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Introduction
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Les syndromes myélodysplasiques (SMD) désignent un groupe

hétérogène de maladies clonales touchant les cellules souches hématopoïétiques

et aboutissant à des anomalies qualitatives et quantitatives des trois lignées

myéloïdes. Ce sont des hémopathies dont la fréquence augmente avec l’âge de

façon majeure, elle est globalement de 5 pour 100 000 habitants et atteint 70 à

80 pour 100 000 habitants après 80 ans [1], ce qui la place comme l’hémopathie

la plus fréquente du sujet âgé. Les SMD ont bénéficié récemment des avancées

sur les connaissances en cytogénétique. L’analyse cytogénétique est devenue un

examen indispensable dans la prise en charge des SMD. Schématiquement,

l’étude des anomalies chromosomique dans les SMD peut apporter quatre types

d’informations. Tout d’abord, la mise en évidence de certaines anomalies peut

avoir une implication diagnostique. Ensuite elle est un utile intéressant à la

classification. En troisième lieu, et surtout, ces analyses ont un but pronostique,

permettant une action thérapeutique adaptée au pronostic individuel ainsi défini.

Enfin la cytogénétique hématologique peut avoir une place dans le choix de la

thérapie approprié, de l’évaluation de la réponse au traitement et du suivi de la

maladie résiduelle.

L’objectif de notre travail est de présenter les principales techniques de

cytogénétiques conventionnelle et moléculaire, et de souligner leurs applications

de dans les syndromes myélodysplasiques.
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Première  partie:
Les syndromes myélodysplasiques
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I. Physiopathologie :

Les SMD sont des hémopathies myéloïdes caractérisées par une atteinte

clonale de la cellule souche conduisant, d’une part, à une hématopoïèse

inefficace responsable de cytopénies périphériques et, d’autre part, à une

instabilité chromosomique associée au risque de transformation leucémique.

L’histoire naturelle complexe de la maladie peut associer successivement chez

un même patient une phase où l’excès d’apoptose domine expliquant l’anémie et

par la suite une phase où la prolifération domine au moment de l’évolution en

leucémie aiguë myéloïde (LAM) [2].

1. Apoptose intra médullaire :

1.1. Les voies de mort cellulaire normale : [3,4]

La mort cellulaire physiologique est principalement une mort cellulaire

programmée de type apoptose qui est soit dépendante, soit indépendante de

l’activation de cystéine protéases ou caspases. La protéolyse des cibles de

caspases induit le bourgeonnement de la membrane plasmique, la fragmentation

nucléaire, la condensation de la chromatine et l’exposition des

phosphatidylserine. Les voies d’apoptose sont contrôlées, en amont de

l’activation des caspases, par les protéines de la famille Bcl-2 localisées sur la

membrane externe de la mitochondrie, du réticulum endoplasmique et du noyau.

Les protéines antiapoptotiques Bcl-2 ou Bcl-xL sont les gardiens de la fonction

du réticulum endoplasmique et de l’intégrité de la mitochondrie (figure 1).

Au niveau de la mitochondrie, Bcl-2 ou Bcl-xL empêche l’oligomérisation des

protéines pro-apoptotiques Bax et Bak ancrées dans cette membrane.

L’inhibition de Bcl-2/Bcl-xL par activation des protéines à domaine BH3 unique

(Bad, Bik, NOXA) ou l’activation directe de Bax/Bak par tBid Bim ou PUMA

induit la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, la
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libération dans le cytoplasme des protéines mitochondriales comme le

cytochrome c qui active les caspases et d’autres médiateurs directs de la

destruction du génome comme l’apoptosis-inducing factor (AIF) et

l’endonucléase G.

Figure 1 – Voies de signalisation de l’Apoptose. [4]

L’intégrité de la chaîne respiratoire mitochondriale est nécessaire pour la survie

de la cellule. L’interruption du transport des électrons génère des radicaux

oxygénés qui induisent la peroxydation des lipides, des dommages des

membranes internes, la libération des enzymes lysosomales qui hydrolysent les

protéines, les acides nucléiques et les lipides. La mort cellulaire est davantage

liée à la perméabilisation de la membrane mitochondriale plutôt qu’à la seule

activation des caspases. En effet, l’inhibition des caspases bloque la plupart des
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changements phénotypiques mais ne prévient pas la mort cellulaire qui peut se

manifester par un processus d’autophagie ou de nécrose.

Au niveau du réticulum endoplasmique, Bcl-2 régule l’homéostasie du Ca2+.

Dans des conditions de stress prolongé, le réticulum endoplasmique peut

transmettre à la mitochondrie des signaux déclenchant l’apoptose via

l’activation de caspases qui clivent des protéines réticulaires et la libération

massive de Ca2+.

1.2. Anomalies d’apoptose et de différenciation dans les SMD : [3,4]

L’apoptose est un mode de régulation négative de l’hématopoïèse normale.

Ceci a été établi dans la lignée érythroïde. En effet, il a été montré que

l’érythropoïèse est régulée dans la moelle par l’interaction entre Fas et son

ligand qui déclenche une apoptose dépendante de caspases. De plus, une

activation contrôlée des caspases est nécessaire à la différenciation érythroïde,

monocytaire et mégacaryocytaire terminales et se produit sans apoptose.

L’hématopoïèse inefficace des SMD est en partie due à une apoptose accrue des

précurseurs de la moelle, mise en évidence par plusieurs équipes depuis les

années 1990. Cet excès d’apoptose est aussi observé lorsque les précurseurs

érythroïdes sont obtenus en culture liquide à partir des progéniteurs immatures

CD34+. Cette apoptose est dépendante de Fas et de l’interaction avec son ligand,

les deux molécules étant surexprimées dans les progéniteurs immatures et

matures, respectivement. Un excès de récepteur soluble pour Fas ou l’expression

ectopique d’un mutant dominant négatif de FADD empêche la signalisation

dépendante de Fas, l’activation de la caspase-8 et l’apoptose. De plus,

l’expression d’un mutant de Bcl-2 ciblant le réticulum endoplasmique inhibe la

perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie induite lors d’une

stimulation des cellules par un anticorps activateur de Fas. Ce qui confirme
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l’existence d’une signalisation spontanée de mort cellulaire en aval de Fas

impliquant le réticulum endoplasmique et la mitochondrie dans les précurseurs

érythroïdes de SMD. Compte tenu du rôle des caspases dans la différenciation

érythroïde normale, il pourrait exister une relation entre activation excessive des

caspases et anomalies de différenciation observées dans les SMD aussi bien

dans la lignée érythroïde que dans la lignée mégacaryocytaire.

Dans les SMD, la surexpression de Fas et l’activation excessive des caspases est

corrélée avec un défaut de croissance des progéniteurs érythroïdes engagés de

type BFU-E (pour burst forming unit-erythroid) et à un défaut d’acquisition des

marqueurs érythroïdes (glycophorine A, ß et γ-globines).

Figure 2 – : Voies de signalisation impliquées dans l’apoptose des

précurseurs érythroïdes des SMD [4]
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2. les facteurs immunologiques : [5]

Un dysfonctionnement du système immunitaire semble également jouer un

rôle dans la physiopathologie des SMD. Les associations entre SMD et

manifestations dysimmunitaires notamment avec des dermatoses

neutrophiliques, la polyarthrite séronégative, la polychondrite atrophiante ou des

vascularites sont classiques.

On note aussi fréquemment la présence d’auto anticorps ou de gammapathies

monoclonales chez les patients atteints de SMD. Plusieurs études ont montré

l’existence d’une expansion polyclonale des CD4+ et une expansion clonale ou

oligoclonale des cellules T cytotoxiques (CD8+) dans le sang et la moelle

osseuse de patients présentant un SMD. Ces changements sont plus prononcés

dans les SMD à faible risque, qui se caractérise par une diminution du nombre

des cellules T régulatrices (CD4+, CD25 high, et FOXP3+).

3. Anomalies du microenvironnement médullaire:

L’hématopoïèse est régulée par les étroites relations existant entre les cellules

hématopoïétiques et le microenvironnement médullaire. Les cellules

hématopoïétiques adhèrent aux protéines de matrice extracellulaire et aux

cellules stromales. Celles-ci produisent des cytokines qui influencent la survie,

la prolifération, la différenciation et la mobilisation des cellules

hématopoïétiques. Le contact est assuré par des couples ligands-récepteurs

comme VCAM-1 exprimé à la surface des cellules adhérentes et son récepteur

l’intégrine α4β1 (VLA-4) présente sur les progéniteurs immatures ou

l’héparane-sulfate glycosaminoglycane exprimé sur les cellules stromales et le

PECAM-1 (CD31) présent sur les progéniteurs CD34+.Les cellules du

microenvironnement médullaire sont à l’origine de la production de cytokines

impliquées dans la prolifération des cellules CD34+ normales comme le
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Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), le Stem Cell

Factor (SCF) et la thrombopoïétine [3].

Le stroma médullaire des SMD a été très peu étudié. En culture à long terme des

cellules adhérentes, le stroma des patients est capable de soutenir la croissance

des cellules blastiques comme le stroma normal. Cependant, en culture la

capacité du stroma des SMD à soutenir la prolifération de cellules CD34+

normales est variable : prolifération normale des cellules CD34+, prolifération

normale entre J5 et J10 de la culture puis avortement de la culture entre J15 et

J20 ou absence de prolifération.

Les cellules stromales des SMD sécrèteraient des quantités augmentées de

cytokines inhibitrices de l’hématopoïèse (interleukine 1 ou IL-1, Tumor

Necrosis Factor alpha ou TNF-a, Transforming Growth Factor bêta ou TGF-b et

interferon gamma ou IFN-g) qui participent à l’inhibition de la prolifération [6].

4. Angiogénèse : [7]

Des études récentes ont mis en évidence l'hyper-vascularisation de la

moelle osseuse au cours des SMD (angiogénèse accrue), une hypothèse dit que

l’augmentation compensatrice des facteurs pro-angiogéniques en réponse à la

perte de la moelle osseuse observée au cours du vieillissement conduit à une

prédisposition aux maladies néoplasiques comme les SMD.

L’équilibre entre les cytokines locales concurrentes est critique pour la

détermination du développement d'un vaisseau sanguin au sein d'un tissu. Parmi

ceux-ci, le tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha)- également impliqué dans

l'apoptose prématurée mentionnée ci-dessus – qui joue un rôle clé dans la

régulation de l’angiogénèse. L’hématopoïèse semble être particulièrement

vulnérable aux effets des facteurs angiogéniques, car la plupart de ces facteurs

semblent être sécrétée par les cellules hématopoïétiques. Sur la base de cette
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hypothèse, les cellules endothéliales circulantes (CECs) et les précurseurs des

cellules endothéliales (CEPs) ont été comparée chez des patients ayant un SMD

et des donneurs sains. Les résultats ont montré que les CECs et les CEPs actives

ont été significativement augmentés chez les SMD par rapport à l'âge témoin.

5. Anomalies génétiques : [3]

L’instabilité génomique observée dans les SMD se traduit par une

instabilité chromosomique, une instabilité génique et par des modifications épi-

génétiques aberrantes de l’ADN. Il peut en résulter une perte d’hétérozygotie ou

perte de l’expression concomitante des 2 allèles d’un même gène, mécanisme

classique d’oncogenèse.

La responsabilité de ces anomalies génétiques se situe dans un processus global

qui affecte la cellule souche pluripotente. Le caractère clonal est pratiquement

toujours retrouvé mais certains patients ont une hématopoïèse clonale avant

l’apparition d’anomalies cytogénétiques. L’évolution clonale leucémogène

semble liée à l’impact des anomalies chromosomiques sur un certain nombre

d’altérations moléculaires, par exemple les anomalies de la voie Ras,

l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs (par mutations ponctuelles de

p53, par hyperméthylation conduisant à l’extinction de gènes comme p15), les

anomalies conduisant à l’activation de récepteurs à tyrosine-kinase qui sont

connues comme pouvant favoriser une expansion tumorale. L’apparition d’une

instabilité chromosomique associée à une attrition télomérique aggrave la

survenue des anomalies cytogénétiques.
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Schéma 1 : Schéma récapitulatif de la physiopathologie des SMD [8]
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III. Classification des SMD

1. Classification FAB : [3, 9, 10]
La classification Franco-Américano- Britannique (FAB) élaborée en 1982

s’appuyait sur des critères morphologiques, comme la présence de signes de

dysplasie, de sidéroblastes en couronne, le nombre de blastes circulants et

médullaires et celui des monocytes circulants. Cette classification permet de

distinguer cinq catégories de SMD : l’anémie réfractaire (AR), l’anémie

sidéroblastique idiopathique acquise (ASIA), l’anémie réfractaire avec excès de

blastes (AREB), l’anémie réfractaire avec excès de blastes “en transformation”

(AREB-t) et la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) (tableau I).

L’AR et l’ASIA se présentent comme une anémie normo- ou macrocytaire

arégénérative, parfois associée à une neutropénie et/ou à une thrombopénie. Par

définition, le taux de blastes circulants est inférieur à 1% et le taux de blastes

médullaires est inférieur à 5%. La moelle est normo- ou hyper-cellulaire et il

existe une hyperplasie érythroïde avec dysérythropoïèse, isolée, ou associée à

une dysgranulopoïèse et/ou une dysmégacaryopoïèse. La présence de plus de

15% de sidéroblastes en couronne dans la moelle après coloration de Perls

permet de porter le diagnostic d’ASIA.

L’AREB se caractérise par l’existence de cytopénies sanguines, touchant 2 ou 3

lignées le plus souvent, associées à des anomalies qualitatives importantes. Par

définition, le taux de blastes circulants est inférieur à 5% et le taux de blastes

médullaires est compris entre 5% et 20%. La moelle est le plus souvent hyper-

cellulaire avec une dysmyélopoïèse marquée. L’AREB-t se distingue de l’AREB

par un taux de blastes circulants supérieur à 5%, et/ou un taux de blastes
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médullaires compris entre 20 et 30%, et/ou la présence de corps d’Auer dans les

blastes.

La LMMC est définie par une monocytose sanguine au sein d’une leucocytose

variable et la possibilité d’une anémie ou d’une thrombopénie. Le

médullogramme révèle un excès de précurseurs monocytaires dystrophiques.

Les limites de cette classification sont multiples : le terme d’“anémie

réfractaire” peut être appliqué à un SMD ayant des cytopénies autres que

l’anémie, l’AREB-t a un potentiel d’évolution proche d’une LAM, enfin le

profil évolutif des LMMC se rapproche plus des syndromes myéloprolifératifs

chroniques.

Tableau I : Classification Franco-Américano- Britannique des syndromes
myélodysplasiques [11]

Sang Moelle

Blastes
(%)

Monocytes
par mm3

Blastes (%) Sidéroblastes
en

couronne(%)
Anémie réfractaire
(AR) < 1

normaux ou
peu

augmentés
< 5 % < 15 %

Anémie
sidéroblastique
(ASAI)

< 1
normaux ou

peu
augmentés

< 5 % < 15 %

Anémie réfractaire
avec excès de blastes
(AREB)

< 5
normaux ou

peu
augmentés

5-20 % < 15 %

AREB en
transformation
(AREB-T)

> 5
normaux ou

peu
augmentés

20-30 % < 15 %

Leucémie
myélomonocytaire
chronique (LMMC)

< 5
très

augmentés
> 1 x

109/mm3

< 20 % < 15 %
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2. Classification OMS :

2.1. Classification OMS 2001 : [9, 10, 12]

En 2001, l’OMS a proposé une nouvelle classification des pathologies

hématologiques, introduisant de nouveaux paramètres, principalement l’analyse

cytogénétique pour les syndromes myélodysplasiques. Elle définit également 5

catégories (tableau II), mais différentes de celles du F.A.B : l’anémie réfractaire

(AR) sans ou avec sidéroblastes en couronne (ARS), la cytopénie réfractaire ou

syndrome myélodysplasique avec myélodysplasies touchant plusieurs lignées

(CRMD), le syndrome 5q-, l’anémie réfractaire avec excès de blastes (AREB),

et les SMD inclassables. L’anémie réfractaire (AR) de la classification OMS est

différente de celle de la classification F.A.B., car elle est définie par la présence

exclusive d’anomalies de la lignée érythroïde (dysérythropoïèse), sans (AR) ou

avec sidéroblastes en couronne (ARS). La CRMD est une nouvelle catégorie,

qui suppose la présence de signes de dysmyélopoïèse touchant au moins 2 des 3

lignées (érythroïde, granuleuse et mégacaryocytaire), avec ou sans sidéroblastes

en couronne, et de moins de 5% de blastes médullaires. La création de ce groupe

diagnostique comble l’ambiguïté existant dans la classification F.A.B., et est

justifiée par le pronostic défavorable de ces SMD par rapport aux AR et ARS.

L’AREB est la catégorie la moins modifiée dans la nouvelle classification par

rapport à la classification F.A.B. Il est cependant proposé de distinguer deux

types d’AREB en fonction du pourcentage de blastes médullaires (5–10% et 10–

20%). Cette distinction est justifiée par l’importance du taux de blastes sur le

pronostic et le risque de transformation en leucémie aiguë.

Le syndrome 5q- est une forme particulière de SMD, identifié comme entité à

part entière dans la classification OMS. Il s’agit d’un SMD de prédominance
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féminine, survenant vers 60–70 ans, qui associe une anémie macrocytaire

arégénérative et une thrombocytose, parfois très importante. La lignée myéloïde

est normale le plus souvent, la moelle est riche et présente une

dysmégacaryopoïèse caractéristique, avec des mégacaryocytes à noyau unilobé

et excentré. Une érythroblastopénie est fréquente (définie par des érythroblastes

inférieur à 5%). Le caryotype médullaire montre une délétion isolée du bras long

du chromosome 5 : del (5q). Selon les critères diagnostiques utilisés dans la

classification F.A.B., 75% des syndromes 5q- étaient classés comme AR. Ce

SMD est remarquable au niveau évolutif, par la rareté de la transformation en

leucémie aiguë et le caractère souvent très récidivant de l’anémie.

Enfin, certains cas de SMD, plus difficiles à classer, sont peu pris en compte

dans la classification F.A.B. La classification OMS prévoit une catégorie «

ouverte » pour ces SMD inclassables, incluant les SMD à moelle hypoplasique,

ou avec fibrose médullaire et prélèvement de mauvaise qualité, voire les cas où

l’analyse cytogénétique n’est pas disponible.
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Tableau II : classification OMS 2001 des SMD. [3]

Sang Moelle

AR sans sidéroblaste
AR
AR avec sidéroblastes

Anémie Blastes <5%, dysplasie
érythroide isolée

Anémie Blastes <5%, dysplasie
érythroide isolée

>15% de sidéroblastes en
couronne

CRDM
CRDM

CRDM avec
sidéroblates

Cytopénies Blastes <5%, dysplasie de2 ou 3
lignées

Cytopénies Blastes <5%
>15% de sidéroblastes en

couronne

AREB-1

AREB

AREB-2

Cytopénies
blastes<5%
<1x109/L

monocytes

5%<Blastes<10%

Cytopénies
blastes<5%
<1x109/L

monocytes

10%<Blastes<20%

Syndrome 5q- Anémie
Plaquette

normale ou
élevées

Dysmégacaryopoïèse délétion
isolée du 5q
Blastes <5%

SMD inclassable - Blastes<20%

AR : anémie réfractaire
CRDM : cytopénie réfractaire avec dysplasie multi-lignée
AREB : anémie réfractaire avec excès de blastes
SMD : syndrome myélodysplasique.
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2.2. classification OMS 2008 : [9]

La classification OMS 2008 permet de définir plus précisément les sous-

groupes crées en 2001. Ainsi, les paramètres suivants interviennent maintenant

dans la classification :

 La nature de la dysplasie « uni-lignée » qui individualise chaque

cytopénie réfractaire ;

 Le nombre de cytopénies sanguines qui sépare les cytopénies

réfractaires « uni-lignées » des syndromes myélodysplasiques

inclassables ;

 Le pourcentage de blastes circulants qui devient discriminant, pour

identifier les anémies réfractaires avec excès de blastes de type 1, ou

de type 2 ou les syndromes myélodysplasiques inclassables ;

 La présence de Corps d’Auer qui fait classer le cas en anémie

réfractaire avec excès de blastes de type 2, indépendamment du

pourcentage de blastes sanguins ou médullaires.

Cette nouvelle classification distingue les types suivants (tableau III) :

Cytopénies réfractaires avec dysplasie uni-lignée (CRDU), Anémie réfractaire

avec sidéroblastes en couronne ARS, Cytopénie réfractaire avec dysplasie

multi-lignée (CRDM), Anémie réfractaire avec excès de blastes type1 et 2

(AREB-1, AREB-2), Syndrome myélodysplasique avec délétion 5q isolée,

Syndromes myélodysplasiques inclassables.

L’anémie réfractaire pure (AR), déjà identifiée dans la classification OMS 2001

est caractérisée par une atteinte isolée de la lignée érythroide dans la moelle,

avec une dysérythropoiese touchant plus de 10 % des érythroblastes. Deux

autres entités sont définies en 2008 : la neutropénie réfractaire (NR), avec
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dysgranulopoiése isolée de plus de 10 % des éléments granuleux sanguins ou

médullaires, et la thrombopénie réfractaire (TR), avec dysmégacaryopoïèse

isolée de plus de 10 % des mégacaryocytes. Ces trois entités sont regroupées

sous le terme de cytopénies réfractaires avec dysplasie uni-lignée (CRDU). Les

blastes circulants sont absents ou rares, inferieurs a 1 %, et on compte moins de

5 % de blastes et moins de 15 % de sidéroblastes en couronne médullaire.

L’ARS, identifiée dans la classification OMS 2001, est définie par une anémie,

et une dysérythropoiése médullaire isolée caractérisée par plus de 15 % de

sidéroblastes en couronne parmi les précurseurs érythroides. Il n’y a pas de

blastes circulants et moins de 5 % de blastes dan la moelle.

La CRDM est caractérisée par une ou plusieurs cytopénie(s) associée(s) à une

dysplasie de 2 ou 3 lignées dans la moelle. Le pourcentage de blastes est

inferieur à 1 % dans le sang périphérique et a 5 % dans la moelle. Ils n’ont pas

de corps d’Auer.

L’AREB-1 est un syndrome myélodysplasique défini soit : par une blastose

médullaire comprise entre 5 et 9 %, si le nombre de blastes médullaires est

inférieur à 5 %, ou par un pourcentage de blastes circulants compris entre 2 % et

4%. Les blastes n’ont pas de corps d’Auer. Alors que l’AREB-2 est un

syndrome myélodysplasique défini : par une blastose médullaire comprise entre

10 et 19 %, ou si le nombre de blastes médullaires est inférieur à 10 %, par un

pourcentage de blastes circulants compris entre 5 % et 19 % ou

indépendamment du nombre de blastes circulants ou médullaires, par la

présence de corps d’Auer.

Le syndrome myélodysplasique avec délétion 5q isolée, déjà identifié dans la

classification de 2001 sous le terme de « syndrome 5q- », est un syndrome

myélodysplasique défini par une anémie, souvent isolée, et/ou une
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thrombocytose, et pour lequel la seule anomalie cytogénétique retrouvée est la

délétion du bras long du chromosome 5 (del(5q)). Les blastes circulants sont

absents ou rares (moins de 1 %), représentent moins de 5 % des cellules

nucléées médullaires, et n’ont pas de corps d’Auer.

Les syndromes myélodysplasiques inclassables regroupent l’ensemble des

myélodysplasies ne répondant pas aux critères précédemment définis. La

classification OMS 2008 précise leurs caractéristiques sanguines et médullaires

et identifie trois situations particulières :

 Présence de rares blastes circulants (1 %) sans excès de blastes

médullaires.

 Présence d’une pancytopénie avec dysplasie médullaire d’une seule

lignée.

 Présence d’une cytopénie sans dysplasie significative, avec anomalie

cytogénétique.
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Tableau III : classification OMS 2008 des SMD [9]

Pathologie Sang Moelle

Cytopénies réfractaires
avec dysplasie uni-lignée
 AR (anémie

réfractaire)
 NT (neutropénie

réfractaire)
 RT (thrombopénie

réfractaire)

 Cytopénie isolée
 Absence ou rares blastes

(<1%)

 Dysplasie uni-lignée >10%
des cellules de la lignée
touchée sont dysplasique

 <5% blastes
 <15% des précurseurs

érythroides sont des
sidéroblastes en couronne

Anémie réfractaire avec
sidéroblastes en couronne
ARS

 Anémie, absence de
blastes

 Dysplasie érythroblastique
isolée

 < 5% de blastes
 ≥ 15% de sidéroblastes

Anémie réfractaire avec
dysplasie multi-lignée

 Cytopénie (bicytopénie
ou pancytopénie),
absence ou  rares blastes

 pas de corps d’Auer,
 monocytose < 1000/µl

 Dysplasie dans ≥ 10% des
cellules dans au moins deux
lignées

Myéloïdes
 < 5% de blastes, pas de corps

d’Auer
 ≥ 15% de sidéroblastes

Anémie réfractaire avec
excès de blastes type1
AERB-1

 Cytopénies
 < 5% de blastes, pas de

corps d’Auer,
 monocytose l 1000/µl

 Dysplasie uni- ou multi-
lignée

 5 à 9% de blastes
 Pas de corps d’Auer

Anémie réfractaire avec
excès de blastes type 2
AREB-2

 Cytopénies
 < 20% de blastes ±

corps d’Auer,
 monocytose <1000/µl

 Dysplasie uni- ou multi-
lignée

 10 à 19% de blastes ± corps
d’Auer

Syndrome
myélodysplasique avec
délétion 5q isolée

 Anémie avec
plaquettose normale ou
augmentée

 < 5% de blastes

 Mégacaryocytes normaux ou
augmentés avec noyaux
hypo-lobés

 < 5% de blastes, pas de corps
d’Auer

 Délétion isolée (5q)
Syndromes
myélodysplasiques
inclassables

 Cytopénies, absence ou
rares blastes,

 pas de corps d’Auer

 Dysplasie de la lignée
granuleuse ou
mégacaryocytaire

 < 5% de blastes, pas de corps
d’Auer
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3. Conséquences de la nouvelle classification OMS

Dans la classification OMS des SMD, l’AREB-t disparaît, et la présence de

plus de 20% de myéloblastes dans la moelle entraîne le diagnostic de leucémie

aiguë myéloblastique (LAM). L’abaissement du seuil de blastes nécessaire au

diagnostic de LAM repose sur un argument clinique, puisque les patients atteints

d’AREB-t ont un mauvais pronostic, comme ceux atteints de LAM. Les AREB-t

et les LAM avec myélodysplasie ont donc en commun leur pronostic très

défavorable, lié à une mauvaise réponse au traitement habituel des LAM.

La leucémie myélomonocytaire chronique fait partie des syndromes

myélodysplasiques définis dans la classification F.A.B. En fait, les aspects

morphologiques dans cette pathologie sont hétérogènes, les signes de

dysmyélopoïèse peuvent être absents, et les caractéristiques hématologiques de

certaines LMMC se rapprochent plus des syndromes myéloprolifératifs

chroniques (SMP).

Ainsi, l’appartenance de la LMMC aux syndromes myélodysplasiques est

remise en cause dans la classification OMS, qui crée une nouvelle classe

diagnostique pour des maladies actuellement considérées comme des formes

frontières entre les SMD et les SMP ce sont les Syndromes frontières

myélodysplasiques/myéloprolifératifs (syndromes SMD/SMP). Les anémies

réfractaires avec sidéroblastes en couronne avec thrombocytose, précédemment

classées parmi les syndromes myélodysplasiques dans les classifications FAB

ou OMS 2001, sont classées parmi les syndromes frontières SMD/SMP dans la

classification OMS 2008 [10, 13, 14].
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IV. Traitement

Le seul traitement curatif des SMD est l’allogreffe de moelle osseuse

réservée aux sujets de moins de 65 ans. En dehors de l’allogreffe, il existe un

consensus pour séparer, les patients à « haut risque », qui comprennent les

patients ayant un score IPSS élevé et intermédiaire II, de ceux à « faible risque »

associant les patients à risque faible et intermédiaire I de l’IPSS. Le traitement

symptomatique, principalement les transfusions globulaires et le traitement

rapide des infections en cas de neutropénie par une antibiothérapie à large

spectre, reste fondamental dans la plupart des SMD [15,16].

Le traitement des syndromes myélodysplasiques de «faible risque» visent avant

tout à corriger les cytopénies, principalement l’anémie. Les principaux

traitements utilisés sont : Les agents stimulant l’érythropoïèse (EPO-α, EPO-β et

darbépoïétine), le Lénalidomide (plus efficace chez les porteurs de del 5q), et

thalidomide.

En cas d’échec de ces produits en première ligne,  les agents hypométhylants

(notamment l’azacitidine) commence à être employée en 2e ligne, associée ou

non avec l’EPO. Alors que L’azacytidine, les Agents hypométhylants (Il s’agit

de la 5-azacytidine et de la décitabine), la chimiothérapie intensive et la

cytarabine à faible dose sont les principaux traitements des SMD de «haut

risque» [16,17].
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Deuxième partie :
Techniques cytogénétiques
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I. Historique [18, 19, 20, 21, 22]

Si le terme de chromosome a été proposé dès 1888 par Waldeyer pour

désigner les éléments colorés visibles au cours de la division cellulaire,  leur

dénombrement a longtemps été difficile du fait de l’enchevêtrement des

chromosomes visibles à la métaphase, et il aura fallu attendre 1956 date à

laquelle Tjio et Levan confirme définitivement que le nombre de chromosomes

était de 46 dans les cellules somatiques humaines.

La première anomalie chromosomique constitutionnelle que les techniques de

l'époque avaient permis de diagnostiquer  en 1959 était la trisomie 21, par

Lejeune et al, en établissant le lien entre un handicap (mongolisme) et une

anomalie cytogénétique (la trisomie 21) ; c’est la naissance de la cytogénétique

humaine et médicale.

La reconnaissance individuelle des chromosomes humains qui reposait sur leur

longueur relative et la position du centromère n’était pas possible pour tous les

chromosomes avec les premières techniques utilisées. Néanmoins, la première

nomenclature internationale des chromosomes mitotiques humains à Denver,

Colorado en 1960, suivie de la conférence de Londres en 1963 ont donné aux

cytogénéticiens la base d’un langage commun permettant de classer les

chromosomes et de décrire leurs anomalies.

La première introduction de technique de bandes sur les chromosomes humains

est due à Caspersson et al. Utilisant un marquage fluorescent (moutarde de

quinacrine devant s’intercaler dans la double hélice d’ADN).  À partir de 1970,

d’autres techniques de bandes utilisant souvent le colorant de Giemsa et

permettant d’obtenir des préparations permanentes, impossibles avec un colorant

fluorescent, furent mises au point. Les plus employées donnent des bandes G,

des bandes R (marquage inverse des bandes G), des bandes C (marquant
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spécifiquement la chromatine constitutive), et selon les besoins de l’analyse les

bandes T (régions télomériques), NOR (organisateurs nucléolaires).

L'hybridation in situ fut appliquée à l'homme au début des années 70 pour

localiser des séquences d'ADN satellite. Après une période pendant laquelle le

marquage des sondes se faisait par des techniques utilisant la radioactivité, la

simplification de la méthode est venue par leur marquage en fluorescence, d'où

le terme d'hybridation in situ fluorescente ou FISH (Fluorescence In Situ

Hybridisation) qui qualifie cette technique. La FISH s’est rapidement imposée

comme une technique complémentaire du caryotype en bandes et indispensable

dans certaines indications, en particulier lorsqu’il s’agit de détecter un

microremaniement dont on connaît le phénotype.

En 1992  l’équipe de Dan Pinkel a mit au point une nouvelle technique de

cytogénétique appelée hybridation génomique comparative ou CGH, et

actuellement d’autre technique se sont développées sur la base de la CGH

(CGH-array et SNP-array) grâce au développement de  l’informatique, des

techniques de biologie moléculaire, et la connaissance de la séquence du

génome humain.
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II. Cytogénétique conventionnelle : caryotype

Le caryotype est une technique qui permet l’étude des chromosomes d’un

individu. Cette technique permet d'obtenir une image, en microscopie optique,

des chromosomes d’une cellule au cours de la métaphase ou de la prométaphase

de la mitose. En génétique médicale, le caryotype contribue à la mise en

évidence de remaniements chromosomiques équilibrés ou déséquilibrés. La

résolution d’un caryotype standard est celle d’une bande chromosomique, soit

environ 5 à 10 millions de paires de bases (5 à 10 mégabases) [23].

1. Les prélèvements :

Le caryotype d’une hémopathie maligne est réalisé à partir d’un prélèvement

contenant des cellules malignes ; il s’agit le plus souvent de moelle osseuse, de

ganglion lymphatique ou de sang périphérique selon l’hémopathie en cause et

les organes infiltrés. En cas des SMD Un échantillon de 10-20 ml du

prélèvement héparinisé de moelle osseuse permet de préparer les métaphases en

bande destinées au caryotype [24].

2. Principe et techniques : [23, 24, 25]

2.1. Culture cellulaire

Afin d’obtenir des cellules en métaphase, les prélèvements sont  mis en culture

courte (1 à 2 j le plus souvent) dans un milieu liquide qui peut contenir des

facteurs de croissance ou des substances chimiques favorisant la prolifération

des cellules.

2.2. Blocage des cellules en métaphase

L'étape suivante consiste à bloquer les cellules en métaphase afin de pouvoir

observer les chromosomes. Pour cela, on utilise un poison du fuseau de division

(classiquement c'est la Colchicine qui est utilisée ou son équivalent synthétique
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la Colcémide) qui empêche la progression de la mitose vers l’anaphase en

bloquant la polymérisation des tubulines dans les microtubules.

2.3. Choc hypotonique

Les cellules sont alors plongées dans une solution hypotonique ce qui entraîne

leur gonflement suivi de l’éclatement de membrane nucléaire et la dispersion

des chromosomes. Cette étape est indispensable à l'obtention d'un étalement

correct des chromosomes.

2.4. Fixations/ Etalement

La fixation se fait par un mélange d'alcool et d'acide acétique. Cette

acidification du milieu permet l’arrêt du choc cellulaire. La répétition des

fixations élimine les débris cellulaire. La préparation est alors étalée en laissant

tomber quelques gouttes de la suspension cellulaire sur une lame propre.

2.5. Vieillissement des lames

Les lames étalées sont séchées à l’air libre puis remises à l’étuve à 37°C pour

parfaire la fixation et permettre une meilleure dénaturation.

2.6. Dénaturation /Coloration

Lorsque l'on colore des préparations chromosomiques avec du Giemsa, les

chromosomes prennent un aspect rose violacé à peu près homogène sur toute

leur longueur. On ne peut donc les distinguer les uns des autres que par leur

taille et leur forme. Cependant, ces critères sont insuffisants pour assurer la

reconnaissance et l'interprétation correcte des anomalies chromosomiques. Pour

reconnaître spécifiquement chaque paire chromosomique, on utilise donc des

techniques de marquage particulières qui permettent d'obtenir une coloration

inhomogène des chromosomes par le Giemsa et l'apparition de bandes. C'est la

succession de bandes sombres et claires le long d'un chromosome, identique
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chez tous les individus pour un chromosome donné, qui en permet

l'identification précise, selon le même principe qu'un code à barres.

Il existe deux principales techniques de marquage en bandes des chromosomes

(banding), utilisées en routine :

 Les bandes G : obtenues par digestion trypsinique modérée des

chromosomes. Elles sont les plus utilisées en raison de leur facilité

d’obtention.

 Les bandes R : obtenues par dénaturation thermique ménagée.

Dans les deux cas, les bandes ne deviennent visibles qu'après une coloration

avec le Giemsa. Ces deux techniques donnent un marquage réciproque, c'est-à-

dire que là où l'on obtient une bande sombre avec l'une des deux techniques, on

observe une bande claire avec l’autre.

D'autres techniques de marquage complémentaires existent qui permettent

d'analyser certaines régions particulières du génome :

 Bandes C : cette coloration par le Sulfate de Baryum permet de mettre en

évidence l' hétérochromatine constitutive, qui correspond à des régions

non codantes du génome comme les régions centromériques.

 Bandes Q : obtenues après coloration par la moutarde de Quinacrine.

Sous UV les chromosomes présentent des bandes fluorescentes, de même

que les bandes G.

 NOR : cette technique consiste en un dépôt de nitrate d'argent qui met en

évidence les organisateurs nucléolaires. Ces structures correspondent aux

régions du génome contenant les gènes qui codent pour les ribosomes.

 Bandes T : une dénaturation thermique poussée ne laisse persister le

marquage qu’au niveau des télomères.
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Figure 3 : étapes de la réalisation du caryotype [26]
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3. Classement des chromosomes métaphasiques :

3.1. Structure du chromosome métaphasique

Les chromosomes métaphasiques sont constitués  de deux chromatides sœurs

réunies par un centromère dont la position définit les deux bras du chromosome

le bras court (noté p) et le bras long (noté q). (Figure 4)

Figure 4 : Aspect morphologique d’un chromosome métaphasique [27]
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3.2. Critères de classement des chromosomes [23,27]

Plusieurs critères vont permettre de reconnaître et de classer les chromosomes :

 La taille : Par convention, les chromosomes sont classés du plus grand au

plus petit.

 L’index centromérique (IC) : c'est-à-dire le rapport entre la taille du

bras court et la taille totale du chromosome (p/p+q)

Cet index permet de reconnaître trois familles de chromosomes (figure 5) :

Les chromosomes métacentriques : dont les deux bras ont une taille à peu près

équivalente (IC= 1/2).

Les chromosomes submétacentriques : qui ont un bras franchement plus petit

que le bras long (0<IC< (1/2)).

Les chromosomes acrocentriques : dont le bras court est quasi inexistant

(IC≈ 0).

Figure 5 : aspects morphologiques des chromosomes en fonction de l’indice
centromériques [28]

31

3.2. Critères de classement des chromosomes [23,27]

Plusieurs critères vont permettre de reconnaître et de classer les chromosomes :

 La taille : Par convention, les chromosomes sont classés du plus grand au

plus petit.

 L’index centromérique (IC) : c'est-à-dire le rapport entre la taille du

bras court et la taille totale du chromosome (p/p+q)

Cet index permet de reconnaître trois familles de chromosomes (figure 5) :

Les chromosomes métacentriques : dont les deux bras ont une taille à peu près

équivalente (IC= 1/2).

Les chromosomes submétacentriques : qui ont un bras franchement plus petit

que le bras long (0<IC< (1/2)).

Les chromosomes acrocentriques : dont le bras court est quasi inexistant

(IC≈ 0).

Figure 5 : aspects morphologiques des chromosomes en fonction de l’indice
centromériques [28]

31

3.2. Critères de classement des chromosomes [23,27]

Plusieurs critères vont permettre de reconnaître et de classer les chromosomes :

 La taille : Par convention, les chromosomes sont classés du plus grand au

plus petit.

 L’index centromérique (IC) : c'est-à-dire le rapport entre la taille du

bras court et la taille totale du chromosome (p/p+q)

Cet index permet de reconnaître trois familles de chromosomes (figure 5) :

Les chromosomes métacentriques : dont les deux bras ont une taille à peu près

équivalente (IC= 1/2).

Les chromosomes submétacentriques : qui ont un bras franchement plus petit

que le bras long (0<IC< (1/2)).

Les chromosomes acrocentriques : dont le bras court est quasi inexistant

(IC≈ 0).

Figure 5 : aspects morphologiques des chromosomes en fonction de l’indice
centromériques [28]



32

En fonction de la taille et de la position du centromère, les chromosomes sont

classés en 7 groupes :

Le groupe A : Les grands médians et submédians 1, 2, 3.

Le groupe B : Les grands distaux 4, 5.

Le groupe C : Les médians et submédians moyens 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 et X.

Le groupe D : Les grands acrocentriques 13, 14 et 15.

Le groupe E : Les petits submédians 16, 17 et 18.

Le groupe F : Les petits médians 19, 20.

Le groupe G : Les petits acrocentriques 21, 22 et Y.

 Les bandes chromosomiques : qui sont caractéristiques de chacune des

paires. Le nombre de bandes visibles est variable d'une mitose à l'autre et

dépend du niveau de condensation du chromosome.

3.3. Nomenclature : [28,29]

La formule chromosomique normale de l’homme : 46, XY.

La formule chromosomique normale de la femme : 46, XX.

- Chaque bras chromosomique est divisé en régions numérotées de 1 à 4, chaque

région est divisée en bandes et sous-bandes numérotées du centromère au

télomère.

- Donc pour la précision d’une zone sur un chromosome, on utilise : le numéro

du chromosome, bras court ou bras long, région, bande, sous bande.

Par exemple, la dénomination 6p12 désigne la deuxième bande de la région 1

des bras courts du chromosome 6.



33

Tableau IV : Nomenclature cytogénétique [30]

Nomenclature

génétique

Signification

P Bras court

q Bras long

q2 Deuxième région du bras long

q23 Troisième bande de la deuxième région du bras long

11q23 Troisième bande de la deuxième région du bras long du

chromosome 11

T Translocation : échange de matériel entre deux

chromosomes

Inv Inversion : remaniement impliquant une double cassure

sur un chromosome et recollement après inversion

Del Délétion : perte d’un segment chromosomique

Mar Marqueur chromosomique non identifié

R [ring] : chromosome en anneau

Der Dérivé : marqueur partiellement identifié portant le

centromère du chromosome reconnu
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Figure 6: caryotype humain normal (46, XY) en bande G et R. [28]

Figure 7: caryotype féminine normal en bande G (46XX) [28]

34

Figure 6: caryotype humain normal (46, XY) en bande G et R. [28]

Figure 7: caryotype féminine normal en bande G (46XX) [28]

34

Figure 6: caryotype humain normal (46, XY) en bande G et R. [28]

Figure 7: caryotype féminine normal en bande G (46XX) [28]



35

4. Avantages et limites

L’avantage le plus évident de la cytogénétique est la vision globale qu’elle

donne des anomalies génétiques, détection des anomalies chromosomiques

numériques  et structurales, précision du caractère complexe ou non des

anomalies. Alors que ces limites sont : la nécessité quasi absolue de travailler

sur un échantillon fraîchement prélevé, et le fait que c’est une technique longue,

et relativement peu sensible ; la résolution est de l’ordre de 10 millions de paires

de bases (Mb) [26,30].
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III. CYTOGENETIQUE MOLECULAIRE

Les techniques de la cytogénétique moléculaire reposent sur le principe de

l’hybridation de la molécule d’ADN avec une séquence complémentaire

variable, en fonction de la technique utilisée et la pathologie étudiée.

Les principales méthodes de cette discipline sont l’Hybridation in situ

Fluorescente «FISH » (examen ciblé nécessitant la connaissance préalable du

locus étudié) et l’Hybridation Génomique Comparative « CGH » (étude

pangénomique ne détectant que les déséquilibres génomiques)

1. Hybridation in situ fluorescence: FISH

L'hybridation in situ en fluorescence (FISH) est une technique qui a

considérablement amélioré l'analyse cytogénétique des hémopathies malignes.

L'utilisation appropriée de sondes moléculaires révélées par fluorescence permet

de détecter des anomalies chromosomiques de nombre et de structure aussi bien

dans les métaphases que dans les noyaux inter-phasiques, c’est une technique

qui vient renforcer considérablement le pouvoir de résolution de la

cytogénétique, éliminant la plupart des inconvénients de la cytogénétique

conventionnelle [31].

1.1. Principe

Le principe de l'hybridation in situ fluorescente repose sur la propriété

d'hybridation, après dénaturation, d'une sonde nucléotidique de synthèse, le plus

souvent préalablement marquée chimiquement de façon à pouvoir être repérée

par la suite, sur une séquence spécifique d'ADN génomique à étudier, cela aussi

bien sur plaque métaphasique que sur noyau interphasique. Grâce aux multiples

possibilités de marquage et de détection, la FISH permet d'hybrider et de révéler

simultanément plusieurs sondes moléculaires [31,32].
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Les sondes sont marquées soit avec une molécule fluorescente, soit avec une

haptène (molécule qui peut être reconnue par un anticorps). Dans le premier cas,

la sonde est directement visible au microscope à fluorescence, tandis que dans le

second, une étape supplémentaire de révélation avec un anticorps fluorescent est

nécessaire [28].

Figure 8 : prince de la technique FISH [33]
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1.2. Sondes utilisées [32,34]

Différents types de sondes peuvent être utilisés, leur choix étant fonction de

l'objectif à atteindre.

1.2.1. Les sondes centromériques :

Reconnaissent des séquences répétitives spécifiques des régions centromériques

(chaque séquence comprend environ 171 paires de bases répétées de quelques

centaines à plusieurs milliers de fois). Elles donnent un signal de forte intensité

visible aussi bien sur noyau interphasique que sur métaphase et sont

essentiellement utilisées pour dépister les aneuploïdies (anomalies de nombre).

1.2.2. Les sondes télomériques :

Les régions subtélomériques sont fréquemment impliquées dans les

remaniements chromosomiques. Des séquences spécifiques de ces régions, pour

chaque paire chromosomique, sont utilisées comme sondes. Elles permettent de

mettre en évidence des microremaniements non détectés en cytogénétique

conventionnelle.

1.2.3. Les sondes de peinture chromosomique :

Sont obtenues à partir de bibliothèques d'ADN spécifiques d'un chromosome

donné. Elles permettent de colorer entièrement une paire chromosomique, à

l'exception du centromère et des télomères. En utilisant des fluorochromes

différents, il est possible de « peindre » spécifiquement des chromosomes

hétérologues. Leur utilisation, essentiellement métaphasique, est destinée à

mettre en évidence des translocations réciproques difficilement appréciables par

les techniques de bandes (fragments échangés de même taille...).
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1.2.4. Les sondes spécifiques de régions chromosomiques :

De taille variable selon les cas (de 15 Kb à 1 Mb), détectent des régions, des

gènes ou des locus uniques du génome. Elles peuvent être subdivisées en :

- sondes spécifiques de régions qui peuvent détecter des remaniements de la

taille d'une bande ; elles sont utilisables uniquement sur métaphase ;

- sondes de locus ou de gènes uniques qui détectent spécifiquement un

microremaniement, elles sont utilisables aussi bien sur métaphase que sur noyau

interphasique ; elles peuvent aussi être utilisées en tant que sondes

chromosomes-spécifiques.

Figure 9 : différents types de sondes utilisées en hybridation in situ [28]
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1.3. Dénaturation /Hybridation

C'est l'opération qui consiste à mettre en présence la sonde dénaturée,

généralement par la chaleur, et l'ADN des chromosomes et des noyaux

également dénaturés. Cette hybridation se déroulera dans des conditions précises

de température, pH et salinité. Un appareil nommé « thermobrite » est utilisé

pour garder la préparation à s’hybrider à la température requise. L’efficacité de

cette étape dépend du temps d’hybridation et de la concentration de la sonde. Le

temps d’hybridation varie de 5 minutes pour des sondes centromériques, à 24 ou

48 heures pour les sondes plus complexes comme les sondes de peinture. Un

traitement à la pepsine avec des lavages post hybridation sont nécessaires pour

éliminer les hybridations non spécifiques et diminuer le bruit de fond de la

préparation [35,36].

1.4. Visualisation et analyse des hybrides [36,37]

Après contre coloration des noyaux, l’analyse des lames est faite à l’aide d’un

microscope à épifluorescence équipé de filtres appropriés aux nombreux

fluorochromes disponibles : isothiocyanate de fluorescéine (vert-jaune), rouge

Texas, rhodamine (rouge), coumarine (bleu). Les molécules émettent une

lumière lorsqu'elles sont excitées par une longueur d'onde appropriée. Des filtres

sont disponibles avec plusieurs bandes passantes permettant de détecter

plusieurs couleurs durant la même observation.

L'observation de couleurs difficilement perceptibles par l'œil humain (cyanine,

rouge sombre) ou la distinction de combinaisons nombreuses couleurs (Multi-

FISH) bénéficient indéniablement de l'avantage des caméras numériques de

capture couplées au microscope. Il en est de même des logiciels adaptés au

traitement de l'image.
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Figure 10 : La microscopie en épi-fluorescence [38]

1.5. Nomenclature : [28,39]

Le résultat est constitué du nom du chromosome analysé (en précisant

éventuellement l'anomalie mise en évidence), de la région examinée, suivie entre

parenthèses par le nom de la sonde ou du locus et son statut présent(+) ou

absent(-). Si l’hybridation est réalisée  sur métaphase : le résultat est précédé du

sigle ish (pour In Situ hybridisation). Si un caryotype standard a également été

réalisé, le résultat de l'hybridation est donné à la suite, séparé par un point. Si

l’hybridation est réalisée sur noyau interphasique : le résultat est précédé du

sigle nuc ish (Nuclear in Situ Hybridisation). Dans l'exemple ci-dessus, le

résultat indique un caryotype masculin normal en cytogénétique conventionnelle

(46,XY) et la présence de deux signaux obtenus avec la sonde D22S75

(D22S75x2) localisée en 22q11.2.
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Ex : 46, XY.ish 22q11.2(D22S75x2)

Pour les peintures chromosomiques, le sigle utilisé est wcp (whole chromosome

paint) pour les peintures de chromosome entier ou pcp (partial chromosome

paint) pour les peintures de fragments chromosomiques. Quand plusieurs sondes

sont utilisées, elles sont séparées par une virgule.

1.6. Principales applications de l'hybridation in situ: [38]

FISH est une technique qui a plusieurs application parmi celles-ci on cite :

 Dénombrement de chromosomes : mise en évidence d'anomalie de

nombre des chromosomes, homogènes ou en mosaïque.

Figure 11 : triploïdie en hybridation in situ interphasique [28]
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 Identification de l'origine d'un fragment chromosomique : chromosomes
marqueurs, matériel supplémentaire d'origine inconnue sur un
chromosome, remaniement complexes ou de toute petite taille.

Figure 12 : Caryotype féminin en bandes R présentant du matériel d’origine
inconnue à l’extrémité du  chromosome 7. [28]
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Figure 13 : Même patient que précédemment analysé par FISH avec une
peinture en chromosomes X (la présence d’un signale à l’extrémité du
chromosome 7 démontre que ce matériel supplémentaire provient d’un

chromosome X). [28]

 Mise en évidence de microremaniements chromosomiques ou inter-

chromosomiques, non vues sur le caryotype standard. C’est l'une des

applications fréquentes de la FISH [40].
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Figure 14 : Caryotype masculin en bandes R. Micro-délétion 15q11q13 non
visible sur caryotype standard [28]

Figure 15: Même patient que précédemment analysé  en hybridation in situ
par la sonde D15S10 [28]
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1.7. Avantages et limites de la FISH

Les principaux avantages de la FISH sont : sa spécificité, sa sensibilité, sa

rapidité (24-48 heures pour l’étude d’un locus spécifique) et le fait qu’elle Peut

être exécutée sur des cellules de métaphase ou des noyaux d'interphase.

La principale limitation de cette technique est une conséquence directe de sa

spécificité. En effet, contrairement au caryotype classique qui donne une vue

d’ensemble de tous les chromosomes, l’hybridation in situ ne permet d’obtenir

une information que sur la région chromosomique correspondant à la sonde

utilisée (environ 100 kb) [30, 41].

1.8. Dérivées de la FISH : La FISH multi-couleurs [42, 43, 44]

L’apparition des procédés de multi-hybridation avec plusieurs sondes sur une

même préparation cellulaire a permis d’analyser l’ensemble des chromosomes

en une seule expérimentation et ainsi, d’améliorer l’identification de

chromosomes additionnels. Ces techniques permettant l’analyse simultanée de

tous les chromosomes. La FISH multi-couleurs encore appelée FISH 24-

couleurs est Développé  en 1996, deux types de FISH multi-couleurs sont

décrits: la multiplex-FISH (M-FISH) par Speicher et al, et le caryotype spectral

(SKY) par Schrok et al.

Le principe la FISH multi-couleurs repose sur la co-hybridation de 24 sondes de

peintures (spécifiques des 22 autosomes et des deux gonosomes) marquées

chacune avec une combinaison spécifique de 5 fluorochromes. Après

hybridation sur des chromosomes métaphasiques, les différences entre les deux

techniques apparaissent lors de l’analyse microscopique des lames hybridées. En

effet deux approches sont possibles : l'analyse successive, par vidéomicroscopie,
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des lumières de fluorescence émises (M-Fish) et l'analyse spectrale de la lumière

émise (Sky).

Le principal avantage de ces techniques est qu’en une seule hybridation, il est

possible d’identifier l’ensemble des réarrangements inter-chromosomiques

présents au sein du clone tumoral. À l’inverse, cette technique ne permet pas de

mettre en évidence des réarrangements intra-chromosomiques de type délétion,

duplication ou inversion.

Figure 16 : caryotype spectral [45]
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2. Hybridation génomique comparative (CGH) et dérivées :

2.1. CGH sur chromosomes :

En 1992, Kallionémi et al. Décrivent une nouvelle technique de cytogénétique

moléculaire appelée hybridation génomique comparative [41]. Son principe

consiste à cohybrider en compétition une même quantité d'ADN d'un patient

marqué par un fluorochrome (par exemple la fluorescéine émettant dans le vert)

et d'un témoin contrôle, marqué par un autre fluorochrome (par exemple la

rhodamine émettant dans le rouge), sur une cible. Dans la CGH classique, la

cible est constituée par les chromosomes d’un sujet normal. Après lavage et

coloration au DAPI, pour générer des bandes permettant l’identification des

chromosomes, les préparations seront analysées sur un système d’imagerie

microscopique numérisée, capable de mesurer tout le long des chromosomes le

rapport entre les fluorescences verte et rouge. Un rapport de fluorescence

compris entre 0,80 et 1,2 est considéré comme normal alors qu'un rapport sortant

de ces limites indique soit un gain soit une perte selon le sens de la

déviation[46,47].

L’hybridation en chaque point des chromosomes sera proportionnelle à la

concentration de l’ADN test et de l’ADN témoin de cette région. Une région

chromosomique sans anomalie quantitative dans l’ADN tumoral apparaîtra ainsi

en ocre, mélange de rouge et de vert. Une perte sera révélée par une couleur

rouge de la région perdue, puisque l’ADN test sera localement excédentaire.

Inversement un chromosome surnuméraire sera vert. L’amplification d’une

région chromosomique sera indiquée par une intense coloration verte. Les

variations du rapport entre fluorescences vertes et rouges normalisées le long de

chaque chromosome se traduisent par la fluctuation d’une courbe autour d’une

valeur moyenne. Les déviations de cette courbe dessinent pour chaque
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chromosome analysé un profil reflétant les gains et les pertes de segments

chromosomiques (figure 17) [48].

Figure 17 : principe de la CGH classique [49]

2.2. CGH array :

La CGH-array repose sur le même principe que la CGH classique, à la

différence que l’hybridation n’a plus lieu sur des métaphases mais sur des

séquences connues, fixé sur une lame de verre (appelé puce) [49]. Elle nécessite

essentiellement trois composants : un support, en général des lames de verre, des

sondes (fixées sur la lame) et des cibles (qui correspondent au matériel à

étudier). Les sondes sont ici constituées de fragments d’ADN génomique
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déposés sous forme de micro-réseaux sur un support. Ces fragments d’ADN

génomique humain peuvent être de grande taille (50 à 200 Kb) portés par des

vecteurs (BAC [Bacterial Artificial Chromosome], PAC [Phage Artificial

Chromosome], fosmides ou cosmides) ou des oligonucléotides de petite taille

(60 bases). Après hybridation, la fluorescence est capturée à l’aide d’un scanner

laser. Contrairement à la CGH sur chromosomes, le rapport de fluorescence

n’est plus calculé selon l’axe de chromosomes mais au niveau de chaque dépôt

correspondant au fragment d’ADN fixé. Un logiciel permet de calculer les

rapports de fluorescence entre les deux ADN, et représente les résultats sous

forme graphique (Figure 18). Cette analyse est répétée pour l’ensemble des

cibles présentes sur la lame. Pour chacune d’entre elles, un ratio égal à 1

correspond à un nombre de copie normal, c’est-à-dire deux, entre 1,3 et 1,4 à un

gain d’une copie et entre 0,6 et 0,7 à la perte d’une copie. Pour des problèmes de

représentation graphique, la plupart des auteurs utilisent le log 2 de ce ratio. Sur

ce graphique, la position génomique de chaque cible est donnée en Mb par

rapport au télomère du chromosome étudié [46,50].
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Figure 18 : principe de la CGH-array [49]

2.3. Les puces à SNPs

D’autres types de puces dites « à SNP » ont été développés. Ce sont des

puces qui comprennent des oligonucléotides contenant des Single Nucléotide

Polymorphism ou SNP. Ces SNP sont des variations portant sur une seule paire

de base, et distribuées uniformément dans le génome humain. On estime le

nombre de SNPs à plus de 10 millions avec une répartition d’un SNP tous les

100 à 1000 paires de bases (1kb). Ces puces utilisées à l’origine à des fins

d’haplo-typage et d’analyse de liaison peuvent renseigner aussi sur les variations

de nombre de copies d’ADN aux loci étudiés. Cette techniques est aujourd’hui

totalement automatisable et permet de ce fait l’étude des déséquilibres

génomiques à haut débit [51].
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2.4. Avantages et limites :

La CGH offre l’avantage d’être un examen rapide, sensible et automatisable

permettant une meilleure fiabilité et reproductibilité des résultats ainsi qu’une

étude d’un plus grand nombre de patients. Cette technique a cependant des

limites car elle ne détecte pas les remaniements chromosomiques équilibrés

c’est-à-dire sans perte ni gain de matériel chromosomique (tels que les

translocations ou les inversions) ni les anomalies chromosomiques en faible

mosaïque (inférieures à 10–20 %). En plus c’est une technique coûteuse qui

nécessite un appareil d’analyse et un environnement technique onéreux, ainsi

qu’un bon niveau d’expertise [52,53].
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IV. Les anomalies chromosomiques :

1. Introduction :

L’étude des chromosomes humains a permis de mettre en évidence de très

nombreux remaniements chromosomiques. Ces remaniements peuvent être

constitutionnels ou acquis. Ils sont très nombreux, et peuvent toucher tous les

chromosomes et être équilibrés ou déséquilibrés. Il est classique de distinguer

les anomalies de nombre qui résultent d’une mauvaise répartition des

chromosomes lors d’une division cellulaire et les anomalies de structure qui

impliquent une ou plusieurs cassures chromosomiques suivies d’un recollement

anormal [54].

2. Les anomalies de nombre [24, 29, 54]

Par définition, les anomalies de nombre affectent le nombre des chromosomes

et non leur structure qui demeure normale. Les plus fréquentes sont les

aneuploidies c’est à dire la perte ou le gain d’un ou quelques chromosomes. Les

polyploïdies désignent un nombre anormal de lots haploïdes entiers.

2.1. Aneuploïdies

2.1.1. Trisomies

Une trisomie correspond à la présence d’un chromosome supplémentaire. Le

nombre de chromosomes est donc de 47 et non plus de 46.

2.1.2. Monosomies

Une monosomie correspond à la perte d’un chromosome. Le nombre de

chromosome est donc de 45.
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2.2. Polyploïdies

Elles correspondent à un nombre anormal de lots haploïdes entiers.

On distingue :

● Triploïdie (3n) : 69 chromosomes

● Tétraploïdie (4n) : 92 chromosomes

Schéma 2 : Caryotype triploïde [45]
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3. Anomalies de structure

3.1. Anomalies de structure touchant 1 chromosome

3.1.1. Délétions (del)

Les délétions résultent d’une cassure chromosomique avec perte du segment

distal (délétion terminale), ou de deux cassures sur un même bras

chromosomique avec perte du segment intercalaire (délétion intercalaire)

(schéma 3) [25,55].

Schéma 3: Mécanisme d’une délétion [45]
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3.1.2. Chromosomes en anneau (r)

Les chromosomes en anneaux sont des chromosomes refermés sur eux-mêmes

par leurs bras court et long. Ils résultent d’une double cassure aux extrémités

d’un chromosome suivie par un recollement avec perte des segments

distaux[55,56].

Schéma 4 : Chromosome en anneau [45]

3.1.3. Inversions (inv)

Les inversions sont dues à deux cassures sur le même chromosome, suivies de

recollement après inversion du segment intermédiaire.

Elles sont dites péri-centriques si le fragment inversé inclut le centromère et

para-centriques si les deux cassures se sont produites sur le même bras

chromosomique (schéma 5) [55].
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chromosomique (schéma 5) [55].
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Schéma 5 : Inversion [45]

3.1.4. Iso-chromosomes (i)

Un iso-chromosome est un chromosome anormal formé de deux bras longs ou

de deux bras courts d'un même chromosome avec perte de l’autre bras

(schéma 6).Un iso-chromosome peut être mono-centrique ou di-centrique selon

le mécanisme de formation [57].
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Schéma 6 : Mécanisme de formation d’un iso-chromosome [45]

3.1.5. Duplications intra-chromosomiques (dup)

Les duplications intra-chromosomiques sont des remaniements rares aboutissant

à des trisomies pures. Les duplications chromosomiques peuvent se produire,

soit en tandem, soit en miroir (schéma 7) [57].
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Schéma 7 : Duplication intra-chromosomique [45]

3.1.6. Petits chromosomes surnuméraires (mar)

Les marqueurs chromosomiques surnuméraires sont définis comme des

chromosomes additionnels de structure anormale dont la composition ne peut

être déterminée par les techniques de cytogénétique conventionnelle. Ce sont

des anomalies chromosomiques dont la taille est inférieure ou égale à un

chromosome 20. Il existe donc un gain de matériel chromosomique générant une

trisomie partielle pour une région du génome [42].
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3.2. Anomalies de structure touchant 2 chromosomes

3.2.1. Translocations robertsoniennes (rob)

Elles résultent de la fusion de deux chromosomes acrocentriques, par fusion

centrique ou, le plus souvent, par cassures dans les régions

juxtacentromériques[48].

3.2.2. Translocations réciproques (t)

Ces translocations sont dues à des échanges de segments entre deux

chromosomes non homologues, à la suite d’une cassure sur un bras de chaque

chromosome, les fragments chromosomiques distaux aux points de cassure

échangent leur position (schéma 8) [25].

Schéma 8 : Translocation réciproque [45]
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3.2.3. Les insertions (ins)

Les insertions se traduisent par le transfert d'un segment intercalaire à l'intérieur

d'un autre bras chromosomique (Schéma 9). Secondaire à trois cassures, deux

sur le chromosome donneur et une sur le chromosome receveur [55].

Schéma 9 : Insertion [45]

3.2.4. Chromosomes di-centriques

Ces chromosomes résultent de la fusion, souvent dans les régions télomériques,

de deux chromosomes homologues ou non homologues. Lorsque les deux

centromères sont suffisamment éloignés, l'un d'entre eux perd sa fonction,

formant un chromosome di-centrique (Schéma 10) [57].
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Schéma 10 : Mécanisme de formation de chromosome di-centrique [45]

3.3. Remaniements complexes

Les remaniements chromosomiques complexes sont des anomalies de structure

impliquant au moins trois chromosomes et trois points de cassure ou plus [25].

3.4. Les microremaniements chromosomiques

Il s’agit de délétion ou duplication dont la taille est inférieure à 5 Mb, niveau de

résolution du caryotype. Ils ne peuvent être vus en cytogénétique que grâce aux

techniques de cytogénétique moléculaire de haute résolution [25, 55].
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Troisième partie:
Apport de la cytogénétique au SMD
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I. Apport de la cytogénétique au diagnostique des SMD

1. Diagnostique et Circonstances de découverte des SMD:

Un SMD est souvent découvert fortuitement à la suite d’un bilan de contrôle

ou destiné à explorer une autre affection. Dans les autres cas, le diagnostic est

suspecté devant des signes cliniques en rapport avec les cytopénies (anémie,

neutropénie et thrombopénie). Une anémie arégénérative est retrouvée dans 90%

des cas. Les autres cytopénies sont moins fréquentes mais elles revêtent un

caractère de gravité, elles peuvent être isolées ou associées. La neutropénie

pourra se révéler par un syndrome infectieux et la thrombopénie par un

syndrome hémorragique. Le degré de cytopénies conditionnera leur expression

clinique ainsi que leur valeur pronostique. Sur le plan biologique les anomalies

qui sont évocatrices de SMD sont le caractère macrocytaire et arégénératif de

l’anémie mais celle-ci peut être normocytaire, la présence d’une neutropénie et

de polynucléaires dégranulés, la présence d’une thrombopénie voire dans

certains cas d’une thrombocytose (syndrome 5q- ou forme frontière avec un

syndrome myéloprolifératif). Sur le plan biochimique, la présence d’une

élévation de la ferritine et de la bilirubine indirecte sont le témoin de la

dysérythropoïèse [1].

Les manifestations extra-hématologiques sont fréquentes et appartiennent

principalement au registre des manifestations auto-immunes en particulier

rhumatologiques présentes chez environ 10 % des patients à type de rhumatisme

inflammatoire non classé [59].

Les autres manifestations sont cutanées et touchent environ 10 à 15 % des

patients, ce sont des dermatoses neutrophiliques et des vascularites [60,61].
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Des cytopénies auto-immunes : thrombopénie, anémie hémolytique auto-

immune et érythroblastopénie peuvent être retrouvés [62].

Le diagnostic de certitude est posé sur l’examen incontournable de la moelle

osseuse. Le myélogramme montre, en général, une cellularité normale ou

augmentée, des anomalies morphologiques atteignant une ou plusieurs lignées,

avec une blastose inférieure à 20%. Une coloration de Perls permet de

rechercher les sidéroblastes en couronne qui ne sont présents que dans certaines

formes de SMD. La biopsie médullaire est utile en cas de doute diagnostique et

donne des informations pronostiques par la présence éventuelle d’une fibrose

médullaire. L’analyse du caryotype médullaire est primordiale. Elle permet de

conforter le diagnostic dans les cas difficiles grâce à la mise en évidence

d’anomalies cytogénétiques typiques (délétion 5 ou 20, monosomie 7, délétion

17, trisomie 8) et est indispensable à l’établissement du score

pronostique[13,63].
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Figure 19: Illustration d’observations morphologiques (A),
immunohistochimiques (B) et cytogénétiques (C) dans les SMD [64]

2. Les anomalies cytogénétiques [65, 66, 67]

L’étude du caryotype médullaire, réalisée sur 20 métaphases, permet

d’identifier des anomalies chromosomiques chez environ 50 % des patients, et

jusqu’à 80 % dans le cas des SMD secondaires. A la différence des leucémies

aiguës myéloïdes (LAM) dans lesquelles les translocations réciproques

prédominent, les SMD sont caractérisés, le plus souvent, par des déséquilibres

génomiques à type de délétion. Aucune anomalie cytogénétique n’est spécifique
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des SMD mais certaines d’entre elles sont impliquées plus fréquemment telles

qu’une délétion partielle ou totale des chromosomes 5, 7 et 20 ou une trisomie 8.

L’hybridation in situ FISH, établi en cas d’échec de la cytogénétique

conventionnelle permet de trouver des anomalies pour 25 à 38 % des patients

dans cette situation. La CGH (et ses variantes CGH-array et SNP-array)

permettent  de mettre en évidence des variations du nombre de copies (gain ou

perte), mais également les pertes d’hétérozygotie avec conservation du nombre

de copies (Copy Neutral-Loss Of Heretozygoty)  entre les deux allèles du

patient. Celles-ci peuvent être germinales ou constituer des disomies

uniparentales (UPD) acquises au cours d’une recombinaison mitotique entre les

deux allèles. Grâce à ces techniques à haute résolution, des micro-délétions ou

de courtes duplications de séquences peuvent être  retrouvées chez près de 80 %

des patients atteints de SMD, et des UPD chez 20 à 47 % des patients. Les

principales anomalies cytogénétiques rencontrées dans les SMD sont présentées

dans le tableau (V).
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Tableau V : Anomalies cytogénétiques typiques des SMD. [68]
Anomalies déséquilibrées Anomalies équilibrées

-7 ou del(7q)
-5 ou del(5q)
i(17)q10 ou t(17p)
-13 ou del(13q)
del(11q)
del(12p) ou t(12p)
del(9q)
idic(X)(q13)

t(11;16)(q23;p13.3)
t(3;21)(q26.2;q22.1)
t(1;3)(p36.3;q21.1)
t(2;11)(p21;q23)
inv(3)(q21q26.2)
t(6;9)(p23;q34)

Caryotype complexe (au moins 3 anomalies) impliquant une
ou plusieurs des anomalies ci-dessus.

Figure 20: comparaison de résultats de caryotype, FISH et SNP de deux sujets,
avec chromosome 5 normale (à gauche) et avec délétion 5q (à droite) [69]
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Figure 21: comparaison de résultats de caryotype, FISH et SNP de deux sujets,
avec chromosome 7 normale (à gauche) et avec monosomie7 (à droite) [69]

3. Apports de la cytogénétique : [70,71]

Lorsque le diagnostic d’un SMD est ambigu ou que le myélogramme n’est pas

contributif, la mise en évidence d’anomalies cytogénétiques sur le caryotype

permet de suspecter une prolifération clonale. En outre, l’apparition d’anomalies

chromosomiques peut aussi précéder l’apparition de la dysplasie médullaire

suggérant la présence d’une forme « fruste » de SMD. Cela souligne

l’importance de réaliser un caryotype à visée diagnostique devant la présence de

cytopénies inexpliquées et/ou en l’absence d’anomalies morphologiques sur le

myélogramme.

La nécessité d’un diagnostic précis et complet s’impose afin de mieux classer les

différents cas, d’en évaluer le pronostic et de prendre une décision thérapeutique

raisonnée. L’avènement de traitements ciblés impose la réalisation d’analyses

biologiques de plus en plus complexes. L’analyse cytogénétique est aujourd’hui

indispensable à la prise en charge de ces patients et la cytogénétique moléculaire

est amenée à jouer un rôle croissant dans les années qui viennent. D’ailleurs des

mutations ponctuelles fréquentes (polymorphisme SNP), sont rapportées dans la

moitié des cas d’une série française de patients ayant un caryotype normal en
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cytogénétique conventionnelle, la détection de ces mutations pourrait être un

outil supplémentaire pour le diagnostic des syndromes myélodysplasiques

(SMD), surtout dans les situations de forte suspicion à caryotype normal et

lorsque les anomalies morphologiques sont discrètes.
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II. Apport de la cytogénétique à la classification des SMD :

1. Classification des SMD :

La multiplicité des syndromes observés a conduit à la création en 1982 d'une

classification, dite Classification FAB (French-American-British), qui définit 5

catégories diagnostiques: l’anémie réfractaire (AR), l’anémie sidéroblastique

idiopathique acquise (ASIA), l’anémie réfractaire avec excès de blastes

(AREB), l’anémie réfractaire avec excès de blastes en transformation (AREB-t),

et la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) Dans cette classification,

la présence d’anomalies morphologiques (dysmyélopoïèse) permet de poser le

diagnostic de SMD, et les différentes catégories diagnostiques se distinguent par

le décompte des différentes populations sanguines et médullaires [10].

En 2001, l'OMS a proposé une nouvelle classification des SMD (WHO

classification), introduisant de nouveaux paramètres, principalement l’analyse

cytogénétique. Elle définit également 5 catégories, différentes de celles du

F.A.B. : l’anémie réfractaire (AR) sans ou avec sidéroblastes en couronne

(ARS), la cytopénie réfractaire ou syndrome myélodysplasique avec

myélodysplasies touchant plusieurs lignées (CRMD), le syndrome 5q-, l’anémie

réfractaire avec excès de blastes (AREB), et les SMD inclassables [9].

Cette classification, développée pour répondre aux principales critiques de la

classification FAB, a permis une meilleure définition pronostique de chaque

sous type  surtout grâce au rôle diagnostique de la cytogénétique, définissant un

nouveau sous-type, le syndrome myélodysplasique 5q- [3].

La classification en vigueur actuellement est la classification OMS 2008, qui

sépare schématiquement les SMD selon la présence d’une atteinte d’une seule

lignée (anémie réfractaire [AR], thrombopénie réfractaire [TR] ou neutropénie

réfractaire [NR]) ou de plusieurs lignées (cytopénie réfractaire avec dysplasie
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multi-lignée [CRDM]), la présence de sidéroblastes en couronne à la coloration

de Perls (anémie sidéroblastique [AS] ou CRDM-S), la présence d’un excès de

blastes (anémie réfractaire avec excès de blastes [AREB] 1 ou 2) ou le syndrome

5q- (défini par la cytogénétique) [68].

La classification des SMD évolue  vers une plus grande prise en compte des

anomalies cytogénétiques, mais les critères morphologiques restent encore les

principaux critères dans cette classification [72].

2. Place de la cytogénétique dans la nouvelle classification :

La mise à jour de la classification OMS publiée en 2008 introduit des critères

de cytogénétique en plus des critères morphologiques habituels. Les cytopénies

chroniques sans signe de dysplasie significatif (< 10 % des cellules d’une lignée)

et sans excès de blastes et présentant une des anomalies cytogénétiques «

évocatrice » sont incluses dans la rubrique des « SMD inclassables ». Il est à

noter cependant, que la trisomie 8, la perte de l’Y et la délétion (20q), bien que

fréquentes dans ces pathologies, sont considérées comme non spécifiques et ne

suffisent pas à elles seules à définir la myélodysplasie. L’évolution de ces

formes « nouvellement » identifiées reste cependant à évaluer. Les études

génétiques sont donc réalisées  en complément de l’aspect cytologique pour

confirmer l’aspect clonal des SMD mais également pour leur impact

pronostique. L’étude cytogénétique la plus précise possible est maintenant

demandée aux laboratoires qui doivent parfois s’appuyer sur les techniques

complémentaires de cytogénétique moléculaire [73].
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3. Intérêt de la cytogénétique dans les SMD avec délétion 5q [68, 73,74]

Les délétions interstitielles du bras long du chromosome 5 [del(5q)] décrit

depuis 1974 par Van den Berghe, sont des anomalies cytogénétiques

fréquemment rencontrées au cours des syndromes myélodysplasiques (SMD)

(12 %). Le «syndrome 5q- » est une entité qui associe un type d’anémie

réfractaire rencontré chez des patients âgés, le plus souvent de sexe féminin,

avec une délétion partielle du bras long du chromosome 5 (del(5q)) présente de

façon isolée. L’anomalie cytogénétique se caractérise par une délétion de taille

variable, mais incluant au minimum une disparition de la bande 5q31 considérée

comme le segment critique nécessaire et suffisant pour l’apparition du

syndrome. C’est une entité clinico-biologique bien reconnue et déjà précisée

dans les classifications OMS de 2001et 2008. La FISH à l’aide d’une sonde

localisée spécifiquement dans la région minimale délitée avec contrôle interne

est particulièrement indiquée dans ce contexte, d’une part pour mettre en

évidence le clone au diagnostic, et d’autre part, pour le quantifier lors du suivi

en l’absence de méthode de biologie moléculaire.
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Figure 22: syndrome 5q- en caryotype (bande G) [75]

Figure 23: syndrome 5q- en FISH [76]
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Figure 23: syndrome 5q- en FISH [76]
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Figure 23: syndrome 5q- en FISH [76]
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III. Apport de la cytogénétique à l’évaluation pronostique des

SMD

1. Les principaux facteurs pronostiques :

Si de nombreux facteurs pronostiques ont pu être décrits dans les syndromes

myélodysplasiques (SMD) seuls un petit nombre d’entre eux paraissent

essentiels, tant pour la survie que pour l’évolution en LAM, principalement la

blastose médullaire le nombre et l’importance des cytopénies, et les anomalies

cytogénétiques [77].

De nombreux autres facteurs pronostiques ont été décrits (âge, sexe, caractère

chimio-induit du SMD…) mais ils restent peu utilisés en routine clinique, soit

parce qu’il n’existe pas de consensus sur les techniques et l’interprétation de

leurs résultats, soit parce que leur valeur pronostique est discutée, soit parce

qu’ils ne font que traduire le terrain sous-jacent [78].

2. Les Scores pronostiques :

Les scores pronostiques ont été construits grâce à des analyses statistiques

multi-variées, à partir des différents facteurs pronostiques retrouvés dans des

analyses uni-variées. Leur affinement au fil des années s’est fait grâce à

l’amélioration des méthodes statistiques et surtout grâce à l’apport de l’étude

cytogénétique. Le premier score (score de Bournemouth) n’incluait que la

blastose médullaire et les cytopénies [79].

En 1997, Greenberg et al. Ont publie un index pronostique international

(International prognosis scoring system ou score IPSS) qui place les données du

caryotype parmi les facteurs indispensables a l’établissement d’un score

pronostique fiable. Ce score IPSS est aujourd’hui le standard pour évaluer le

pronostic des patients souffrant de syndromes myélodysplasiques [78].
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Depuis d’autres scores, dont le score WPSS (Tableau VI) (intégrant la

classification OMS et le besoin transfusionnel en globules rouges), ont été

proposés mais aucun n’a détrôné le score IPSS en pratique clinique [79].

Mais avec le large développement des techniques d’analyses cytogénétiques et

les progrès réalisés dans la connaissance de la maladie ces 10 dernières années,

des facteurs pronostiques additionnels ont été identifiés et il était nécessaire de

revoir ce score. C’est pourquoi l’IPSS a été récemment révisé et remplacé par

IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System) [80].

Tableau VI – score WPSS (WHO classification-based prognostic scoring
system for MDS). [81]

Variable 0 1 2 3

Classification
OMS

AR, ARSI,
5q-

CRDM,
CRDM-RS

AREB-1 AREB-2

Caryotype Normal, - Y,
del (5q), del

(20q)

Autres
anomalies

≥3 anomalies,
anomalies

du 7

-

Besoins
Transfusionnels

Aucune Réguliers - -
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2.1. Score IPSS :

Le score IPSS a été établi en 1997 à partir de bases de données incluant un

total de 816 malades. Les données du caryotype sont parmi les facteurs

indispensables à l’établissement de ce score, et les anomalies chromosomiques y

sont reparties en trois groupes dits de bon, intermédiaire ou mauvais

pronostic[82].

Toutefois, en raison de la grande hétérogénéité des anomalies génétiques, de la

combinaison de ces anomalies entre elles et du nombre limite de patients a

caryotype anormaux de la cohorte ayant permis d’établir l’IPSS, seul l’impact

pronostique des anomalies chromosomiques les plus fréquentes a été établi de

manier rigoureuse ; en effet, une valeur pronostique de type intermédiaire a été

attribuée arbitrairement a des anomalies rares dont la faible fréquence dans la

cohorte de patients ne permettait pas de connaitre avec certitude l’impact sur la

survie des patients [78].

Tableaus VII– score IPSS (International Prognostic Scoring System). [65]

0 0,5 1 1,5

Cytopénies 0 ou 1 2 ou 3 - -

Caryotype
Normal, - Y, del
(5q), del (20q)

Autres
anomalies

≥ 3 anomalies,
anomalies du 7

-

Blastes 0-4 % 5-10 % -
11-20

%
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2.2. Valeur pronostique des anomalies cytogénétiques dans l’IPSS

La cytogénétique reste l’un des facteurs pronostiques prédominant dans les

SMD, au point que certains auteurs suggèrent que son impact est sous-estimé

dans l’IPSS par rapport à la blastose médullaire [83].

La valeur pronostique des anomalies cytogénétiques a été largement étudiée. Sur

une grande série des SMD, les auteurs ont pu affiner la valeur pronostique des

ces différentes anomalies cytogénétiques en les séparant en groupes «favorable»,

« intermédiaire », et « défavorable » [84].

2.2.1. Anomalies et caryotypes de bon pronostic

Le caryotype normal  confirme un bon pronostic contrairement à ce qui se

passe dans les LAM où un caryotype normal confère au patient un pronostic

intermédiaire. Il en va de même pour la perte du chromosome Y (-Y) et les

délétions 5q (5q-), et 20q (20q-) isolées. Des études ont aussi identifie les

anomalies 12p- et 11q- , t(1q), t(7q), 9p-, 12p-, t(15q), t(17q), +21, -21, -X,

comme facteurs de bon pronostic. Toutefois, ces anomalies perdent leur

caractère favorable si elles sont associées à plus d’une anomalie

supplémentaire[85, 86].

2.2.2. Anomalies de pronostic intermédiaire

Dans cette catégorie on trouve de la trisomie 8, les anomalies du chromosome

3q, la trisomie 9, les translocations 11q et les délétions 17p. L’analyse de la

survie médiane a permet de définir deux groupes de pronostic intermédiaire : les

patients avec trisomie 8 et/ou 11q- ont une survie médiane comprise entre 23 et

26 mois et correspondent au groupe intermédiaire-I. Le groupe pronostique

intermédiaire-II a une survie médiane allant de 14 à 20 mois. On y trouve les

translocations impliquant 11q23, les anomalies 3q, la trisomie 19, les 7q-, les

monosomies 7 et les caryotypes complexes associant 3 anomalies [85,86].
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2.2.3. Anomalies de mauvais pronostic

La complexité du caryotype a un rôle pronostique majeur : la survie médiane

des patients passe de 17 à 9 mois lorsque la complexité du caryotype passe de 3

à ≥ 4 anomalies. Une survie médiane inférieure à 10 mois est décrite chez des

patients présentant un iso-chromosome 17q [85,86].

2.3. Score IPSS-R

Récemment Un groupe international piloté par Greenberg, et grâce au travail

collaboratif de nombreux groupes internationaux regroupant au total les données

de plus de 6 388 patients issus de 17 centres dans 12 pays, a proposé un score

IPSS-R en fonction de cinq paramètres qui sont le score cytogénétique  révisé, le

pourcentage de blastes médullaires, le taux d’hémoglobine, le taux de

polynucléaires neutrophiles et le taux de plaquettes [80].

Dans cette nouvelle classification IPSS-r, l’intégration des anomalies

cytogénétiques mieux étudiées a permis de définir 5 sous-groupes

cytogénétiques pronostiques au lieu de 3 dans la version initiale , avec la

définition de deux nouveaux sous-groupes aux extrémités, de « très bon »

pronostic et de « très mauvais » pronostic. Il met notamment l’accent sur le très

mauvais pronostic des caryotypes complexes avec plus de trois anomalies

(survie globale médiane de 15,6 mois versus 5,7 mois respectivement pour plus

de trois anomalies et moins de trois anomalies au caryotype). Ce score permet de

mieux stratifier le groupe intermédiaire défini avec l’IPSS de 1997. Ces

différents sous-groupes sont associés à des différences très significatives

différentes en termes de survie globale et de transformation leucémique. Il faut

cependant rappeler que ce score IPSS révisé reste établi chez des patients

n’ayant pas reçu de traitement susceptible d’influer sur le cours de la maladie

(hypométhylants, chimiothérapie, allogreffe) [87].
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Cette nouvelle classification permet de prédire un pronostic chez des patients

présentant des anomalies plus rares. Ainsi, aujourd’hui un score pronostique est

établi chez 94% des patients, par comparaison au cytogenetic risk scoring de la

classification IPSS qui ne permettait cette prédiction que dans 81% des cas. Pour

les 6% restants, les anomalies sont si rares qu’elles nécessitent l’analyse de

bases de données encore plus importantes. Cela devrait pouvoir être possible

dans un avenir proche grâce à la coopération internationale des groupes de

travail sur la MDS.

Tableau VIII: Paramètres du score IPSS-R. [88]
Score
cytogénétique

Très bon
0Points

Bon
2 Points

Intermédiaire
4 Points

Mauvais
6 Points

Très
mauvais
8 points

% de blastes
Médullaires

< 5 %
0 point

5-10 %
2 points

11-20 %
4 points

21-30 %
6 points

Taux
d’hémoglobine

≥10
0 point

< 10
2 points

Taux de PNN ≥10
0 point

≤0,8
1 point

Taux de
Plaquettes

≥100
0 point

< 100
1 point

Tableau IX: Groupe pronostique du score IPSS-R. [88]
Groupe
pronostique

Points Survie globale médiane
(ans)

Transformation
leucémique (25 %)

(ans)

Très bon 0-2 9 NA

Bon 3-5 5,5 10,7

Intermédiaire 6-7 2,9 3,8

Défavorable 8-9 1,7 1,4

Très défavorable >9 0,7 0,7
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Tableau X: Nouveau score cytogénétique inclus dans l’IPSS-R. [88]
Très Bon
(3,9 % des
patients)

Bon (65,7 %
des patients)

Intermédiaire
(19,2 % des
patients)

Défavorable
(5,4 % des
patients)

Très
défavorable
(5,8 % des
patients)

del (13q)
-Y

Caryotype
normal

Anomalies
cytogénétiques
isolées :
del (5q), del
(20q), del
(12p)

Anomalies
cytogénétiques
doubles :
Une anomalie
cytogénétique

associée à
une del (5q)

Anomalies
cytogénétiques
Isolées :
del (7q), +8, i
(17q), +19.

Toutes les
autres
anomalies
cytogénétiques
non citées
ailleurs.

Anomalies
cytogénétiques
Doubles.

Toutes
anomalies
cytogénétiques
doubles
non citées
ailleurs

Anomalies
cytogénétiques
isolées

-7, der (3q)
Anomalies

cytogénétiques
doubles

Une
anomalie
cytogénétique
associée à une
del (7q) ou -7

Caryotype
complexe avec
3 anomalies
cytogénétiques

Caryotype
complexe :
plus de 3
anomalies
cytogénétiques

60,8 mois
(HR 0,5)

48,6 mois
(HR 1,0)

26,1 mois
(HR 1,6)

15,8 mois
(HR 2,6)

5,9 mois
(HR 4,2)
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IV. Apport de la cytogénétique au traitement des SMD (choix

thérapeutique) et au suivi des malades : [26, 86,89]

L’étude des  anomalies cytogénétique n’est pas seulement une composante

importante du diagnostic et du pronostic des MDS mais elle est actuellement

utilisée pour identifier des thérapies appropriées. En effet c’est un facteur

important dans la sélection de traitement et surveillance de la réponse au

traitement. Ainsi certaines thérapies ont démontré l'efficacité particulière dans

des sous-groupes cytogénétiques spécifiques. Par exemple, le médicament

immunomodulateur « lénalidomide » a montré des taux élevés de  rémission

hématologique et une indépendance transfusionnelle chez des sujets avec

délétion 5q (5q-), avec une réponse significativement plus grande parmi des

patients qui ont une délétion (5q31). Cependant, les patients porteurs de del 5q

ayant un caryotype complexe, ou ceux ayant une del 5q mais une mutation du

gène TP53 (retrouvée dans 15 à 20 % des cas) répondent mal au lénalidomide et

évoluent fréquemment en LAM. D’autres approches, y compris les

hypométhylants et l’allogreffe, paraissent indiquées chez eux. Récemment, il a

été rapporté que les patients avec la monosomie 7 pourraient profiter

principalement de la thérapie avec des agents déméthylants, et même des

anomalies complexes pourraient être des futures cibles sensibles pour les agents

déméthylants et les immunomodulateur comme lénalidomide.

La cytogénétique peut également être utilisée dans le suivi de la maladie,

surtout la recherche d’une éventuelle évolution MDS/LAM. Dans une étude

récente, 30.7 % des patients  ont acquis des défauts chromosomiques

supplémentaires pendant la période de suivi, 25.4 % d'entre eux avant la
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progression de maladie. La fréquence de ces événements a augmenté chez des

sujets au stade avancé de SMD. Ces données confirment la preuve actuelle qui

suggère que l'évolution des SMD soit accompagnée par une augmentation

d'instabilité chromosomique. Cette même étude confirme que la délétion del (7)

(q31q34) était le seul défaut secondaire affectant significativement le risque de

l'évolution MDS/AML.

Enfin, la cytogénétique peut également être utile pour le suivi des allogreffes

médullaires en cas de différence de sexe entre donneur et receveur. Mais là, il

faut préférer la FISH interphasique avec des sondes spécifiques des

chromosomes X et Y, permettant une appréciation fine d’un éventuel

chimérisme incomplet, avec une sensibilité nettement supérieure à celle de la

cytogénétique conventionnelle. Dans les cas sans différence de sexe entre le

donneur et le receveur, le suivi du chimérisme sanguin se fait par techniques

moléculaires quantitatives.
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Conclusion
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Les syndromes myélodysplasiques (SMD) regroupent un ensemble de

maladies clonales touchant les cellules souches hématopoïétiques induisant des

anomalies qualitatives et quantitatives des lignées myéloïdes. Ces maladies

touchent surtout les sujets âgés. L’analyse chromosomique est devenue un

examen indispensable dans les syndromes myélodysplasique, faisant partie

intégrante des bilans diagnostique, pronostic et de suivi de la maladie résiduelle.

L’application en routine de ces techniques dans notre contexte va certainement

améliorer la prise en charge de nos patients.
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Titre : application des cytogénétiques conventionnelle et moléculaire dans les

syndromes myélodysplasiques.

Auteur : ABAIRROU AHMED
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thérapeutique.

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont un groupe hétérogène

d’hémopathies qui traduisent une atteinte clonale de la cellule souche

hématopoïétique. Ces affections sont associées à un risque important de

transformation en leucémie aiguë myéloïde (leucémie secondaire), et qui

touchent surtout les sujets âgés.

La cytogénétique qui a grandement évolué ces dernières années, bénéficiant des

progrès techniques, avec le développement de l’hybridation in situ en

fluorescence et d’autres techniques moléculaires comme la CGH-array et la

SNP-array, est devenue un examen indispensable dans la prise en charge des

syndromes myélodysplasiques, et faisant partie intégrante des bilans

diagnostique, pronostique et de suivi de la maladie résiduelle.

Notre travail a pour objectif de rapporter les principales techniques

cytogénétiques, et leur apport au diagnostic, à la classification, au pronostic, et

au suivi des syndromes myélodysplasique.
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Title: Application of the conventional and molecular cytogenetics in the

myelodysplastic syndromes.

Autor: ABAIRROU AHMED

Keywords: Cytogenetics, Myelodysplastic syndromes, diagnosis, Therapeutic

follow-up.

The myelodysplastic syndrome (MDS) is a heterogeneous group of hemopathies

which translate a clonal infringement of the hematopoietic stem cell. These

disorders are associated with an important risk of transformation in myeloid

acute leukemia (secondary leukemia), and which affect especially the elderly

subjects.

The cytogenetic which largely evolved these last years, benefiting from

technological progress (advent of the computing in the analysis), but also

techniques, with the development of the FISH (fluorescence in situ

hybridization) and the other molecular techniques as the CGH-array and the

SNP-array, became an indispensable examination in the coverage of the

myelodysplastic syndromes, and he is a party integral of the diagnostic balance

sheet. So the cytogenetic analysis became a factor forecasts middle finger

allowing a therapeutic action adapted to the individual prognosis so defined, and

an essential element in the establishment of the diagnosis, the follow-up, and

treatment of the MDS.

Our work has for objective to report the main techniques cytogenetics, and their

contribution to the diagnostic, the classification, the prognosis, the treatment of

the myelodysplastic syndrome.



ملخص
التنسجخللمتلازماتفيوالجزیئیةالتقلیدیةالخلویةالوراثةعلمتطبیق:العنوان

النقوي

أحمدأبیرو: الكاتب

رصد, التشخیص, النقويالتنسجخللمتلازمات, الخلویةالوراثة:  الأساسیةالكلمات

العلاجیة

ھي مجموعة غیر متجانسة من الأورام الخبیثة التي تعكس متلازمات خلل التنسج النقوي

وترتبط ھذه من الأورام مع مخاطر كبیرة . للدمانخفاض قیمة نسیلي الخلیة الجذعیة المكونة 

ھي تؤثر بشكل رئیسي على ، و)اللوكیمیا الثانویة(للتحول إلى سرطان الدم النخاعي الحاد 

. المسنین

تطور علم الوراثة الخلویة بشكل كبیر في السنوات الأخیرة، مستفیدا من التقدم 

ا التقنیات، مع تطور مضان التھجین، ولكن أیض)ظھور الحواسیب في التحلیل(التكنولوجي 

أحد الاعتبارات ) علم الوراثة الخلویة(جعلھ یصبحوالتقنیات الجزیئیة الأخرىفي الموقع

.و یكون جزءا لا یتجزأ من التشخیصفي علاج متلازمات خلل التنسج النقوي،الأساسیة

و یمكن من  علاج أفضلللتكھن مما عاملا رئیسیاأصبح التحلیل الوراثي الخلويھكذا

وعلاجأساسي في رصد وتشخیصھو أیضا عنصرومتكیف مع تكھن ھذا المریض ،

. مرض متلازمات خلل التنسج النقوي

في التشخیص الوراثیة الخلویة الرئیسیة ومساھمتھاعملنا ھذا یھدف إلى جرد التقنیات

. لمرضى متلازمات خلل التنسج النقويوالمتابعةكھنوالتوالعلاج والتصنیف
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SSeerrmmeenntt ddee GGaalliieenn
JJee jjuurree eenn pprréésseennccee ddeess mmaaîîttrreess ddee cceettttee ffaaccuullttéé ::

-- DD’’hhoonnoorreerr cceeuuxx qquuii mm’’oonntt iinnssttrruuiitt ddaannss lleess pprréécceepptteess ddee
mmoonn aarrtt eett ddee lleeuurr ttéémmooiiggnneerr mmaa rreeccoonnnnaaiissssee eenn rreessttaanntt
ffiiddèèllee àà lleeuurr rreennsseeiiggnneemmeenntt..

-- DD’’eexxeerrcceerr mmaa pprrooffeessssiioonn aavveecc ccoonnsscciieenn²²ccee,, ddaannss ll’’iinnttéérrêêtt
ddee llaa ssaannttéé ppuubblliicc,, ssaannss jjaammaaiiss oouubblliieerr mmaa rreessppoonnssaabbiilliittéé eett
mmeess ddeevvooiirrss eennvveerrss llee mmaallaaddee eett ssaa ddiiggnniittéé hhuummaaiinn..

-- DD’’êêttrree ffiiddèèllee ddaannss ll’’eexxeerrcciiccee ddee llaa pphhaarrmmaacciiee àà llééggiissllaattiioonn
eenn vviigguueeuurr aauuxx rrèègglleess ddee ll’’hhoonnnneeuurr,, ddee llaa pprroobbiittéé eett dduu
ddééssiinnttéérreesssseemmeenntt..

-- DDee nnee ppaass ddéévvooiilleerr àà ppeerrssoonnnnee lleess sseeccrreettss qquuii mm’’aauurraaiieenntt
ééttéé ccoonnffiiééss oouu ddoonntt jj’’aauurraaiiss eeuu ccoonnnnaaiissssaannccee ddaannss ll’’eexxeerrcciiccee
ddee mmaa pprrooffeessssiioonn,, ddee nnee jjaammaaiiss ccoonnsseennttiirr àà uuttiilliisseerr mmeess
ccoonnnnaaiissssaanncceess eett mmoonn ééttaatt ppoouurr ccoorrrroommpprree lleess mmœœuurrss eett
ffaavvoorriisseerr lleess aacctteess ccrriimmiinneellss..

-- QQuuee lleess hhoommmmeess mm’’aaccccoorrddeenntt lleeuurr eessttiimmee ssii jjee ssuuiiss ffiiddèèllee àà
mmeess pprroommeesssseess,, qquuee jjee ssooiiss mméépprriisséé ddee mmeess ccoonnffrrèèrreess ssii jjee
mmaannqquuaaiiss àà mmeess eennggaaggeemmeennttss..



أن أراقب الله في مھنــتيأن أراقب الله في مھنــتي--
ھم -- عترف ل نتي وأ ھم أن أبجل أساتذتي الذین تعلمت على أیدیھم مبادئ مھ عترف ل نتي وأ أن أبجل أساتذتي الذین تعلمت على أیدیھم مبادئ مھ

عالیمھم.  عالیمھم. بالجمیل وأبقى دوما وفیا لت بالجمیل وأبقى دوما وفیا لت
یة، وأن  -- صحة العموم صالح ال یھ  یة، وأن  أن أزاول مھنتي بوازع من ضمیري لما ف صحة العموم صالح ال یھ  أن أزاول مھنتي بوازع من ضمیري لما ف

سانیة.  تھ الإن سانیة. لا أقصر أبدا في مسؤولیتي وواجباتي تجاه المریض وكرام تھ الإن لا أقصر أبدا في مسؤولیتي وواجباتي تجاه المریض وكرام
سلوك -- بأدب ال سلوك أن ألتزم أثناء ممارستي للصیدلة بالقوانین المعمول بھا و بأدب ال أن ألتزم أثناء ممارستي للصیدلة بالقوانین المعمول بھا و

لترفع.  لترفع. والشرف، وكذا بالاستقامة وا والشرف، وكذا بالاستقامة وا
یام -- ناء الق ھا أث لع علی یام أن لا أفشي الأسرار التي قد تعھد إلى أو التي قد أط ناء الق ھا أث لع علی أن لا أفشي الأسرار التي قد تعھد إلى أو التي قد أط

شجیع  خلاق أو ت ساد الأ ماتي لإف شجیع بمھامي، وأن لا أوافق على استعمال معلو خلاق أو ت ساد الأ ماتي لإف بمھامي، وأن لا أوافق على استعمال معلو
الأعمال الإجرامیة. الأعمال الإجرامیة. 

ئي -- طرف زملا من  ئي لأحضى بتقدیر الناس إن أنا تقیدت بعھودي، أو أحتقر  طرف زملا من  لأحضى بتقدیر الناس إن أنا تقیدت بعھودي، أو أحتقر 
إن أنا لم أف بالتزاماتي. إن أنا لم أف بالتزاماتي. 

"           "           شھیدشھید قول قول" والله على ما أ " والله على ما أ
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