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Abrer ations

AR: Anémie Réfractaire.

AREB: Anémie Réfractaire avec Excés de Blastes.

AREBt: Anémie Réfractaire avec Exces de Blastes en transformation.
ARS: Anémie Réfractaire avec Sidéroblastes en couronne.
BCR: Breakpoint Cluster Region.

BOM: Biopsie Ostéo-Médullaire.

CALLA: Commun Acute Lymphaoblastic Leukemia

CD: Clugter Differentiation.

CFUs: Colony forming unit in the spleen.

CGH: Comparative Génome Hybridization.

CIVD: Coagulation Intra Vasculaire Disséminée.

CRDM: Cytopénie Réfractaire avec Dysplasie Multilignée.
CRDM-RS: Cytopénie Réfractaire avec Dysplasie Multilignée et Sidéroblastes en Couronne.
CSH: Cdlule Souche Hématopoiétique.

del: délétion.

EBS: Earl Balanced Salt.

EBV: Epstein Barr Virus

EDTA: Ethylene acid Daimio Tetra Acetate.

EPO: Erythropoiétine.

FAB: French-American-British Coopérative Group.

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization.

G-CSF: Granulocytic Colony Stimulating Factor.

GFCH: Groupe Francais de Cytogénétique Hématologigue.
GM-CSF: Granulocytic Monocytic Colony Stimulating Factor.
GTP: Guanosine Tri Phosphate.

Hb: Hémoglobine.

Hct: Hématocrite.



hsr: homogeneously staining régions.

HTLV1: Human T-cell Leukemia Virus.

IL: Interleukines.

INSP: Institut National de la Santé Publique.

| s0: isochromosomes.

Kcl: chlorure de potassium.

LA: Leucémie Aigue.

LAL: Leucémies Aigues Lymphoides.

LAM: Leucémies Aigues Myéloides.

LAM 4eo: Leucémies Aigues Myéloides 4 avec éosinophiles anormaux.
LAP: Leucémie Aigué Promyélocytaire.

LH: Lymphome de Hodgkin.

LLC: Leucémie Lymphoide Chronique

LMC: Leucémie Myéloide Chronique.

LMMC: Leucémie Myélo Monocytaire Chronique.

LNH: Lymphomes Non Hodgkinien.

mar: marqueur.

M-bcr: Major breakpoint cluster region.

M CH: Mean Corpuscular Hemoglobin — contenu moyen du GR en Hb.
M CHC: Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration — concentration moyenne Hb des GR.
M -CSF: Monocytic Colony Stimulating Factor.

MCV: Mean Corpuscular Volume — VVolume globulaire moyen.
MGG: May-Grunwald Giemsa.

ml: millilitre.

MM: Myélome Multiple.

MMR: Miss Match Repair.

M PO: Myélo Per Oxydase.

NayHPO4: phosphate de sodium anhydre.

NER: Nucléotide Excision Région.

NFS: Numeération Formule Sanguine.

NK: Natural Killer.



OMS: Organisation Mondiale de la Santé.

p: bras chromosomiqgue court.

PAL : Phosphatase Alcaline Leucocytaire.

PCR: Polymérase Chain Réaction.

PE: Polyglobulie Essentielle.

Ph: chromosome de Philadel phie.

PHA C: Phyto Hém Agglutinine C.

PLT: plaguettes.

PNB: Poly Nucléaire Basophile.

PNE: Poly Nucléaire Eosinophile.

PNN: Poly Nucléaire Neutrophile.

g: bras chromosomique long.

RBC: Red Blood Count.

RTK: Récepteurs a activité Tyrosine Kinase.
RT-PCR: Reverse Transcriptase- Polymérase Chain Réaction.
SCF: Stem Cell Factor.

SM: Splénomégalie Myéloide.

SMD: Syndromes Myélo Dysplasiques.

SMPC: Syndromes Myélo Prolifératifs Chroniques.
SSPP: Solution Stable de Protéines Plasmatiques.
t: translocation.

TCR: T-Cell Receptor.

TE: Thrombocytémie Essentielle.

ter: terminal.

TPO: Thrombopoiétine.

WBC: White Blood Count.

WHO: World Health Organisation.

pl: microlitre.
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I ntroduction :

Les leucémies sont des maladies clonales et acquises de la cellule souche hématopoiétique
ou d’un précurseur déja engagé vers les lignées lymphoides et/ou myéloides. Les leucocytes
ainsi que toutes les cellules sanguines sont produites essentiellement par la moelle osseuse et
les ganglions lymphatiques. Cette hématopoiese est normalement réguliére et contrélée. Les
leucémies sont définies par la disparition de cette régulation conduisant a une prolifération
excessive, désordonnée et étendue a de vastes territoires de cellules qui, dans la moelle et les
ganglions, sont les précurseurs des globules blancs du sang. Cette prolifération au niveau des
centres hématopoiétiques peut s’accompagner ou non d’augmentation du nombre des globules
blancs du sang périphérique.

La leucémie est une maladie cancéreuse grave désignée aujourd’hui dans le langage
courant, de'" cancer du sang ".

Les leucémies font partie des hémopathies malignes. Dans ces pathologies, un clone
cellulaire anormal prolifere. Par son caractere d'anarchie, de non réponse aux régulateurs
normaux de la prolifération cellulaire et son caractére envahissant, ce clone revét tous les
caractéres de la malignité. Selon le type cellulaire incriminé, on distingue :

- Les leucémies dans lesquelles le clone cellulaire prolifere essentiellement dans la moelle,
essaime dans le sang et envahit finalement la plupart des organes par voie sanguine.

- Les lymphomes malins dans lesquels la prolifération néoplasique est surtout
ganglionnaire, revét un caractére localisé et qui essaime ensuite par voie lymphatique et
sanguine.

En matiere de leucémies, il est important de distinguer les leucémies myéloides des
lymphoides, et de définir ensuite le caractére aigu ou chronique de la prolifération. Dans
chacune d’elle subsiste plusieurs sous types, qui nécessitent une prise en charge particuliére
pour : Guider le diagnostic, choisir et adapter le traitement, et établir un pronogtic fiable.

La détermination du type de leucémie dépend de plusieurs techniques :
- Cytomorphologiques (frottis sanguin et médullaire, hémogramme et myélogramme).
- Cytochimiques (réaction avec certains colorants spéecifiques).
- Immunologiques (immunophénotypage des cellules leucémiques).
- Génétiques (cytogénétique et biologie moléculaire).



Actuellement dans notre pays, les méthodes de diagnostic des leucémies, s’appuient sur
I’aspect clinique, la cytomorphologie et la cytochimierelevant de la classification FAB
(French American British Coopérative Group), Ce qui est en décalage avec la nouvelle
classification OMS ou WHO (Organisation Mondiale de la Santé ou en anglais World Health
Organisation) en usage depuis 1992. Cette derniere s’appuie essentiellement sur les méthodes
cytogénétiques et qui s’est révélée plus efficace dans le diagnostic, le pronostic, le choix et le
suivi thérapeutique. Cependant, son utilisation reste limitée.

Notre travail de recherchevisea:
- Apprendre et appliquer les diverses techniques de I’analyse hématologique,
cytologique et biochimique au diagnostic biologique des leucémies.
- Mettre au point des cultures cellulaires du sang des leucémiques.
- Adapter les techniques de cytogénétique standard (caryotype simple et banding) a
I’analyse des leucémies afin d’améliorer la prise en charge des patients au niveau des
centres hospitaliers.
- Comprendre qu’elles sont les causes moléculaires de la pathologie et leurs

mécanismes d’action.



1- Historique:

1-1- Lesleucémies:

Les premiéres descriptions de la " leucémie " se produisirent simultanément mais
indépendamment en France, en Allemagne et en Grande Bretagne vers 1850 par : David
Craigie, Alfred Donné (1) et, de maniére plus explicite, John Bennett et Rudolf Virchow (2).

Le terme leucémie fit son entrée dans le langage médical en 1856, dérivé du terme
allemand " leukdamie " (3) qui fOt introduit dans le vocabulaire spécialisé par I'allemand
Rudolf Virchow en 1847 (4); Du grec leukos qui signifie " blanc lumineux, blanc éclatant " et
aima qui veut dire" sang " (5).

lls définissaient la leucémie par I'association d'un excés de globules blancs et d'une
hypertrophie de larate, du foie et/ou des ganglions lymphatiques (6), (7).

La caractérisation de la leucémie et son autonomisation nosologique a cette époque résulta
d’avancées techniques et conceptuelles dans 3 domaines : La microscopie, I’émergence de la

théorie cellulaire et de I’intérét sans précédant pour le sang (8).

Des les premiéres descriptions de ces pathologies et avec le développent des connaissances
en médecine et en biologie, une confusion s’est installée dans les termes utilisés pour désigner
les différents cas. Cela rendait difficile la comparaison des résultats de recherches. La
classification des leucémies en en une série de variétés distinctes s’est imposée du simple fait
de leurs diversités cytomorphologiques. Cette constatation a débouché sur la réunion d’un
groupe de travail composé d’hématologistes francais, américains et britanniques en 1974,
leurs travaux ont conduit a la publication en 1976 de la classification FAB qui distingue 3
approches complémentaires pour établir une classification: L’aspect clinique, la
cytomorphologie et la cytochimie (9). Ces subdivisions ont montré par la suite un intérét
pronogtique du fait de leurs sensibilités différentes aux chimiothérapies (10), (11).

La conception FAB de la classification des hémopathies malignes en général et des
leucémies en particulier a évolué avec le développement des connaissances surtout en
cytogénétique, en immunologie, et en biologie moléculaire. Ceci a conduit a I’apparition de
nouveaux criteres dans le sens d’une meilleure distinction entre les diverses formes de
leucémies en général et des leucémies aigues en particulier et a une réduction de
I’inclassable dans le but de définir des entités biologiquement homogenes et cliniquement
pertinentes (12) ; C’est la classification OMS mise en oeuvre en 1992, qui est plus limpide
(13).



1-2- Lestechniques d’analyses cytogénétiques des leucémies :

L’organisation dense et compacte de la substance nucléaire appelée " chromatine ", a été
décrite pour la premiére fois par Miescher en 1869, et a é&éé nommée ainsi par Fleming en 1882.
En 1890, Von hanseman découvrit des anomalies de I'appareil chromosomique dans les
cancers humains et nota I’existence de mitoses multipolaires (14). En 1914, Boveri énonce
I'hypothése que les anomalies chromosomiques étaient la cause méme du cancer (15), et Winge
introduisit la notion de sélection des clones cellulaires anormaux a la base de leurs
équipements chromosomiques (16). Un pas important a été franchit en 1956 par la description
du caryotype humain normal réalisée par Tjio et Levan, les études chromosomiques ont connue
dés lors un nouvel essor, mais des problémes techniques demeuraient non résolus (14). Les
connaissances les plus importantes accumulées jusqu'a lors par I’étude cytogénétique des
cancers concernent les hémopathies malignes et surtout les leucémies. Ceci essentiellement

pour des raisons techniques.

La relation étroite entre ,d’une part, le chromosome Philadelphie découvert par Nowell et
Hungerford (17), les premiers, en 1960, et la LMC , d’autre part, a confirmé le caractére
clonal de I'anomalie (18) et fait naitre I'idée que des anomalies chromosomiques spécifiques
pouvaient étre liées a des types particuliers d'hémopathies malignes. La recherche de tels "
variants communs " n'a pas permis d'obtenir de résultats réellement probants a cause de
I'insuffisance des techniques jusgu'a la mise en place des procédés de production de bandes
sur les chromosomes métaphasiques a partir de 1970 (19). La description de la translocation t
(9,22) (934, gll) de la leucémie myéloide chronique en 1973 : Premiére anomalie
cytogénétique acquise et caractéristigue d’un processus tumoral, marque le début de la
recherche d'anomalies chromosomiques récurrentes des leucémies (20).

La reconnaissance du caractére non aléatoire des anomalies chromosomiques en regard du
type de différenciation de I'némopathie maligne a été acquise progressivement a partir de la
fin des années 1970 .C'est ainsi qu'est née la distinction entre les anomalies dites primaires,
communes a la grande majorité des proliférations d'un type cellulaire donné et considérées
comme proches d'un événement causal, et des anomalies secondaires, souvent non aléatoires
ellesaussi, et surgjoutées aux précedentes (21).



2- Sang, moelle et hématopoiese:

Le sang est un tissu vivant spécialisé d’origine mésenchymateuse , constitué d'un liquide, le
plasma, dans lequel se trouvent en suspension des cellules : Les globules rouges (ou
hématies), les globules blancs (ou leucocytes) et les plaquettes (ou thrombocytes). Le plasma
contient de nombreuses protéines aux fonctions multiples, anti-infectieuses (anticorps), anti-
hémorragiques (facteurs de coagulation), hormones, ainsi que des médiateurs ou des produits
du catabolisme (22) (voir annexe ; tableau 1).

Le sang irrigue tous les tissus et organes, et alimente donc directement ou indirectement
toutes les cellules de I'organisme en remplissant ainsi diverses fonctions nécessaires alavie:

- Oncotique : assurée par le plasma (albumine et électrolytes).
- Oxyphorigue : assurée par les globules rouges (hémoglobine).
- Hémostase : assurée par la paroi vasculaire et les plaquettes sanguines (facteurs

plasmatiques de la coagulation et molécules d’adhésion cellulaires).

- Défense de I'hbte : assurée par le systéme immunitaire, spécifique et non spécifique
(les mononucléaires-macrophages, granulocytes, lymphocytes et immunoglobulines)
(23).

La pathologie hématologique de I’une de ces fonctions correspond a leur diminution ou leur
effondrement, isolément ou en association, ou par leur exagération. Leur étiologie reconnait
des facteurs multiples (déficiences congénitales, infections, carences, agents toxiques et
médicamenteux, auto ou iso immunisation). La pathologie hématologique englobe aussi une
importante partie néoplasique (les leucémies, lymphomes et myélomes) ou la
symptomatologie clinique est marquée par un syndrome anémique, infectieux, hémorragique
ou les trois réunis, avec ou non une ou plusieurs organomeégalie de la rate, des ganglions et du
foie (23).

2-1- Hématopoiése :

L'hématopoiese est I'ensemble des phénomeénes qui concourent a la fabrication
guantitativement trés importante et au remplacement continu et régulé des cellules sanguines.
C’est un processus complexe et coordonné de prolifération, de différenciation et d'apoptose de
cellules hématopoiétiques, dirigé par un ensemble de facteurs régulateurs, positifs et négatifs.
L’homéostasie du systéme hématopoiétique impose que le nombre de cellules produites dans

chague lignée soit précisément contrélé en fonction des besoins de I’organisme.



Toutes les cellules sanguines trouvent leurs origines dans la moelle, siege exclusif de
I'nématopoiese chez I'adulte, a partir d’une cellule ancestrale appelée CSH (Cellule Souche
Hématopoiétique) ou CFUs (Colony Forming Unit in the spleen) qui donne naissance, par
conditionnements et différenciations spécifiques a tous les éléments figurés du sang;
Processus qui sont réglés par le microenvironnement médullaire, des actions intercellulaires,
et des facteurs de croissance et cytokines. Aprés plusieurs divisions qui aboutissent a des
cellules souches engagées a la potentialisation de différenciation de plus en plus limitée, les
progéniteurs deviennent spécifiques d'une seule lignée. Les cellules ancestrales conditionnées
déterminent les 5 lignées : érythrocytaire, granulocytaire, monocytaire, meégacaryocytaire et
lymphocytaire (24), (25).

Suite a d’autres différenciations on aboutit aux précurseurs, cellules identifiables
morphologiquement sur un prélevement de moelle osseuse. Ces précurseurs se divisent et
deviennent matures. Ils correspondent a la majorité des cellules vues sur un étalement de
myélogramme ou sur une biopsie ostéo médullaire (médullaire) (voir annexe ; tableau 3).

La maturation terminale donne naissance a neuf types cellulaires qui passent dans le sang ;
Cellules tres spécialisées avec des fonctions diverses et considérées comme des éléments
terminaux et fonctionnels de lignées : les érythrocytes, les polynucléaires neutrophiles, les
polynucléaires éosinophiles, les polynucléaires basophiles, les monocytes, les ostéoclastes, les
mégacaryocytes, les lymphocytes T et les lymphocytes B (24).

Ces cellules se caractérisent par une durée de vie limitée, leurs renouvellements continus au

cours delaviede I’individu est indispensable au maintien des fonctions vitales du sang.

L’hématopoiese comprend donc, respectivement, 4 compartiments cellulaires : les cellules
souches pluripotentes, les progéniteurs, les précurseurs et les cellules matures (voir figure 1).
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Figure 1: Représentation schématique des différents compartiments du systéeme
hématopoiétique. (Lacombe C. D1 — Hématologie 2005 — 2006.)

2-2- Ontogenése :
Le siege de I'hématopoiese varie :
« L'hématopoiése foetale lors de lavie intra-utérine :
- Seffectue au niveau du tissu conjonctif embryonnaire jusquau 2°°™ mois.
- Est hépatique et splénique du 2™ au 6'°™ mois.
- Devient, en partie, médullaire & partir du 4 ™ mois, ce qui coincide avec le

développement des ébauches osseuses.



« Aprés la naissance, I'nématopoiese normale est localisée exclusivement dans la moelle
osseuse. Jusgue I'age de 5 ans, tous les os ont une activité hématopoiétique. Ensuite cette
activité va progressivement se limiter au niveau des os courts et plats (sternum, cotes,
vertebres, osiliaques) (26).

La moelle hématopoiétique, " organe" anatomiquement dispersée dans de multiples piéces
osseuses est enfoncée a l'intérieur d’un cadre osseux. L'examen d'une coupe de moelle d'os
spongieux hématogéne permet de reconnaitre différentes structures en disposition
concentrique :

- Le cadre osseux et les cellules fonctionnelles (ostéoblastes, ostéoclastes).

- Le compartiment vasculaire.

- Le microenvironnement ou trame conjonctivo vasculaire.

- Le parenchyme hématopoiétique ; Véritable structure hématogéne, mais qui serait, non

fonctionnelle sans les autres structures citées précédemment (26).

2-3- Phénomenes de différentiations cellulaires impliquées dans
I’hématopoiese :
La différenciation peut se décomposer en deux étapes : Une premiere dite d’engagement,
qui correspond a la redtriction des potentialités (détermination) d’une cellule souche
pluripotente au profit d’une seule lignée, e une seconde qui correspond a la maturation

terminale en cellules fonctionnelles.

Deux catégories de facteurs régulateurs peuvent étre rencontrés et individualisés sur le chemin

de la différenciation des CSH vers les cellules matures du sang :

@ Facteurs diffusibles: L'étude des cellules souches par culture de moelle in vitro a
montrée I’existence de molécules considérées comme des "facteurs de croissance
hématopoiétiques' nécessaires pour la survie, la multiplication, la différenciation, et la
maturation des cellules de I'hématopoiese. Le premier facteur connu a été I' EPO
(érythropoiétine). Depuis, de nombreux autres facteurs ont é&é découverts, clonés et
synthétisés. Leurs roles exact dans I'nématopoiese est de mieux en mieux défini,

certains mémes sont déja utilisés en thérapeutique (27).



Ce sont des glycoprotéines agissant comme de Vvéritables "hormones
hématopoiétiques'. Cependant, a I'exception de I'EPO, elles sont synthétisées par un
grand nombre de cellules présentes dans divers organes (Cellules endothéliales,
fibroblastes, monocytes-macrophages, lymphocytes). Elles sont connues sous le nom
de cytokines et pour celles synthétisées par les lymphocytes, de lymphokines et
interleukines (IL). Ces cytokines reconnaissent leurs cellules cibles par I'intermédiaire
de récepteurs transmembranaires spécifiques. On distingue schématiquement 3 types
de facteurs de croissance selon leurs lieu d'action au cours de I’hématopoiése :

- Facteurs de promotion : Principalement I' IL 1, IL 4, IL 6 et le SCF (Stem
Cell Factor). Ils augmentent le nombre de cellules souches pluripotentes en
cycle cellulaire et les sensibilisent al'action des autres facteurs de croissance.

- Facteurs multipotents: Principalement I' IL 3 et le GM-CSF (CSF : Colony
Stimulating Factor). Ils agissent sur les cellules souches les plus immatures
aprés sensibilisation par les facteurs de promotion et ils permettent leurs survie
et différenciation.

- Facteurs restreints: Ils agissent sur les cellules souches engagées et
favorisent la multiplication cellulaire et la maturation des précurseurs. Ce sont
principalement : Le G-CSF (lignée granuleuse neutrophile), le médullaire
(lignée monocytaire), IL 5 (lignée granuleuse éosinophile), IL 4 (lignée
granuleuse basophile), médullaire 6 (lignée mégacaryocytaire), I'EPO (lignée
érythroide), la TPO (thrombopoiétine, mégacaryocytaire).

@ Interactions cellulaires: Par contact direct entre les précurseurs des lignées
hématopoiétiques et les composants du microenvironnement medullaire, interactions
qui mettent en jeu différentes molécules d'adhésion (25).
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Figure 2 : Représentation schématique des principales étapes cibles des facteurs extrinseques
de I’hématopoiese. (Lacombe C. D1 — Hématologie 2005 — 2006.)

La dérégulation de I'hnoméostasie hématopoiétique par une expression inadaptée ou par des

altérations structurales de certains de ces facteurs protéiques, due a des mutations ponctuelles

ou a des réarrangements chromosomiques, peuvent étre a I'origine des hémopathies malignes.

L'évolution de toute maladie cancéreuse est multi-étapes, chacune des étapes étant

caractérisée par |'apparition de nouvelles anomalies génétiques (27).
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3- Classification desleucémies:

Les leucémies constituent un groupe tres hétérogene d’affections hématologiques clonales,
caractérisées par une prolifération anarchique, maligne, dans la moelle osseuse d’un clone
cellulaire anormal du tissu hématopoiétique, bloqué a un stade précis de différenciation, avec
expansion de cellules immatures qui peuvent étre présentes dans le sang périphérique ; On en

distingue plusieurs types.

Ce qui est important pour la clinique est de distinguer d'abord les leucémies des lymphomes
et de séparer ensuite les leucémies myéloides des lymphoides, et de définir enfin le caractére
aigu ou chronique de la maladie :

« Le caractére lymphoide ou myéloide se reconnaitra surtout au microscope, avec parfois
I'aide de la cytochimie.

« Le caractére aigu ou chronique se déterminera par le degré de différenciation cellulaire
. différenciation absente ou incompléte dans les leucémies aigués, plus ou moins
compléte dans les leucémies chroniques.

« || existe des états intermédiaires caractérisés par des différenciations composites, des
évolutions plus ou moins rapides et des modifications peu manifestes du
médullogramme annongant cependant un risque accru de leucémie aigué franche. C'est
le cas des myélodysplasies appelées aussi anciennement " états pré leucémiques " (28).

Les clones cellulaires anormaux responsables des leucémies ont en commun la prolifération
cellulaire non contrdlée et un caractére envahissant. |1s se distinguent par :
* Letype cellulaire.
« Le degré de différenciation cellulaire.
« Lavitesse de la prolifération qui est plus ou moins rapide.
* L'intensité de leur caractére envahissant.
A ces principaux caractéres qui ont été, et sont encore a la base de la classification des
leucémies se sont gjoutés ensuite :
* Lesanomalies du caryotype
* Les marqueurs de membrane.
« Les réarrangements au niveau du génome particulierement en ce qui concerne les

genes des immunoglobulines et des récepteurs T, ainsi que les oncogenes.
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3-1- La pathologie myéloide :

Il ’agit d’hémopathies malignes ou le clone cellulaire impliqué dans la prolifération
anarchique appartient a la lignée myéloide, avec des degrés de différentiations et
d’agressivités variables selon la pathologie en question.

3-1-1- Lesleucémies aigues myeéloides (LAM) :

Les LAM sont des proliférations néoplasiques de précurseurs meédullaires des cellules
sanguines, associées a un blocage de maturation de ces précurseurs au stade de blastes, qui
s’accumulent dans la moelle, dans le sang, et éventuellement dans d'autres organes. Par
ailleurs, il existe un déficit de production de cellules matures, d'ou une anémie, une
neutropénie et une thrombopénie, et leurs conséquences cliniques (29).

La transformation maligne peut toucher les précurseurs des différentes lignées sanguines
myeéloides (Granulocytaire, monocytaire, érythrocytaire et mégacaryocytaire), donnant lieu
aux différents types de leucémies aigués myéloblastiques (30) (voir annexe ; tableau 4 et 5).

Trois catégories cliniques de LAM sont bien définies en fonction de leurs étiologies: LAM
primitive dite " de novo ", LAM secondaire chimio induite (aprés agents alkylants ou apres
épipodophyllotoxines) et des LAM secondaires avec antécédent de syndromes
myélodysplasiques ou de syndromes myéloprolifératifs chroniques (31).

3-1-2- Les syndromes myéloprolifératifs chroniques (SMPC) :

Les SMPC sont des hémopathies myéloides chroniques caractérisées par une prolifération
portant sur une ou plusieurs lignées myéloides sans blocage de maturation, les cellules
gardent un potentiel de différenciation terminale normal ou quasi-normal. On réunit sous le
nom de SMPC plusieurs entités selon la classification FAB ou OMS (voir annexe ; tableau 6).
Toutes résultent d'une transformation maligne de la cellule souche hématopoiétique et ont en
commun :

- Une hyperplasie en bloc de la moelle osseuse avec, a des degrés divers, une
prolifération accrue, sans blocage de maturation, des trois lignées myéloides.

- destransformations possibles de I'un vers |'autre de ces états.

- Une évolution terminale fréquente en leucémie aigué, particulierement en ce qui
concernelaLMC.

-12-



On regroupe sous le terme de SMPC: La leucémie myéloide chronique (LMC), la
polyglobulie essentielle (PE) ou maladie de Vaquez, la myélofibrose avec splénomégalie
myeéloide (SM) et lathrombocytémie essentielle (TE) (32).

a- Laleucémie myéloide chronique (LMC) :

La leucémie myéloide chronique est un syndrome myéloprolifératif. C’est une maladie
clonale de la cellule souche pluripotente hématopoiétique caractérisée par la prolifération
prédominante de la lignée granulocytaire (polynucléose neutrophile et myélémie). Elle
prédomine dans la moelle osseuse, la rate, le foie. Ces deux derniers sont les siéges d’une
métaplasie myéloide accompagnée d’une hyperleucocytose avec myélémie dans le sang

périphérique.

b- La polyglobulie essentielle ou maladie de Vaquez (PE) :

La maladie de Vaguez est un syndrome myéloprolifératif caractérisé par une hyperplasie
avec maturation compléte des trois lignées médullaires, érythrocytaire, granulocytaire et
thrombocytaire. L'hyperplasie de la lignée rouge domine toutefois le tableau biologique de la
maladie. La lignée lymphocytaire n'est pas impliquée.

La pathogénie des symptdmes repose sur I'accroissement du volume et de la viscosité du
sang qui entraine diverses conségquences : ralentissement de la circulation, surtout dans les
petits vaisseaux, diminution de l'irrigation cérébrale, une augmentation du travail du coaur et

une tendance aux thromboses vasculaires et aux hémorragies.

c- La myéofibrose avec splénomégalie myéloide (SM) :

La myélofibrose avec splénomégalie myéloide est un syndrome dans lequel la moelle
osseuse est progressivement remplacée par une prolifération de tissu conjonctif. Cette
prolifération est réactionnelle, secondaire au développement anormal des mégacaryocytes, et
responsables d'une libération excessive de cytokines stimulantes des fibroblastes.

L'ensemble de la symptomatologie résulte de :

- L’insuffisance médullaire progressive en rapport avec les lésions de fibrose
médullaire.

- La métaplasie myéloide extra médullaire (le plus important de tous les syndromes
myéloprolifératifs) prédomine au niveau de la rate et du foie, et donne naissance a une

importante hépato-splénomégalie.
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d- Lathrombocytémie essentielle (TE) :
C'est un syndrome myeéloprolifératif caractérisé par une élévation du nombre des plaquettes.
Il se rencontre habituellement apres 50 ans. Le risque de thrombose coexiste avec celui

d'’hémorragie par thrombopathie (les plaguettes peuvent étre fonctionnellement anormales).

3-1-3- Les syndromes myélodysplasiques (SMD) :

Les myélodysplasies ou états pré leucémiques se caractérisent par une moelle osseuse riche
avec une ou plusieurs cytopénies du sang périphérique. La tendance a évoluer vers une
leucémie myéloide aigué est marquée. Ce sont des pathologies rares, au-dela de 70 ans
I’incidence de la maladie est triplée par rapport aux patients plus jeunes. Les myélodysplasies
peuvent étre soit idiopathiques, ou survenir aprés traitement par chimiothérapie et/ou
radiothérapie pour d’autres maladies. Les myélodysplasies ont été classifiées en cing types
selon la classification FAB (23).

La classification OMS des SMD établie en 2001 est basée sur plusieurs critéres de
diagnostique : La présence de signes de dysplasie unilignée ou multilignée, le pourcentage de
blastes sanguins et médullaires et la présence ou non de sidéroblastes pathologiques. Elle
regroupe les SMD en 5 entités distinctes:

« Anémie réfractaire (AR).
« Anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronne (ARS).
« Cytopénie réfractaire avec dysplasie multilignée (leucémiques).
« Cytopénie réfractaire avec dysplasie multilignée et sidéroblastes en couronne (CRDM-
RS).
« Anémie réfractaire avec exces de blastes (AREB) :
- Leucémiques (blastes médullaires : 5 a9 %).
- Leucémiques (blastes médullaires : 10 a 19 %).
« Syndromes myélodysplasiques non classables.

« Syndrome myélodysplasique avec anomalie isolée 5¢- (syndrome 5 ¢-).
Cependant, I’utilisation en pratiqgue médicale de cette classification reste limitée du fait

guelle ne fait pas aujourd’hui I’unanimité. Donc, on va décrire les SMD selon la
classification FAB encore en vigueur (23).
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a- L’anémieréfractaire (AR) :

La granulopoiése et la mégacaryopoiese ont une alure normale, mais il existe une
hyperplasie de la lignée rouge avec des mégaloblastes. Le sang montre une anémie
macrocytaire avec réticulocytose basse. La transformation leucémique est rare, et la survie
médiane est de 5 ans. Ce type de myélodysplasie comprend 20 a 30 % de I’ensemble des

myélodysplasies.

b- L>anémie sidéroblastique (AS) :

Les images sanguines et médullaires sont similaires a I’anémie réfractaire, mais au moins
15 % des précurseurs de la lignée rouge sont des sidéroblastes en anneau. Seulement 2 a5 %
des patients atteints de myélodysplasie sont atteints d’anémie sidéroblastique. Le pronostic est

similaire a celui de I’anémie réfractaire.

c- L’anémie réfractaire avec exces de blastes (AREB) :

Toutes les lignées hématopoiétiques montrent des anomalies de maturation. |l existe une
blastose médullaire de 5 a 20 %, et au plus 1 a 5 % de blastes circulants. 40 % des patients
verront leurs myélodysplasies transformées en leucémie myéloide aigué. La survie médiane
est de six a neuf mois. Ce type de myélodysplasie comprend 30 % de I’ensemble.

d- L’anémie refractaire avec exces de blastes en transformation
(leucémiques) :

Il sagit d’une panmyélose ou 20 a 30 % des cellules médullaires sont des blastes. La
blastose dans le sang périphérique peut dépasser 5 %. Des batonnets d’Auer peuvent exister;
60 & 75 % des patients auront une transformation en leucémie aigué. La survie médiane est de
six mois, 25 % des patients atteints de myélodysplasie ont une anémie réfractaire avec exces
de blastes.

e- Laleucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) :

Les précurseurs de la lignée rouge montrent peu d’anomalies, et I’anémie n’est pas
importante. La monocytose sanguine est supérieure a 1000 c/pl. Lathrombopénie est discréte,
et la morphologie mégacaryocytaire est normale. La moelle contient 1 a 30 % de blastes. Une
hépato-splénomégalie peut étre présente dans 15 a 20 % des cas. Des atteintes cutanées,
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gingivales, des épanchements pleuraux, péricardiques ou de I’ascite peuvent exister. Environ
33 % des patients évolueront en leucémie aigué. La survie médiane est de 14 a 18 mois. La
leucémie myélomonocytaire chronique comprend 15 a 20 % des myélodysplasies. |l s’agit
d’une myélodysplasie qui revét le plus souvent des caractéristigues de syndromes
myéloprolifératifs.

3-2- La pathologie lymphoide :

Il s’agit d’hémopathies malignes, ou le clone cellulaire responsable de la prolifération
anarchique appartient a la lignée lymphoide, avec des degrés de différentiations, et surtout
d’agressivités et d’essaimage trés variables en comparaison avec la pathologie myéloide.

3-2-1- Lesleucémies aigues lymphoides (LAL) :

Les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) sont des hémopathies malignes aigués
correspondant a une prolifération monoclonale des cellules souches engagées dans la
différenciation lymphoide B (LAL B) ou T (LAL-T), a point de départ médullaire, de
lymphoblastes, s’accompagnant constamment d’une insuffisance médullaire due a
I’envahissement des cellules leucémiques (blastes) dans le sang et la moelle osseuse des
patients (33), (34).

3-2-2- Laleucémie lymphoide chronique (LLC) :

La leucémie lymphocytaire chronique (LLC) est une maladie clonale se traduisant par la
prolifération et I'accumulation de lymphocytes matures. Elle est définie par une augmentation
permanente (sur une période d'au moins trois mois) de la concentration lymphocytaire au-
dessus de 5 x 10%/1. Dans la nouvelle classification des syndromes lymphoprolifératifs (OMS),
laLLC acellules B est regroupée avec le lymphome a petits lymphocytes B. Le lymphome a
petits lymphocytes B se distingue de la LLC par son expression principalement ou
exclusivement extra médullaire alors que dans la LLC I'envahissement médullaire et sanguin
est constant. Cette distinction ne présente que peu d'intérét sur le plan thérapeutique (35),
(36).
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3-2-3- Le myélome multiple ou maladie de Kahler :

Le myélome multiple (MM) est caractérise par I’émergence et I’accumulation dans la
moelle osseuse d’un clone de cellules plasmocytaires malignes.

Le plasmocyte est la cellule terminale de la différenciation lymphocytaire B. |1 et, avec les
cellules B mémoires, I”aboutissement du processus de sélection et de maturation des cellules
B spécifiques d’un antigene. Les lymphocytes B naifs sont générés dans la moelle osseuse,
migrent dans le sang périphérique, et peuvent, au contact de I’antigene, se différencier dans
les organes lymphoides secondaires (ganglions, rate et tissus lymphoides associés aux
muqueuses) en lymphocyte B mémoire ou en plasmocyte. Le plasmocyte migre ensuite vers
la moelle osseuse pour se différencier en plasmocyte mature synthétisant en grande quantité
des immunoglobulines (23).

Ce nest pas a proprement parler une leucémie. Il correspond a une prolifération
plasmocytaire maligne localisée essentiellement dans la moelle et n‘envahissant que rarement

le sang ou les organes.

3-2-4- La macroglobulie de waldenstrom ou lymphome
lymphoplasmocytaire :

Cette maladie associe la prolifération d'un clone lymphoplasmocytaire anormal avec la
sécrétion d'une para protéine IgM. Elle envahit la moelle et les organes lymphoides et se
caractérise par un essaimage sanguin variable de petites cellules lymphoplasmocytaires.
Myélomes et macroglobulinémies se caractérisent en outre par la production de para protéines
du type immunoglobulines. Pour cette raison, certains auteurs classent ces affections dans le
groupe des immunocytomes (23).

3-2-5- Leslymphomes :

Les lymphomes malins sont des tumeurs développées a partir de I’'un des éléments
cellulaires constituant le tissu lymphoide. |l s’agit d’affections fréquentes dont la répartition
selon I’&ge varie avec le type histologique, mais pour lesquelles on ignore s’il existe des
causes favorisantes (étiologie inconnue) (32). Selon I’usage, nous distinguerons la maladie de
Hodgkin (LH) et les lymphomes malins non hodgkinien (LNH).
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a- Lymphome de Hodgkin :

Il sagit d’un lymphome malin qui se distingue des autres lymphomes appelés non
hodgkiniens par la présence de grandes cellules a noyaux polylobés et multinucléolés (les
cellules de Sternberg ou cellules de Reed-Sternberg) ou de ses variantes cytologiques. La
maladie de Hodgkin est actuellement incluse dans la classification des syndromes
lymphoprolifératifs. Ceci explique la tendance actuelle a I'appeler lymphome de Hodgkin
(23).

b- Leslymphomes non hodgkiniens (LNH) :
Ils représentent un groupe tres hétérogéne de proliférations malignes du systeme lymphoide
dont le point de départ est extra médullaire. Cette hétérogénéité se traduit par des
présentations cliniques, anatomopathologiques, immunologiques et cytogénétiques variées et,

de ce fait, par un pronogtic trés différent d'une forme al'autre (23) (voir annexe ; tableau 6).

3-2-6- Les formes particulieres d’hémopathies lymphoides chroniques :
Annexées a la LLC, suite a la classification OMS, dlles sont individualisées en des

entités pathologiques a part entiere.

a- Laleucémie a tricholeucocytes:

Il sagit d'une prolifération maligne a cellules lymphocytaires B d'une morphologie
particuliere, caractérisées par des prolongements chevelus de la membrane cellulaire. Ces
cellulesinfiltrent la moelle avec développement de myélofibrose, splénomégalie, et essaiment
dans le sang. L'affection se rencontre chez I'adulte, surtout au-dela de 50 ans et a une
prédominance masculine. Sur le plan clinique, I'affection est souvent indolente au début. Les
signes cliniques principaux consistent en une splénomégalie, hépatomégalie. La cytopénie
affectant les éléments normaux, par infiltration médullaire, peut entrainer une tendance accrue
aux infections. Une monocytopénie est trés souvent présente. L'anémie et la thrombopénie
compliquent a la longue I'évolution. L'immunophénotype est caractéristique: CD (Cluster
Différentiation) 22+, FMC7+, CD103+ (37).

b- Laleucémie a prolymphocytes:
Il Sagit de lymphocytes B, plus grands que ceux trouvés dans la LLC classique, avec
souvent des nucléoles bien visibles. La maladie se caractérise surtout par une splénomegalie
importante et une leucocytose particulierement élevée. Le phénotype immunologique est
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caractéristique : Immunoglobuline de surface tres exprimée, CD19+, CD20+, CD23+/-,
FMC7+. Le pronostic est nettement moins bon que celui de laLLC (38).

c- Le lymphome splénique a lymphocytes villeux :
Le lymphome splénique a lymphocytes villeux, encore appelé lymphome splénique de la
zone marginale, est caractérise par une splénomégalie massive et des lymphocytes B
monoclonaux circulants. Il sagit d'une maladie du sujet agé dont I'évolution est trés lente (38).

d- Laleucémie a grandslymphocytes granuleux :

Pathologie proliférative caractérisée par la présence de lymphocytes avec cytoplasme
abondant et granulations azurophiles de grande taille. Ces cellules sont soient des cellules T
ou des cellules NK (Natural Killer). Une neutropénie peut ére symptomatique. Les arthralgies
et une splénomégalie peuvent exister, de méme qu'une positivité pour le facteur rhumatoide.

Fréguemment, aucun traitement n'est nécessaire (38).

e- Le syndrome lymphome/leucémie:
Des cellules lymphoides malignes peuvent envahir la circulation sanguine lors de
pathologies lymphomateuses comme le lymphome du manteau ou le lymphome folliculaire
(38).

3-2-7- Les leucémies biphénotypiqgues (leucémies mixtes) :

Prolifération de cellules hématopoiétiques immatures (blastes) portant des marqueurs de 2
lignées (soit myéloides et lymphoides, soit marqueurs B et T), initialement dans la moelle
0Sseuse puis dans le sang périphérique et au cours de I'évolution envahissant tous les organes.
, élles peuvent morphologiquement s’apparenter a des LAM peu différenciées (LAM 0) ou a
des LAL (39).
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4- Incidence desleucémies:

Le cancer constitue un probléme de santé publique et I’ampleur de cette morbidité n’a fait
gu’accroitre au cours de ces dernieres années pour devenir I’une des causes essentielles des
décés en Algérie.

En I’absence d’un registre de population a I’échelle nationale (on ne dispose que des
registres des wilayas d’Alger, Blida et Tizi-Ouzou établis par I’Institut National de la Santé
Publigue dont les dernieres données datent de 2003), les dossiers hospitaliers des malades
congtituent les principales sources d’information sur I’épidémiologie des cancers en général.
Les données nationales concernant le profil épidémiologique et cytologique des leucémies
restent tres limitées.

Environ 30 000 nouveaux cas de cancers sont diagnostiqués chaque année en Algérie avec
une augmentation de plus de 50 % du nombre de cas depuis une décennie. Les dernieres
données de I’année 2003 analysées par le registre des tumeurs d’Alger, traitant uniqguement de
lawilaya d’Alger montrent 3399 nouveaux cas de cancers sur un total de 2758509 habitants ;
46,5 % chez les hommes et 53,5 % chez les femmes (les incidences brutes par sexe sont
respectivement : 117,3 et 129,2 nouveaux cas pour 100000 habitants et par an chez les
hommes et chez les femmes respectivement (40) (voir tableau 1).

Pour I’épidémiologie des leucémies, les transformations d’hémopathies chroniques ne sont
pas considérées comme des pathologies de novo ; Elles ne sont pas incluses dans les cas
incidents.

Les dernieres données de I’année 2003 analysées par le registre des tumeurs d’Alger
traitant uniqguement de lawilaya d’Alger manquent de précision en ce qui concerne le type de
leucémie et le sex-ratio, seul la distinction myéloide/lymphoide est faite. Ces données ne
reflétent pas la situation actuelle au niveau national. Une enquéte nationale lancée par
I’Institut national de la santé publique (INSP) est en cours. Des études épidémiologiques
futures a grande échelle doivent étre réalisées afin de cerner les différents aspects de ces
maladies, surtout d’ordre étiologique (épidémiologie analytique) spécifiques a la population
algérienne. Une seule étude épidémiologique algérienne (retrouvée dans la bibliographie) faite
sur 20 ans en 1988 a montré que la LLC représente 20 % des leucémies de |’adulte, elle est 2
fois moins fréquente que la LMC et 3 fois plus fréguente chez I’homme que chez la femme
(32).
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Une remarque trés importante concernant |’incidence globale des LAL de I’enfant qui peut
varier d’un facteur 10 selon les pays. L’incidence la plus basse est observée en Afrique Noire
(1,28 a 1,61 pour 105 enfants de moins de 15 ans) et I’incidence la plus élevée dans les
populations hispaniques (Costa-Rica et Los-Angelés) (5,94 et 5,02 respectivement pour 105
enfants de moins de 15 ans). Les LAL sont moins fréquentes chez les enfants américains de
race noire par rapport a ceux de race blanche. Le pic de fréguence de 2-5 ans est surtout
marqué dans les pays occidentaux, peu marqué en Afrique, en Asie et dans la population noire
américaine. Ce pic est apparu dans les années 1920 en Grande-Bretagne, dans les années 40
aux Etats-Unis et dans les années 60 au Japon. Son apparition correspond a des périodes
d’industrialisation et d’élévation du niveau de vie et ext attribuable essentiellement aux LAL
delalignée B (41).

Tableau 1: Comparaison entre I’incidence de certaines hémopathies malignes, en Algérie et

en France, selon les résultats des registres de cancers.

Typede Incidence Age de survenue Sex-ratio
Leucémies (100000 habitants/ans) (homme/femme)
zn LAM 34 surviennent chez le petit enfant de moins de 2 ans, puisau-dela | Le sex-ratio est
“rance de 15 ans, ou €les ont une fréquence progressivement peu marqué.
croissante (20/200 000 apres 70 ans). L'age médian se situe
autour de 60 ans.
LAL 3,6 Nettement plus fréquentes chez |I’enfant par rapport al’adulte | 4 pour lesLAL-
(30-35 % des cancers de I’enfant) avec un picdefréquencese | T et 1,2 pour les
situe entre 2 et 5 ans et un second pic de fréquence apres 60 LAL B.
ans.
LLC 4 la plus fréquente des leucémies de I'adulte, inconnue chez 1,8/1
I'enfant et I'adol escent, exceptionnelle avant I'age de 30 ans
avec une médiane d'ége est de 65 ans.
LMC 1,8 La fréguence augmente avec |’ &ge avec une médiane de 53 sex-ratio peu
ans. marquéede 1,1¢
1,2
In LH 2,9 (chez leshommes) | - -
A\lgérie , 1,2 (chez les
Alger) femmes).
MM 1,5 (chez leshommes), | - -
2,1(chez les femmes).
Leucémies 1,9 (chez leshommes), | - -
myéloides 1,6 (chez les femmes).
Leucémies 0,7 (chez leshommes), | - -
lymphoides 0,5 (chez les femmes).
Autres leucémies | - (chez les hommes), - -
0,1 (chez les femmes).
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5- Etiologie:
L étiologie des leucémies n’est pas encore connue dans la majorité des cas. Les facteurs
étiologiques les plus évidents, susceptibles d’étres favorisants sont souvent d’ordres

génétiques constitutionnels ou acquis et parfois environnementaux.
5-1- Les facteurs genétiques :

@ Instabilité génomique: Latransformation maligne d’une cellule souche hématopoiétique
résulte de la modification d’une ou plusieurs séquences d’acides nucléiques par activation,
inhibition ou fusion avec une autre séquence modifiant la fonction du gene (42).

0] Age: L’instabilité génétique se majore a I’age. Ainsi, I’augmentation de I’incidence
des leucémies en général est proportionnelle avec I’age. Ce phénomene de vieillissement des
cellules souches est marqué par I’érosion télomerique des chromosomes qui les protégent
normalement d’accidents de la réplication ; Les cellules sont ainsi plus exposées a des
cassures chromosomiques ou a des modifications génétiques, qui non réparées, causent un
déficit de I’engagement dans I’apoptose lié a I’existence de ces anomalies génétiques (42),
(43).

@ Facteurs genétiques constitutionnels : Des facteurs génétiques constitutionnels associés
peuvent favoriser le phénomeéne d’instabilité génétique et/ou affaiblir celui de la réparation
des modifications accidentelles ou induites des acides nucléiques. Ce sont des maladies
associées a une instabilité chromosomique (au début ou a I’évolution) comme les:
- Anomalies chromosomiques constitutionnelles (trisomie 21, syndrome de Turner,
syndrome de Klinefelter).
- Aplasies médullaires ou cytopénies isolées (anémie de Fanconi, érythroblastopénie
de Blackfan-Diamond, agranulocytose constitutionnelle ou agranulocytose de
Kostmann, syndrome de Shwachman-Diamond ou insuffisance pancréatique avec
dysmyélopoiese).
- Syndromes de cassures chromosomiques (Syndrome de Bloom, ataxie télangiectasie,
Xéroderma Pigmentosum).
- Neurofibromatose de type |.
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- Il existe d’exceptionnels cas familiaux de LAL. Le risque est important pour un
jumeau homozygote d’un enfant leucémique (100 % si la LAL survient avant 1 an, 20-
25 % si la LAL survient aprés 6 ans, le risque samoindrit ensuite pour approcher une
valeur standard aprés 10 ans).

- Des anomalies génétiques constitutionnelles augmentent le risque de LAL : La
trisomie 21 (les LAL se voient chez I’enfant &gé de plus de 4 ans et rendent compte de
2 % du total des LAL de I’enfant). A noter qu’une trisomie 21 acquise est fréguente au
cours d’une LAL (30 %). Le géne impliqué dans la leucémogénese est en B L’ ataxie-
télangiectasie favorise la survenue de LAL-T avec anomalies chromosomiques

impliquant le chromosome 14 (44).

@ Hémopathies associées: Certaines LAM et plus rarement des LAL dites secondaires se
développent aprés une hémopathie myéloide chronique, le plus souvent une leucémie
myeéloide chronique, plus rarement une splénomégalie myéloide, polyglobulie de Vaquez ou
une thrombocytémie essentielle, un syndrome myélomonocytaire chronique ou un syndrome
myélodysplasique. Le pronostic de ces leucémies aigués, myéloides ou lymphoides,
secondaires est plus grave que celui des LA dites” de novo " (44).

5-2- Les facteurs exogenes et environnementaux :

@ Exposition a des agents chimiques:

- Solvants benzéniques (reconnaissance des leucémies touchant les ouvriers qui
manipulent ce produit comme maladie professionnelle).

- Chimiothérapie et surtout les alkylants (melphalan, endoxan...), inhibiteurs de la
topoisomérase |l (étoposide, novantrone...). Aux agents alkylants sont associés des
leucémies aigués secondaires caractérisees par une anomalie des chromosomes 5 ou 7
dont le pronogtic est mauvais. Aux inhibiteurs de la topoisomérase |1 sont associées des
leucémies aigués caractérisées par une cassure du bras long du chromosome 11 au
niveau de la bande 8. Le pronostic de ces leucémies aigués myéloides secondaires est
plus grave que celui des LAM dites™ de novo " (42).

- Une étude scandinave a rapporté un risque élevé de LAL dans la filiation de meres

fumeuses, le risque augmentant si le pére fume également (41).
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@ Exposition a des agents physiques: Leréle leucémogeéne est clairement démontré en cas
d’irradiations de tous types :

- Accidentelles: (Tchernobyl, travailleurs exposes...).

- Thérapeutiques: Complications tardives du traitement par radiothérapie externe de la
maladie de Hodgkin, du cancer du sein, ou radiothérapie métabolique de la maladie de
Vaguez par le phosphore 32.

- Militaires: Explosion d’Hiroshima et Nagasaki, le syndrome de la guerre du golf.

L exposition aux rayonnements ionisants favorise les LAL (pic vers la 8°™ année aprés
I’irradiation). Le risque est corrélé a la proximité de I’irradiation. L’exposition in utero a
faibles doses de rayons X augmente le risque relatif d’un facteur 2. Un exces significatif de
LAL a été trouvé chez les populations d’enfants vivants autour des centrales nucléaires. Le
travail du pére dans la centrale a été trouvé comme facteur favorisant via la survenue d’une
mutation germinale (42).
@ Autres agents environnementaux : Il s’agit de peintures, de solvants ou d’exposition en
raffinerie de pétrole. L’identification de ces facteurs est importante car elle peut aboutir sur
une reconnaissance de maladie professionnelle (42).
@ Desfacteursinfectieux : Ont éé évoqués dans la genése de LAL de I’enfant survenant le
plus souvent a I’age scolaire mais aucun agent infectieux n’a été impliqué formellement. Dans
la LAL de Burkitt, équivalent leucémique du lymphome de Burkitt, le virus EBV (Epstein
Barr Virus) joue un réle leucémogene dans les formes survenant en Afrique (mais pas dans
celles survenant en Europe). Ce role parait lié au fait que ce virus augmente la prolifération
des lymphocytes B infectés, favorisant la survenue d'anomalies génétiques dans ces cellules.
Dans une forme particuliére de leucémie lymphoide T de I'adulte, assez proche des LAL, et
qui est principalement rencontrée au Japon et dans les Antilles, I'infection par le virus HTLV
1 (Human T-cell Leukemia Virus) intervient également dans la leucémogénese, mais cette
fois par l'intégration du virus dans le génome des lymphocytes T (42).

NB :
- L’ étiologie des LAL de I’enfant est inconnue (dans plus de 90 % des cas). |l existe des
facteurs génétiques et des facteurs environnementaux qui sont associés & un risque accru de
développer une leucémie (cas familiaux de leucémies) (32).
- L’étiologie des LMC est inconnue, mais dans 5 % des cas elle et secondaire a une
exposition chronique au benzéne, aux radiations ionisantes (maladies professionnelles).
- Pour les LLC, aucune remarque sur I’étiologie n’est a signaler. (32).
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6- Symptomatologie clinique::

Les leucémies n'ont en général aucune spécificité physiopathologique particuliere d’ou la
difficulté d’établir un diagnostic fiable uniquement a partir d’un examen clinique. La
manifestation sur ce plan de ces affections hématologiques peut étre déterminée par deux
processus majeurs, ainsi que certains aspects particuliers, de prévalences variables avec tous
les extrémes possibles (23).

Dans les LAL, notamment chez |’enfant, les syndromes tumoraux sont pratiquement
constants, alors que dans les LAM, c’est I’insuffisance médullaire qui domine, le syndrome
tumoral n’étant pas trés parlant. Pour la LMC et la LLC, les signes cliniques sont souvent
inconstants, mais de prédominance tumoral, et le diagnostic est de difficulté variable,
S’appuyant le plus souvent sur des arguments biologiques. Pour la LMC, la splénomégalie (de
volume variable) associée ou non a une hépatomégalie est le signe clinique majeur. Pour la
LLC, les adénopathies sont souvent évocatrices, associées ou non a une splénomégalie-
hépatomégalie modérée (32).

La symptomatologie clinique peut étre regroupée en plusieurs syndromes, de prévalences
variables, qui rendent compte essentiellement de I'insuffisance médullaire et du syndrome

tumoral lié al’envahissement :

6-1- Syndrome d’insuffisance médullaire :
Due a des cytopénies diverses (anémie, neutropénie et thrombopénie) avec leurs
consequences (syndromes anémiques, infectieux et hémorragiques respectivement).

- Pour les LAM : Il et lié & I’existence de blastes granuleux médullaires
responsables de I’inhibition de I’hématopoiese normale et de cytopénie(s) myéloide(s).
L’insuffisance médullaire est quasi constante dans les LAM.

- Pour lesLAL : Il et lié ala présence d’un envahissement médullaire par des
lymphoblastes responsables de cytopénies myéloides. L’inhibition de I’hématopoiése
normale entraine une ou plusieurs cytopénies myéloides. L ’insuffisance médullaire est
guasi constante. Les manifestations cliniques sont liées aux cytopénies. On retrouve de
fagon plus ou moins compléte :

- Un syndrome anémique d’origine érythrocytaire (pdleur cutanéo-muqueuse,
palpitations, tachycardie, fatigabilité et dyspnée al’effort).
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- Un syndrome hémorragique d’origine plaquettaire (hémorragies cutanées,
pétéchiales et des mugueuses, hématomes et saignements aux points de piqlres évocateurs
d'une coagulation intra vasculaire disseminée ou CIVD).

- Un syndrome infectieux d’origine granulocytaire: (fievre, angine, pneumopathie,

lésions surinfectées).

6-2- Syndrome tumoral :
Due a la prolifération cellulaire anarchique (adénopathies, splénomégalie, hépatomégalie,
et touchant parfois des localisations neuroméningées, cutanées et testiculaires).

- Pour lesLAM : Assez rare, s'exprime par des tumeurs localisées (chlorome),
une hypertrophie des organes hématopoiétiques (adénopathies diffuses, symétriques et
indolores, splénomégalie et/ou hépatomégalie), les adénopathies sont plus fréquentes
dans les formes de LAM a composante monoblastique (LAM 4 et LAM 5).

- Pour les LAL : On trouve des atteintes tumorales des organes lymphoides
secondaires, plus fréquemment dans les LAL T ou le syndrome tumoral lymphoide
entraine des adénopathies superficielles, symétriques, fermes, indolores et mobiles,
touchant toutes les aires, mais en particulier cervicales. Les adénopathies profondes
sont avant tout médiastinales et mises en évidence par une radiographie du thorax.
L atteinte médiastinale est associée a une LAL-T dans 95 % des cas. || peut exister
une splénomégalie, une hépatomégalie, une néphromegalie (LAL de la lignée B). On
note la présence également d’atteintes tumorales non lymphoides, neuro-méningées,
mais plutét lors des phases évolutives (rechutes) ou tardives et avancées de la maladie
hématologique. Elles sont responsables de paralysie des nerfs créniens, de troubles
sensitifs, et d’un syndrome d’hypertension intracrénienne (céphalées, vomissements,
somnolences, fond d’oeil pathologique).

- Pour les LMC: Une splénomégalie quasi-constante, pouvant parfois
atteindre la fosse iliague droite. Elle est dure et indolore, sauf Sil existe un périsplénite
(infarctus) ; Une pesanteur dans I'hypochondre gauche, satiété rapide et troubles
digestifs en sont souvent les manifestations. Une hépatomégalie, rare au début de la
maladie, est souvent présente a la fin, les adénopathies sont exceptionnelles, et des
ostéodynies sont assez fréquentes.

- Pour les LLC: La symptomatologie se caractérise d’avantage par une

hypertrophie des organes lymphoides avec de volumineuses adénopathies
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superficielles, plutbt symétriques, et souvent généralisées, leurs tailles restent
cependant modérées, dépassant rarement 4 cm de diamétre. La splénomégalie peut étre
isolée ou associée aux adénopathies. En générd, elle est limitée, ne dépassant I'ombilic
gue dans tres peu de cas. L'hépatomégalie est exceptionnelle.

6-3- Syndromes particuliers:

@ syndrome de CIVD (coagulation intravasculaire disseminée) : La CIVD est une
coagulopathie résultante d’une activation anormale de la coagulation et qui est due au
fait que les blastes contiennent dans leurs grains cytoplasmiques des protéines dont la
libération aboutit a I’activation intravasculaire excessive de la prothrombine en
thrombine, entrainant une diffusion du processus de transformation du fibrinogene en
fibrine et la consommation des facteurs de la coagulation (fibrinogéne, facteur V) et
une réaction du systeme fibrinolytique. La ClIVD est constamment constatée au cours
de I’évolution d’une LAM 3 et peut étre observée dans les LAM 4 et 5, surtout
hyperleucocytaires. Pour les LAL, seulement 15 % des cas présentent une CIVD
évidente ou latente (23).

@ Syndrome d’hyperviscosité et de leucostase: La présence de blastes sanguins peut
étre massive dépassant > 100 Giga/l. Un tel envahissement engendre des troubles de la
microcirculation et de la perfusion tissulaire regroupés sous le terme de syndrome
d’hyperviscosité ou de leucostase (défaillance respiratoire aigué avec oedeme
pulmonaire Iésionnel, leucostase pulmonaire accompagnée d’une détresse respiratoire,
hypoxie, leucostase cérébrale générant une anoxie cérébrale et parfois une hémorragie).
Les grandes hyperleucocytoses blastiques génerent également un risque de thromboses
artériolaires micro emboliques ou de thromboses veineuses avec migration, d’autant
plus, qu’il existe une CIVD associée. Les formes monoblastiques de LAM sont
particulierement exposées au risque de leucostase. Pour les LAL, seules les formes trés
hyperleucocytaires de LAL (> 200 Giga/l) peuvent donner un syndrome de leucostase.
La leucostase est souvent tardive dans les LAL car les cellules blastiques sont de petites
tailles (23).
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@ Syndrome de lyse tumorale: Les cellules tumorales sont capables d’induire
spontanément des complications métaboliques liées a la libération massive des produits
de lyse cellulaire. Ces complications sont regroupées sous le terme de syndrome de lyse
tumorale. Il sagit d’hyperuricémie, d’hyperphosphorémie ou d’augmentation du
lysozyme sériqgue ou muramidase. Il s’agit d’enzymes des cellules granuleuses,
possédant une fonction physiologique de bactériostase. Sa forte excrétion urinaire
entraine une tubulopathie distale avec fuite majeure de potassium et hypocalcémie
observées surtout dans les LAM 4 et 5. Les troubles métaboliques du syndrome de lyse
sont fréquemment associés a un syndrome de défibrination lié a la libération de facteurs
cellulaires a activité procoagulante. |l associe hypofibrinogénémie, thrombopénie,
abaissement du temps de Quick et du facteur V, augmentation du taux des D-Dimeres
(23).

7- Symptomatologie biologique :

Pendant de nombreuses décennies, le diagnostic en matiere d'oncologie hématologique dont
les leucémies font partie, était le privilége des cytologistes. L'aisance du prélévement sanguin,
médullaire et ganglionnaire par ponction, la simplicité des techniques de coloration a
contribué a ca (23). Certes, I’étude cytologique quantitative et qualitative restent la base du
diagnostic journalier a travers la réalisation du frottis sanguin et médullaire, hémogramme et
myélogramme ; Mais, des changements prodigieux sont intervenus avec la découverte des
anomalies du caryotype, des oncogenes et le typage cellulaire par I’étude des antigenes de
membrane gréace aux anticorps monoclonaux (39).

Le diagnostic biologique est indispensable pour confirmer le type de leucémie en cause.
Cependant, certains examens sont plus importants que d’autres. Frottis sanguin et médullaire,
hémogramme et myélogramme restent des examens systématiquement réalisés en présence
d’hémopathies, les réactions cytochimiques spécifiques sont utilisées parfois pour préciser le
caractére myéloide ou lymphoide de la prolifération. Les résultats obtenus par ces techniques
sont parfois non concluants, ceci en présence de cas difficiles a classer surtout dans les LA.

Le caryotype sanguin ou meédullaire et I’immunophénotypage sont des examens trés
spécifiques, résultat de I’existence d’anomalies cytogénétiques et d’antigenes de surface
membranaire caractéristiques d’une leucémie ou d’un sous-type leucémique.

D’autres examens, d’ordre biochimique, peuvent étre réalisés dans un but thérapeutique
pour palier a d’éventuels diminution ou exces (voir tableau 2).
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Tableau 2 : Récapitulatifs des caractéristiques biologiques desLMC, LLC, LAM et LAL.

Type
de
leucémie

Résultats de I’analyse biologique

LA

L'hémogramme : montre :
- Une blastose sanguine dimportance variable. Lorsquelle est importante, elle détermine une
hyperleucocytose (leucocytes>10000 c/mm’). A I'opposé, les blastes peuvent étre absents du sanc
circul ?nt, ou en tres petit pourcentage, et I'némogramme montre alors une leucopénie (leucocytes<400C
c/mm’).
- Une neutropénie (polynucléaires neutrophiles <1500 ¢/mm?), tandis que le nombre de lymphocytes esi
habituellement normal, une monocytose peut se voir dans les LAM origine monocytaire.
- Une anémie quasi constante (90 % des cas) normochrome, normocytaire et arégénérative d’intensité
variable.
- Une thrombopénie trés fréguente (90 % des cas), d’intensité variable, majeure en cas de CIVD.

Le myéogramme : Permet de confirmer le diagnostic et montre :
- Une moelle de richesse normale ou augmentée (il existe des formes assez rares de LA a moelle
pauvre)
- Une blastose médullaire, par définition supérieure a 30 % (limite ramenée a 20 % dans la classificatior
récente de I'OMS pour les LAM, toujours a 30 % dans les LAL) souvent massive > 80 %, faite blaste
(myéloblastes et/ou monoblastes dans les LAM et de lymphoblastes dans les LAL) au rappor!
nucléocytoplasmique éleveé et avec un noyau porteur d'un ou plusieurs nucléoles.
- les lignées normales résiduelles sont soient pratiquement absentes (en cas de blastose médullaire
proche de 100 %), soient nettement diminuées.
- L'analyse morphologique, cytochimique et immunologique des blastes présents dans la moelle et le
sang permet de préciser le type de LA.

Autres examens biologiques:
- La recherche de troubles de la coagulation qui combinent CIVD et fibrinolyse et se traduisent pal
I'association de signes de "consommation” des facteurs de coagulation (hypofibrinogénémie, baisse du
facteur V et du facteur VIII) et des signes de fibrinolyse (élévation des PDF et des D dimeres
raccourcissement du temps de lyse des euglobulines).
- Le bilan biochimique qui montre habituellement une hyperuricémie, parfois une hyperphosphorémie
une hypo- ou une hyperkaliémie.
- L’ immunophénotypage des cellules leucémiques par I’utilisation d’anticorps monoclonaux caractérise
la lignée myéloide et/ou lymphoide a différents stades de différentiation. Les marqueurs myéloides sont
le CD 13 et le CD 33. Ils sont parfois associés a I’expression de marqueurs de progéniteurs tels le CC
34 et les marqueurs de différenciation lymphoide sont négatifs dans les LAM. Pour les LAL c’ed
surtout I’appartenance a lalignée B ou lignée T, ainsi que le stade de maturation qui doit étre déterminé
L antigéne CD 10 ou CALLA (Commun Acute Lymphoblastic Leukemia) est présent dans la plupart
des LAL de I’enfant et corrélé a un bon pronostic.

LMC

L'hémogramme : assez caractéristique en général avec

- Une hyperleucocytose, en moyenne de 120000 ¢/mm°®, avec un pourcentage de polynucléaires
neutrophiles souvent abaissé de I'ordre de 40 a 50 %.

- Une myélémie en moyenne de 25 % (1 a 60 %), cependant, la blastose périphérique est toujours faible
del'ordrede 1 a5 %.

- Une basophilie nette absolue est trés caractéristique de la maladie et toujours présente des qu'il y a plus
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de 100000 globules blancs/mm?®.
- Les plaguettes sont trés fréquemment augmentées avec un taux de |'ordre de 500000/mm?.

- Une anémie peut étre présente, mais la moyenne du taux de I'hémoglobine est en général aux alentours
de 12 g/dlI.

Lemyéogramme:

- Un myélogramme trés riche avec plus de 80 a 90 % de cellules de la Série granuleuse avec ur
contingent important de myélocytes, diminution des érythroblastes et augmentation des mégacaryocytes
qui sont souvent de petite taille.

- La biopsie de moelle confirme I'hyperplasie du tissu myéloide avec presgue disparition des cellules
graisseuses, augmentation du nombre absolu de mégacaryocytes, assez rarement une densification de le
réticuline.

Autres examens biologiques:

- Les phosphatases alcalines leucocytaires sont classiquement effondrées.

- L'hémostase primaire montre souvent des perturbations liées a une thrombopathie acquise.

- Le bilan biochimique, fréquemment normal dans les formes de début, peut montrer ultérieurement une
élévation du taux de la lacticodéshydrogénase, une hyperuricémie avec uraturie, une augmentation du
lysozyme sanguin et urinaire et de lavitamine B 12.

LLC

L'hémogramme : montre le plus souvent :
- Une lymphocytose est supérieure a 5000 c¢/mm?®, retrouvée sur une période de plusieurs mois (signe
constant), parfois trés élevé (> 100000 c/mm°). Les lymphocytes sont d'aspect cytologique comparable
des lymphocytes normaux, méme si de petites atypies nucléaires sont possibles. Il peut exister un petit
contingent de lymphocytes un peu plus grand.
- Une anémie ou une thrombopénie est observée chez environ 15 % des patients et a une valeu
pronogtique péjorative.
- I'existence d'une neutropénie est suggestive d'une forme particuliére de LLC : la LLC a cellules T
dans ce cas, les lymphocytes ont un noyau irrégulier et un cytoplasme plus clair que les lymphocytes
des LLC B et peuvent contenir de fines granulations azurophiles et sont appelées leucémies a grands
lymphocytes granuleux).

Lemyéogramme : peu indicatif et montre :
- Une lymphocytose médullaire augmentée, en général > 30 % dans une moelle de richesse normale oL
accrue.
- Les phénotypes des lymphocytes médullaires sont identiques a ceux des lymphocytes sanguins.

Autres examens biologiques:
- L immunophénotypage des lymphocytes circulants est un examen essentiel pour le diagnostic précis
d'une hémopathie lymphoide. Les lymphocytes de la LLC sont dans plus de 95 % des cas, des
lymphocytes B présentant les antigenes suivants : CD 5 (considéré initialement comme un marqueur T
mais en fait également exprimé par environ 15 % des lymphocytes B normaux du sang), CD19, CD23 «
des immunoglobulines M de surface. Ces Ig M de surface sont monotypiques (méme chaine |égére soit
kappa soit lambda) ce qui permet d'affirmer le caractére clonal de la prolifération. Le marqueur FMC7
est en généra négatif alors qu'il est positif dans les leucémies prolymphocytaires ou dans certains
lymphomes. Dans moins de 5 % des cas les cellules sont de type T, développées a partir des
lymphocytes CD 4 et co-expriment les antigenes CD 2, CD 3, CD 5 et CD 7. Quelques proliférations
sont de phénotype CD 8 et co-expriment les antigenes CD 4 et CD 8.
- Une diminution des |g est observée dans 10 a 60 % des cas.
- Une Ig monoclonale est retrouvée dans environ 5 % des cas, le plus souvent de type IgM.
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8- Pronostic :

Le pronostic permet de prédire I’évolution de la maladie en fonction de certains facteurs et
le choix et/ou la réponse future aux traitements administrés. Le systéme de pronostic est le
plus souvent basé sur un score avec une notation particuliére pour des éléments de diagnostics
majeurs. On a le score de sokal pour la LMC et le score de RAI pour la LLC (leucémies
chroniques sujettes a évolution) (45).

@ Pour lesLAM : Lesfacteurs de mauvais pronostic des LAM sont : I’age supérieur

a 60 ans, le caractéere secondaire de la LAM, I’hyperleucocytose > 30 Gigall, le type
cytologique M 7 ou M 0, les aspects de LAM avec dysmyélopoiése (les formes cytologiques
avec corps dAuer seraient plus favorables). L’envahissement neuro méningé au diagnostic,
les leucémies bi phénotypiques (myéloide et lymphoide), I’expression du marqueur
d’immaturité CD 34 et la non obtention d'une aplasie non blastique a J 15 et/ou d’une
rémission compléte aprés une ligne de chimiothérapie : ils congtituent des facteurs trés
puissants du pronostic défavorable.

Les anomalies cytogénétiquesdes LAM peuvent étres regroupées en trois catégories en
fonction de leurs valeurs pronostiques : celles de pronostic favorable : t(8 ;21) (LAM 2); t(15
;17) (LAM 3) ou t(16 ;16) ou inversion inv (16) (LAM 4eo), celles de pronostic défavorable :
délétions du chromosome 7, +8, anomalie du 5q, anomalies chromosomiques complexes et
celles de pronostic intermédiaire : caryotype normal ou anomalies du B (46).

@ Pour lesLAL : DanslesLAL, lesfacteurs de pronostic sont surtout reconnus dans
les LAL de I'enfant. Sont de pronostic favorable : le sexe féminin, un age compris entre 4 et
15 ans, absence de tuméfaction des organes hématopoiétiques, absence d'une
hyperleucocytose majeure, une LAL "commune" d’origine "pré" B (porteuse de I'antigéne CD
10 ou Calla), un caryotype montrant plus de 50 chromosomes (hyperdiploidie) ou une
t (12; 21). Letaux de guérison de ces formes est d’environ 90 % avec la chimiothérapie. Sont
de pronostic défavorable : le sexe masculin, un &ge un age inférieur a 12 mois et surtout 6
mois ; supérieur a 10 ans et surtout 15 ans. Le pronostic est particulierement sombre apres 60
ans essentiellement en raison de la fréquence du chromosome Ph 1 dans cette catégorie d’age.
Un syndrome tumoral, une hyperleucocytose importante et surtout une translocation
chromosomique sont de mauvais pronogtic. A I'extréme, la présence d’une translocation t (9;
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22) ne permet pratiquement aucune chance de guérison par la chimiothérapie seule. Chez
I'adulte : les facteurs pronostiques sont moins bien tranchés, ne seraient-ce que parce qu'ils
n'existent pas, comme chez I'enfant, de formes de "bon" pronostic, mais le caractéere péjoratif
des translocations et de I’hyperleucocytose est également a noter. Sous traitement : les
principaux facteurs pronostiques sont la réponse précoce a la chimiothérapie (notamment aux
corticoides) et I'évolution de la maladie résiduelle par PCR (seule méthode sensible
d'évaluation) utilisant les réarrangements des chaines d'immunoglobulines (LAL de type B)
ou des récepteurs T (LAL de type T et souvent B). Sont de bon pronostic une maladie
résiduelle <1 % apreés le traitement d'induction, et <1 %o apres le traitement de consolidation
(47).

@ Pour l[aLMC : Il sagit dune affection réguliérement mortelle aprés une durée
variable (médiane de survie de 4 ans). L'évolution naturelle se fait vers une transformation en
leucémie aigué, soit directement, soit apres une phase intermédiaire dite phase d'accélération.
Seule I'allogreffe de moelle chez des sujets jeunes et disposant d'un donneur histocompatible a
permis de modifier I'évolution constamment fatale. Le pronostic est particulierement sévere et
la survie courte quelque soit les modalités de traitement. L’évolution se fait en 3 phases :

a- Phase chronique : Au diagnostic delaLMC.

b- Phase d'accélération : Dont les signes les plus caractéristiques sont :
I’altération de I'état général, une augmentation du volume splénique, une
aggravation de I’anémie, I’apparition d'une thrombopénie ou au contraire
thrombocytose résistante au traitement, I’augmentation dans le sang et la moelle

du pourcentage des formes cellulaires jeunes (blastes compris entre 10 et 20 %).

c- Phase d'acutisation ou transformation : Caractérisee par un état général qui
se dégrade dune maniére sévere et dune fievre évolutive qui apparait,
I'némogramme objective une anémie et une thrombopénie importante (23).La
blastose sanguine e médullaire augmente, dépassant 20 % (critere de
transformation en leucémie aigué) ; blastes majoritairement myéloides, mais
peuvent également étre lymphoides B. Deux aspects morphologiques de la

transformation sont connus :
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- Acutisation selon un mode lymphoide: Correspond a environ 1/3 des
acutisations. Le plus souvent la phase d’accélération est discréte ou absente, les
aspects morphologiques et immunophénotypiques sont ceux d’une LAL typique. 11
S'agit dans la quasi-totalité des cas d’une LAL, CD 10+ (trés rares cas de LAL —
T) et sur le plan cytogénétique, diverses anomalies se surajoutent au chromosome
Philadelphie (23).

- Acutisation sdlon un mode myéloide: Correspond a environ 2/3 des
acutisations, I’installation est souvent plus lente, sur une durée de plusieurs mois.
Le tableau est parfois celui d’une LAM classique, avec ou sans différenciation
(myéloblastiqgue ou monoblastique), mais souvent la LAM est composite, avec
mélange de myéloblastes, de proérythroblastes et de promégacaryoblastes (23).

@ Pour la LLC: Le pronostic des patients avec LLC est trés variable et n’est
gu’imparfaitement prévisible. 1l sagit d'une maladie classiquement indolente sur de
nombreuses années, avec cependant une grande variabilité d'évolution allant jusqu'a
des formes tres agressives conduisant au déces en quelques mois. L'évolution vers un
lymphome B a grandes cellules sobserve chez 5 a 10 % des malades (syndrome de
Richter). L'identification de facteurs pronostiques précoces est donc un enjeu majeur
dans cette maladie. Deux classifications pronostiques anatomo-cliniques sont
couramment utilisées (classification de RAI et celle de BINET) (48).
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O- Traitements:

Les protocoles thérapeutiques modernes ont révolutionnés le pronostic des leucémies en
général et plus particulierement celui de laLAL de I'enfant, de la LAM promyélocytaire et la
LMC, c’est dansles LAM que les progres restent afaire (23).

La prise en charge classique comporte : un traitement symptomatique et un traitement de
fond.

Le traitement symptomatique: Qui consiste a palier les syndromes d’insuffisance
médullaire en sattaguant a la pancytopénie par des transfusion, ainsi qu'aux complications

infectieuses par une antibiothérapie appropriée.

Letraitement defond : Qui est basé sur une polychimiothérapie lourde dont la nature
et le protocole dépendent de I’identification précise de la maladie et de ses facteurs
pronostiques. Les drogues utilisées dites cytostatiques se répartissent entre antimétaboliques
directs (6-mercaptopurine, méthotrexate, cytosine arabinoside) et indirects (asparaginase),
alkylants (cyclophosphamide), antibiotiques (rubidomycine, adriamycine), poisons du fuseau
(alcaloides de la pervenche, vincristing, vinblastine), hormonaux (prednisone). Tous les
médicaments utilisés sont toxiques (a part la prednisone et dans une moindre mesure la
vincristine, sont aplasiants). (32).

La prise en charge moléculaire, plus spécifique est utilisée actuellement pour le traitement
de la LAM promyélocytaire et de la LMC, et constitue une perspective thérapeutique tres
prometteuse.



10- La cancérogenése des leucémies (leucémogénese) :

Dans les organismes pluricellulaires, chague cellule constitue une entité
morphologiquement et fonctionnellement distincte, mais qui reste toutefois, soumise en
permanence a des mécanismes de contrdle et de régulation extrémement rigoureux. Parfois,
les cellules échappent a ces systémes qui inhiberaient leurs multiplications et se comportent
ainsi comme des cellules embryonnaires primitives avec une incapacité partielle ou totale a
subir les transformations morphologiques et fonctionnelles qui devraient leur permettre de se
différencier, de se spécialiser en une cellule mature : c’est le cancer (49), (50).

La naissance d’un clone cellulaire dit « transformé » résulte de I'accumulation dans une
seule cellule d'événementsrares et non liés entre eux (mutations). Chaque étape correspond au
franchissement d'un des obstacles qui sopposent, physiologiquement et en permanence, au
développement d'une prolifération cellulaire anarchique. C’est un processus « multi étapes,
découpé en 3 phases critiques : initiation, promotion et progression (51), (42).

Les principales cibles des altérations génétiques responsables du cancer sont celles des
genes impliqués dans la régulation positive et négative de la prolifération, de la
différenciation, de la sénescence et de I’apoptose cellulaire ainsi que les genes responsables
du maintien de I’intégrité du génome (mécanisme de réparation de I’ADN, check points et
surveillance du déroulement de la ségrégation des chromosomes au cours de la mitose) (51).

Dans les cancers hématopoiétiques et lymphoides regroupant les leucémies et les
lymphomes, la prolifération est monoclonale, vérifiée dans de nombreux cas a l'aide de
marqueurs phénotypiques (le polymorphisme du géne G6PD) ou a l'aide de marqueurs
geénotypiques (étude du réarrangement somatique des génes des immunoglobulines ou des
récepteurs T) (52).

10-1- L es mécanismes moléculaires de la cancérisation :

La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les cancérisations repose
sur I’étude de deux grands types de genes : les oncogenes et les génes suppresseurs de tumeur.
Au niveau moléculaire, la cascade d'événements conduisant a la transformation maligne
comporte donc non seulement des étapes dactivation d'oncogenes impliquées dans la
régulation de la prolifération cellulaire, mais aussi, des phénomeénes de suppression de
blocages cellulaires de sécurité exercés en permanence par I'environnement cellulaire ou par
la cellule elle-méme (53).
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10-1-1- Les oncogenes :

Le proto-oncogene (c-onc) est un gene cellulaire, susceptible de devenir, par suite d’une
modification qualitative ou quantitative d’expression, un géne transformant capable de
conférer le phénotype cancéreux a une cellule normale eucaryote. Ces genes cellulaires
physiologiquement impliqués dans le contréle des processus de maturation, de division et de
différenciation cellulaire et dont [l'altération dite: «activation», peut entrainer la
transformation cellulaire maligne. L'altération oncogénique est responsable d'un gain de
fonction donc ces oncogénes agissent selon le mode dominant. En effet I'activation d'un seul

des deux alléles favorise I'apparition d'un cancer (54).

Pour caractériser un oncogéne il faut identifier : La protéine codée par ce proto-oncogéene
dans les conditions normales, le réle physiologique de ce proto-oncogéne et les modification
quantitatives ou qualitatives, pouvant transformer cette protéine normale en une protéine

oncogénique.

Les oncogenes sont répartis en 5 grandes classes en fonction des onco-protéines pour
lesquels ils codent : les facteurs de croissance, les récepteurs aux facteurs de croissance
généralement a activité tyrosine kinase (RTK), les protéines cytoplasmiques transductrices de
signaux, les protéines G: GTP (Guanosine Tri Phosphate) dépendantes, les facteurs de
transcription et les genes de contrdle de I’apoptose.

Les proto-oncogenes correspondent a des génes qui codent pour des protéines nécessaires
au développement, a la division ou a la survie des cellules normales. Les proto-oncogenes

peuvent se transformer en oncogénes de différentes facons :

- Par une mutation qui altére la séquence nucléique et la structure de la protéine, la rendant
plus stable, constitutivement activée ou lui conférant une nouvelle fonction.

- Par une mutation au niveau des séquences régulatrices ce qui induit une surexpression de
la protéine normale, une expression a un moment inhabituel dans le cycle cellulaire ou

encore une expression ectopigque dans un type cellulaire aberrant.

- Lors d'un réarrangement chromosomique, la régulation de l'expression du proto-
oncogéne normale peut se retrouver dans un environnement différent et provoquer une

surexpression de la protéine normale ou une expression atypique.
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- Lors d'une modification épigénétique, le promoteur d'un proto-oncogéne peut se

retrouver hypométhylé ce qui provoque I'expression de I'oncogeéne.

Ces différentes modifications peuvent participer a la dérégulation d'une cellule et au
développement d'un cancer. Actuellement, plus de 100 oncogénes ont été décrits dans les
hémopathies malignes humaines. Ces génes codent pour des protéines de fonctions tres
diverses dont le dysfonctionnement est responsable de la production d’une protéine de fusion
chimérique (exemple bcr-abl) ou de la surexpression d’une protéine oncogénique (voir
annexe ; voir tableau 9 et 10).

10-1-2- Les genes suppresseurs de tumeur :

Les anti-oncogénes aussi appelés genes suppresseurs de tumeur sont, dans les cellules
normales, des régulateurs négatifs de la division cellulaire; Ils empéchent ainsi une
prolifération excessive. Lorsgu’ils sont absents ou déficients, ils peuvent étre a I’origine de
certains cancers. Les mutations de ces génes sont généralement récessives car I'inactivation
des deux alléles est nécessaire pour latumorigenese.

Il existe plusieurs types de génes suppresseurs de tumeur, impliqués dans le développement
des hémopathies malignes : ceux responsables des contréles entre les étapes critiques du cycle
cellulaire, ce sont des points de contrdle de qualité ou « check point », qui ont pour but de
vérifier I’intégrité de la transmission d'ADN de la cellule mére vers les cellules filles (entre G
letS entreG 2 et M). Lesgenesde surveillance du cycle cellulaire et les genes de réparation
de ’ADN (organisés en 2 grands systémes: le systéme de réparation des mésappariements
MMR et |le systéme de réparation par excision de nucléotide NER) (55).

L altération d'un seul des deux alléles peut induire I'inactivation du second. Ceci peut étre

provoqué par :

- Une mutation qui altere la séquence nucléique et la structure de la protéine, la rendant
non fonctionnelle. Par exemple, la création d'un codon stop dans le cadre de lecture induit

la synthese d'une protéine tronquée.

- Une mutation au niveau des séquences régulatrices ce qui induit une perte d'expression
de la protéine normale.
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- Lors dun réarrangement chromosomique, le géne suppresseur de tumeur peut se
retrouver dans un environnement différent et provoquer une perte d'expression de la

protéine normale.

- Par une délétion de la région chromosomique contenant la séquence du géne suppresseur

de tumeur.

- Lors de modification épigénétique, la région régulatrice peut se retrouver hyperméthylée
et ne plus étre transcrite en ARNm.

10-2- Les méthodes d’analyse des anomalies cytogénétiques dans les
leucémies :

Les techniques de FISH (hybridation in situ en fluorescence) ont été utilisées pour
compléter le caryotype conventionnel. Ces techniques se sont développées depuis une
douzaine d'années gréce a la disponibilité de sondes moléculaires marquéees ou révélées par un
ou plusieurs fluorochromes qui shybrident sur les séquences homologues dans les
chromosomes (FISH sur métaphase) ou les noyaux (cytogénétique inter phasique). La
détection des signaux spécifiques se fait au microscope a fluorescence équipée de filtres
spécifiques de chacun des fluorochromes employés et le plus souvent couplé a une caméra et
un logiciel d'analyses d'images. Trois grands types de sondes sont utilisés en cytogénétique
hématologique : Sondes centromériques ou du bras long de ' Y et les sondes locus spécifiques
OuU séguence unique qui permettent de mettre en évidence des anomalies de structure
cryptiques comme les insertions de séquences de trop petite taille qui échappent au caryotype
conventionnel. Ces insertions sont mises en évidence dans 5 % des cas de leucémie myéloide
chronique ou de leucémie aigué promyélocytaire, elles correspondent le plus souvent a des
caryotypes normaux. Les techniques moléculaires peuvent mettre en évidence le transcrit
chimérique spécifique de la pathologie alors que la FISH montre des signaux de fusion
correspondant a la juxtaposition des genes impliqués. La nomenclature fait suivre la formule
chromosomique obtenue par le caryotype conventionnel du résultat obtenu par hybridation in
situ (ish). L’utilisation des sondes de peinture chromosomique reste réserver au cas les plus
complexes (56), (57).

Par la suite, la CGH ou techniques d'hybridation génomique comparative fondées sur
I'nybridation simultanée dun ADN normal de référence et d'un ADN tumoral a éudier,
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marqués par 2 fluorochromes différents et hybridés sur des métaphases normales. L'analyse
des rapports d'intensité entre les 2 fluorochromes au niveau de chague bande chromosomique
est effectuée par un logiciel et permet de mettre en évidence des régions délétées ou
amplifiées. La CGH est particulierement utile dans les pathologies ou I'index prolifératif est
faible et ou les délétions et les amplifications sont fréguentes comme les pathologies

lymphoides chroniques, qui dans lesquelles, s’accumulent des lymphocytes matures (58).

Le développement en paralléle des techniques damplification génique par PCR
(polymérase chain réaction) ont trés largement modifiées les pratiques, et, sans se substituer a
la cytogénétique, permettent une prise en charge fiable du diagnostic et du suivi de certaines
hémopathies. 1l peut sagir de PCR conventionnelle ou de PCR quantitative, appliquée soit a
un ADN génomique soit aun ADN complémentaire (59).

Le choix de la méthode dépend de la cible a étudier et de la localisation des points de
cassure sur I'ADN. Les cassures exoniques ou introniques trés regroupées pourront étre
analysées a partir de I'ADN. Les cassures introniques tres variables bénéficieront largement
de la maturation et I'épissage des ARN permettant d'amplifier la jonction anormale entre 2
exons gquelque soit la localisation des points de cassures dans les introns.

L'étude de la contrepartie moléculaire de ces réarrangements fournira les mémes
indications diagnostiques et pronostiques. Toutefois, alors qu'une étude chromosomique peut
identifier I'anomalie quelle qu'elle soit, une analyse moléculaire ne peut identifier que le
réarrangement précis pour lequel elle a été concue (56).

Elle représente une aide précieuse en cas d'échec cytogénétique ou de translocation
cryptique, mais son intérét principal repose sur la sensibilité des techniques d'amplification
qui vont permettre de quantifier les cellules tumorales et de suivre la maladie résiduelle avec
une précision bien supérieure a ce que permettent les analyses morphologiques,
chromosomiques ou la cytométrie en flux.

De fagon trés pratique, le recours a I'analyse moléculaire doit étre systématique dans le
cadre de certains protocoles thérapeutiques

« Recherche de la présence de 3 transcrits de fusion: BCR-ABL, MLL-AF4 et E2A-
PBX 1. Ce dernier est présent dans les LAL de I'adulte, a laquelle il faut gjouter la
recherche d'une fusion TEL-AMLI chez I'enfant et SIL-TAL dans les LAL T de
['adulte.
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* Suivi et évaluation quantitative du transcrits BCR-ABL dans les LMC traitées par les
anti-tyrosine kinases.

« Evaluation de la maladie résiduelle en fin dinduction dans la prise en charge des
LAL, le plus souvent par PCR quantitative sur un marqueur de clonalité (des
réarrangements de génes d'immunoglobulines ou des TCR).

En conclusion, les outils de biologie moléculaire, de plus en plus performants, sont venus
Sajouter aux outils de cytogénétique et de cytogénétique moléculaire, et le recours raisonné a
cet ensemble de techniques permet aujourd’hui une meilleure prise en charge des patients

porteurs d'une hémopathie maligne (60).

10-3- Les anomalies cytogénétique dans les leucémies :

10-3-1- Les anomalies cytogénétiques des LMC :

Dans plus de 95 % des cas de LMC, on trouve une translocation entre le chromosome 9 et
le chromosome 22 t (9; 22), conduisant a la formation du chromosome de Philadelphie. Les
autres patients (5 %) ont d’autres translocations ou réarrangements géniques plus complexes
aboutissant au méme résultat final : la fusion du géne ber présent sur le chromosome 22 avec
le gene abl présent sur le chromosome 9, mais non identifiable par les techniques de
cytogénétique (translocation cryptique). On la trouve dans les cellules des lignées rouges,
plaquettaires, myéloides et lymphoides, ce qui démontre que la LMC est une affection de la
cellule souche. La conséquence de la translocation t (9; 22) est la formation de la protéine de
fusion BCR-ABL qui est une tyrosine kinase cytoplasmique active (61).

Il sagit d'un réarrangement génétique au cours duquel la trés grande majorité des
séquences abl situées sur le chromosome 9 sont fusionnées a une région spécifique
(breakpoint cluster region ou ber) d'un géne situé sur le chromosome 22, le géne ber. Dans la
totalité des translocations t (9; 22), la cassure chromosomique au niveau du chromosome 22
seffectue a deux endroits:

- au cours de la LMC, la cassure a lieu au sein d'une région de 5 kb désignée sous le

nom de M-bcr (major breakpoint cluster region). La molécule dARN qui en résulte

ber-abl
apres épissage est traduite en une protéine de 210 kDa (p210 ) ).
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- au cours des LAL, seul le premier exon du gene bcer participe a la protéine de fusion,

donnant naissance a une molécule dARN hybride de 6,5 kb qui est traduit en une

. ber-abl
protéinede 190 kDa (p190 ).

Ces 2 anomalies sont parfaitement identiques et ne peuvent étres distinguées que par RT -
PCR (reverse transcriptase- polymérase chain réaction) (62).

En phase d’acutisation et sur le plan cytogénétique I’évolution clonale suit habituellement
la voie suivante : trisomie 8, iso (17q), doublement du Ph 1, et/ou trisomie 19. Quelques
patients suivent une autre voie d’évolution : monosomie 17 ou del (17p), anomalie du
chromosome 11, monosomie ou réarrangement du chromosome 7, plus rarement une

anomalie cytogénétique comparable a celle des LA (63).

10-3-2- Les anomalies cytogénetiques des LAM

Des anomalies chromosomiques clonales et acquises sont trouvées dans 50 a 70 % des
patients présentant une LAM de novo ; 59 % chez les enfants et 52 % chez les adultes. Les
techniques de haute résolution et les méthodes d'hybridation in situ ont permis d’augmenter ce
pourcentage et déceler des translocations cryptiques.

Les translocations récurrentes, anomalies spécifiquement associées a un type particulier de
leucémie, sont rencontrées dans 35 a 40 % des LAM avec anomalies clonales. Le taux et le
type d'anomalie décelés dépendent de I'age (64).

a- Lesanomalies de structures (translocations) ; Peuvent étres diviséesen :

- Translocations cytogénétiques récurrentes fréquentes ou quasi-spécifiques des
LAM : On rencontre souvent : la t(8; 21)(g22; g22) dans les LAM avec maturation
(LAM 2), la translocation t(15,17)(022;q12-21) et ses variantes dans la leucémie aigué
promyélocytaire (LAP) ou LAM 3, les remaniements du chromosome 16
inv(16)(p13g22) ou t(16; 16)(p13g22) dansles LAMM avec €osinophilie médullaire (M
4 Eo). Des remaniements de la bande chromosomique B observés dans 5 & 6 % des
LAM et dans 50 % des LAM 5, le plus souvent a différentiation monocytaire; soit LAM
5a ou les monoblastes sont immatures et de grandes tailles, soit LAM 5b ou les
monoblastes sont plus différenciés avec des monocytes et des promonocytes (65).
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- Transglocations récurrentes rares des LAM: On retrouve souvent : la
t(1;22)(pl3;q13) dans les LAM 7 a mégacaryoblastes, et qui est restreinte a I'enfant de
moins de 1 an. les anomalies du chromosome 3 (inv(3)(g2l;926), t(3;3)(g2l;g26),
t(1;3)(p36;92l)) représentent environ 2 % des LAM et moins de 5 % des LAM de
I'adulte. La t(6;9)(p23;g34) retrouvée dans les LAM 2 et la LAM 4 a composante
basophile, la translocation t(8;16)(pll;pl3) observée dans les LAM 5 avec
érythrophagocytose. Lat(9;22)(g34; g11), ou chromosome Philadelphie, observée dans
environ 3 % des LAM ,c’est laméme translocation que celle trouvée danslaLMC et les
LAL. Elle est souvent en mosaique avec des cellules normales et est de mauvais
pronogtic, dans 85 % des cas, les LAM sont classéesM 1, M 2 ou M 7 mais tous les
types (sauf LAP) ont été observés. Cette anomalie représente 33 % des anomalies
observées dans les LA bi phénotypique de l'adulte (LAM 0 avec marqueurs
lymphoides), associé dans 30 % des cas & une monosomie 7. D’autres translocations
encore plus rares impliquant la région 11 p15 observées dans des acutisations de LMC
ou dans les LAM secondaires. Des translocations 12p13 sont observées dans 5 % des
LAM et SMD. La translocation t(16; 21)(p11;922) ; anomalie non aléatoire des LAM
avec morphologie variable (M 1, M 2, M 4, M 5, M 7) et des LMC acutisées. La t(16;
21)(g24; g22), anomalie rare mais réccurente trouvé majoritairement dans les LAM
secondaires avec des sous types varies (M 1, M 2, M 4, M 5 M 7). Dautres
translocations ont été observees : t(X;6)(p11;023), 1(1;7)(p36;934), t(1;18)(925;023),
t(1;19) (923;p13), t(5,14)(933,932) (65).

b- Lesanomaliesde nombre:

- Les délétions totales ou partielles: La délétion interstitielle du bras long du
chromosome 5 ou la perte d'un chromosome 5 est une anomalie fréquente dans les SMD
et les LAM, observée dans les LAM de novo (7 % des caryotypes anormaux), rarement
isolée, et souvent secondaire a un traitement ou a une exposition toxique, et retrouvée
dans les formes indifférenciées, souvent classees M 0. La délétion intertitielle du bras
long d'un chromosome 7 ou la perte d'un chromosome 7 est une anomalie récurrente des
désordres myéloides, retrouvée chez 10 % des patients présentant un syndrome
myélodysplasique ou une LAM de novo, souvent classées M 4 ou M 7, elles sont tres
souvent secondaires. Les autres délétions concernent le bras court du chromosome 3 et
sont observées dans 2,9 % des LAM. La délétion du bras long du chromosome 9,
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anomalie secondaire fréquente dans les LAM 2, avec souvent la t(8;21) comme
anomalie primaire, isolée elle peut étre retrouvée dans tous les sous-types de LAM (2
%). La délétion du bras court du chromosome 12 est moins fréquente dans les LAM (5
%) que dans les LAL, elle est observée dans 20 & 55 % des LAM a composante
monocytaire (M 4 et M 5), et et souvent associée a des caryotypes complexes avec
anomalies du chromosome 5 et une trisomie 8. La délétion du bras court du
chromosome 17 est observée dans 3 a 4 % des LAM, elle serait corrélée avec une
dysgranulopoiése danslesLAM (M 2 et M 6) et les SMD (65).

- Lestrisomies: Identifiées dans 10 % des LAM avec anomalies cytogénétiques, les
trisomies isolées comme les trisomies 13 et 21 représentent un facteur pronostique
indépendant, mauvais en premiére rémission. D'autres trisomies (4, 14, 15,19, e 22)
sont rencontrees.

La trisomie 8, la plus fréguente des trisomies rencontrées dans les LAM, représente
10 a 15 % de toutes les anomalies observées dans les LAM. Elle est observée dans les
différents sous-groupes (M 1 a M 7). Elle représente I'anomalie secondaire la plus
fréquente dans les LAM (1/3 des cas) ; dans 5 a 10 % des cas, €elle est associée a
I'inv(16), 20 % associée alat(9 :11)(p22 ;g23), 15 % alat(3 ;19)(g23 ;pl3), 10 v ala
t(6 ;11)(q27 ;923), dans les LAM la trisomie 8 isolée est considérée comme de
pronogtique intermédiaire. Les tétrasomies ou pentasomies 8 sont observées dans les
LAM monocytaires (M 4 ou M 5) de novo ou secondaires.

Latrisomie 21 isolée, représente 1 % des anomalies des désordres hématopoiétiques
et 2,5 % de I'ensemble des anomalies rencontrées dans les LAM. La trisomie 22 est
souvent associée a une inversion du 16.

Les autres trisomies : la trisomie 4 décrite dans les différents sous-types de LAM, la
trisomie 9 décrite comme anomalie primaire ou secondaire dans différents sous groupes
(M 2, M 4, M 5), latrisomie 10 rapportée dans 15 cas de LAM avec marqueurs CD 7+
et CD 33+ dans différents soustypes (M 0, M 1, M 2 et M 6). La trisomie 11 isolée
représenterait 2 % des anomalies dans les LAM de différents phénotypes (MI, M 2, M
4),

Latrisomie 13 a été identifiée dans tous les sous-types de LAM, sauf lesM 6 et M 7, et
plus fréguemment dans les LAM 0. La trisomie 14 est retrouvée dans des divers
désordres myéloides avec tous les sous-types. La trisomie 15 est rare, mais a déja été
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observée, seule ou associée a une perte chromosomique. La trisomie 19 est observée
isolément ou plus particulierement comme anomalie secondaire, et serait plus fréquente
danslesLAM 7 (65).

- Les trisomies partielles : Sont le plus souvent liées a la présence de translocations
désequilibrées, conduisant a des trisomies partielles, souvent associées a des
monosomies partielles. L'exemple classique est celui du del(7), par t(1;7) dicentrique ou
non, correspondant a une trisomie Iq et une monosomie 7q .Cette anomalie a été trouvée
dans 30 % des LAM précédées d'un SMD (65).

10-3-3- Les anomalies cytogénétiques des leucémies lymphoblastiques
aigues :

Des anomalies chromosomiques clonales sont retrouvées dans la majorité des cas de LAL ;
80 % chez I'enfant et 70 % chez I'adulte. Elles ont une valeur pronostique indépendante qui
rend le caryotype indispensable avant la mise en route du traitement car il conditionne la
thérapeutique. Bien que les techniques du caryotype soient particulierement difficiles dans les
LAL, le taux de réussite des caryotypes sest considérablement amélioré au cours des
dernieres années. D'autres techniques comme la FISH et la RT PCR sont des compléments
indispensables du caryotype car celui-ci peut étre dinterprétation difficile dans cette
pathologie. On distingue des anomalies de nombre et des anomalies de structure bien que ces
deux types d'anomalies soient parfois associés (64).

a- Lesanomalies de nombre:

Des anomalies de hombre isolées ou associées a des anomalies de structure sont présentes
dans environ 50 % des LAL. Dans les LAL de I'enfant et de I'adulte, neuf groupes de ploidie,

peuvent étre définis a partir du caryotype diploide normal a 46 chromosomes :

- Hypodiploidie (41 a 45 chromosomes) : Plus de 80 % ont un nombre moda a 45
chromosomes. En dehors de la perte de I'un des chromosomes sexuels (I’Y essentiellement),
les chromosomes fréquemment impliqués sont les chromosomes 7, 9, 12, 17 et 20.

- Near-haploidie (25 a 29 chromosomes) : La majorité des chromosomes est sous forme
monosomique, mais la disomie est conservée pour les chromosomes 8, 10, 14, 18, 21 ainsi

gue les chromosomes sexuels.



- hypodiploidies sévéres : Le profil cytogénétiqgue des hypodiploidies sévere n'est pas
aléatoire. Les chromosomes 3, 7, 13, 15 e 17 sont habituellement monosomiques et les
chromosomes 1, 6, 8, 11, 18, 19,21 et les chromosomes sexuels disomiques.

- hyperdiploidie (47 a 50 chromosomes) : Représente environ 15 % des caryotypes des
enfants ou des adultes, associés dans 50 % des cas a des anomalies de structure, Lestrisomies
8, 18, 19 e 21 sont les plus fréquentes, de répartition équivalente dans les LAL B ou T et de
pronogtic intermédiaire. La trisomie 8 isolée est considérée comme une anomalie récurrente

raredanslesLAL T.

- hyperdiploidie a plus de 50 chromosomes (51 a 65 chromosomes) : Représente environ
25 % des LAL chez I'enfant, 7 % chez I'adulte. Les chromosomes trouvés a I'état trisomique,
les plus fréquemment impliqués sont les chromosomes 4, 6, 10, 14, 17. 18, 21 et X ; on trouve
fréguemment quatre copies du chromosome 21.

- Near-triploidie (64 a 78 chromosomes) : Trés rare chez I'enfant (< 1 %), mais pouvant
atteindre 3 % chez I'adulte &gé, ce type d'hyperdiploidie est caractérisé par un profil non
aléatoire et correspond a une duplication d'une forme « hypodiploidie sévere ». Les
chromosomes 3, 7, 15 et 17 sont fréquemment a I'état disomique et les chromosomes |, 6, 8,
11, 18, 19, 21 et 22 al'état tri ou tétrasomique.

- Near-téraploidie (82 a 94 chromosomes) : Groupe rare (1-2 %) résulterait de
I'endoduplication d'un clone pseudodiploide ou hyperploide. Plus fréquente dans les LAL de
lalignée T que B.

- Pseudodipoidie (46 chromosomes) : Groupe hétérogene, plus élevé chez I'adulte que chez
I'enfant (59 % et 42 %, respectivement) (66).

b- Lesanomaliesde structure:

- Dans les LAL de phénotype B : Les plus importantes sont : la translocation (9, 22)(q34;
g11) ou chromosome Philadelphie, la translocation (4;11)(g21:923) retrouvée dans 85 % des
LAL et survenant avant I'age de 1 an, la translocation (1;19)(g23;p13) retrouvée avec une
fréquence quasi-identique (environ 5 %) dans les LAL de l'adulte et de I'enfant, la
translocation (12; 21)(pl3; ¢22) invisible en cytogénétique conventionnelle, car son
diagnostic nécessite la FISH et la translocation (8;14)(g24; g32) avec ces rares formes
variantes : t(2;8)(p13;q24) et t(8;22)(q24;911) retrouvées dans le lymphome de Burkitt et les
LAL type Burkitt correspondant aux LAL L 3 de la classification FAB (66).
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- Dans les LAL de phénotype T : La majorité des translocations impliquent les génes du
récepteur T codant pour la chaine alpha (TCR A), la chaine delta (TCR D) et la chaine béta
(TCR B) située en 7g35. Ces translocations sont retrouvées dans 30 % des cas de LAL-T. Les
translocations impliquant la bande 10024, les translocations (11;14)(pl3;q11) et (11;14)
(p15;911) qui représentent 7 % des caryotypes anormaux dans les LAL-T I'enfant et 5 % de
ceux de I'adulte, les réarrangements impliquant la bande 1p32.

D’autres translocations n'impliquant pas ces genes : la translocation (10; 11) (pl12; ql3)
retrouvée dans 4 % des LAL-T de I'enfant et 5 % de celles de I’adulte, la translocation (5; 14)
(035; g32) présente dans environ 22 % des LAL-T de I'enfant et 13 % des LAL-T de l'adulte
(66).

- Les anomalies de structure non spécifiques d'un phénotype B ou T : |l Sagit le plus
souvent d'anomalies secondaires a des types de délétions partielles du bras long du 6 (6g-), du
bras court du 9 (9p-) ou du 12 (12p-) ou plus rarement isochromosomes (iso 9q, iso 17q, iso
2lg), qui eux aussi, entrainent une perte de matériel chromosomique (respectivement 9p, 17p,
21p) mais aussi un gain (respectivement 9q, 17q, 21q). Par ailleurs des amplifications de
matériel génétique, comme les amplifications du 21022, correspondent a des images
cytogénétiques de type hsr (homogeneously staining regions) ou mar (pour marqueur c'est-a-
dire chromosome non identifié) (66).

10-3-4- anomalies chromosomiques danslaLLC :

La LLC a longtemps résisté a I'analyse chromosomique conventionnelle a cause de son
faible index mitotique (de I'ordre de 1 %) et de I'accumulation des cellules en phase de repos
(G 0). En effet, malgré I'introduction de cultures longues (72 a 96 h) en présence d'agents
mitogénes des lymphocytes, seuls 40 a 50 % des cas étudiés présentent des anomalies
chromosomiques clonales.

Malgré ces difficultés, quelques études pionnieres ont, non seulement clairement démontrés
le caractére non aléatoire des anomalies chromosomiques, mais ont contribués a la
caractérisation des LLC, en identifiant des anomalies récurrentes voire quasi spécifiques dans
le contexte des hémopathies lymphoides B chroniques : gain d'un chromosome 12 (trisomie
12), délétions partielles ou translocations impliquant les chromosomes 6, 11, 13 et 17, et plus
rarement anomalies structurales affectant le chromosome 14 dans la bande 14932, au locus

des génes codant pour les chaines lourdes des immunoglobulines (67).
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- Déétions ou translocations affectant la bande 13914 : Observées par FISH chez
55 % des malades (67).

- Déétions 11g22-23 : Sobservent chez environ 20 % des patients au diagnostic (67).

- Trisomie 12 : Isolée, a été la premiére anomalie récurrente décrite dans la LLC et
longtemps considérée comme I'anomalie cytogénétique la plus fréquente. Une trisomie 12 est
rapportée dans 7 a 25 % des LL C par étude cytogénétique conventionnelle et dans 11 a 20 %
des LLC par FISH. Par ces techniques FISH, la trisomie 12 est seulement la troisiéme

anomalie la plus fréquente aprés les anomalies du 13 et du 11 (67).

- Délétiondtranslocations du bras court du chromosome 17 : Observées dans 4 %
descasde LLC, elles sont responsables de la perte de la bande 17p13 (67).

- Déétiong/translocations du bras long du chromosome 6 : Comptent parmi les
anomalies secondaires les plus fréguentes dans les pathologies lymphoides chroniques. Leurs
incidences dans la LLC sont évaluées a 6 % sur des données obtenues par cytogénétique
conventionnelle. Ces études distinguent deux points chauds de cassures, 6015 et 6g23. Les
études FISH ne retrouvent pas une incidence tres différente : 7 % (67).
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Matériel et méthodes:

1- Matérid :

- Automate pour analyse hématologique.

- Incubateur pour culture cellulaire (étuve) avec une pression de CO, modulable.

- Hotte aflux laminaire vertical.

- Centrifugeuse a grande vitesse.

- Bain marie thermostaté 4 100° C +/- 0,1° C.

- Réfrigérateursa 4° C, un congélateur a— 20° C.

- Microscope optique (Zeiss) équipé d’un systéme d’acquisition d’image, relié a un ordinateur
muni d’un systéme de traitement d’image (logiciel BandView™ EXPO 2.0 mis au point par
Applied Spectral Imaging).

- Pipettes de 1000 (réglable) ,100 et 50.

- Pointes standard en boites.

- Pointes stériles en plastique.

- Lames et lamelles de microscope.

- Tubes de cultures en plastique jetable.

- Tubes de centrifugation en plastique jetable.

2- Réactifs:

- May-Grunwald.

- RPMI 1640 sans bicarbonate, sans L-Glutamine.
- Solution de bicarbonate de sodium 7,5 %.
- Streptomycine.

- Pénicilline.

- L-Glutamine (200 mM).

- Sérum humain.

- Colchicinea20mg/ I.

- PHA C (phytohémagglutinine C).

- Héparine sodium Salt.

- Kcl (chlorure de potassium) a 5,6 g/l.

- Giemsa liquide.
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- Méthanol.

- Acide acétique glacial.

- Huile aimmersion.

- Milieu EBS (Earl Balanced Salt).

- phosphate de sodium anhydre (NagHPO,).

3- Méhodologie:

Il s’agit d’une étude descriptive réalisee au niveau du laboratoire d’hématologie et de
biologie génétigue du CHU Constantine, respectivement pour |’étude hématologique et
cytogénétique, des patients atteints de leucémie. Cette étude a concerné tous les patients chez
lesquels une leucémie (LAM, LAL, LMC ou LLC) a été diagnostiquée entre le O1 janvier et le
01 juin 2005.

- Analyse hématologique :

Réalisation d’un hémogramme, aussi appelé formule numération sanguine (FNS), qui a
pour buts de quantifier (numération) et de qualifier (frottis sanguin érythrocytaire,
leucocytaire et plaquettaire) les éléments figurés du sang.

Réalisation du myélogramme ; il s’agit d’une étude quantitatif (numération) et cytologique
(qualitatif) du frottis médullaire obtenu par ponction et aspiration de la moelle osseuse.
Réalisation d’un bilan biochimique.

- Analyse cytogénétique :

Appliquer la technique du caryotype simple réalisée sur prélevement sanguin (sans
dénaturation), actuellement en utilisation (pour le diagnostic de la trisomie 21 et les
ambiguités sexuelles) sur des prélévements de sang de patients leucémiques, et permettant de
révéler uniquement des anomalies de nombre, ainsi que certaines grosses délétions.

Mettre au point la technique du banding —R (reverse) avec dénaturation par la chaleur,
également réalisée sur prélévement sanguin, et qui permette un examen plus fin du caryotype
(translocations et délétions) ,idéal pour |’analyse cytogénétique des leucémies.

Mettre au point latechnique du caryotype simple et du banding —R réalisée sur prélévement
de moelle osseuse.
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3-1- Prélevements::
- Prélevement pour laréalisation de I’hémogramme :

- Il seréalise par ponction veineuse franche, chez un sujet qui n’est pas ajeun.
- Le prélévement se réalise sur tube contenant comme anticoagulant un chélateur du calcium
(EDTA : Ethyléne acid Diamino Tétra Acétae), le mélange sang-EDTA doit ére complet
(mouvements répétés de retournement du tube).
- L'EDTA occasionne parfois une agrégation plaquettaire. 1l en résultera une fausse
thrombopénie si le nombre de plaquettes est mesuré par I’automate. En cas de suspicion, les
plaquettes devront alors étre recomptées aprés prélévement sur un anticoagulant citraté.
- En cas de prélevements multiples, ceux destinés aux analyses hématologiques
(hémogramme et coagulation) doivent étre réadisés en premier afin d’éviter un début
d’activation des phénomenes d’hémostase a I’intérieur de I’aiguille du prélévement.
- Les préléevements ne doivent pas étre réalisés dans une veine perfusée ou a partir d’une ligne
de perfusion (risque de dilution du sang par le produit de perfusion).
- Les tubes sont calibrés pour des prélevements de 5 ml, mais, en cas de préléevements en
micro méthodes pour nourrisson et petit enfant, les tubes sont de 1 ml (I’automate d’analyse
hématologique utilise un échantillon de 100 pl).

- Prélevement pour la réalisation du myélogramme :
- La ponction est réalisée au niveau d’un os en activité hématopoiétique (Ia moelle rouge des
épiphyses, des os longs, et celle des os plats représente une organe hématopoiétique diffus,
doué d’une importante activité).
- Le sternum chez I’adulte; il est réalisé environ un doigt en dessous du creux sus sternal, a
I’aide d’un trocart jetable pour ponction sternale.
- L’épine iliaque postéro supérieure chez I’enfant, ou plus rarement, en épine iliaque
antéropostérieur, sous anesthésie locale.

L anticoagulant est une solution SSPP (solution stable de protéines plasmatiques
correspondant en pratique a une solution d’albumine humaine a 5 %) contenant de ’EDTA a
5 mg/ml et de I’héparine araison de 5 U/ml.

- Une seringue plastique de 20 ml contenant 2 ml de solution anticoagulante SSPP-EDTA est
des lors adaptée au trocart et une ponction aspiration cytologique est réalisée .L’aspiration
réguliére retire au plus 1 cm?® de moelle osseuse de fagon a ne pas diluer le prélévement.
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- Le délai de réalisation du myélogramme ou de culture de moelle ne doit pas excéder 1 h a

température ambiante, 8 h si le produit est conservé a4° C.

- Prélevement pour I’ étude cytogénétique :

Les prélevements doivent étre effectués selon une procédure précisant les conditions de
prélevement, de recueil et de conditionnement des échantillons. Pour la cytogénétique ; 2
conditions sont de rigueurs:

- Les échantillons doivent étre recueillis stérilement.

- Le laboratoire doit ére prévenu de I’envoi d’un échantillon, dans la mesure du possible
avant son prélevement, afin d’en optimiser les conditions de recueil.

- 2 a5 ml de sang seront prélevés stérilement sur héparine (I’héparine de lithium est
I’anticoagulant de choix, on a utilise par la suite I’héparine de sodium selon les
recommandation du GFCH (Groupe Francais de Cytogénétique Hématologique), I’utilisation
de 'EDTA est déconseillé) faiblement dosée (10 a 20 U/ml de sang). Le sang peut étre
conservé a 4 ° C jusgu'a la certitude d'avoir obtenu une culture permettant la réalisation du
caryotype (une durée maximale de 4 jours).

- On doit vérifier I’aspect anormal de I’échantillon, quantitativement et qualitativement

(aspect lagué, dilué, présence de caillots, volume insuffisant ...).

3-2- Hémogramme :

L’hémogramme est un examen automatisé qui informe sur la numération érythrocytaire
(RBC : Red Blood Count), leucocytaire globale (WBC : White Blood Count), plaquettaire
(PLT) e laformule leucocytaire qui indique la représentativité de chaque lignée. Il permet de
préciser le degré d’envahissement du sang par des cellules médullaires immatures : blastémie
et myélémie; ce qui est un paramétre tres important pour la distinction entre les diverses
formes de leucémies.

L’hémogramme donne d’autres indications permettant de définir un globule rouge par : son
volume (MCV : Mean Corpuscular Volume — Volume globulaire moyen), sa teneur en poids
d’hémoglobine (MCH : Mean Corpuscular Hemoglobin — contenu moyen du GR en Hb) et la
concentration en hémoglobine du globules rouges (MCHC : Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration — concentration moyenne Hb des GR), ainsi que I'hématocrite (Hct) qui
exprime le rapport volume globules rouges/volume du sang tota et le taux d’hémoglobine
(Hb) en g/dlI.
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3-3- Cytologie et frottis sanguin :

L’examen du frottis de sang au microscope par |I’adl constitue un complément essentiel du
comptage par automates. L’étude morphologique des éléments figurés du sang est réalisée par
I’étalement d’une goutte de sang sur une lame de verre, suivi d'une fixation et coloration au
MGG. Latechnique est réalisée comme suit :

Learme Lameslle

P m tact lam
S Vise en contact lamelle / sang

1|2

O

Realsation du frotis

Figure 3: Larédisation du frottis sanguin (Lacombe C, D1 — Hématologie 2005 — 2006.)

1- Fixation : Lalame du frottis est placée sur un support horizontal au dessus d’un bac
de coloration. On verse sur la lame 15 gouttes de colorant May-Griinwald pur de fagon
arecouvrir complétement le frottis. On laisse agir 3 minutes.

2- Coloration au May-Griunwald : On gjoute autant des gouttes d’eau neutre que de
gouttes du colorant, le mélange est rapide, on laisse agir pendant 2 minutes. Pendant ce
temps, on doit préparer la dilution du Giemsa, préparation extemporanée de 3 minutes
auparavant. Pour cela, il faut introduire 20 cm® d’eau neutre dans une éprouvette
graduée, et gjouter 30 gouttes de colorant de telle maniére que celui-ci reste a la surface

de I’eau neutre. On rejette ensuite le colorant par un jet d’eau neutre.

3- Coloration au Giemsa: On verse le contenu de I’éprouvette dans une boite de

Laveran. Dés que la lame est préte, on mélange en agitant doucement (le pouvoir
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colorant est maximum au moment du mélange). On dépose ensuite la lame (frottis en
dessous) dans la boite, on laisse agir pendant 20 minutes (Giemsa lent) et on rince aprés

sous un jet d’eau neutre.

4- Séchage : On laisse secher la lame & I’air, en position inclinée, aprés avoir essuyé la
face inférieure de la lame avec du papier filtre. On attend au moins 5 minutes avant

I”’examen microscopique du frottis.

Les réactions cytochimiques avec certains colorants spécifiques permettent de définir, le
plus souvent, les soustypes de LAM et LAL : myéloperoxydase (MPO) et estérase, des
colorants spécifiques pour les cellules des lignées myéloides et lymphoides, respectivement.
C’est I’une des bases de la classification FAB (en complément de la cytomorphologie), mais
non utilisée au niveau du service d’hématologie du CHUC (voir en annexe, le tableau sur la

classification FAB des leucémies aigues).

3-4- Cultures cdlulaires:

- La mise en culture se fait dans des flacons du type Falcon avec le milieu de culture
RPMI (sans L- glutamine), c’est un milieu de culture fournit prét a I’emploi, mais qui
nécessite une dilution de I’ordre de 1/10. Un minimum de deux cultures indépendantes est
requis pour réaliser un caryotype.
- La composition du milieu de culture RPMI natif, appelé également milieu de Moore
(référence : RPMI-1640 medium 10 x, sterile filtered, endotoxin tested. SIGMA) est indiqué
dans |'annexe.

Composition du milieu de culture RPMI prét a I’emploi (préparé avant utilisation ex

tempérament ou utilisé en aliquotes congelés a-20° C) :

- milieu de culture RPMI natif : 5 ml.

- bicarbonate : 1,350 ml.

- 1 goutte de pénicilline (antibiotique).

- 1 goutte de streptomycine (antibiotique).

- 50 ml en gsp (en quantité suffisante pour) d’eau distillé stérile.
- 7 gouttes de NaOH pour gjuster le pH.
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Cela nécessite normalement I’utilisation d’un pH metre, mais cette derniére pourrait
contaminer le milieu de culture. On ajoute des gouttes successives de NaOH et on note le
virage de couleur jusgu'a obtenir une teinte dite "épluchure d’ognon" (marron plus ou moins
foncé). Le volume de 6 gouttes est une simple appréciation, qui a donné de bons résultats.

Composition du milieu de culture de I’ utilisation :
- milieu de culture RPMI prét al’emploi : 6,5 ml.
- serum de veau fodal : 1,5 ml.
- PHA C (phytohémagglutinine) : 100ul (lyophilized powder to be solubilized with
sterile demineralised water. BIOSEPRA).
- héparine: 50 pl.
- le sang (I’échantillon) : 200 pl.

Le sérum de veau foetal (trés chere, sera remplacé par le sérum humain, de sérotype O, et
qui a donné de bons résultats) nécessaire a chaque opération sera mis a part dans des flacons
et congelé a - 4 ° C dans le congélateur classique (aliquotes). A I’utilisation, il sera décongelé
dans|’étuve a 37 ° C.

La PHA C est un mitogene ; ultérieurement en réalisant des cultures cellulaires avec du
sang de leucémique, il faut penser a enlever ou adapter la concentration de ce facteur. Comme
les cellules cancéreuses ont perdu leur capacité de réguler leurs divisions, ils peuvent croitre
en absence de tout gimulus ; besoin physiologique in vivo et facteurs externes mitogéene in
vitro.

La culture est réalisée sur des flacon du type Falcon, elles sont disposés horizontalement
dans une étuve a 37° C, pendant 72 heures (cultures bréves plus facile a réaliser, la culture a
long terme N’est pas intéressante ici puisque le but ; c’est d'avoir des divisions).

L’ observation des cultures sous microscope aprés 72 h n’est pas nécessaire, les
manipulations pour I’obtention du caryotype seront entamées directement.



3-5- Caryotype standard : arrét des mitoses, fixation, étalement et

observation :

- Arrét desmitoses:

On sort les cultures de I’étuve, elles sont restées 72 heures. Le blocage des mitoses en
métaphase se fait par ajout de la colchicine a 150 pul. La colchicine est fournie au laboratoire
sous 2 formes::

- En solution (eurobio) : préte al’emploie.
- En lyophilisat (sigma, 500 mg, appreciatively 95 % HPLC, plant cell culture tested) :
nécessite une préparation.
- On remet les tubes dans I’étuve a 37° C apres addition de la colchicine, pendant 1 heure 30
en position horizontale pendant que la colchicine puisse agir.
- On centrifuge les tubes a 1500 tours/minute, pendant 5 minutes.

- Choc hypotonique::
- On jette le surnageant et on gjoute 0,5 ml de Kcl a 5,6 g/l pour réaliser le choc hypotonique,
par des agitations tout d’abord doucement jusqu'a dissolution totale du culot, puis
vigoureusement et on termine cette étape en complétant en gsp jusqu'a’s ml.

- On remet ensuite & I’étuve & 37° C pendant 20 minutes en position horizontale.

- Préfixation :
- On prépare la solution de fixation qui est un mélange de méthanol et d’acide acétique, avec
des proportions de 3 V de méthanol et 1 V d’acide acétique. Le volume de la solution de
fixation a mettre n’est pas important, cette étape est appelée préfixation ; ce n’est qu’un
simple lavage permettant d’éliminer le reste du Kcl.
- On mélange puis on centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes.

- On jette le surnageant.

- fixation :
- La 1'®® fixation se fait en ajoutant 0,5 ml de la solution de fixation puis on mélange tout
d’abord doucement jusgu'a dissolution totale du culot, et on compléte ensuite en gsp jusqu'a s
ml. On laisse pendant 20 minutes a I’air libre (un volume en gqsp jusgu'a 5 ml indiqué par une
graduation sur le tube). On centrifuge a 1500 tours/minute pendant 5 minutes et on verse le
surnageant.
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- La 2 "®™ fixation se fait en ajoutant 0,5 ml de la solution de fixation puis on mélange tout
d’abord doucement, jusqu'a dissolution totale du culot, et on compléte ensuite jusqu'a un
volume en gsp jusqu'a 5 ml. On laisse pendant 20 minutes a I’air libre. On centrifuge a 1500
toursminute pendant 5 minutes et on retire le surnageant avec une pipette en laissant comme
méme de 0,5 a 1 ml: un volume proportionnel avec la quantité du culot cellulaire. Ce
parametre aura son importance par la suite sur la détermination de la densité des lames en

noyaux.

- Observation :
- On mélange jusgu'a dissolution du culot dans le surnageant (c’est en quelque sorte une
dilution des mitoses observable sous microscope).
- Avant I’étalement, on doit apprécier la bonne marche de la manipulation jusgu’ici. Cela se
fait sous microscope optique. On dépose 5 gouttes séparées de la préparation sur chague lame,
les lames sont séchées a I’air libre ou par passages rapides et successives sur un bec. On
colore par le Giemsa dilué au 1/20, le colorant est déposeé sur la lame jusqu'a couvrir toute sa
surface. On laisse le colorant agir pendant 20 minutes et on rince ensuite les lames a I’eau de
robinet.
- Sous microscope, on voit les chromosomes en métaphase et on essaye de repérer les bonnes
mitoses avec des chromosomes bien visibles, structurés et individualisés. Dans le cas
contraire, il faut tout recommencer (a partir du méme prélévement ou d’un autre si celui-ci a
été fait plus de 3 jours auparavant).
- Si tout va bien, on varéaliser I’étalement. On dépose 2 gouttes de la préparation sur chaque
lame, les lames sont sechées a I’air libre ou par passages rapides et successives sur un bec. On
colore par le Giemsa dilué au 1/20, le colorant est déposeé sur la lame jusqu'a couvrir toute sa
surface. On laisse le colorant agir pendant 20 minutes et on rince ensuite les lames a I’eau de
robinet.

NB :

Pour chaque prélévement on a lancé 2 cultures et pour chaque culture traitée avec succés on
aura 6 lames au minimum; c’est juste une question de sécurité. Si I’une échoue, I’autre peut
toujours servir. Pour les échantillons dans lesguelles les mitoses ne sont pas bonnes, on fait un
maximum de lames pour élargir le champ de recherche et augmenter la probabilité de trouver
de bonnes mitoses.
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- Les lames sont marquées avec un crayon diamant.
- Lacoloration des lames se fait avant ou apres vieillissement.
Les lames sont rincées et mis a I’air libre pour ce qu’on appelle: le vieillissement. On les
dépose dans une boite, hermétiquement fermée, avec de multiples rangées.
La date a laquelle s’est faite la confection de ces lames doit étre notée afin de connaitre la

durée du vieillissement; Parametre qui aura son importance par la suite sur I’étape du banding.

3-6- R-banding :

Pour réaliser le banding, il faut :
- Des lames avec de bonnes mitoses.
- Milieu EBS fournit dans des flacons de 500 ml, et qui va pour I’utilisation étre dilué
au 1/10 avec de I’eau ditillé.
- Phosphate de sodium anhydre (Na;HPO,) sous forme de poudre pour équilibrer le pH
du milieu de dénaturation jusqu'a 6,5. De tres petites quantités sont gjoutées et le virage
du pH est surveillé par le pH-métre. Cela peut prendre beaucoup de temps (30 a 40
min).

Les lames vielles seront hydratées dans de I’eau distillé avant la dénaturation ; la durée
n’est pas précisé (un minimum de 10 min). Le temps de dénaturation n’est pas fixé (de 45 min
a 70 min) dans un bain marie a 87° C.

Le temps de dénaturation est un facteur essentiel de la réussite de cette technique, et
I’obtention de bandes R, identifiables et surtout reproductibles. Ce temps varie en fonction de
2 parametres :

- Larichesse des lames.

- Ladurée du vieillissement.
La réalisation de la dénaturation se fait avec une série de 7 lames; on retire la premiére

aprées 45 min, et ensuite une lame toute les 5 minutes. On les colore apres par le Giemsa

(comme précédemment).
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Résultats:

1- Malades:

Notre étude a porté sur 50 cas d’hémopathies malignes, parmi lesquelles, nous avons pu
sélectionner 24 cas de leucémies tous types confondus. Les prélevements sanguins de chacun
d’eux ont éé soumis a une investigation hématologique, biochimique et cytologique. Puis,
nous avons réalisé une étude cytogénétique de chacun des patients et nous avons retenue 10
cas, dont 4 les plus représentatifs d’un type de leucémie : LAM, LAL, LMCet LLC.

Cette étude de 10 patients agés de 19 a 72 ans, hospitalisés dans le service d’hématologie
du CHUC est réalisée conjointement au niveau du laboratoire d’hématologie et de biologie
génétique du CHU Constantine, respectivement pour I’étude hématologique et cytogénétique
des patients atteints de leucémie. Cette étude a concerné tous les patients chez lesquels une
leucémie (LAM, LAL, LMC ou LLC) a été diagnostiquée entre le 01 janvier et le Ol juin
2005, et sur lesquelles laréalisation du caryotype a été réussie.

Il s’agit de 5 cas de LMC (3 femmes et 2 hommes) dont un cas est en phase de
transformation en LAL, 2 cas de LAM (2 hommes), 2 casde LAL (1 hommes et 1 femme) et
un cas de LLC (1 femme), numérotés de 1 a 10 selon la chronologie d’hospitalisation durant
la période citée précédemment. Ces malades ont été prélevés le jour méme d’admission avant
tout traitement par chimiothérapie qui pourrait fausser les résultats de I’analyse cytogénétique,
si les cultures s’avéraient stériles, d’autres prélevements sont réalisés.

Ces données ne sont pas significativement nombreuses pour tirer des conclusions sur
I”épidémiologie des leucémies dans la région de Constantine.

2- Questionnaire:

Le questionnaire soumis au malade et accepté de sa part, dans le but de rechercher et de
mettre en évidence quelques facteurs étiologiques des leucémies. Les observations de
I’examen clinique (les signes majeurs d’insuffisances medullaires, et d’envahissement
tumoral), les résultats de I’analyse hématologique (hémogramme et myélogramme, frottis
sanguin et médullaire) et biochimique sont notés.

Un compte rendu est réalise pour déterminer exactement le type de leucémies et le

conditionnement de I’analyse cytogénétique.
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3- Lechoix descas:

Nous avons choisit d’illustrer 4 cas de leucémies aprés étude hématologique globale
(hémogramme et myélogramme, frottis sanguin et médullaire), biochimique et cytogénétique.
Le choix s’est fait en fonction de 2 paramétres :

- Laprésence de cellules immatures dans le sang (myélémie et blastémie).
- L ’existence d’anomalies cytogénétiques associées a la pathologie en question.

- Le 1 cas est une LMC typique en phase chronique avec suffissmment de
précurseurs de la lignée myéloide dans le sang périphérique (une myélémie de 67 %) pour
donner des cultures avec un index prolifératif élevé et donc suffissmment de mitoses pour
faire une interprétation correcte du caryotype sur un maximum de bonnes mitoses.

L autre raison pour laquelle ce cas a été choisit est la présence du chromosome Philadelphie

associée a cette leucémie dans 95 % des cas.

- Le 2™ cas est LAM 6 érythrocytaire présentant une blastémie trés importante
congtituée d’érythroblastes a 44 % et de myéloblastes a 44 % également. La présence d’une
blastémie aussi importante pourrait donner des cultures cellulaires avec un index prolifératif
important.

Ce cas a été choisit en dépit du fait qu’il est moins susceptibilité a I’apparition d’anomalie
cytogénétique que les autres LAM. Sur un total de 24 cas de leucémies recrutées au départ,
seulement 2 LAM ont été trouvées: LAM 3 (LAP) et LAM 6. Malgré plusieurs tentatives,
toutes les cultures cellulaires réalisées sur le prélevement de sang du LAM 3 étaient stériles,

méme si la blastémie était tres importante (de 71 %).

- Le 3" cas est une LAL du type L 1 qui présente un envahissement sanguin
important par les lymphoblastes de 92 %, donc, un index prolifératif consequent. Ce type
cytologique de LAL est associé€ a une trés grande variété d’anomalies cytogénétiques.

- Le4'®™cas est une LLC typique en phase chronique (stade A selon la classification

de BINET) présentant une lymphocytose majeur (97 % de lymphocytes matures sur la

formule leucocytaire).
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4- Présentation descas:

Nous avons choisit d’exposer les résultats des quatre cas les plus représentatifs des types de
leucémies rencontrées dans I’ unité d’hospitalisation du service d’hématologie du CHUC, avec
une présentation clinique faisant surgir les signes d’appel symptomatologiques ainsi que les
résultats de I’hémogramme et de certaines données biochimiques dont les taux étaient

perturbés (baisse ou augmentation).

4-1- Aspect clinique et hémato-biochimique:
CasN°:1

Présentation clinique:

Il sagit d'une femme de 53 ans (taille 1,65 m et poids 47 kg) qui consulte a I'occasion de
douleurs abdominales et une pesanteur a I’hypochondre gauche due a une splénomégalie
importante, révélée par radiographie abdominale. L'état généra est altéré avec péleur,
asthénie et amaigrissement. La symptomatologie clinique permet de signaler I’installation
d’une insuffisance médullaire et la présence d’un seul signe tumoral majeur.

Analyses hématologiques et biochimiques :

RBC: 4, 3 x 10"/, WBC: 87 x 10%I, Ht: 251 %, MCV : 101,07 p*, MCH : 41,1 pg,
MCHC : 37 %, Hb: 10,3 g/l, plt : +++.
Le pourcentage des différentes populations leucocytaires est le suivant : PNN : 30 %, PNE : /,
PNB : /, monocytes : 1,2 %, lymphocytes : 2 %.
Une myélémie de 67 % : promyélocytes 34 %, myélocytes 11 % et métamyélocytes 11 %.
Erythroblastes 1 %.
Na'/ K*: 1,45 mg/l / 3,4 mg/l, acide urique : 38 mg/l, Phosphatase alcaline leucocytaire : 309
Ul/ml, créatinine : 12 mg/I.

L’hémogramme permet de constater d’emblé I’ existence d’une leucocytose importante due
a la présence d’éléments sanguins immatures, congtitué a 67 % de précurseurs granuleux
définissant une myélémie importante, e de blastes a 1 % (blastémie d’un taux non
significatif). On note un taux de plaguettes trés important (supérieur a 1000 x 10%I, sera
affiché par I’automate de numération sanguine +++). Le pourcentage des PNN est normal
mais qui donne en valeur absolue 26,16 x 10%I et définit une neutrophilie trés importante.
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Le taux de globules rouge est normal, mais le MCV et le MCH sont augmentés, et le MCHC
se situe dans les normes alors que le taux d’hémoglobine est abaissé ; il s’agit d’une anémie
modérée macrocytaire et arégénérative (d’origine centrale).

Des analyses biochimiques indiquent une augmentation du taux de K*, de PAL et de
créatinine. Une diminution du taux de Na' est observée.

Enrésumé:

L’examen clinique indigue I’existence d’un syndrome anémique (paleur et asthénie) et un
syndrome tumoral majeur (splénomégalie importante au stade 4).
L accumulation d’éléments sanguins immatures de la lignée granuleuse avec 3 stades de
maturation constitués de promyélocytes, myélocytes et métamyélocytes a 67 % (myélémie
supérieur par définition a 20 %), un taux de blastes sanguins de la lignée érythroide de 1 %
(inférieur par définition & 5 %) et une thrombocytose trés importante. Toutes ces donnés
permettent d’affirmer qu’il s’agit d’une LMC typique en phase chronique.

L augmentation des PAL est inhabituelle, ce serait probablement une conséquence de
troubles métaboliques autres que laLMC.

CasN°: 2

Présentation clinique:

Il sagit d'un homme diabétique (insulinodépendant), &gé de 53 ans (taille 1,82 m et poids
92 kg) qui consulte a l'occasion d’un érysipéle au pied gauche répondant mal au traitement
antibiotique, avec une importante fatigabilité et dyspnée d’effort, ainsi que des hématuries a
répétition. La symptomatologie cliniqgue permet de signaler une insuffisance médullaire
importante. On note également la présence d’une hypertrophie prostatigue modérée qui

pourrait étre due a un processus cancéreux.

Analyses hématologiques et biochimiques:
RBC : 11,74 x 10%/1, WBC : 6,1 x 1071, Ht : 16,7 %, MCV : 104 u*, MCH : 38 pg, MCHC :
40,4 %, Hb : 6,7 g/l, plt : 40 x 1071
Le pourcentage des différentes populations leucocytaire est le suivant : PNN : 6 %, PNE: /,
PNB : /, monocytes : /, lymphocytes : 6 %.
Une blastose de 88 % : 44 % érythroblastes et 44 % blastes de la lignée granuleuse.
Bilirubine : 42 mg/l, créatinine : 12 mg/I.
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L hémogramme permet de constater I’existence d’une blastémie de 88 % congtituée de
cellules sanguines immatures dont 44 % appartiennent a la lignée érythroide et 44 % a la
lignée granuleuse. Le taux de leucocytes est normal, de I’ordre de 6,1 x 10%, méme en
présence d’une blastémie de I’ordre de 88 %. Le pourcentage des PNN est abaissé, mais qui
donne en valeur absolue 0,36 x 10%I ce qui définit une neutropénie trés importante. On note
également la présence d’une thrombopénie sévere.

Le taux de globules rouge et anormalement éleveé, mais le MCV et le MCH sont augmentés,
et le MCHC est normal, le taux d’hémoglobine est trés abaissé; il s’agit d’une anémie
importante macrocytaire et arégénérative.

Des analyses biochimiques indiquent une augmentation du taux de bilirubine et de créatinine.

Enrésumé:

L’état générad est tres atéré (cancer de la prostae déja installé et diabete
insulinodépendant), avec des signes d’insuffisance médullaire anémiques (paleur, asthénie et
dyspnée d’effort), infectieux (un érysipele au pied gauche répondant mal au traitement
antibiotique) et hémorragiques (prurit cutaneo-muqueux intense apyrétique). Aucun signe
tumoral n’est a signaler (I’hypertrophie de la prostate résulte d’un processus tumoral
indépendant puisgque jamais cité comme symptdme de quelconque leucémie).

L association d’une:

- blastémie sanguine de 44 %, en dehors des érythroblastes (supérieur a 20 % par
définition).

- neutropénie et thrombopénie séveres.

- Une anémie importante.

- ainsi que I’absence d’une symptomatologie tumoral.

Suggére qu’il s’agit d’une leucémie aigue myéloblastique LAM
Par ailleurs, la présence d’un taux de leucocytes normal impose la réalisation du
myélogramme pour confirmer qu’il s’agit bien d’une LAM mais de forme leucopénie (rare).

- I’absence d’un syndrome hémorragique.
- la présence d’érythroblastes a 44 % dans le sang (doit étre supérieur a 50 % par
définition).

Suggere qu’il s’'agit d’une LAM 6 (érythroblastique), résultat qui reste a confirmer

également par I’examen cytologique du sang et de la moelle.
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CasN°: 3

Présentation clinique:

Il sagit d'un jeune homme de 19 ans (taille 1,84 m et poids 54 kg) qui consulte des
vomissements a répétition, des douleurs cervicales et une fatigabilité extréme. L’examen
clinique décrit une péleur intense associée a une asthénie profonde, des foyers infectieux
bucco pharyngés et anaux, des purpura ecchymotiques et pétéchiales, des adénopathies dans
tous les aires ganglionnaires (superficielles et profonde aprés radiographie), des douleurs
osseuses. L’échographie abdominale révele une splénomégalie importante associée a une
hépatomégalie modérée, et une hypertrophie testiculaire. On note également des signes d’une
anoxie cérébrale, une défaillance respiratoire ainsi qu’un fond d’cdl pathologique.

Analyses hématologiques et biochimiques:
RBC: 3,5 x 10'4I, WBC: 120 x 10%I, Ht : 22 %, MCV : 62 p*, MCH : 27,4 pg, MCHC :
41,63 %, Hb: 9,6 g/, plt : - - -
Le pourcentage des différentes populations leucocytaires est le suivant : PNN : 4 %, PNE : /,
PNB : /, monocytes : 1,2 %, lymphocytes: 2 %.
Une blastose de 92 %
Uricémie: 0,71 g/l, PAL : 220 Ul/ml, créatinine : 11 mg/l, Na'/ K*: 1,8 mg/l / 4,1 mg/I, acide
urique : 69 mg/l.

L’hémogramme permet de constater d’emblé la I’existence d’une leucocytose trés
importante congtituée a 92 % de lymphoblastes immatures. Le pourcentage des PNN est
normal, de I’ordre de 4 % ce qui donne en valeur absolue 4,8 x 10%I.

On note également la présence d’une thrombopénie trés importante. Le taux de globules
rouge est abaissé et les constantes globulaires : MCV trés abaissé (62 %), le MCH est abaissé
également, alors que le MCHC est normal. Le taux d’hémoglobine est abaissé ; il S’agit d’une
anémie normochrome microcytaire et arégénérative.

Sur le plan biochimique, on constate I’existence d’une uricémie importante corrélée avec
une augmentation du taux d’acide urique, de PAL, de créainine et de K™ .

Enrésumé:
L état général est trés atéré, avec des signes d’insuffisance médullaire anémiques (péleur,
asthénie et dyspnée d’effort), infectieux (foyers infectieux bucco pharyngées et anaux) et

hémorragiques (purpuras ecchymotiques et pétéchiales). La symptomatologie tumorale est
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trés importante associant des adénopathies dans toutes les aires ganglionnaires, des douleurs
0sseuses, une splénomégalie importante associée a une hépatomégalie modérée, hypertrophie
tegticulaire, une défaillance respiratoire résultante de I’installation d’une leucostase
pulmonaire conséquence directe de I hyperleucocytose.

L association de :

- I’existence d’une blastose de 92 % constituée de lymphoblastes.

- I’existence d’une anémie assez importante normochrome microcytaire arégénérative.

- une thrombopénie trés importante.

- un syndrome tumoral important et généralisé.
Permet d’affirmer qu’il s’agit d’une LAL, résultat a confirmer par une analyse cytologique du
frottis sanguin et médullaire pour déterminer le type cytologique (L 1, L 2ou L 3).

CasN°: 4

Présentation clinique:

Il Sagit d'une femme de 55 ans (taille 1,71 m et poids 75 kg) qui consulte a I'occasion d'une
bronchite sévere et d'une fatigabilité inhabituelle (fatigabilité de plus en plus importante sur
une période de 2 ans). A part la symptomatologie respiratoire et une fievre a 39° C, I'examen
clinique est normal et on ne retrouve notamment aucune organomeégalie. La patiente rapporte
la notion d'un excés de lymphocytes sur un hémogramme réalisé 1 ans auparavant dans le
cadre d’une angine. L’échographie abdominale montre une splénomégalie modérée.

Analyses hématologiques et biochimiques :
RBC: 4, 7 x 10*4/1, WBC : 45 x 10%1, Ht : 44,6 %, MCV : 95 p3, MCH : 30 pg, MCHC : 31
%, Hb: 10,6 g/l, plt : 124 x 10
Le pourcentage des différentes populations leucocytaires est le suivant : PNN : 2 %, PNE : /,
PNB : /, monocytes : 1 %, lymphocytes : 97 %.

L hémogramme permet de constater d’emblé la I’existence d’une leucocytose importante
congtituée a 97 % de lymphocytes matures ce qui est responsable d’une neutropénie (le
pourcentage des PNN est de 2 % ce qui donne en valeur absolue 0,9 x 10%1). Aucune présence
d’éléments sanguins immatures n’a été signalée par I’automate de numération sanguine, et
donc, une absence de blastémie et de myélémie.

On note également la présence d’une thrombopénie légére de 124 x 10%I. le taux de
globules rouges est normal et les constantes globulaires: MCV, MCH et MCHC se situent



dans les normes alors que le taux d’hémoglobine est abaissé ; il s’agit d’une anémie modéré

normochrome normocytaire et arégénérative.

Enrésumé:

L examen clinique est peu indicatif, la découverte de la maladie est souvent fortuite a
I’occasion de la réalisation d’un hémogramme dans le cadre d’une autre pathologie. Seul fait
intéressant est I’installation insidieuse et continue d’un syndrome anémique (fatigabilité).

L augmentation du taux de lymphocytes sur une long période, due a la prolifération et
I'accumulation de lymphocytes matures dans le sang associée a la présence d’une neutropénie
et une thrombopénie permet de soupconner I’installation d’une LLC (a confirmer par une

analyse cytologique du frottis sanguin et médullaire).

4-2- Aspect cytologique :

L aspect cytologique sera étudié essentiellement sur frottis sanguin, le frottis médullaire

permettra de confirmer ces observations.
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Figure 2 : Frottis sanguin coloré au MGG d’une LMC typique (grossissement 10).
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Observations:

Sur frottis sanguin, la myélémie importante indiquée dans I’hémogramme est retrouvée
avec tous les stades de différentiations de la lignée myéloide : myéloblastes, promyélocytes,
myélocytes neutrophiles et métamyélocytes neutrophiles (figure 1), myélocytes éosinophiles
et une cellule en état intermédiaire entre promyélocyte et myélocyte éosinophile (figure 2).
On note également la présence d’un seul érythroblaste (figure 1). La représentativité de
chaque élément de la lignée myéloide indiquée dans I’hémogramme est respectée, avec par
ordre décroissant : promyélocytes, myélocytes et métamyélocytes, myéloblastes :

- Le blaste appartenant a la lignée granuleuse est reconnaissable par sa taille moyenne, son
faible rapport nucléocytoplasmique avec un contour nucléaire régulier et une chromatine
claire, avec 2 nucléoles et un cytoplasme d’une basophilie modérée. Le cytoplasme contient
une seule vacuole.

- Les promyélocytes; cellules de grande taille, dont le noyau plus petit contenant une
chromatine plus condensée et excentrée, les nucléoles ne sont pas visibles. Le cytoplasme est
plus basophile, renferme de nombreuses petites granulations azurophiles.

- Les myélocytes neutrophiles; cellules encore plus petites que les précédentes et dont le
noyau ovalaire montre des mottes de chromatine denses. Aux granulations primaires
sadjoignent des granulations spécifiques neutrophiles.

- Les métamyélocytes neutrophiles; cellules ne different du myélocyte que par I'aspect
réniforme du noyau et la chromatine encore plus condensée en blocs denses.

- Un myélocyte basophile avec un noyau plus grand que celui du myélocyte neutrophile et
avec de nombreuses granulations intra cytoplasmiques.

- Une cellule dans un état intermédiaire entre un promyélocyte et un myélocyte éosinophile
(apparition de nombreuses granulations et diminution du rapport nucléocytoplasmique).

On note I’absence de cellules granuleuses normales (PNN, PNE, PNB) qui définit une
agranulocytose totale. On note également que les globules rouges constituent une population
hétérogéne avec une macrocytose peu importante, quelques globules rouges hypochromes
ainsi que des variations de formes peu généralisées (poikilocytose).

Enrésumé:

La lignée myéloideest dominante, majoritairement promyélocytaire, il S’agit d’une
myélémie déséquilibrée (le taux des promyélocytes est supérieur a celui des myélocytes). La
moelle osseuse montre une hyperplasie granulocytaire. Ces donnés confirment le diagnostic
posé par I”’hémogramme d’une LMC typique en phase chronique.
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CasN°: 2
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Figure 3 : Frottis sanguin d’une LAM 6 (grossissement X 10).
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Figure 4 : Frottis sanguin d’une LAM 6 (grossissement X 100) (une autre lame).
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Observations:

Sur frottis sanguin, la blastose importante indiqué dans I’hémogramme est retrouveée, et les
blastes sont facilement reconnaissables. L’examen attentif du frottis en figure 3 permet de
distinguer 2 populations de blastes assez différentes:

- Population de blastes appartenant a la lignée granuleuse de taille moyenne, avec un faible
rapport nucléocytoplasmique et un contour nucléaire régulier, une chromatine claire, avec 1 a
4 nucléoles difficilement distingués par leurs colorations plus foncées. La coloration du
cytoplasme est peu marquée, ne contenant que tres peu, voire pas de granulations, ce qui est
une indication d’une basophilie modérée. Le cytoplasme de ces myéloblastes ne contient pas
de vacuoles.

- Population de blastes appartenant a la lignée érythrocytaire : peu importante en effectif,
congtituée de 2 types d’érythroblastes: des érythroblastes acidophiles reconnaissables par
leurs petites tailles, un rapport nucléocytoplasmique élevé et un cytoplasme acidophile. Des
érythroblastes basophiles de plus grande taille avec un noyau arrondi et un cytoplasme
basophile reconnaissable sur la figue 4.

On note I’absence de cellules granuleuses normales (PNN, PNE, PNB) qui définit une
agranulocytose total, on remarque la présence de 2 monocytes apparemment normaux (le
monoblaste peut avoir I’aspect différentié du monocyte).

On note également la présence de quelques promyélocytes identifiables par leurs noyaux
excentrés, les nucléoles ne sont pas visibles, le cytoplasme plus développé et plus basophile
que celui des myéloblastes qui renferme de nombreuses granulations.

Enrésumé:

Le frottis sanguin est trés riche en blastes essentiellement de la lignée myéloide, mais les
érythroblastes sont moins nombreux que les myéloblastes, ceci est contradictoire avec les
résultats de I’hémogramme qui donne un taux d’érythroblastes et de myéloblastes égaux (44
%). L’examen du frottis médullaire montre une moelle hypocellulaire avec agranulocytose
presque totale et un envahissement par des érythroblastes.

Ces donnés confirment le diagnostic posé par I’hémogramme d’une LAM 6

Erythroblastique ou érythroleucémie.
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CasN°: 3
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Figure 5 : Frottis sanguin d’une LAL (grossissement X 10).
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Figure 6 : Frottis sanguin d’une LAL (grossissement X 100).
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Observations:

Sur un frottis sanguin peu riche, on note la présence de lymphoblastes dispersés, de petites
tailles, avec un contour nucléaire irrégulier, un cytoplasme peu basophile et une chromatine
d’aspect homogeéne, mais qui est assez compacte avec quelques nucléoles visibles.

Les globules rouges sont de petites tailles définissant une microcytose assez homogene. Les
autres lignée sont absentes : PNN, PNE, PNB et monocytes.

Enrésumé:
La présence de lymphoblastes sur le frottis sanguin confirme le diagnostic d’une LAL,
leurs aspects morphologiques est du type L 1.
Deux faits troublants :
- L>absence de cellules de la lignée granuleuse alors que le taux des PNN est normal (en
valeur absolue).
- La faible richesse du frottis comparée a la concentration trés importante des
leucocytes indiquée par I’hémogramme (120 x 10%1).

Ceci pourrait étres due a une hémodilution.

L’ aspect des blastes est suffisant pour affirmer le diagnostic posé par I’hémogramme : il
sagit d’'une LAL L 1.
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CasN°: 4
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Figure 7 : Frottis sanguin d’une LL C (grossissement X 100).
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Observations:

L étude du frottis sanguin permet de révéler I’existence de cellules lymphocytaires matures,
cytoplasme peu développé, noyau a chromatine mottée. Des noyaux presque nus donc un
rapport nucléocytoplasmique trés important (ombres de Gumprecht) sont fréquemment
observés, ces lymphocytes forment une population homogene.

La population de globule rouge est assez homogeéne avec peu de variations de forme ou de

coloration.

On observe la présence d’un monocyte et la présence d'une seule cellule granuleuse (PNN).
Enrésumé:

Le frottis sanguin montre la présence de lymphocytes matures et une agranulocytose total.
Cette observation est suffisante pour affirmer le diagnostic d’'une LLC.

4-3- Aspect cytogeénétique :

4-3-1- Cultures cellulaires :

CasN°: 1

- Aspect anormal du prélévement ave 3 phases.

- La 1'®® culture réalisée avec la technique standard (voir matériel et méthodes) était stérile::
présence de nombreux petits noyaux mais aucune mitose (index mitotique presque nul).

- On a réalisé, aprés ce résultat, une dilution du prélevement dans I’eau physiologique :
habituellement on met dans le milieu de culture 200 ul du sang, I’équivalent de 6 gouittes.

4 cultures séparées avec respectivement 2 de 3 et 2 de 1,5 gouittes, avec et sans stimulation par
le mitogene (la PHA). De meilleurs résultats on été obtenues avec 1,5 gouttes et sans PHA,
ces derniers sont présentés ci-dessous.

Conclusion : comme les myélocytes possedent un pouvoir prolifératif élevé, il faudra adapter

la quantité de sang en fonction de la myélémie.

CasN°: 2

- Aspect anormal du prélévent ave 3 phases, et présentant une coloration tres foncee.
- La 1" culture réalisée était stérile : présence d’une masse trés dense de petits noyaux mais
aucune mitose (index mitotique nul).

- On aréalise, apres cerésultat, une dilution du préévement dans |’eau physiologique :
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Comme précédemment, 4 cultures séparées avec respectivement 2 de 3 (dilution de ') et 2 de
1,5 (dilution de Y4) gouittes, avec et sans stimulation par un le mitogéne : Le méme résultat.
- On a effectué ensuite une diminution de la durée de culture de 72 h a48 h.
- Les meilleurs résultats on été obtenues avec 1,5 gouttes de sang, sans PHA, et pour une
durée de 48 h ; ces derniers sont présentés ci-dessous.
Conclusion : comme les blastes (dans ce cas érythroblastes et myéloblastes) possedent un
pouvoir prolifératif trées important, il faudra adapter la quantité du sang en fonction de la
blastémie, ceci en tenant compte de 3 parametres :

- Ladurée de la culture cellulaire.

- Laprésence d’une stimulation par la PHA.

- Laquantité du sang.

CasN°: 3

- Aspect anormal du préléevement avec 3 phases, et présentant une coloration assez |égeére.
- Les meilleurs résultats ont été obtenus avec 1,5 gouttes (dilution de ') de sang, sans PHA,
et pour une durée de 48 h ; ces derniers sont présentés ci-dessous.

CasN°: 4

- Aspect anormal du préléevement.

- Latechnique standard a donné des cultures stériles, 3 essais différents avec chaque fois une
variation d’un parameétre : temps de culture, volume de I’échantillon et stimulation par |I’agent
mitogene.

- On a essayeé de réaliser latechnique sur un culot lymphocytaire apres leurs isolements.

- Dans un premier temps, les lymphocytes sont récupérés par un lymphoprep a partir du sang
d'une patiente atteinte de LLC. Dix millilitres de sang total sont centrifugés 10 mn a 1200 rpm
et a 10° C. La phase supérieure qui correspond au plasma est éliminée. L'anneau
intermédiaire, qui correspond aux globules blancs, est récupéré (1 a2 ml) et mélangée a 1
volume de sérum physiologique. Ce mélange est déposé sur 3 ml de RPMI et centrifugé 30
mn & 1200 rpm et a 10° C. La phase supérieure est éliminée et I'anneau de lymphocyte est
récupéré et lavé dans 5 ml de milieu RPMI. Deux millions de lymphocytes sont ainsi mis en
culture pendant 72 h et & 37° C dans 4 ml de milieu RPMI contenant 10 v/v de SVF et en
présence de 1 mg/ml de PHA.
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4-3-2- L’interprétation du caryotypes :

L’étude des caryotypes se fera sur plusieurs mitoses de lames différentes. Un minimum de
20 mitoses sera observé et 5 classements réalisés pour chaque malade, les meilleurs résultats
pour chaque patient seront présentés ci-dessous.

Le caryotype doit tenir compte du type de leucémie (examens cliniques et hématologique)
concernant le prélevement mis en culture afin d’orienter I’investigation sur des anomalies
chromosomiques trouvées préférentiellement dans un type donné. La formule chromosomique
est établie selon lanomenclature internationale en vigueur (ISCN 95).

Dans un caryotype, pour affirmer qu'une anomalie chromosomique est clonale, on exige :

* 2 mitoses présentant 1e méme gain chromosomique ou la méme anomalie de structure,
« 3 mitoses présentant la méme perte chromosomique.

En effet, le caryotype nécessite une culture cellulaire, la plus courte possible (1 a3 j en
genéral). Afin d'éviter que des anomalies se créent au cours de la culture, mais aussi de la
technique réalisée par la suite, et qui comporte un choc hypotonique et des fixations qui sont
nécessaires, mais qui doivent étre “ ménagés ” afin d'éviter une fragilisation excessive de la
membrane cellulaire, ce qui peut entrainer des pertes ou des gains artéfactuels de
chromosomes.

Parmi les anomalies clonales, on distingue

« Des anomalies primaires, présentes dans toutes les cellules avec anomalies
chromosomiques.

« Des anomalies secondaires, qui leur sont surgjoutées, et présentes dans un ou plusieurs
sous clones.

On observe dans les leucémies des anomalies de nombres, mais surtout de structures :

Anomalies de nombre : Le nombre modal dune tumeur est le nombre de
chromosomes retrouvé dans le plus grand nombre de métaphases anormales ; il correspond
donc au clone majoritaire dans latumeur. Par définition, le caryotype est dit :

» Normal, euploide ou diploide, sil n'existe pas d'anomalies chromosomiques : la formule
Sécrit 46, XY ou 46, XX si le patient est de sexe masculin ou féminin respectivement (22
paires d'autosomes et 1 paire de chromosomes sexuels ou gonosomes). On la fait suivre du

nombre de métaphases anal ysées noté entre crochets : 46, XY ;
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» Pseudodiploide si le nombre modal est de 46, mais il existe une ou plusieurs anomalies de
nombre ou de structure ;
« Haploide (n), si le nombre de chromosomes est égale a 23,
 Hypodiploide, si le nombre de chromosomes est entre 45 et 35 (46 -11);
* Hyperdiploide, si le nombre de chromosomes est entre 47 et 57(46 + 11);
« Triploide (3n), si le nombre de chromosomes est égale a 69 (3 x 23) ;
« Tétraploide (4 n), s le nombre de chromosomes est égale a 92 (4 x 23).
On emploie leterme de:

* Trisomie, quand il y again d'un chromosome.
» Monosomie, quand il y a perte d'un chromosome.

S'il existe plusieurs clones au sein de la tumeur, ils seront séparés par un “ slash ”, le clone

présentant un caryotype normal sera écrit en dernier.

Anomalies de structure : elles peuvent concerner les bras courts (p) ou longs (q) des
chromosomes. Ces bras sont divisés par le marquage chromosomique en régions (de 1 a 4
selon la longueur des bras) et en bandes (de 1 a 8 selon la taille de la région). Les
cytogénéticiens doivent sappliquer a identifier les bandes impliquées dans I’anomalie de
structure c'est-a-dire la localisation des points de cassure.

Les principales anomalies de structure décrites dans les hémopathies malignes sont les

translocations, les inversions et les délétions.
» Translocation : remplacement d'un segment chromosomique terminal (comprenant les
téloméres) par un autre segment chromosomique terminal provenant dun autre
chromosome ; siil y a échange de segment terminaux, latranslocation est équilibrée.
* Inversion : remplacement d'un segment chromosomique terminal par un autre segment
chromosomique terminal provenant du méme chromosome.
« Délétion : perte de matériel au sein d'un chromosomique. Elle peut étre interstitielle ou
terminale.
4-3-3- Présentation des caryotypes :

On va présenter pour chaque cas I’aspect du noyau éclaté sous I’effet du choc hypotonique
pour identifier les chromosomes appartenant au noyau et éliminer les autres appartenant a
d’autres noyaux adjacents sur lame. Cette observation nous permettra également d’identifier
des artefacts, a qui la présence pourrait conduire a une interprétation erronée du caryotype.

Apres tout ¢ca, on vademander au logiciel de réaliser un classement qui sera ensuite corrigeé.
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Figure 8 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé.
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Figure 9 : Caryotype standard d’une patiente attente de LMC.
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Dans le cas présenté de LMC, on peut dire que le caryotype est normal, sous réserve que la
technigue du banding n’a pas réussie. Le diagnostic clinique et biologique nous permet
d’affirmer qu’il s’agit d’une LMC typique en phase chronique, et donc I’absence du
chromosome Philadelphie est la cause de :

- L’existence d’anomalie cryptique non détectable par la cytogénétique standard.
- L’existence du chromosome Philadelphie non détectable par la cytogénétique standard en
absence du banding.

Dans notre cas nous penchons plutdt pour la premiére théorie vue que ce résultat a été
rendu aprés 3 classements et les chromosomes 9 et 22 présentent un aspect normal (taille et

indice centromérique).

En conclusion (tirée aprés étude hématologique, cytologique et
cytogénétique) :
- Letypedeleucémie (selon laclassification FAB et OMS) : LMC (selon laFAB, on n’apas
confirmé la présence du chromosome Philadel phie en absence de banding réussit).
- La ou lesanomalies cytogénétique associées : caryotype normal.
- Remarques sur I’é&iologie de la maladie : (habitat : JJEL)
- Réaultat de I’étude familiale: en I’absence d’ATCD familiaux il n’est pas nécessaire de
réaliser une étude familiale

- Arbre généalogique: /
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Figure 10 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé.
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Figure 11 : Caryotype standard d’un patient attente de LAM.
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Dans le cas présenté de LAM, on peut dire que le caryotype est euploide, ne présentant
aucune anomalie de nombre. On peut également dire que le caryotype présente des anomalies
de structure concernant les chromosomes 3 et 19 dont les paires paraissent non homogenes, ce
qui pourrait étre interprété comme une délétion partielle du chromosomes 3 et d’une addition
sur le bras court du chromosomes 19 indépendantes, soit d’une translocation déséquilibrée
entre les chromosomes 3 et 19.

Le diagnostic clinique et biologique nous permet d’affirmer qu’il s’agit d’'une LAM 6
érythroblastique. 1l s’agit d’une forme rare qui représente 3 a5 % de I’ensemble des LAM.
Elle ne présente aucune anomalie cytogénétique caractéristique qui lui est associée avec une
grande fréquence.

En bibliographie, aucune translocation associant les chromosomes 3 et 19 n’est décrite. Par
contre, elle rapporte une délétion du bras court du chromosome 3 dans 2,5 % des LAM mais
aucune addition sur le chromosomes 19.
Sur 5 classements de chromosomes réalisés: 4 présentent le méme aspect de ces 2
chromosomes, mais, dans un classement le chromosome 19 était normal.

En conclusion :
- L’anomalie détectée mais non confirmée par le banding du chromosome 3 est en relation
avec laleucémie (LAM 6).
- L’anomalie détectée mais non confirmée par le banding du chromosome 19 est indépendante
du processus leucémique, soit une anomalie aléatoire non spécifique ce qui est possible dans
une leucémie aigue en phase terminale. Ce résultat a été rendu apres étude de 15 mitoses et

réalisation de 5 classements.

En conclusion :
- Letypedeleucémie (selon laclassification FAB et OMS) : LAM 6 (Erythroblastique).
- La ou les anomalies cytogénétique associées : aucune anomalie de nombre. Mais, des
anomalies de structure dont une, du chromosome 3 est associé au processus leucémique.
- Remarques sur I’étiologie dela maladie : RAS.
- Réaultat de I’étude familiale: en I’absence dI’ATCD familiaux il n’est pas nécessaire de
réaliser une étude familiale.

- Arbre généalogique: /
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Figure 12 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé.
Grossissement 400 (40 X 10).

Figure 13 : Caryotype standard avec début de bandes d’un patient attente de LAL.
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Dans le cas présenté de LAL on peut dire que le caryotype est euploide, ne présentant
aucune anomalie de nombre. On peut également dire que le caryotype présente des anomalies
de structure concernant les chromosomes 6, 13 et 22 dont les paires paraissent non homogenes
ce qui pourrait étre interprétée comme des délétions indépendantes des bras courts des
chromosomes 13 et 22 et du bras long du chromosome 6, ou de translocation déséquilibrée
ente ces chromosomes (translocations 2 a 2 ou complexe impliquant plus que 2
chromosomes).

Le diagnostic clinique et biologique nous permet d’affirmer qu’il s’agit d’une LAL L 1 a
prolifération de prolymphocytes B. Il s’agit d’une forme commune qui représente 80 % de
I’ensemble des LAL.

Elle présente plusieurs anomalies cytogénétiques caractéristiques qui lui sont associée,
essentiellement des translocations. En bibliographie, aucune translocation associant les
chromosomes 6, 13 et 22 deux a deux n’est décrits. Par contre, elle rapporte une translocation
t (8; 22) (g24; ql11) retrouveées essentiellement dans le lymphome de Burkitt et les LAL type
Burkitt (c'est adire les LAL 3 de la classification FAB) avec une fréquence de 54 % mais qui
peut exister dans d’autres LAL. Aucune délétion partielle impliquant les chromosomes 6, 13
et 22 n’est asignaler en hibliographie, sauf celle concernant le bras long du chromosome 6.

Sur 4 classements de chromosomes réalisés: 4 présentent le méme aspect avec des
différences pour le bras court du chromosome 6.

En conclusion :
- les anomalies détectées, mais non confirmées par le banding des chromosomes 6, 13 et 22
sont indépendantes du processus leucémique, ce sont des anomalies aléatoires non
spécifiques, ce qui est possible dans une leucémie aigue en phase terminale (caryotype réalisé
environ 1 semaine avant le déces du patient).

Résultat rendu aprés étude de 12 mitoses et réalisation de 4 classements.

En conclusion :

- Letypedeleucémie (selon laclassification FAB et OMS) : LAL L 1.

- La ou les anomalies cytogénétique associées : aucune anomalie de nombre. Mais, des
anomalies de structure dont une, du chromosome 22 est associ€ au processus leucémique.

- Remarques sur I’étiologie dela maladie : RAS.

- Réaultat de I’étude familiale: en I’absence dI’ATCD familiaux il n’est pas nécessaire de
réaliser une étude familiale.

- Arbre généalogique: /
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CasN°: 4

Figure 14 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersés.

Grossissement 400 (40 X 10).
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Figure 15 : caryotype standard d’un patient attente de LLC.
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Dans le cas présenté de LLC, on peut dire que le caryotype est euploide, ne présentant
aucune anomalie de nombre. On peut également dire que le caryotype présente des anomalies
de structure concernant les chromosomes 15 et 8, et dont les paires paraissent non homogenes,
ce qui pourrait étre interprété comme une délétion partielle importante du bras court du
chromosomes 15 et d’une délétion partielle sur le bras court du chromosomes 8
indépendantes, soit d’une translocation déséquilibrée ente les chromosomes 15 et 8.

Le diagnostic clinique et biologique nous permet d’affirmer qu’il s’agit d’une LLC typique en
phase chronique.

Elle ne présente pas de nombreuses anomalies cytogénétiques caractéristiques qui lui sont
associé avec une grande fréquence, et sont assez difficiles a mettre en évidence.

En bibliographie, aucune translocation associant les chromosomes 15 et 8 n’est décrite. Elle
ne rapporte aucune délétion partielle concernant ces chromosomes.
Sur 5 classements de chromosomes réalisés : 2 présentent le méme aspect du chromosome 8,
mais, dans les 5 classements le chromosome 15 était anormal ou le bras court parait délété en
satotalité.

En conclusion :
- les anomalie détectées mais non confirmées par le banding des chromosomes 15 et 8 sont
indépendante du processus leucémique. L’anomalie du chromosome 8 est soit une anomalie
aléatoire non spécifique, soit un artefact car non confirmée sur 2 classements ou plus.
- I’anomalie du chromosome 15 retrouvée dans 5 classement reste a confirmer par le banding,
elle pourrait étre aéatoire (rare en ce stade A de la LLC) ou associée a une autre pathologie.

Ce résultat a été rendu apres étude de 12 mitoses et réalisation de 5 classements.

En conclusion :

- Letypedeleucémie (selon laclassification FAB et OMS) : LLC.

- La ou les anomalies cytogénétique associées : aucune anomalie de nombre. Mais, des
anomalies de structure des chromosomes 15 et 8 indépendante du processus leucémique.

- Remarques sur I’étiologie dela maladie : RAS.

- Réaultat de I’étude familiale: en I’absence dI’ATCD familiaux il n’est pas nécessaire de
réaliser une étude familiale.

- Arbre généalogique: /



4-3- Le R-banding :

Latechnique d’obtention de bandes R par dénaturation thermique a 87° C, mise au point par
Dutilleux et Lejeune, et permettant la révélation de bandes de colorations différentes le long
d’un chromosome et créant ainsi un profil d’alternance sombre et clair caractéristique de
chague paire de chromosome homologue normale, due a la dénaturation thermique des
protéines du sgquelette chromosomique.

C’est une étape critique dont la durée doit étre mesurée avec une trés grande précision, une
détermination empirique en fonction de la charge des lames (en cellules) et le temps de
vieillissement.

- Un temps de dénaturation trés important donnera des chromosomes tres pales “ briilés”.

- Un temps de dénaturation moins de ce qu’il faut donnera des chromosomes trés sombres

comme ceux obtenus par caryotype standard “ au point de départ .
Ce temps dépend de 2 paramétres, il est proportionnel avec :

- Larichesse des lames.

- Ladurée du vieillissement.
Un autre probléme de taille est que le bain marie n’est pas adapté a cette technique. En effet,
chague fois qu’on retire une lame on est obligé d’ouvrir le bain marie, ce qui cause une
dissipation de chaleur tres importante, en plus, il indique souvent une température différente
que celle qui est réellement (+/- 5° C, et mesuré directement par un thermomeétre). Dans ces
conditions, il est impossible de maintenir une température constante pour une duré
déterminée.

Les résultats probants obtenus avec le R-banding étaient :

- Un début de bande sur un caryotype de LMC en phase d’acutisation, suffissmment
claire pour trouver une délétion interstitielle en 5q sur 2 mitoses et dont la photo n’a pas
pu étre sauvegardée pour des raisons techniques liées au logiciel de traitement d’images.

- Un début de bande sur un caryotype de LAL en phase terminal (figure 13), qui n’est
pas assez prononce pour confirmer les anomalies de structures trouvées chez ce patient.
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Discussion générale:

Bien qu'il s’agisse d'un examen indispensable, le caryotype fait parfois défaut, et ceci pour
plusieursraisons:

- Prélévement sur un milieu non adéquat (autre que I'héparine) ou avec un temps de
transport prolongé ou stockage a une température trop éloignée de la température ambiante
(manipulation de cellules vivantes).

- Préléevement comportant un nombre insuffisant de cellules malignes : fibrose, aplasie
médullaire, hémodilution.

- Cellules tumorales ayant un faible index prolifératif (les lymphocytes dansla LLC).

- Anomalies chromosomiques de trop petite taille (une bande correspond a 5 000 kb

environ) ou trop complexes impliquant plus de 2 chromosomes.

Chacun des cas illustré précédemment est représentatif d’un type de leucémie et nécessite
un conditionnement différent de la technique de culture cellulaire en fonction de la lignée
proliférative et le degré d’envahissement du sang périphérique par des cellules jeunes
indifférenciées (progéniteurs et précurseurs d’une ou de plusieurs lignées cellulaires
sanguines) indiqué par la myélémie et la blastémie. Des conclusions sur la réalisation de
chaque culture sont tirées a part pour I’obtention de cultures riches et de bonne qualité, des
cellules sanguines de patients atteints de leucémies. La réussite des cultures cellulaires est la
condition sine qua non de toute réalisation d’un caryotype réussit et reproductible, ceci passe
précisement par une perfection de la culture cellulaire en fonction du type de cellules sur
lequel on fait cette analyse.

Dans notre étude, nous avons réalisé tout I’intérét de la cytogénétique dans la prise en
charge des leucémies. Les anomalies sont détectées par des techniques de cytogénétique
conventionnelle et moléculaire (FISH) effectuées sur prélevement médullaire ou du sang
blastique dans les leucémies.

Les anomalies observées du caryotype sont des modifications acquises, clonales, primaires
ou secondaires, qu'elles soient numériques et/ou de structure, elles ne se font pas au hasard :
elles sont non aléatoires, certaines sont étroitement spécifiques d'une entité pathologique.

- 86 -



La découverte des anomalies chromosomiques dans les leucémies est primordiale a double
titre :
- Intérét clinique dans la prise en charge du patient (diagnostic, pronostic et suivi
thérapeutique).
- Intérét scientifique (identification des génes impliqués dans la leucémogénese et de

certains facteurs étiologiques).

Malheureusement, dans notre pays, ainsi que dans beaucoup d’autres en voie de
développement, on continue a utiliser dans les recommandations anciennes de la classification
FAB des leucémies établie en 1970 et utilisée depuis 1972. L’intérét longtemps porté a la
classification FAB des leucémies tient a sa relative simplicité basée sur une description
morphologique des cellules sanguines et médullaires, apres coloration des frottis de sang et de
moelle par la méthode de MGG, complétée le plus souvent par des examens cytochimiques
(non utilisés au niveau du laboratoire d’hématologie d’accueil du CHUC), accessible a tous
les laboratoires. Cette approche reste toujours la base du diagnostic des leucémies en
application clinique malgré ses limites.

Sur I’ensemble des cas de leucémies trouvés au niveau du CHUC le diagnostic différentiel
s'est révélé parfois difficile dans plusieurs cas et pour diversesraisons :

- Frottis pauvres (aplasie médullaire, hémodilution) ou mal étalés.

- Ponction médullaire difficile a réaliser en cas de myélofibrose pouvant géner
I”aspiration de moelle.

- Présence de blastes morphologiquement indifférenciés (lignée myéloide et/ou
lymphoide).

- Dans le cas de pathologie cancéreuse lymphoide ou la distinction entre leucémies et
lymphomes est tres difficile.

- Confirmer le diagnostic des LAL et définir le sous type en fonction de la lignée
proliférative (B ou T) par I’immunophénotypage et/ou la cytogénétique.

- Confirmer letype de LAM par la cytogénétique.

- Rechercher une LA biphénotypique et éliminer une LAM indifférenciée (LAM 0).

- Faire le diagnostic différentiel entrelaLMC et les autres SMPC.

D’ou la nécessité d’utiliser d’autres marqueurs immunologiques et cytogénétiques pour
affirmer ou méme modifier le diagnostic et aussi mieux cibler les indications thérapeutiques

initiées.
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C’est la confrontation de I’examen des frottis sanguins (base de la classification FAB des
leucémies) d’une part et de I’étude cytogénétique, des molécules membranaires de surface,
des chromosomes et méme des génes d’autres part qui permettra un diagnostic dans les cas
difficiles.

Dans les cas de leucémies illustrés, on n’a constaté aucune anomalie de nombre. Des

anomalies de structures ont été trouvés, mais qui n’ont pas pu étre confirmer par le banding.

Dans le cas présenté de LMC, le caryotype était, apparemment, normal. L’évidence du

diagnostic clinique et biologique a permis d’affirmer qu’il s’agissait d’'une LMC typigque en
phase chronique et donc I’absence du chromosome Philadelphie est due a I’existence
d’anomalie cryptique non détectable par la cytogénétique standard ou a I’absence du banding.
L>absence d’autres anomalies additionnelles confirme le caractére chronique de laLMC, mais
ne permet pas d’évaluer le taux de la réponse thérapeutique ; larémission totale de la maladie
est définit par I’éradication du chromosome Philadelphie sur 30 mitoses, la rémission majeur
par moins de 35 % de mitoses contenant ce méme chromosome (68).
En I’absence de bandes facilement identifiable, la mise en évidence du chromosome
Philadelphie s’est révélée étre particulierement difficile, car il s’agit de la conséquence d’une
translocation équilibrée qui n’affecte que trés peu la taille des chromosomes concernés (22¢-
et 9g+) (69).

Dans le cas présenté de LAM, le caryotype était euploide. Par contre, il présentait des
anomalies de structure concernant des chromosomes 3 et 19. |l s’agissait d’une LAM 6
érythroblastique, relativement rare, et qui représente 3 a 5 % de I’ensemble des LAM (64),
mais, qui ne présente aucune anomalie cytogénétique réccurente et spécifique. La
bibliographie rapporte une délétion du bras court du chromosome 3 dans 2,5 % des LAM
(70), mais aucune addition ou autre anomalie concernant le chromosomes 19 n’a été trouvée.
Notre résultat rendu apres réalisation de 5 classements des chromosomes: 4 présentent le
méme aspect des chromosomes 3 et 19, mais, dans un classement le chromosome 19 était
normal. Ce qui confirme que I’anomalie détectée mais non confirmée par le banding du
chromosome 3 est en relation avec la leucémie (LAM 6). L’anomalie concernant le
chromosome 19 est indépendante du processus leucémique, sirement une anomalie aléatoire
non spécifique, ce qui est possible dans une LA en phase terminale.
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Dans le cas présenté de LLC typique en phase chronique, la présence d’anomalies de
structure concernant les chromosomes 15 et 8 est constatée. En bibliographie, aucune
translocation associant les chromosomes 15 et 8 n’a été trouvée. Sur 5 classements de
chromosomes réalisés: 2 présentent le méme aspect du chromosome 8, mais, dans les 5
classements, le chromosome 15 était anormal ou le bras court parait délété en sa totalité. On
pourrait dire que I’anomalie du chromosome 8 est aléatoire non spécifique ou un artefact car
non confirmé sur plus de 2 classements. Par contre, I’anomalie du chromosome 15 retrouvée
dans 5 classements reste a confirmer par le banding pourrait étre aléatoire (rare en ce stade A
de laLLC) ou associée a une autre pathologie sous jacente.

Dans le cas que nous avons présenté de LAL, des anomalies de structure concernant les
chromosomes 6, 13 et 22 ont été retrouvées .Les éléments du diagnostic clinique et biologique
nous ont permis d’affirmer qu’il s’agit d’une LAL L 1 & prolifération de prolymphocytes B,
forme commune qui représente 80 % de I’ensemble des LAL et qui présente plusieurs
anomalies cytogénétiques caractéristiques qui lui sont associées, essentiellement des
translocations (64).

La bibliographie rapporte une translocation t(8;22)(g24;911) retrouvée essentiellement dans le
lymphome de Burkitt et les LAL type Burkitt (lesLAL L 3 de laclassification FAB) avec une
fréguence de 54 % mais qui peut exister dans d’autres LAL (fréguence non établie) (71).
Sur 4 classements de chromosomes que nous avons réalisés : 4 présentent le méme aspect du
bras court du chromosome 6. On peut penser que les anomalies détectées des chromosomes 6,
13 sont indépendantes du processus leucémique, ce sont des anomalies aléatoires non
spécifique ce qui est possible dans une LA en phase terminale. L’anomalie du chromosome 6
a été retrouvée sur I’ensemble des classements, mais celle du chromosome 13 sur un seul
classement. Avec un tel résultats concernant le chromosome 13 on est soit en présence
d’artefact, soit face a I’émergence d’un nouveau clone cellulaire avec cette anomalie
additionnelle a celle du chromosome 6, qui est quand a elle bien établie,
lls semblaient, dés lors, que ces anomalies étaient liées a I’état du malade qui est décédé 6
jours apres le prélevement.
Il aurait été intéressant, de confirmer ce résultat par le banding et éventuellement par la
cytogénétique moléculaire.

Ces points de cassures chromosomiques impliqués dans les événements de translocations
ou de délétions illustrées ci dessous pourrait étres la localisation de certains oncogénes ou de
genes suppresseurs de tumeurs, dont I’altération, est responsable du phénomeéne cancéreux.
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Conclusion :

Dans notre travail, I’étude cytogénétique des leucémies s’est révélée étre un outil de
premier choix, vue la haute spécificité existante entre certaines hémopathies malignes, plus
particulierement des leucémies, d’une part, & de certaines anomalies cytogénétiques
récurrentes, de nombre ou de structure, d’autre part.

La difficulté souvent rencontrée pour établir un diagnostic fiable dans les cas difficiles de
leucémies, particulierement pour la pathologie lymphoide, par des examens hématologiques et
cytologiques impose I’ utilisation des techniques de cytogénétique classique, et éventuellement
de la cytogénétique moléculaire pour lever I’ambiguité rencontrée, et dans le but de confirmer
le diagnostic, établir un pronostic, faire un choix et un suivi thérapeutique et par conségquent,
la prise en charge des patients au niveau des centres hospitaliers peut étre améliorée.

Dans la nouvelle classification OMS en usage depuis 1992, les anomalies cytogénétiques
décelées représentent 1’un des critéres majeurs de classification des leucémies. De méme, la
biologie moléculaire a fait aujourd’hui son entré dans I’évaluation des leucémies, notamment
pour la mise en évidence des translocations cryptiques et I’analyse des échecs du caryotype et
surtout son intérét majeur pour I’évaluation de la maladie résiduelle.

La diversité des anomalies cytogénétiques associées dans les différents types de leucémies
et le caractére aléatoire de ces mutations lors de la phase terminal de ces pathologies peuvent
expliquer les remaniements inhabituels trouvés.

A lumiére de ce travail, on voit comme perspectives:

- La réadlisation de la dénaturation des lames avec la trypsine pour I’obtention de
bandes G.

- L’amélioration de la technique du R-banding, surtout en ce qui concerne la
reproductibilité.

- L’utilisation de la cytogénétique moléculaire représentée par les techniques de
FISH et de CGH, en complément de la cytogénétique classique pour aler au dela
des limites imposées par la résolution du banding et de révéler des anomalies
cryptiques.

- L utilisation de la biologie moléculaire, dont essentiellement, la technique de RT-
PCR qui étudie le produit méme de I’anomalie cytogénétique et place donc la

détection & un niveau moléculaire.
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ANNEXES:

Tableau | : La population des cellules sanguines.

(Berthou C. L’hématopoiese et son exploration. 12 octobre 2004).

Types de cellules  Fonction Concentration Durée de vie sanguine
(cellule/litre) (jours)

Globules rouges  Transport 02/CO2 5x10" 120
Plaquettes Hémostase 3x10" 7
Poly Neutrophile  Phagocytose, bactéricidie 4x10° 1
Monocytes - Activation des lymphocytes 5x10° 1

- Précurseur des macrophages

impliqués dans la phagocytose

des micro-organismes et

cellules sénescentes
Lymphocvtes T - Immumnité cellulaire 8x10° >1

- Régulation de activité

des cellules lencocytaires
Lymphocytes B Production d”anticorps 10° =1

Tableau Il : Valeurs normales de I’hémogramme chez I’homme, la femme et I’enfant

(Berthou C .L’hématopoiése et son exploration. 12 octobre 2004).

HOMME FEMME ENFANT
Leucocytes 43110x 1091 4310x 1091 5a15x10°n
Hématies 4526x% 10121 4a55x1012 4a6x 10121
Hémoglobine 13 2 17 g/dl 11,5 4 15 g/dl 123 14 g/dl
Hématocrite 0403054 0,37 2 0,47 03623044
VGM 802 100 fl 803 100 fl 804 100 fl
TCMH 27232 pg 27232 pg 27232 pg
CCMH 302 36 g/dl 30 a 36 g/dl 30 2 36 g/dl
Réticulocytes 204120 x 1011 203120 x 10711 203120 x 10911
Plaquettes 1402400x 10°1 1403 400x 10771 140 2400 x 10711
PN 247.5x 1070 237.5x 1071 2475x10°1
PE 004205x1091  0.04205x10°1 0.04205x 1071
PB 001201x10%1  00120.1x10°1 0.01201x1071
Lympho 1.5a4x1071 1524x 1071 3a6x10°1
Mono 02a1x10°1 0.23a11x 1071 0231x1071




Tableau |11 : Lesvaleursnormales du myélogramme.

(Berthou C .L’hématopoiese et son exploration. 12 octobre 2004).

Cellules souches indifférenciées = 2%
Lignée Granuleuse 50470 %
Neutrophiles
- Myéloblastes =3%
- Promyélocytes = 5%
- Myélocytes 5a20%
- Métamyélocytes 5420%
- Polynucléaires 10a25%
Eosinophiles et basophiles = 4%
Lignée Erythroblastique 10 a 30 %
Proérythroblastes 0a2%
Erythroblastes basophiles 2a4%
Erythroblastes polychromatophiles 438%
Erythroblastes acidophiles 336%
Lignée Meégacarvocytaire Preésents
Iiégacaryocytes
Eléments non myéloides 225 %
Lymphocytes <20 %
Plasmocytes <4 %

Monocytes et cell histiocytaires




Tableau |V : Laclassification FAB des leucémies aigues.
(Ferrant. A, hématologie tome 1, Faculté de Médecine Unité d’Hématologie, 2004).

Type de
leucémie

Sous
type

Caractéristiques

Leucémie aigue
myéloblastique

LAM O

Les blastes ne sont pas classables sur les seuls critéres morphologiques et la
MPO est négative. Seul, le phénotype permet de classer les blastes dans cette
catégorie en montrant, en |I’absence de marqueurs lymphoides, la présence de
marqueurs myéloides.

LAM 1

Blastose médullaire de type myéloblastique avec moins de 10 % de la
maturation granuleuse.

LAM 2

Blastose médullaire de type myéloblastique avec plus de 10 % de maturation
granuleuse présentant ou non des signes de dysgranulopoiese.

LAM 3

Leucémie aigué promyélocytaire.

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

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

LAM 4

Elle se définit par la présence conjointe de blastes appartenant alalignée
granuleuse et alalignée monocytaire (> 20 % de blastes). |1 existe comme
dans la LAM2 une maturation granuleuse de plus de 10 % de morphologie
normale ou dysplasique.

LAM4 éosino : se caractérise par une maturation granuleuse constituée par
des éosinophiles anormaux ; elle est corrélée al’existence d’une anomalie
cytogénétique caractéristique.

LAM 5

Plus de 90 % des blastes appartiennent a la lignée monocytaire. Ce sont soit
des éléments peu différenciés dans L AM5a (monoblastes) soit des éléments
plus différenciés dans le LAM5b (promonocytes, monocytes).

LAM 6

Erythroleucémie : Elle se définit par une hyperplasie érythroblastique
dépassant 50 % et la présence d’au moins 30 % de blastes myéloides parmi
les cellules granuleuses.

LAM 7

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

Leucémie aigue
lymphoblastique

LALL1

Forme la plus fréquente chez I’enfant, elle représente 80 a 85 % des LAL.
Elle est définie par la présence de blastes de petite taille avec un rapport
nucléocytoplasmique élevé et une chromatine finement dispersée. Les
nucléoles sont peu ou pas visibles.

LALL 2

Elle correspond & 15 420 % des LAL de I’enfant et est majoritaire chez
I’adulte. Elle est définie par la présence de blastes de taille hétérogéne a
cytoplasme abondant, a noyau le plus souvent irrégulier et comportant un ou
plusieurs volumineux nucléoles.

LALL 3

La morphologie est identique & celle du lymphome de Burkitt. Les blastes
sont detaille moyenne, constituant une population homogéne au cytoplasme
abondant trés basophile, parfois vacuolisé. Un ou plusieurs volumineux
nucléoles sont présent




Tableau V :

la classification OM S des leucémies aigues.

(Ferrant.A, hématologie tome 1, Faculté de Médecine Unité d’Hématologie, 2004.)

Type de Soustype

leucémie

LAM : leucémie | LAM avec anomalies | LAM avect (8; 21) (922; g22)

aigue cytogénetiques LAM avect (15; 17) (g22 ; q12) et ses variants.
myeloblastique | récurrentes LAM avec éosinophiles médullaires

anormaux et anomalies sur le
chromosome 16 : inv (16) (p13g22) out (16; 16) (p13; g22)

LAM avec anomalie chromosomique 11923

LAM avec dysplasie

Faisant suite a un syndrome myélodysplasique ou un

multi lignées syndrome
myeéloprolifératif/dysplasique
Sans antécédent de myélodysplasie
LAM post Liée aux agents alkylants

chimiothérapie

Liée aux inhibiteurs de topoisomérase type |1 (quelques unes
pouvant étre lymphoides)

Liées a d’autres composants

LAM sans
catégorisation
particuliere

LAM avec différenciation minime

LAM sans maturation

LAM avec maturation

LA myélomonocytaire

LA monoblastique ou monocytaire

LA érythroide

LA mégacaryoblastique

LAM a composante basophile

LA avec myélofibrose

Sarcome granulocytaire

LAL : leucémie

Leucémie aigué lymphoblastique a précurseurs B / lymphome lymphoblastique B

aigue
lymphoblastique

Leucémie aigué lymphoblastique a précurseurs T / lymphome lymphoblastique T




Tableau VI : Laclassification OM S deslymphomes,
(Ferrant. A, hématologie tome 1, Faculté de Médecine Unité d’Hématologie, 2004.)

Néoplasmes Néoplasme leucémie lymphoblastique pré B
de des précurseurs
cellules B des cellules B.

lymphome lymphoblastique

Néoplasmes B Leucémie lymphoide chronique B/ leucémie a prolymphocytes/ lymphome lymphocytique
matures

Lymphome lymphoplasmocytoide/ immunocytome

Lymphome du manteau

Lymphome folliculaire (a petites cellules, mixte a petites et grandes cellules, a grandes
cellules), lymphome de la zone marginale B Extra nodal, lymphome de type MALT Nodal,
lymphome monocytoide

Lymphome splénique de la zone marginale (+/- lymphocytes villeux)

La leucémie a tricholeucocytes

Plasmocytome/ myélome

Lymphome diffus a grandes cellules B Sous-classe: lymphome médiastinal & cellules B

Lymphome de Burkitt

Lymphome B de haut degré de malignité, Burkitt-like

Lymphomes T Lymphome Lymphome lymphoblastique ou leucémie a précurseurs T
et néoplasies lymphoblastique ou

de leucémie a

la cellule NK précurseurs T

Néoplasmes matures Leucémie lymphoide chronique T, leucémie a prolymphocytes T

T etNK Leucémie a grands lymphocytes granuleux, de type T ou de type NK

Mycosis fungoide/ syndrome de Sézary

»p wDn PR

Lymphomes périphériques a cellules T (a cellules de taille moyenne, mixte a
cellules de taille moyenne et de grande taille, a cellules de grande taille, a cellules
lymphoépithélioides, lymphome hépatosplénique a cellules T gamma-delta et
lymphome T sous-cutané panniculitique).

Lymphome T angioimmunoblastique

Lymphome angiocentrique

5

6

7. Lymphome T intestinal (avec ou sans entéropathie)

8.  «Adult T-cell lymphoma/leukemia (ATL/L), HTLV-1 + »

9. Lymphome anaplasique a grandes cellules, CD30+, types cellulaires T.
10. Lymphome anaplasique a grandes cellules, «Hodgkin’s like».

11. Lymphome anaplasique primitif & grandes cellules.

12. Lymphome T sous-cutané, « panniculite-like ».

13. Lymphome a cellules T de type entéropathique.




Tableau V11 ; Laclassification FAB et OMSdes SMPC

(Ferrant, A, Hématologie tome 1, Faculté de Médecine Unité d’Hématologie, 2004.)

Classification La leucémie myéloide chronique (LMC)
FAB des La polyglobulie essentielle ou maladie de Vaquez (PE)
SMPC La myélofibrose avec splénomégalie myéloide
Lathrombocytémie essentielle
Classification Les SMPC Philadelphie (+) | Laleucémie myéloide chronique (LMC)
OMS des Les SMPC Philadelphie (-) | Laleucémie myéloide chronique (LMC)
SMPC La polyglobulie essentielle ou maladie de Vaquez (PE)

La myélofibrose avec splénomégalie myéloide

Lathrombocytémie essentielle

La leucémie neutrophilique chronique

La leucémie éosinophiligue chronique

Le syndrome hyperéosinophilique

Les SMPC non classés




Tableau VIII : L’immunophénotypage des hémopathies malignes.

(Ferrant. A, Hématologie tome 1, Faculté de Médecine Unité d’Hématologie, 2004.)

Marqueur Activité Pathologie
cD3 Lymphocytes T Hemopathie lymphoide T
CDh4 Lymphocytes T  sécréteurs de | Heémopathie lymphoide T
cytokines
CD5 Lymphocytes T normaus, LLC
Lymphocytes Ede la LLC LMH du manteau
cDv Lymphocytes T Hémopathie lymphoide T
CcD8& Lymphocytes T cytotoxiques Hémeopathie lymphoide T
(= destruction cellulaire) Cytotoxique et T/INK
cD10 Lymphoblastes pre-B == == LAL pre-B
Lymphocytes B folliculaires == == LMNH folliculaire
CcD16 Polynucléaires, macrophages, LAM dont LAM4, LAME
Lymphocytes NK Hémopathie lymphoide NK
CD 19 Lymphocytes B Hémopathie lymphoide B
CD 20 Lymphocytes B Hémopathie lymphoide B
CD 23 Lymphocytes B LLC -B

CD30 {ancien Ki-1)

Lymphocytes actives

(non retrouvés dans les lymphocytes

Maladie de Hodgkin

Lymphome anaplasique

Lymphoma Kinase

impliguant le géne alk

grandes cellules

normaux) Certains lymphomes cutanes
CcD45 Cellules  hématopoiétiqgues  sauf | Tumeurs hématopoiétiques
erythroblastes
CD5B Lymphocytes NK Hemopathie lymphoide NK
Alk = Anaplastic | Marqueur de la translocation (2 ;5) | Lymphome anaplasique a

Bcl2

Inhibiteur d’apoptose

(= mort cellulaire programmeée)

LMNH folliculaire

LMH du manteau

cellulaire (TIA-1)

- lymphocytes NK

Ki-67 Cellules en cycle Indice de prolifération
Cycline D1 Cellules en cycle LMH du manteau
Perforine Margueurs de cytotoxicité Hémopathies lymphoides
Granzyme B (= destruction cellulaire) : T cytotoxique et NK
Antigéne T intra- | - lymphocytes T cytotoxiques




Tableau | X : Lesanomalies cytogénétiques des leucémies ayant pour conséquence la

surexpression d’une protéine oncogenique.

(Gisselbrecht S. Oncogenes et leucémies : historique et perspectives. MEDECINE

/SCIENCES 2003 ; 19 : 201-10).

A. SUREXPRESSION DE PROTEINES ONCOGENIQUES

Type da géna Fanction Géna Translecation Régions régulatrices Trpe da laucémia
Factaurs da Protéine de type bHLH MYC (Bg34) t(8;14)(g24;q11) TCR o LALT
transeri ption at
régulataurs t(8;14)(q24;q32) IgH, lgL Lymphomes et leucémie
transeri ptionnals t(2;8){pl2;q24) de Burkitt, | eucémies
t(8;22)(g24;q11) lymphoides chroniques
L1 {1p32) t(1;14){(p3Z;qll) TCR LALT
tyL 1 (19p13) t(7;19)(q35;p13)  TCRP LALT
Protéine HOX11(10q24) t(10;14){q24;q11) TCR oo, TCR P LALT
& homéodomaine t(7;10)(q35;q24)
HOX11L2 (5q35) t(5;14)(q35;q32)  gene:CTIP2 LALT
Protéine & domaine LIM LMOI(11pl5) t(15;14)(pl6;qll) TR B LALT
LMD2(11p13) t(11;14)(p13qll)  TCR B, TCR o, TCR P LALT
£(7;11)(q35;p13)
Protéine & doigts de zinc £V 1(3;q26) t(3;3){q?1;q26) gene: ribopharine LAM
inv (3)(q2L;q26)
1A7 3/B06 t(3;14)(q27;q32) IgH, lgL Lymphomes
(3q27) t(3;22)(q2T;qll) non hodgkiniens
t(3;4)(q2T;pll) gene: TIF
Autras Tyrosine kinase LCK (1p34) t(1;7){p34;q34) TCR B LALT
Activateur d"AKT TCL1 (l4q32) t(14;14){g1l;q32) TCR @ Leucémies
inv (14)(q11;q32) prelymphocytaires T
MICPI(Xq28) t(X;14){q28;q11) TCR Leucémies
proly mphocytaires T
Récepteur TANI (9q34) t(7;9) (g3 4;q34) TR LALT
de la famille Notch
(forme tronguée)
Intedeukine-3 iL-3({Bq31) t(5;14)(q31;q32) IgH LAL pré-B
Cyeline D1 BCLI(11q13) t(11;14){q13;q32) IgH Leucémies lymphoides
chronigues et lymphom:
du manteau
Protéine BCL-2(18q21) t(14;18)(g32;921) IgH Lymphomes foll iculaire:

anti-apoptotique




Tableau X : Lesanomalies cytogénétiques des leucémies ayant pour conségquence la

production d’une protéine de fusion. (Gisselbrecht S. Oncogenes et leucémies: historique
et perspectives. MEDECINE /SCIENCES. 2003 ; 19 : 201-10).

B. PRODUCTION DE PROTEINES DE FUSION

Typa da gana Translocatian Génes affectés  Fonction Typa de leucémia
Factaurs de t{12;21)(pl3;q22) T (12p13) Facteur ETS LAL pro-B
transcription et AMLI (21g22) Sous-unité du CBF ou CBRx
régulataurs ficant I'ADN {demaine runt)
transcriptionnals t(8;21)({q22;q22) AMLI (21q22) Sous-unité CBFo du CBF LAM
£T0 (Bg22) Protéine nucléaire & doigts de zinc
t(3;21)(q26;922) AMLI (21q22) Sous-unité CBFc: du CBF LAM secondaires
EVI1 (3q26) Prot€ine nucléaire & doigts de zinc
Inv(16)(pl3;q22) CBFP (1é6q22) Sous-unité CBFP du CBF LAM & éosinophiles
SMMHC (16pl3) Chaine lourde des chdines de myosine
du muscle lisse
t{1;19)(q23;pl3) £24 (19pl3) Facteur de transeription de type bHLH LAL pré-B
PBX1 (1923) Facteur de transcription & homéodomaine
t{17;19)(q22;p13) £24 (19pl3) Facteur de transcription de type bHLH LAL pro-B
HLF (17q22) Facteur de transcription & leucine zipper
t{15;17)(q21;ql2) PML (156q21) Protéine & doigts de zinc de type ring
{corps nucl éaires) Leucémies aigués promyélocytaires (LAP)
RARct (17ql2)  Récepteur ot de I’acide rétinoigue
t{11;17)(q23;q12) PLIF (11q23) Protéine nucléaire & doigts de zinc apparenté aux LAP
RARcL (17q12)  Récepteur o de I’acide rétinoique
t(11;17)(ql3;ql2) NuMA (11q13) Protéine de la matrice nucléaire apparenté aux LAP
PARc: (17q12)  Récepteur ot de I'acide rétinoigue
t(5;17)(q35;q12) NPM (5g35) Nucl éophosmine {protéine nucléolaire) apparenté aux LAP
RARct(17q12)  Récepteur ot de I’acide rétinoigue
t{17;17)(qll;ql2) STATEB (17qll) Facteur de transcription de la famille STAT apparenté aux LAP
PARc: (17q12)  Récepteur ot de I'acide rétinoigue
t{4;11){q21;q23) MLL({11g23) Orthologue du géne Trithorax Leucémies bi-phénotypiques de I'enfant
AF4(4q21) Activateur transcriptionnel
t{6;11)(q27;q23) MLL(11q23) Orthologue du géne Trithorax LAM myélo-monocytaires et monoblastique
AF5(6q2T) Fonction mal connue
t(9;11)(p22q23)  MLL(11g23) Orthologue du géne Trithorax LAM myélo-monocytaires et monoblastique
AF9 (9p22) Activateur transcriptionnel Leucémies secondaires
{inhibiteurs de topo-isomérase 11}
t{11;19)(q23;p13) MLL{11q23) Orthologue du géne Trithorax LAM, LAL B et leucémies
bi-phénotypiques de I'enfant
ENL{19p13) Activateur transcriptionnel
t{7;11){pl5;pl5) NUP28 (11plE)  Nucléoporine LAM secondaires
(protéine associée au pore nucléaire)
HOXA9 (Tpl5) Facteur de transcription & homéodomaine
t(6;9)(p23;934) DEK (6p23) Facteur de transcription LAM & basophiles
CAN({9q34) NUP214 (protéine associée au pore nucléaire)
t{1;22)(p13;q13) O (1pl3) Protéine nucléaire de la famille Spen LeucEmies aigués mégacaryocytigues
de I'enfant
MAL (22q13) Co-activateur du facteur SRF
t{16;21)(pl1;q22) FUS (1épll) Protéine se liant & I’ARN LAM
ERG (21g22) Facteur de transcription famille £TS
Tyrosine kinases t(9;22)(q34;qll) BCR(22qll) Ser/Thr kinase, facteur d"échange LAL pro-B, LMC, leucémies
de Rho, GAP de Rac a pelynucléaires neutrophiles
ABL (9g34) Tyrosine kinase intracellulaire
t(9;12)(q34;pl3) TEL (12p13) Facteur ETS apparenté & la LMC
ABL (9g34) Tyrosine kinase intracellulaire
t(9;12) (p24;p13)  TEL (12pl3) Facteur ETS LAL B, LALT, LMC
JAK2(9p24) Tyrosine kinase intracellulaire
t(5;12)(q33;pl3) TEL (12p13) Facteur ETS Leucémies my élomonocytaires chronigues
PDGFRP (5q33) Récepteur B du PDGF
t{5;7)(q33;gll) HiPl (Tqll) Protéine interagissant
avec |a protéine de Huntington Leucémies myélomonocytaires chronigues
PDGFRP (5q33) Récepteur B du PDGF
t(5;17){q33p13) Rabaptine(17pl3) Protéine impliguée dans
Iendocytose (interagit avec rab 4 et 5) Leucémies my élomonocytaires chronigues
PDGFRP (Bq33) Récepteur P du PDGF
t{6;8)(q27;pl2) FOP (6;q27) Fonction inconnue Syndromes myéloprolifératifs atypiques
FGFRI{8pl2) Récepteur 1 du FGF
t(8;9)(pl2;q33) CEP110 {9q33)  Protéine associée au centrosome Syndromes myéloprolifératifs atypiques
FGFR1(8pl2) Récepteur 1 du FGF
t(8;13)(pl2;ql2) FM (13gl2) Protéine & doigts de zinc Syndromes myéloprolifératifs atypiques

FGFRI(Bp12)

Récepteur 1 du FGF




Questionnaire

FICHE DE RENSEGNEMENT

Nom : Prénom :
Age:
Poids et taille :
Adresse :
Profession :
Type de leucémie :
Date du diagnostic et motif d’hospitalisation :
Traitement :
Durée du traitement :
Etat du patient :
Rémission compleéte :
Poursuite évolutive :
Rechute, date de rechute :
Si autre cancer :
Diagnostiqué le :
Siege:
Si patient décédé :
Date :
Cause du déces (en clair) :
Présence de cancers dans la famille:
Leucémie :
Autre cancer :
Type de cancer :
Présence de maladie génétique dans la famille :
Impliquant des anomalies cytogénétiques :

Ne présentant pas d’anomalie cytogénétiques :

Type de maladie génétique :

Patient N° :

Sexe:



SYMPTOMATOLOGIE CLINIQUE

Signes Signes anémiques | Paleur
d’insuffisance Asthénie
médullaire Techycardie
Dyspnée d’effort
Signes infectieux Fiévres (en rapport avec la neutropénie)
Foyers infectieux Bucco
pharyngées
Génitaux
Anaux
Autres
Fievre leucémique
Signes Purpura ecchymotiques
hemoragiques Purpura pétéchial
Hemoragie des muqueuses
Hemoragie viscérales
Signes Adénopathie Adénopathies superficielles
tumor aux Adénopathies mediastinales

Adénopathies retro-peritoniales

Douleurs

Douleurs osseuses

Douleurs ostéoarticulaires

Splénomégalie

Splénomeégalie modérée

Splénomeégalie importante

Hépatomégalie

hépatomégalie modérée (stade 1, 2,3)

hépatomégalie importante (stade 4,5)

Hypertrophie ganglionnaire diffuse

Hypertrophie amygdalienne

Hypertrophie des glandes salivaires

Méningites

Atteinte des testicules

Autres remarques :




ANALYSESBIOLOGIQUES

Examen Type cellulaire Valeursnormales |observation
Hémogramme Polynucl éaires neutrophiles 22a7,5x 1071 (45-70%)
Polynucléaires éosinophiles 0,04 20,5 x 1071 (1-3%)
Polynucléaires basophiles 0,01 20,1 x 1071 (0-0,8%)
Lymphocyte 1,5 a4 x 10%1 (20-40%)
Monocyte 0,2 a1 x 1071 (2-10%)
Plaquettes 200000 & 500000 /m
MYELEMIE
BLASTOSE
Type de myéémie
Type de blastose
Maju”ogramme Myéloblastes 0,1a3,5%
Promyélocytes 05a5%
Myé ocytes Neutrophiles 5a20%
Myé ocytes éosinophiles 0,1a3%
Myé ocytes basophiles 0a0,05%
Méamyél ocytes 10a230%
Polynucl éaires neutrophiles 7a25%
Polynucl éaires éosinophiles 0,2a3 %
Polynucl éaires basophiles 0a0,5 %
Proérythroblastes 05a3%
Erythroblastes basophiles 10a30%
Erythroblastes polychromatophiles | 10 430 %
Erythroblastes acidophiles 10430 %
Lymphocytes 5430 %
Plasmocytes 0,1a35%
Monocytes 0a3%
M égacaryocytes ++
Conclusion
Cytologie Lignee proliférative
Rapport nucl éo-cytoplasmique
Chromatine Fine
Condensé (en motte)
Nucléole Nombre
Aspect
Contour nucléaire Régulier
Irrégulier
Basophilie cytoplasmique Modérée
Importante
Vacuole cytoplasmique Présente
Absentes
Nombre
Granulations lymphaocytaires
Granulations azurophile
Coloration PAS
Béatonnet ’AUER
Peroxydase
Noir de soudan
Ombre de Gumprecht
Ana|yses Uricémie 0,2-0,4 g/l
biochimiques Hémoglobine 13-17 g/l
Phosphatase alcaline leucocytaire | 40-150 Ul/ml




Vitamine B 12 160-900 mg/I
gammaglobuline
LDH 240 Ul/I
Glycémie 0,6-0,9 ¢/l
Bilirubine <10 myg/l
Créatinine 5-10 mg/l
Albumine 36-45 g/l
Proténe sérique 61-76 g/l
CPK <70 Ul
Na'/ K* 3,15-3,47 mg/l / 0,15-
0,21 mg/I
Acide urique 40-60 mg/I
TGO/TGP < 40Ul /ml /< 45Ul
/ml.
Analyse Vitesse de sedimentation 5-15 mnmvh
hématologique Hématocrite 0,38 — 0,50 (38 a 50 %)
WBC 4000-10000 mm®
RBC 4-5,5 million /ml
MCV 85-95 i°
MCH 28-32 pg
MCHC 32-43 %
Microcytose/macrocytose
Normaochromie/hypochromie
Bilans Systéme ABO
préthérapeutiques | RNEUS
Bilan cardiaque
Bilan hépatique
Uricémie
T. Quick (Tx Prothrombine) >65:5%
T. Céphaline /

Compterendu clinique et biologique :
Cytologie:
Cytogénétique :

Conclusion générale:
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Abstract:

Leukemia’s represent a very heterogeneous group of malignant homeopathies defined by an
anarchistic, clonally and acquired proliferation of the haematopoietic stem cells or of a
precursor already engaged in the myeloid and/or lymphoid line. It is a very harmful
cancerous disease, which represents a problem of public health. It isindicated in the running
language by "cancer of the blood".

The diagnosis of these pathologies passes by a haematological, cytological and biochemical
studies, bases of leukemia’s FAB classification. With the development of knowledge in the
field of the cytogenetics, base of leukemia’s WHO classification, a better distinction between
these pathological entities is now possible with investigations of a cytogenetics nature whose
importance is twice: a practises interest for the best dealing with these pathologies in the
diagnosis, the prognosis, the choice and the therapeutic follow-up of patient. A scientific
interest for the comprehension of the molecular mechanisms in question and, perhaps a
possibility, for the identification of etiologic factors.

In our work, we undertook the study of leukemia’s by the realization, initially, of an

haematological and cytological investigations, supplemented then by atraditional cytogenetic
study of the standard karyotyping and banding, in order to the revelation of associated
cytogenetics anomalies with particular leukaemic processes.
On all the studied case, none of them presents any number anomaly’s. On the other hand,
many structural anomaly’s were found, in one case of AML (Acute Myeloid Leukemia)
(chromosomes 3 and 19), a case of ALL (Acute Lymphoid Leukemia) (chromosomes 6, 13
and 22) and a case of CLL (chromosomes 8 and 15).

The confrontation of the traditional examinations used on hospital complexes laboratory
and the cytogenetics results let emerge the importance of the latter one, particularly in cases
where the identification of the involved leukemic process was difficult.

In conclusion: Our results highlight structural anomalies of many chromosomes associated

with specific types of leukaemias.

Key words: Leukemia, Cytogenetics, Karyotyping.



Résumé :

Les leucémies représentent un groupe trés hétérogéne d’hémopathies malignes défini par
une prolifération anarchique, clonale et acquise de la cellule souche hématopoiétique ou d’un
précurseur déja engagé dans la lignée myéloide et/ou lymphoide.

C’est une maladie cancéreuse grave qui représente un probléme de santé publique. Elle est
désignée dans le langage courant de " cancer du sang ".

Le diagnostic de ces pathologies passe par une éude hématologique, cytologique et
biochimique, base de la classification FAB des leucémies. Avec le développement des
connaissances dans le domaine de la cytogénétique, base de la classification OMS des
leucémies, une meilleur distinction entre ces entités pathologiques est maintenant possible
gréce a des investigations d’ordre cytogénétique dont I’intérét est double : pratique pour une
meilleure prise en charge de ces pathologies dans le diagnostic, le pronostic, le choix et le
suivi thérapeutique. Scientifique pour la compréhension des mécanismes moléculaires en
cause et éventuellement, pour I’identification de certains facteurs d’ordres étiologiques.

Dans notre travail, nous avons entrepris I’ éude des leucémies par la réalisation en premier
lieu, d’une investigation hématologique et cytologique, complétée ensuite par une étude
cytogénétique classique du caryotype standard et du banding pour la révélation d’anomalies

cytogénétiques associées a un processus leucémique particulier.

Sur tout les cas étudié, aucun d’eux ne présentait d’anomalies de nombre. Par contre, des
anomalies de structures ont éaient retrouvées dans un cas de LAM (chromosomes 3 et 19), un
cas de LAL (chromosomes 6, 13 et 22) et un cas de LLC (chromosomes 8 et 15). La
confrontation des examens classiques utilisés au niveau des centres hospitaliers et de la
cytogénétique a fait surgir I’importance de cette derniere, surtout devant des cas ou
I’identification du processus leucémique en question était difficile.

En conclusion : Nos résultats mettent en évidence des anomalies structurales de certains
chromosomes spécifiques du type de leucémie.

Motsclés: Leucémies, Cytogénétique, Caryotype.
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Résume :

Les leucémies représentent un groupe trés héérogene d’hémopathies malignes défini par une prolifération
anarchique, clonale et acquise de la cellule souche hématopoiétique ou d’un précurseur déa engagé dans la lignée
myéloide et/ou lymphoide.

C’est une maladie cancéreuse grave qui représente un probléme de santé publique. Elle est désignée dans le langage
courant de « cancer du sang ».

Le diagnostic de ces pathologies passe par une é&ude hématologique, cytologique et biochimique, base de la
classification FAB des leucémies. Avec le développement des connaissances dans le domaine de la cytogénétique,
base de la classification OMS des leucémies, une meilleur distinction entre ces entités pathol ogiques est maintenant
possible grace a des investigations d’ordre cytogénétique dont I’intérét est double: pratique pour une meilleure prise
en charge de ces pathologies dans le diagnostic, le pronostic, le choix et le suivi thérapeutique. Scientifique pour la
compréhension des mécanismes moléculaires en cause et éventuellement, pour I’identification de certains facteurs
d’ordres éiologiques.

Dans notre travail, nous avons entrepris |’é&ude des leucémies par la réalisation en premier lieu, d’'une investigation
hématologique et cytologique, complétée ensuite par une éude cytogénétique classique du caryotype standard et du
banding pour larévélation d’anomalies cytogénétiques associées a un processus leucémique particulier.

Sur tout les cas éudié, aucun d’eux ne présentait d’anomalies de nombre. Par contre, des anomalies de structures
ont &aient retrouvées dans un cas de LAM (chromosomes 3 et 19), un cas de LAL (chromosomes 6, 13 et 22) et un
cas de LLC (chromosomes 8 e 15). La confrontation des examens classiques utilisés au niveau des centres
hospitaliers & de la cytogénéique a fait surgir I’importance de cette derniére, surtout devant des cas ou
I’identification du processus leucémique en question éait difficile.

En conclusion : Nos résultats mettent en évidence des anomalies structurales de certains chromosomes spécifiques

du type de leucémie.
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