que les séquences
auxiliaires de régulation. Ces algorithmes se basent soit sur la méthode de
comparaison des motifs, soit sur la méthode de “l'entropie maximale”, ou sur la

méthode « Position Weight Matrices » (Matrices Poids-Position).

Dans le cas des algorithmes basés sur la méthode de « la comparaison des motifs
», le programme recherche, au niveau de la séquence requéte, les motifs consensus de
I’épissage, avant et apres introduction du variant. Si le programme détecte ’apparition
de I'un des motifs consensus de I’épissage, il indique alors « la création d’un nouveau
site consensus d’épissage ». Par contre si, apres introduction du variant, le programme
détecte la disparition de I'un des motifs de I’épissage, il indique « I’altération d’un site

consensus d’épissage »(Desmet et al. 2009).
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Dans le cas des algorithmes basés sur la méthode des Matrices Poids—-Position
ou la méthode de I'entropie maximale, le programme procede de la facon suivante : il
considere initialement le motif consensus recherché comme étant une séquence
constituée de n nucléotides. Il procéde ensuite au calcul du score total de chacune des
séquences a n nucléotides. Ce score total correspond a la somme des scores individuels
des n nucléotides. Le score individuel dépend notamment de la nature du nucléotide
correspondant et de I'importance de sa position dans le motif présumé. Lorsque le
score total un motif donné s’avere supérieur au score seuil, la séquence est alors
considérée comme un « motif consensus d’épissage ». Les scores seuils fixés varient
selon I'algorithme et le type du motif d’épissage en question. Ainsi, si le programme
détecte une chute du score total au-dessous du score seuil, il indique I'altération d’un
motif consensus d’épissage. Alors que s’il détecte une augmentation du score total au-

dessus du score seuil il indique la création d’un nouveau motif consensus d’épissage.

Par ailleurs, la nature (pathogénique ou bénin) de I'effet détecté pour chaque
variant dépendra principalement du role du motif affecté dans le processus de
I’épissage. Ainsi, si le programme détecte une altération d’'un motif impliqué dans
I'induction de I’épissage, le variant s’avere alors a effet pathogénique. Cependant, si le
programme détecte I'altération d’un motif impliqué dans la répression de I’épissage,

le variant sera alors sans effet pathogénique.

5. Analyse Statistique

Pour comparer les différents résultats obtenus dans ce chapitre, nous avons
utilisé les tests statistiques de comparaison des fréquences et des pourcentages, a
savoir, le test Khi carré et le test exact de Fisher. Ces tests ont été traités par le logiciel

informatique SPSS.
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Il. Résultats

La leucémie myéloide chronique est une hémopathie maligne bien connue qui se
caractérise par une prolifération et un développement incontr6lé des cellules
hématopoiétiques, et chez la plupart des patients cette leucémie se définie par la
translocation t (9 ; 22) (q34 ; ql1), entrainant la formation du chromosome

Philadelphie.

Cette étude vise a déterminer le profil clinique et génétique des patients atteint
de la LMC tout en essayant d’étudier une probable association entre le type du transcrit
BCR-ABL d’une part, et les données cliniques et hématologiques des patients d’autre

part.

Dans la suite du manuscrit nous allons traiter dans un premier temps les
caractéristiques épidémiologique, cliniques et hématologique des patients étudiés,
alors que dans un deuxieme temps, nous allons aborder le profil génétique des patients

atteints de la LMC.

1. Caractérisation épidémiologique

Nous avons recruté un total de 123 patients atteints de LMC, sur un période allant
du mois de janvier 2016 jusqu’au mois de janvier 2020.
L’intégralité de nos patients touchés par la LMC proviennent de la région de Fes-

Meknes.

M. OTHMANE BERRADA 88



Profil génétique des patients atteints de leucémie myéloide chronique Thése N°060/22

1.1 Répartition selon le sexe

Sur les 123 patients recrutés dans notre étude, 59 étaient des femmes soit 48%
et 64 étaient des hommes soit 52%, avec un sexe ratio Homme-Femme de 1,08 soit

une légere prédominance masculine.

Total=123

HHomme M Femme

Figure 26 : La répartition des deux sexes dans la population étudiée
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1.2 Répartition selon I’'age

L’age de nos patients se situait entre 18 et 86 ans, avec une moyenne de 50,11
ans. Sur I'ensemble de la population étudiée 32 % avaient moins de 45 ans et 68 %
étaient agés de 45 ans ou plus. La moyenne d’age chez les hommes était de 53 ans
alors qu’elle était de 47,5 ans chez les femmes (Figure 27), en générale la médiane

d’age est de 50 ans.

90
80
70
60

50

40
30
20

10

Femme Homme

Figure 27 : Diagramme des moyennes d’age chez les deux sexes.
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Dans notre population, les tranches d’age de 18 ans a 30ans,31 ans a 40 ans, 51
ans a 60 ans, et de 71 ans a 80 ans sont des groupes d’age plus dominantes chez les
hommes que chez les femmes, alors que la classe d’age de 41 ans a 50 ans s’avere
considérablement prédominante chez les femmes par rapport a son analogue chez les
hommes. Les tranches d’age de 61 ans a 70 ans sont tres proches chez les deux sexes

alors que la classe supérieure a 80 ans est absente chez les hommes (Figure 28).

25
20

15

1
., m . i

Femme Homme

o

m18-30ans m31-40ans m41-50ans 51-60ans ®mW61-70ans ™W71-80ans M>80 ans

Figure 28 : Diagramme de comparaison des moyennes d’age selon le sexe.
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2. Caractérisation clinique

La leucémie myéloide chronique évolue en trois phases différentes qui se
succedent les unes apres les autres, dans notre étude la phase chronique est le stade
dominant dans la plupart des cas, 103 patients parmi les 123 soit 84% sont dans cette
phase, suivi par une phase accélérée chez 15 patients soit 12% et une phase blastique

chez 5 patients soit 4% des patients.

Total=123

4%

B Phase Chronique M Phase Accélérée M Phase Blastique

Figure 29 : La répartition des phases de la LMC.

Dans notre cohorte 49,76% des individus explorés avaient une splénomégalie,
17,88% une hépatosplénomégalie, tandis que 25,20% souffraient d’une plénitude
abdominale, qui dans la moitié des cas était représenté par des douleurs abdominales.
L’asthénie et I'amaigrissement sont des symptomes fréquents de la LMC, dans notre
population 20,08% des patients présentaient une asthénie et 18,73% des patients

présentaient un amaigrissement.
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Variable
Age (Ans)

Sexe

Asthénie
Splénomégalie
Hépatosplénomégalie
Amaigrissement
AEG

Fievre

Epistaxis

Plénitude abdominal
Douleurs abdominales
Anémie

Dyspnée

Diarrhée

Apyrexie

Toux

Nausée

Anorexie

Paleur cutanée
Ichthyoses/
Ecchymose

Hépatite C

Tachycardie

NTP(n=123)
<45
>45

Homme
Femme
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui
Non
Oui

PC (n=103)
33
70
54
49
70
33
54
49
90
13
82
21
88
15
88
15
100

80
23
88
15
90
13
100

100

102

100
3
98
5
96
7
96
7
94
9
100
3
100
3

PC (%)
32,04
67,96
52,48
47,52
67,96
32,04
52,43
47,57
87,38
12,62
79,61
20,39
85,44
14,56
85,44
14,56
97,09
2,91

77,67
22,33
85,44
14,56
87,38
12,62
97,09
2,91

97,09
2,91

99,03
0,97
97,09
2,91

95,15
4,85

93,20
6,80
93,20
6,80
91,26
8,74

97,09
2,91

97,09
2,91

PA (n=15)
5
10
6
9
11
4
3
12
12
3
13
2

[e)IiVe)

15

o

15

o

0 N 00 N

1
4
15
0
15
0
11
4
15
0
15
0
15
0
15
0
15
0
15
0
15
0

a—

PA (%)
33,33
66,67
40
60
73,33
26,67
20
80
80
20
86,67
13,33
60
40
100
0
100
0
46,67
53,33
46,67
53,33
73,33
26,67
100
0
100
0
73,33
26,67
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0

PB (n=5)

PB (%)
20
80
80
20
100

100

100
100
0
0
100
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0

Tableau 14 : Présentation de I’age, le sexe, et les symptomes en nombres, et en pourcentage

selon la phase de la maladie dans notre population (NTP: nombre total des patients, PC:

phase chronique, PA: phase accélérée, PB: phase blastique)
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3. Caractérisation hématologique

Le plus souvent, la découverte de la maladie est fortuite, liée a une forte
augmentation des leucocytes. Les phases de la LMC sont déterminées surtout en termes
de nombre de cellules souches immatures, qu’on appelle les blastes, dans la moelle et
dans le sang. Plus on retrouve de cellules immatures dans ces tissus, et plus la maladie
sera a un stade avancé. L’examen de référence pour évoquer le diagnostic de LMC est
I’hémogramme ou NFS (Numération Formule Sanguine). C’est le premier examen qui

sera effectué.

Moyenne + écart- Minima- Valeurs normales
type Maxima
Leucocytes (109/L) 319,1 = 172,5 2,9-756 4-10
Les plaquettes 387,0 = 208,1 39-1400 150 - 400
(10°/L)
Blastes (%) 6,951 + 11,55 1-93 0-0,26

Tableau 15 : Résultats hématologiques de notre étude avec les intervalles des valeurs
normales
En regle générale, notre étude montre tout d’abord une forte hyperleucocytose

avec un taux moyen de globules blancs de I'ordre de 319,1x109 éléments/litre plus ou
moins 172,5x109 éléments/litre (une valeur normale doit étre entre 4x109 éléments/
litre et 10x109 éléments/litre) (Tableau 15). Cette hyperleucocytose est spécialement
constituée de polynucléaires neutrophiles, mais dont le taux ne sera que de I'ordre de
30 a 50%, car elle est souvent associée a une forte myélémie.

La myélémie est la transition anormale d'éléments immatures de la granulopoiéese
(comme les promyélocytes, les myélocytes, les métamyélocytes et a moindre degré les
myéloblastes) dans la circulation sanguine. Au niveau de la présente étude nous avons
décelé un pourcentage de blastes de I’ordre de 6,951% avec un écart-type allant jusqu’a

11,55%.
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Un syndrome anémique léger est aussi souvent présent dans notre cohorte.

Par ailleurs, le taux des plaquettes est souvent légérement augmenté entre
178,9x109/litre et 595,1x109/litre (les valeurs normales sont comprises entre
150x109/litre et 400x109/litre). Ce parametre peut parfois étre supérieur a
1x1012/litre, parfois normal, ou méme exceptionnellement abaissé.

Myélogramme : Tous nos patients ont bénéficié d’un myélogramme, qui a

confirmé le diagnostic de leucémie myéloide chronique.

4. Caractérisation du profil génétique

4.1 Caractérisation du profil génétigue des patients atteints de la LMC et

corrélation entre le type du transcrit BCR-ABL et les données cliniques et

hématologiques

Dans le but de déterminer le type de transcrit BCR-ABL chez les patients LMC
porteurs du chromosome de Philadelphie, nous avons procédé a I’extraction d’ARN des
échantillons sanguins frais, ensuite nous avons converti I’ARN extrait en ADNc qui a
servi de matrice pour amplifier 14 types de transcrits BCR-ABL en employant la PCR-

Multiplex.

Dans le but de déterminer une association probable entre le type de transcrit
BCR-ABL et les données hématologiques et cliniques des patients, nous avons réalisé
une étude statistique de corrélation qui vise a comparer les variables entre les deux
groupes b3a2 et b2a2. Les patients ayant montré une co-expression des deux variants
ont été fusionné avec le groupe des patients b3a2, en raison du faible effectif de ce

groupe (Tableau 16).

M. OTHMANE BERRADA 95



Profil génétique des patients atteints de leucémie myéloide chronique

These N°060/22

Variable

Age

Moyenne + ET
Minima-Maxima
Sexe (%)
Masculin
Féminin
Leucocytes
(10°/L)
Moyenne + ET
Minima-Maxima
Plaquettes (109/L)
Moyenne + ET
Minima-Maxima
Blastes (%)
Moyenne + ET
Minima-Maxima

b2a2 n=53

48.45+15.23
18-79

30.30

56.52

335.8+181.6

2.9-754

393.8+235.1
49-1400

5.34+6.445
1-35

Transcrit BCR-ABL
b3a2 n=70

51.37+15.36
18-86

69.7

43.48

306.5+165.5

11-765

381.9+186.7
39-946

8.17x14.17
1-93

p value

0.297

0.143

0.535

0.755

0.179

Tableau 6: Données cliniques et hématologiques fondées sur le type de transcrit

BCR-ABL
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Les résultats obtenus montrent une dominance du transcrit b3a2 par rapport au
b2a2. En effet, 53 patients (43%) étaient positifs pour le variant b2a2, tandis que 64
patients (52%) étaient positifs pour le variant b3a2. Une co-expression des deux
transcrits a été également notée chez 6 patients (5%). Dans chaque groupe, la majorité
des patients étaient en phase chronique (Figure 30).

60
50
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20

10

0 B B N__

b2a2 b3a2 b2a2+b3a2

H Phase chronique M Phase accélérée Phase blastique

Figure 30 : Répartition des phases de la maladie en fonction du type du transcrit

BCR-ABL.
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D’apres les résultats obtenus, les Hommes exprimaient plus le variant b3a2
(57,14 %) par rapport aux femmes (42,86 %). Cependant, les femmes (54,72 %)
exprimaient le transcrit b2a2 plus que les Hommes (45,28 %) (Figure 31). La
comparaison de la différence de sexe observé entre les groupes des patients b2a2 et
b3a2 en employant le test de khi-carré était statistiquement non significative (p=

0.143) (Tableau 16).
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B b2a2 ®b3a2

Figure 31 : Répartition du sexe en fonction du type de transcrit BCR-ABL
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La comparaison des moyennes d’age entre les deux groupes a montré que les
sujets porteurs du transcrit b2a2 (48,45+15,23 ans) étaient plus jeunes que les sujets
porteurs du transcrit b3a2 (51,37+15,36 ans) (Figure 32). Cependant, le test t de
Student a montré que cette différence est statistiquement non significative (p=0,297)

(Tableau 16).
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Figure 32 : Comparaison de la moyenne d’age en fonction du type de transcrit

BCR-ABL.
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Concernant le taux des cellules sanguines, les résultats montrent un taux plus
élevé de globules blancs (leucocytose) dans le groupe de patients exprimant le transcrit
b2a2. En effet, la moyenne du taux des leucocytes dans ce groupe a atteint
335,8+181,6 x109/I, alors que les patients porteurs du transcrit b3a2 présentaient des
valeurs plus faibles (moyenne 306.5+165.5 x109/l. La comparaison des moyennes par
test de t de Student a conclu que la différence observée est statistiquement non

significative (p=0.535).
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Figure 33 : Comparaison du taux moyen des leucocytes en fonction de type de

transcrit BCR-ABL.
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Pour ce qui concerne le taux des plaquettes, les résultats révelent un taux de
plaquettes plus élevé dans la section de patients exprimant le transcrit b2a2. D’ailleurs,
la moyenne du taux des plaquettes dans ce groupe a atteint 393,8+235,1 x109/L,
tandis que les patients porteurs du transcrit b3a2 présentaient des valeurs réduites,
avec une moyenne de 381,9+186,7 x109/L. La comparaison des moyennes par test de
Student a conclu que la différence remarquée est statistiquement non significative

(p=0.755).
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Figure 35 : Moyenne du taux des plaquettes selon le type de transcrit BCR-ABL
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Au sujet du pourcentage des blastes circulants, les résultats montrent une
expression dominante des blastes dans la tranche des patients exprimant le transcrit
b3a2. Par ailleurs, la moyenne du taux des blastes dans ce groupe était de 8,17%,
cependant les patients porteurs du transcrit b2a2 présentaient des valeurs plus faibles
de 'ordre de 5,34%. La comparaison des moyennes par test de Student a démontré que

la différence observée est statistiquement non significative (p=0.179).
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Figure 36 : Moyenne du pourcentage des blastes selon le type de transcrit BCR-ABL
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4.2 Suivi de I'évolution de la maladie résiduelle par quantification des

marqueurs moléculaires du géne de fusion

L’objectif initial du traitement des personnes atteintes de LMC est de ramener la
numération globulaire aux valeurs normales, suivi d’une réduction prononcée ou de
I’élimination de I'ensemble des cellules leucémiques tout en conservant pour le patient
une qualité de vie acceptable. Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) sont des
médicaments qui ciblent la protéine BCR-ABL anormale qui entraine la croissance
incontrolée des cellules leucémiques. Une fois le traitement mis en place, les patients
doivent étre suivis pour évaluer leur réponse au traitement. Cela s’avere crucial pour
déterminer si I’on obtient une réponse appropriée, si la posologie doit étre augmentée

ou si un autre traitement doit étre instauré.

L’objectif principal de ce chapitre, est d’évaluer la réponse au traitement chez 90
patients LMC en phase chronique ayant recu I'lmatinib durant une année. Une réponse
moléculaire majeure signifie qu’une faible proportion de cellules de sang exprime le
gene de fusion Bcr-Abl. Afin d’achever cet objectif, nous avons employé la transcription
inverse quantitative en temps réel (QRT-PCR). Il s’agit d’'une méthode hautement
sensible pour détecter les faibles nombres de copies des produits de fusion BCR-ABL.
La gRT-PCR par sa sensibilité et sa standardisation, apporte un puissant outil pour
évaluer l'efficacité du traitement et déceler précocement les patients résistants
apportant au clinicien un critere biologique décisionnel lui permettant de mieux

adapter la thérapeutique.

La population étudiée a inclus 90 patients atteints de LMC en phase chronique
ayant recu un diagnostic moléculaire de la maladie au préalable. Ces patients ont recu
un traitement par Imatinib durant une année. L’age moyen de la population était de

51.18 ans avec un légere prédominance du sexe masculin (52.2%).
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La réponse moléculaire majeur a été obtenue chez 68 patients (75.5%), tandis
que 24.5% des cas ont montré un taux de Bcr-Abl supérieur a 0.1%, ce qui est traduit
comme absence de rémission moléculaire. Le transcrit b3a2 est le variant majoritaire
(62%) chez les patients ayant montré une réponse au traitement (Figure 37). L’étude de
corrélation entre le type de transcrit et la réponse au traitement a montré que la

différence observée est statistiquement non significative (p=0.99) (Tableau 17).
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Figure 37 : Réponse moléculaire en fonction du type de transcrit BCR-ABL

RMM+ RMM- p-value
b3a2 42 (62%) 13 (59%) 0.99
b2a2 26 (38%) 9 (41%)

Tableau 7: Réponse moléculaire en fonction du type de transcrit BCR-ABL
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Nous avons également étudié une probable association entre la présence de
rémission moléculaire et le sexe (Figure 38). Les résultats de I’étude statistique
montrent que la réponse moléculaire majeure chez les femmes était similaire a celle
des hommes, bien que I'absence de cette réponse fat un peu plus élevée chez les
hommes que chez les femmes, cette différence n’a pas atteint le seuil de signification

statistique (p=0.47).
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Figure 38 : Réponse moléculaire en fonction du sexe des patients

RMM+ RMM- p-value
Homme 34 (50%) 13 (59,09%) 0.47
Femme 34 (50%) 9 (40,91%)

Tableau 18 : Réponse moléculaire en fonction du sexe des patients
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4.3 Exploration moléculaire des facteurs génétiques responsables de la

résistance au traitement

Les cellules de la leucémie myéloide chronique acquierent une résistance a la
tyrosine kinase par le biais de mutations dans le domaine de la kinase ABL. La mutation
T3151 est la mutation la plus fréquente, et est a I'origine de la résistance a l'imatinib,
au dasatinib, au nilotinib et au bosutinib, alors que sa sensibilité au ponatinib persiste

[87].

L’objectif de ce chapitre est de révéler chez nos patients I’étiologie moléculaire
derriere 'apparition de la résistance aux traitements par les inhibiteurs de la tyrosine
kinase, notamment I'Imatinib. Pour cela, nous avons opté pour le séquencage du
domaine kinase du transcrit Bcr-Abl a la recherche d’éventuelles mutations pouvant

expliquer la résistance chez les patients étudiés en vue de personnaliser la thérapie.

Parmi les vingt-deux patients avec absence de rémission moléculaire. Nous
avons pu séquencer uniquement les échantillons de 7 patients afin d’analyser le
domaine kinase. Les résultats obtenus ont montré la présence de mutations au niveau
du transcrit Bcr-Abl chez tous ces patients (100%). La mutation T3151 était présente
chez 4 patients (57.1%) (Figure 39). Deux patients (28.6%) étaient porteurs de la

mutation E255V (Figure 40).
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Figure 39 : Résultats de I'analyse du séquencage du gene BCR-ABL montrant la

présence de la mutation T315I dans le domaine de la kinase ABL
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Figure 40 : Résultats de I'analyse du séquencage du gene BCR-ABL montrant la

présence de la mutation T315I dans le domaine de la kinase ABL

Une patiente malheureusement décédée, a présenté deux mutations, une
mutation habituelle G250E et une autre mutation qui apres analyse par plusieurs

logiciels bio-informatique s’est avérée nouvelle et pathogéne.
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lll. Discussion

Nous avons mené cette étude dans le but d’établir, dans un premier temps, le
diagnostic moléculaire de 123 patients atteints de LMC, en identifiant les types de
transcrits BCR-ABL. Nous avons ensuite réalisé une étude de corrélation entre le type
de transcrit et les données épidémiologiques, cliniques et hématologiques. La
population étudiée était constituée de 123 patients dans les différentes phases de la
maladie. Dans un second temps, nous avons déterminé la réponse moléculaire chez 90
patients et séquencé le domaine tyrosine kinase ABL chez les patients résistants au

traitement.

1. Données épidémiologiques

1.1 L’age
Dans notre série I’age de nos patients se situait entre 18 et 86 ans, avec une
moyenne de 50,11 ans. Nous avons comparé nos résultats avec ceux d’autres séries

(Tableau 19).

Age moyen au Extrémes
diagnostic

El Mouhdi 2015 (Fés) [88] 47,2 ans [13-77]
Z. Salah Eddine 2019 43,1 ans [16-75]
(Meknés) [90]
Nachi et al. 2019 48,5 ans [19-78]
(Algérie) [89]
Notre série 50,11 ans [18-86]

Tableau 19 : La comparaison d’age des différentes séries rapportées
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Nos résultats rejoignent ceux de la série d’El Mouhdi [88] et de Nachi et al. [89].
On note cependant une légere différence avec les résultats de la série de Z. Salah
Eddine[90].

1.2 Le sexe

Sur les 123 patients recrutés dans notre étude, 59 étaient des femmes soit 48%
des cas tandis que 64 patients étaient des hommes soit 52%, avec un sexe ratio
Homme-Femme de 1,08. On note alors une légere prédominance masculine. La
distribution de la population en fonction du sexe a fait apparaitre une nette

prédominance masculine dans d’autres séries nord africaines. (Tableau 20).

Sexe ratio
El Mouhdi 2015 (Fés) 0,96
Z. Salah Eddine 2019 (Meknes) 1
Nachi et al. 2019 (Algérie) 1,04
Baccarani et al. 2019 (Afrique) 1,33
Notre série 1,08

Tableau 20 : le sexe-ratio des différentes séries rapportées

En effet I’étude de Nachi et al. , réalisée sur une population Algérienne, montre
un sexe ratio (H:F) de 1,04, alors que I’étude de Baccarani et al. [91], effectuée sur une
tres large cohorte provenant des cing continents, montre un sexe ratio global de I’ordre

de 1,33.
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2.Données cliniques

2.1 Phases de la maladie

Environ 90 % des patients atteints de la LMC sont en phase chronique au moment

du diagnostic [92].

Dans notre étude, 84% des patients étudiés étaient en phase chronique avec un

effectif de 103 patients sur un total de 123, ce qui rejoint les données de la littérature.

15 individus (12,20%) étaient en phase accélérée dans notre étude. En
comparaison, dans la série de Williams et al. 2013 [93], 8,57% des patients (soit trois
patients sur 35) étaient en phase accélérée. Cette légere différence pourrait étre due a

la différence des tailles des échantillons comparés.

Concernant la phase blastique, 5 de nos patients soit 4% étaient dans cette phase.

Ces résultats rejoignent ceux de la littérature.

2.2 Examen clinique

2.2.1 Splénomégalie

La splénomégalie a été retrouvée chez 49,76% des patients inclus dans notre

étude. Nous avons comparé ces résultats avec ceux d’autres séries dans le Tableau 21.

Taux de splénomégalie

El Mouhdi (Fés) 88,67%
Z. Salah Eddine (Meknes) 90%
David G. et al [94] (Angleterre) 75,8%
Notre série 49,76%

Tableau 21 : Taux de splénomégalie dans les différentes séries
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La splénomégalie représente le maitre symptome dans notre étude, ceci

concorde avec les données des différentes séries d’études.

2.2.2 Hépatomégalie

L’hépatomégalie a été retrouvée chez 25,20% des individus explorés dans notre

étude. Nous avons comparé ces résultats avec ceux d’autres séries dans le Tableau 22.

Taux d’hépatomégalie

El Mouhdi (Fes) 15%

Z. Salah Eddine (Meknés) 5%
David G. et al (Angleterre) 2,2%
Notre série 25,20%

Tableau 22 : Taux d’hépatomégalie dans les différentes séries

Nous remarquons une grande disparité statistique entre les différentes séries
d’études, I’hépatomégalie n’est pas un symptome aussi fréquent que la splénomégalie.
Cependant, ce symptome doit étre recherché systématiqguement lors de I'examen

clinique.

2.3 L’hémogramme

L’examen de référence pour évoquer le diagnostic de LMC est ’hémogramme ou

NFS (Numération Formule Sanguine). C’est le premier examen qui sera effectué.

2.3.1 Leucocytes

Les résultats de notre étude montrent une forte hyperleucocytose chez nos
patients avec un taux moyen de globules blancs de I'ordre de 319,1x109 éléments/litre

plus ou moins 172,5x10° éléments/litre. Avec des extrémes allant de 2,9
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x109 éléments/litre a 756 x109 éléments/litre. Nous avons comparé nos résultats avec

ceux d’autre séries d’études dans la le tableau 23.

Taux moyen de leucocytes Extrémes
El Mouhdi (Fés) 239 x109 éléments/litre 27 a 431 x109 éléments/litre
Z. Salah Eddine 164,26 x109 éléments/litre 150 a 346 x109 éléments/litre
(Meknes)
David G. et al 174 x109%éléments/litre 5 a 850 x109éléments/litre
(Angleterre)
Notre série 319,1 x109%9éléments/litre 2,9 a 756 x109 éléments/litre

Tableau 23 : Taux de leucocytes dans différentes séries

L’hyperleucocytose dans notre étude est plus élevée que ceux d’autres études
similaires. Cela peut étre explique par la différence de la taille de la population étudiée

dans chaque étude.
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2.3.2 Les plaquettes

Dans notre cohorte, le taux moyens des plaquettes était de 387 x109 /litre, avec
des extrémes allant de 39 a 1400 x109éléments/litre. Ces résultats sont comparés

avec ceux d’autres études dans le tableau 24.

Taux moyen de Extrémes

plaguettes
El Mouhdi (Fés) - 116 a 1071 x109 éléments/litre
Z Salah Eddine 391 x109 éléments/litre 143 a 1805 x109 éléments/litre

(Meknes)

David G. et al 430 x109éléments/litre 17 a 3182 x109 éléments/litre
(Angleterre)

Notre série 387 x109 éléments/litre 39 a 1400 x109 éléments/litre

Tableau 24 : Taux de plaquettes dans différentes séries

Ce parametre peut parfois étre supérieur a 1x10'2/litre, parfois normal, ou
méme exceptionnellement abaissé. Nos résultats rejoignent ceux des autres séries

d’études.
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3. Profil génétigue

De nombreux travaux se sont focalisés sur I’étude de I'influence des principaux
types de transcrits sur le phénotype de la maladie et la réponse au traitement.
Cependant, les résultats de ces études demeurent contradictoires. Dans ce travail, nous
avons corrélé la présence des transcrits Mb3a2 et Mb2a2 avec les parametres cliniques

et biologiques chez nos patients atteints de LMC.

3.1 Type de transcrit de fusion

Afin d’identifier les différents transcrits BCR-ABL, nous avons réalisé une PCR-
multiplex en utilisant des amorces concues pour amplifier 14 variants du transcrit BCR-
ABL. L’analyse statistique a été réalisée pour étudier I’association entre le type du

transcrit et les parametres hématologiques et cliniques des patients.

Les résultats obtenus montrent une dominance totale des transcrits b2a2 et b3a2
dans notre population. En effet, 43% des patients exprimaient le transcrit b2a2, 52%
des cas portaient le transcrit b3a2, tandis que 5% des sujets ont montré une co-

expression des deux transcrits.

En comparant nos résultats avec ceux d’autres études, on constate une large
discordance en fonction des populations. Dans certaines études le transcrit b3a2 est
dominant par rapport au b2a2, et le cas contraire est démontré dans d’autres études.
Les travaux de Castagnetti et al. en Italie sur une population de 1494 patients LMC, a
montré une incidence de 49% du biomarqueur b3a2 [95]. De méme, I'étude de
Yaghmaie et al. a rapporte une fréquence élevée du transcrit b3a2 (73.5%) dans une
population de 136 cas [96]. Un taux élevé du b3a2 a été également rapporté dans les

populations Tunisienne, Brésilienne, Canadienne, Coréenne et autres (Tableau 25).
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Pays

Maroc (Etude en cours)
Tunisie (Bennour 2013)
Argentine (Sastre 2007)
Soudan (Osman 2010)
Etats-Unis (Jain 2016)

Syrie (Al-Achkar 2016)
Allemagne (Hanfstein 2014)
Brésil (Pagnano 2017)

Inde (Sharma 2010)

Inde (Polampalli 2008)

ELN cohorte (Pfirrmann 2017)
Italie (Castagnetti 2017)
Inde (Mir 2015)

Canada (Lin 2016)

Pologne (Prejzner 2002)
Inde (Deb 2014)

Korea (Lee 2018)
Angleterre (Claudiani 2017)

Etats-Unis (Verschraegen 1995)

Angleterre (Khorashad 2008)

Serbie (Todoric-Zivanovic 2011)

Iran (Yaghmaie 2008)
Inde (Arun 2017)
Thailande (Udomsakdi-
Auewarakul2000)
Korea (Goh 2006)
Japon (Ito 2004)

Effectif

123
44
53
40
43

481
45

1105

170
87

202

1494

559

200

166
27
80

120
64

362

319

136
75

1260
99
548
226

b2a2 %

43,09
36,36
41,7
94,6
53,5
42
46,7
41
33
38
32
38
36
24
36,7
29
41,25
35
42
30,2
41
25
21
34,3
31
32,34
30,2

b3a2 %

52,03
63,63
37,5
54
41,9
41
51,1
45
55
54
68
49
52
68
50
62,3
56,25
60
58
67,9
46
73,5
62
60
61
66,74
67,5

Co-
expression%
5%
0
8,3
0
2.3
18
ND
14
12
8
0
13
11
8
13,3
8,2
ND
2,5
0
ND
ND
12
5
ND
ND
ND
ND

Tableau 25 : Résultats de I'incidence de 3 types de transcrits de fusion BCR-ABL

rapportés dans différents pays des cing continents (ND : non déclaré)

Contrairement a nos résultats, le transcrit de fusion b2a2 constitue le gene le

plus exprimé chez quelques populations. En effet, le taux de b2a2 le plus élevé (53.5%)
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a été rapporté par Jain et al aux Etats-Unis. L’étude Syrienne menée par Al-Achkar et

al en 2016, avait décrit un taux de b2a2 de 42% contre 41% pour b3a2 [97].

La co-expression est un évenement rare qui n’a pas été décrits dans toutes les
études. Dans le présent travail, la fréquence des transcrits b3a2 et b2a2 en co-
expression a atteint 5%. Une incidence similaire a été rapportée par Arun et al dans une
population Indienne. Cependant, Al-Achkar et al. ont mentionné un taux de 18% dans
la population Syrienne, ce qui constitue la valeur la plus élevée jamais rapportée dans

la littérature [97].

3.2 Corrélation clinico-biologique et type de transcrit de fusion

Les différences structurelles des protéines p210 (c.-a-d. el4a2 et el3a2)
peuvent entrainer des activités de tyrosine kinase différentes et donc, théoriquement,
les parametres cliniques et hématologiques chez les patients atteints de LMC avec les

types de transcrits b2a2 et b3a2 peuvent différer.

De nombreuses études ont évalué les taux d’hémoglobine, des leucocytes, de
myéloblastes, de plaquettes, de la taille de la rate chez des groupes de patients ayant
exprimés des transcrits BCR-ABL différents. L’analyse statistique des différentes
variables dans notre étude a montré I’absence de corrélation entre le taux des
leucocytes, d’hémoglobine, des plaquettes, des blastes, la phase de la maladie et la

présence de splénomégalie et le type du variant BCR-ABL.

Nos résultats concordent avec plusieurs études menées dans ce sens.
Notamment, les travaux réalisés par Filho et al. sur une population brésilienne
constituée de 50 patients LMC, qui a montré que les différences des données
hématologiques et cliniques observées entre les groupes de patients exprimant les

deux types de transcrits b3a2 et b2a2 n’a pas atteint la signification statistique. De
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méme pour la comparaison d’age et du genre entre les deux groupes, aucune

différence n’a été décelée [98].

Une étude Algérienne récente a consolidé ces résultats en rapportant une
différence non significative entre les groupes de transcrits et les autres variables [89].
Des conclusions conformes ont été également décrites par Pagnano et ses collegues,
qui ont découvert I’'absence de corrélation entre le taux des cellules sanguines, la taille

de la rate et du foie d’une part, et les transcrits b3a2 et b2a2 d’autre part [99].

Cependant, rares sont les études qui ont rapporté une différence significative.
Une étude Nigérienne récente a montré que les patients exprimant le transcrit a2b2
avaient des taux de plaquettes plus élevés, une différence qui a été statistiquement
prouvée (p=0.03) [100]. Une étude Tunisienne qui a examiné les données sur les
corrélations entre les types de variants M-BCR/ABL et le sexe, l'age et les
caractéristiques biologiques correspondants, a trouvé que le taux de plaquettes était

plus élevé chez les patients présentant le transcrit b3a2 (p=0.001) [101].

De nombreuses études ont également trouvé une association entre le nombre de
leucocytes au moment du diagnostic et les types de transcrits. Dans leur étude, des
chercheurs allemands ont démontré que les patients exprimant le variant b2a2
présentaient un taux moyen de leucocytes plus élevé que les patients exprimant le
variant b3a2 (88x109/L par rapport a 65x109/L; P<0,001) [102]. Une étude publiée
récemment au Brésil a également fait état de résultats similaires, et les patients ayant
exprimés le transcrit b2a2 avaient un taux de leucocytes moyen plus élevé au moment
du diagnostic que les patients exprimant le transcrit b3a2 (147x109/L contre

129x109/L; P=0.049)(de Almeida Filho et al. 2019).
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La technique de RT-PCR multiplex nous a permis de confirmer d’une part le
diagnostic de LMC et d’autre part, de confirmer les données de la littérature, en
montrant un taux de transcrit de fusion de type b3a2 plus élevé (52%) que celui de type
b2a2 (43%). Elle nous a également montré son intérét dans l'identification des transcrits
rares. Dans notre série, six cas avec co-expression des deux transcrits ont été
répertoriés (5%). Ceci démontre la nécessité de rendre systématique au diagnostic, la
recherche qualitative des transcrits BCR-ABL1 par RT-PCR multiplex, afin d'avoir des
données suffisamment informatives sur les différents variants de transcrits, permettant
donc de bien choisir les amorces spécifiques pour le suivi ultérieur de la réponse
moléculaire sous traitement. D'un point de vue pratique, cette technique possede des
avantages considérables par rapport a la RT-PCR conventionnelle notamment en
termes de gain de temps de réalisation (Technique plus rapide), et de sensibilité (seuil

de détection 0.1%).

3.3 Réponse au traitement et type de transcrit

Bien que la majorité des patients atteints de leucémie myéloide chronique
répondent bien au traitement avec des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK), certains
patients montrent une mauvaise réponse. De nombreux facteurs peuvent influencer, y
compris les différents types de transcrits BCR-ABL. Les études démontrant I'impact du
type du transcrit sur la réponse aux ITKs recu par les patients LMC, ont donné des

résultats contradictoires [103][104][105].

Dans notre série le taux de réponse moléculaire majeure obtenue était de 75.5%
sur une durée de 12 mois. En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, on
observe une légere discordance. En effet, Banford et ses collaborateurs ont rapporté un
taux de 50% de RMM sur 12 mois [110]. De méme, une étude égyptienne portant sur

95 nouveaux patients a obtenu un taux de 50% avec un temps meéedian d’obtention de
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RMM de 12 mois (Hk et al. 2009). Une étude rétrospective réalisée par le Groupe
Algérien de travail sur la LMC (GAT-LMC), qui a évalué le traitement par Imatinib chez
327 patients durant 12 mois, a obtenu une rémission moléculaire chez 181 patients

soit 55.4% [89].

L’étude de I’association entre le type de transcrit Bcr-Abl et la réponse au
traitement a montré ’absence de corrélation dans notre série, cad que le variant Bcr-
Abl n’a aucune influence sur la réponse au traitement. Pourtant, dans la littérature
plusieurs études ont montré que les patients avec le transcrit b3a2 présentaient une

réponse meilleure par rapport aux patients porteurs du variant b2a2.

Dans I’étude de Lucas et al, les patients exprimant le transcrit b3a2 présentaient
des taux de réponse cytogénétique compléte supérieurs et obtenaient cette réponse
plus rapidement que le groupe b2a2 (P =0,01 et P =0,006, respectivement) dans une

cohorte de 78 patients ayant une LMC recevant I'imatinib en premiere intention [105].

De méme, parmi les patients avec LMC en phase chronique recevant I'Interferon
(INF-alpha) en premiere ligne, Bonifacio et al ont montré que le fait d’avoir le transcrit
b3a2 était associé a une plus haute réponse moléculaire majeure par rapport a ceux du

transcrit b2a2 (P=0.003) (Bonifacio et al. 2015).

La majorité des publications ont confirmé I'impact du transcrit b3a2 sur la
réponse au traitement. En regle générale, de meilleures réponses et des résultats
favorables ont été rapportés. Cependant, des études avec des résultats contradictoires

ont également été citées.

Une étude menée en Inde aupreés de 87 patients atteints de LMC a démontré que
ceux porteurs du variant b2a2 avaient de meilleures réponses lorsqu’ils recevaient de

I’imatinib comparativement aux patients porteurs du variant b3a2. Les taux de réponse
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cytogénétique complete étaient de 59 % contre 28 %, respectivement, en faveur du

transcrit b2a2, et la différence était statistiqguement significative (P=0.04)[106].

La littérature actuelle a bien documenté I'impact des différents transcrits (b2a2,
b3a2 ou co-expression de b3a2 plus b2a2) sur le résultat a long et court-terme, ainsi
que la corrélation de ces types de transcrits avec les caractéristiques de la maladie au

moment du diagnostic initial.

La raison de la différence de réponse au traitement a I'imatinib est probablement
due a des différences dans la cible du médicament. On a constaté que I’activité tyrosine
kinase est plus élevée chez les patients b2a2 que chez les patients b3a2 [107]. Une
dose fixe d’imatinib est capable d’éradiquer I'activité kinase chez les patients b3a2

d’une maniere plus efficace que les patients b2a2 [105].

Etant donné que le transcrit b3a2 semble étre liée a des résultats favorables, le
choix de thérapies alternatives comme les 2GTKIs (Inhibiteurs de la Tyrosine Kinase de
2eme Génération) en premiere ligne de traitement pourrait étre une approche
convenable chez les patients ayant le transcrit b2a2, qui est généralement associée a
une mauvaise réponse. Des essais controlés prospectifs et randomisés avec des
échantillons de plus grande taille sont encore nécessaires pour déterminer I'impact du
type de transcrit sur les résultats a court et a long terme chez les patients atteints de

LMC qui recoivent un traitement par ITKs [103].

3.4 Résistance au traitement

Le développement de la résistance a I'lmatinib chez les patients atteints de LMC
a été associé a un large éventail de mécanismes. Il s’agit notamment des voies
dépendantes de la BCR-ABL et des voies indépendantes de la BCR-ABL. Les voies

dépendantes de la BCR-ABL ont été signalées comme 'un des mécanismes les plus
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fréquents qui contribuent a la résistance chez les patients de LMC traités avec I'imatinib
[108]. La voie dépendante de la BCR-ABL concerne principalement les mutations du
domaine de la tyrosine kinase du gene BCR-ABL (La Rosée et Deininger 2010)[109] («
Bcr-Abl Kinase Domain Mutations, Drug Resistance, and the Road to a Cure for Chronic
Myeloid Leukemia » 2007). Druker et al. [111] a démontré que le blocage de la protéine
BCR-ABL dans la conformation inactive par l'imatinib empéche le transfert de
phosphate de ’AMP (ATP) vers les substrats et inhibe les voies descendantes. Toutefois,
selon Corbin et al. [112], certaines mutations semblent perturber le point de contact
critique entre I'imatinib et la BCR-ABL. En outre, d’autres mutations semblent induire
une transition de I’état inactif a I’état actif, une conformation que I'imatinib ne pourrait

pas lier.

Dans cette étude, 7/22 (32 %) patients atteints de LMC résistants a I'lmatinib ont
montré la présence d’'une mutation dans leur domaine tyrosine kinase du géne BCR-
ABL. En comparant la fréquence des mutations de la présente étude et la fréquence
signalée dans d’autres populations étudiées, on a observé une fréquence plus faible

chez les patients atteints de LMC dans notre série.

Selon Kim et al, la fréquence des mutations est corrélée avec la proportion de
patients dans les différentes phases de la maladie. Dans I’étude de Kim et al, 25 % des
patients LMC résistants a I'lmatinib recrutés étaient en phase chronique (PC), tandis
que les 75 % restants étaient en phase accélérée (PA) ou en phase blastique (PB). Par
conséquent, Kim et al. ont observé une fréquence élevée (63 %) de mutation chez leurs
patients LMC résistants a I'lmatinib(Kim et al. 2009). Ainsi, la fréquence globale
relativement faible des mutations dans notre étude par rapport a d’autres études
publiées peut s’expliquer par la prédominance des patients de LMC en phase chronique

inclus pour I'analyse de mutation. Un faible pourcentage de mutations du domaine de
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la tyrosine kinase (DTK) (19 %) a également été observé par Branford et al. chez des
patients LMC australiens résistants a I'lmatinib. Le faible pourcentage de mutations
DTK observé dans I’étude de Brandford et al. (2003) pourrait également étre di au fait

que la majorité des patients dépistés se trouvaient dans la phase chronique [113].

Les résultats de la présente étude ainsi que d’autres rapports cités concordent
avec ceux de Branford et al. qui ont indiqué que les pourcentages estimés de patients
résistants a I’lmatinib dans la LMC en phase chronique et la LMC en phase accélérée,
porteurs de mutations pathogéniques serait d’environ 18 % et 31 % respectivement,
alors qu’elle serait de 29 % a 52 % chez les patients atteints de LMC en phase blastique

[114].

En ce qui concerne I’analyse de survie, les patients atteints de LMC traités par
I’lmatinib et porteurs des mutations du gene BCR-ABL, en particulier la mutation T315I,
ont montré une période de survie plus courte que celles avec d’autres types de
mutations et celles sans mutations. La localisation de la mutation T315l au site de
liaison de I'lmatinib au niveau du domaine de la tyrosine kinase explique fortement la
survie plus courte et le mauvais pronostic des patients atteints de LMC avec la mutation

T3151.

De plus, certains rapports indiquent que les patients atteints de la mutation
T3151 sont non seulement résistants a I'lmatinib, mais aussi a d’autres ITKs de
deuxiemes et troisiemes générations comme le dasatinib [115], le nilotinib [116] et le
bosutinib [117]. Ainsi, la mutation T315] confere une véritable résistance aux ITKs et

favorise ainsi le raccourcissement de la survie des patients.

M. OTHMANE BERRADA 122



Profil génétique des patients atteints de leucémie myéloide chronique These N°060/22

L’évaluation des patients atteints de LMC présentant des signes cliniques de
résistance aux mutations du gene BCR-ABL est un élément important du suivi de la

maladie, afin de déterminer comment les patients réagissent au traitement.

Certaines mutations spécifiques de la BCR-ABL ont été associées a un mauvais
pronostic, par conséquent, le dépistage des mutations est cliniquement pertinent pour
identifier les patients atteints de LMC qui sont susceptibles de développer une

résistance et de faciliter la sélection du traitement subséquent.

En outre, la présence de mutations dans différentes régions du domaine tyrosine
kinase du gene BCR-ABL conduit a différents niveaux de résistance. Le type de mutation
peut potentiellement indiquer si un inhibiteur de la BCR-ABL de deuxiéme ou de
troisieme génération ou d’autres stratégies thérapeutiques devrait étre administré a de
tels patients résistants a I'lmatinib et peut également aider a identifier ceux qui ont

besoin d’une augmentation de la dose d’Imatinib.
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IV.Conclusion

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une maladie myéloproliférative
caractérisée par une croissance accrue et non régulée des cellules myéloides dans la
moelle osseuse et par lI'accumulation de ces cellules dans le sang. Elle se produit avec
une incidence annuelle de 1 a 1,5 pour 100 000 personnes. La LMC est tres rarement
présente chez les enfants. Dans les pays occidentaux, I'age médian d'apparition est de
50-60 ans. Bien que les symptomes puissent se manifester par une asthénie, une perte
de poids, une splénomégalie, une hépatosplénomégalie et une anémie, 50 % des
patients sont asymptomatiques et sont diagnostiquées a la suite d'analyses sanguines
fortuites. Plus de 90 % des patients atteints de LMC sont diagnostiqués lorsque leur

maladie est dans une phase relativement précoce, en I’occurrence en phase chronique.

Heureusement, le diagnostic est rarement problématique. Il dépend de la
démonstration du chromosome de Philadelphie par analyse cytogénétique ou du géne

BCR-ABL par RT-PCR ou par FISH.

A travers cette thése nous avons réalisé une caractérisation démographique,
clinique et hématologique d’une population marocaine atteinte de LMC. Nous avons
également étudié le profil génétique de cette population a travers la mise en évidence
du chromosome Ph via le caryotype et la cytogénétique moléculaire, ainsi que la mise

en évidence des différents types de transcrits de fusion par PCR multiplex.

Nous avons également essayé de chercher une éventuelle corrélation entre le
type du transcrit de fusion BCR-ABL et les données démographiques et hématologique.
L’absence de corrélation statistiquement significative nous mene a augmenter la taille

de I’échantillon et d’explorer en perspectives d’autres pistes de recherche.
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RESUME

INTRODUCTION: La leucémie myéloide chronique (LMC) appartient au groupe
des syndromes myéloprolifératifs. Premiere maladie identifiée par une anomalie
génétique acquise, la LMC bénéficie du développement d'une thérapie « ciblée »

(inhibiteurs de tyrosine kinase ou ITK) qui en a transformé le pronostic.

L’OBJECTIF de notre travail est de déterminer le profil génétique,

épidémiologique et clinique des patients atteints de la LMC.

MATERIELS ET METHODES: Il s’agit d’une étude rétrospective étalée sur une
durée de 4 ans entre janvier 2016 et janvier 2020, effectué au niveau du laboratoire
de génétique médicale et du service de médecine interne du CHU Hassan Il de Fes,

incluant 123 patients atteints de LMC.

RESULTATS: L’age moyen de nos patients était de 50 ans. 48% étaient de sexe
féminin, 52% de sexe masculin. 84% des individus étaient en stade chronique.
Cliniquement 50% des malades présentaient une splénomégalie, 25% une plénitude
abdominale, 20% une asthénie et des douleurs abdominales tandis que 15%

présentaient une fievre et une anémie.

La RT-PCR multiplex a démontré que 43% des patients exprimaient le transcrit
b2a2, 52% des cas portaient le transcrit b3a2. La co-expression des deux transcrits a

été démontrée chez 5% des sujets.
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CONCLUSION: Le diagnostic de la LMC dépend de la présence du chromosome
de Philadelphie par analyse cytogénétique ou du gene BCR-ABL par RT-PCR. Plus de 90
% des patients atteints de LMC sont diagnostiqués lorsque leur maladie est dans une
phase relativement précoce. La biologie a été a la base d’importantes avancées
théoriques et pratiques, les nouveaux traitements sont devenus plus pertinents et plus

ciblés et ont globalement amélioré le pronostic.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Chronic myeloid leukemia (CML) belongs to the group of
myeloproliferative syndromes. The first disease identified by an acquired genetic
abnormality, CML has benefited from the development of "targeted" therapy (tyrosine

kinase inhibitors or TKls) which has transformed its prognosis.

The aim of our work is to determine the genetic, epidemiological, and clinical

profile of CML patients.

MATERIALS AND METHODS: This is a retrospective study spread over a period of
4 years between January 2016 and January 2020, carried out at the laboratory of
medical genetics and the department of internal medicine of the Hassan Il University

Hospital of Fez, including 123 patients with CML.

RESULTS: The average age of our patients was 50 years. 48% were female, 52%
male. 84% of individuals were in chronic stage. Clinically 50% of the patients presented
splenomegaly, 25% abdominal fullness, 20% asthenia and abdominal pain while 15%

presented fever and anemia.

Multiplex RT-PCR showed that 43% of patients expressed the b2a2 transcript,
52% of cases carried the b3a2 transcript. Co-expression of both transcripts was

demonstrated in 5% of subjects.

CONCLUSION: The diagnosis of CML depends on the presence of the Philadelphia
chromosome by cytogenetic analysis or the BCR-ABL gene by RT-PCR. More than 90%
of patients with CML are diagnosed when their disease is in a relatively early phase.
Biology has led to important theoretical and practical advances, new treatments have

become more relevant and targeted, and overall prognosis has improved.
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