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aoreviations

ABL: Abelson

BCR: Breakpoint Cluster Region
BOM: Biopsie Ostéomédullaire
CCMH : Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
GB: Globules Blancs

GR: Globules Rouges

Hb: Hémoglobine

JAK: Janus Kinase

LMC: Leucémie Myéloide Chronique
MGG: May Grunwald-Giemsa

MO: Moelle Osseuse

MP : Myélofibrose Primitive

NFS : Numération Formule Sanguine
Ph: Philadelphia chromosome

PNB: polynucléaire basophile

PNE : polynucléaire éosinophile

PNN : polynucléaire neutrophile

PV : Polyglobulie de Vaquez

SMP : Syndrome Myéloprolifératif
T (9 22) : translocation (9 ; 22)
TCMH : Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
TE : Thrombocytémie essentielle

VGM : Volume Globulaire Moyen
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roduction

Les syndromes myéloprolifératifs (ou SMP) sont des hémopathies malignes
caractérisées par la prolifération clonale des cellules myéloides. La leucémie
myéloide chronique (LMC), la polyglobulie de Vaquez (PV), la thrombocytémie
essentielle (TE) et la myélofibrose primitive (MP) constituent les principales
pathologies du groupe SMP. La LMC a bénéficié tres t6t d'un marqueur



biologique : le chromosome de Philadelphie issu de la translocation t (9. 22)
(q34 ; 11).

Ce remaniement chromosomique est a I' origine d'un géne chimérique codant
pour la protéine tyrosine kinase BCR-ABL dont la fonction enzymatique est
constitutivement activée. Cette protéine est directement a I' origine de la
maladie en perturbant de nombreuses voies de signalisation cellulaire.

La LMC bénéficie de techniques performantes pour le diagnostic, le suivi
moléculaire et de thérapeutiques innovantes extrémement efficaces (inhibiteurs
de tyrosine kinase). Récemment, la découverte de la mutation JAK2 V617F a
permis aux trois autres SMP classiques (PV,TE et MP) de bénéficier a leur tour
d'un marqueur moléculaire, méme si cette mutation n'est pas retrouvée chez tous
les patients présentant ces pathologies.

Le terme de SMP sous entend trois notions :

> TIls sont développés a partir du tissu myéloide.

> Ils correspondent a une prolifération maligne représentée par
une hyperplasie non contrdlée des cellules hématopoiétiques.

> Ils sont « chroniques »il existe une différenciation terminale
des éléments myéloides.

Le concept de SMP a été initialement fondé sur l'existence de points
communs cliniques et évolutifs :

> Leur ressemblance dans la présentation clinique, avec une
splénomégalie habituelle.

> L'hyperplasie des trois lignées myéloides (granuleuse,
érythroblastique, mégacaryocytaire), méme si elle prédomine
sur l'une d'entre elles.

> L'existence de formes de transition entre ces affections.

» Une évolution terminale en leucémie aigue avec une fréquence
variable selon l'affection en cause.



En fait les criteres morphologiques et cytogénétiques définissent la LMC
comme une affection maligne alors que les PV, TE, et MFI forment des
affections chroniques des trois lignées hématologiques.

Objectifs :

Le but de ce travail est de préciser les éléments du diagnostic clinique et
biologique de la LMC et de rechercher les facteurs pronostics a partir de cette
étude rétrospective.

Cest une étude descriptive qui nous permet d'explorer le pourcentage des
patients atteignant la LMC et la démarche diaghostique de cette pathologie.




1. Définition des hémopathies malignes :

Appelées aussi hémosarcomes, les hémopathies malignes entrent dans le cadre
des sarcomes ou cancers du tissu conjonctif. Ces hémosarcomes regroupent
I'ensemble des proliférations malignes des cellules sanguines ou de leurs
précurseurs.

A partir du type de lignée concernée, on distingue :

> Les hémopathies lymphoides ot la prolifération porte sur les cellules
lymphoides et plasmocytaires.

> Les hémopathies myéloides ou la prolifération porte sur les cellules
d'origine médullaire.

A partir de la persistance ou non d'une maturation, on distingue :

> Les leucémies aigues dans lesquelles la prolifération maligne
s'accompagne d'un blocage de la maturation.

> Les syndromes prolifératifs dans lesquels la prolifération maligne
coexiste avec une persistance de la maturation.



2. Définition D'un Syndrome Myéloprolifératif :

Un syndrome myéloprolifératif est un syndrome au cours duquel il y a
prolifération anarchique d'au moins une lignée myéloide avec maturation et
passage des cellules dans le sang.

Les SMP sont des hémopathies malignes clonales ‘d'une cellule souche
hématopoiétique, se traduisant par une prolifération exagérée, chronique et
irréversible d'une ou plusieurs lignées myéloides (érythroide, granulocytaire,
mégacaryocytaire) avec différenciation (maturation).

Ils se caractérisent par une prolifération (multiplication dans la moelle
osseuse) de cellules qui possedent la méme morphologie et la méme fonction
(normale), ce qui les opposent aux cellules de la leucémie aigué myéloide, maladie
qui se caractérise par une prolifération de cellules myéloides, qui elles sont
immatures et ne possédent aucune fonction particuliere.

L'origine des SMP sont des manifestations d'une anomalie clonale de la cellule
souche hématopoiétique multipotente. Cette anomalie dans les SMP, confere un
avantage prolifératif avec émergence d'un clone pathologique. Il se produirait
dans un deuxieme temps une Iésion spécifique a chaque type de SMP, entradinant
I'émergence de cellules pro génitrices anormales.

NB : les SMP peuvent se transformer et évoluer au bout de quelques
années vers une leucémie aigue (arrét de la différenciation cellulaire
et sans maturation), la fréquence de cette transformation est
variable selon le type de syndrome.

3. Classification Des Principaux SMP :




Les SMP peuvent tre divisés en SMP classiques et en SMP atypiques. Selon la
ou les lignées qui proliferent, les SMP classiques comprennent quatre entités
cliniques distinctes, déja décrites par DAMESHEK en 1951 :

e La leucémie myéloide chronique (LMC): augmentation de la lignée
granuleuse.

e La polyglobulie essentielle, aussi appelée maladie de Vaquez (PV):
augmentation de la masse des globules rouges.

e La thrombocytémie essentielle (TE): augmentation de plaquettes
sanguines.

e La myélofibrose primitive (MFP): fibrose médullaire et
hématopoiése extra médullaire.
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Figure 1: Classification des différents syndromes

myéloprolifératifs

(Hematologie /humérg 1 -43-56, janvier-février;2003)



3.1La leucémie myéloide chronique (LMC) :

Les leucémies sont des maladies de moelle osseuse, assimilables a des cancers
et qui se caractérisent par une prolifération anormale des cellules dites « de
défense » ou « globules blancs ». Ces globules blancs prennent naissance dans
la moelle osseuse qui produit normalement des polynucléaires, des lymphocytes,
des monocytes, des éosinophiles... qui sont des variétés de globules blancs. La
moelle osseuse produit également des globules rouges ou réticulocytes, et des
plaquettes ou thrombocytes. Avant d'étre matures, les GB passent par des états
intermédiaires et portent le nom de « blastes » qui hormalement n'existent pas
dans la circulation sanguine, sauf circonstances particulieres : grosse infection,
état de choc ou hémorragie, leucémie.

3.1.1 Définition:

La leucémie myéloblastique chronique ou LMC est un SMP au cours duquel, une
anomalie acquise d'une cellule souche pluripotente, entrdine une prolifération
anarchique, monoclonale, concernant essentiellement la lignée granuleuse. Elle se
caractérise par une production excessive et persistance au sein de la moelle
osseuse des globules blancs. Une partie de ces GB sont anormaux, c'est-a-dire
leur développement n'est pas terminé lorsqu'ils passent dans le sang.

Dans ce hémosarcome, il existe une anomalie chromosomique acquise, spécifique
de la leucémie myéloide chronique. Dans 95% des cas, les cellules sont porteuses

d'une anomalie chromosomique, chromosome Philadelphie (Phl)
caractéristique mais non spécifique.

3.1.2 Epidémiologie :

La fréquence de la LMC représente 15 % des leucémies de l'adulte, elle est
inférieure a celle des leucémies aigues (25%) [18].



Bien qu'elle puisse survenir a tout dge, elle touche principalement les sujets
dgés de plus de 50 ans, avec une Iégére prédominance masculine.

Avec le vieillissement de la population globale, le nombre de cas augmente. La
proportion de personnes concernées dans le monde est de 1 a 2 cas pour 100 000
personnes et par an. Un certain nombre de facteurs favorisent I'apparition de la
maladie (radiations ionisantes, benzéne..). Il n'existe ainsi pas de facteur
héréditaire [15].

Dans la plupart des cas, la maladie est découverte en raison d'une altération de
I'état général ou d'une pesanteur de |'hypocondre gauche due a une splénomégalie.

3.1.3 Signes cliniques :

Les LMC débutent discretement et de maniere insidieuse. Des symptdmes
atypiques, tels que la fatigue, une discrete altération de I'état général, une
baisse d'énergie, une perte de poids, de la fievre ou des transpirations
nocturnes peuvent étre des signes d'une leucémie myéloide chronique. Une
tuméfaction de la rate peut aussi apparaitre chez les patients atteints d'une
LMC.

On note aussi une infiltration des organes hématopoiétiques par les cellules
leucémiques, a I' origine d'insuffisance médullaire ou d'anémie responsable de la
pdleur, tachycardie et la dyspnée d'effort et la thrombopénie qui peut entrainer
des signes hémorragiques variables..ect. Le syndrome tumoral se traduit par
infiltration des  organes hématopoiétiques autres que médullaires ftels
I'augmentation du volume de la rate (splénomégalie) dans plus de la moitié des
cas..ect.

Actuellement la maladie est le plus souvent découverte de maniére fortuite a
l'occasion d'une numération-formule sanguine. Cette derniére met alors
classiquement en évidence une hyperleucocytose avec une myélémie importante,
une basophilie et une éventuelle éosinophilie. Le myélogramme montre une
hyperplasie de la lignée granuleuse sans hiatus de maturation et permet la
réalisation d'un caryotype qui met alors en évidence le chromosome Phl.



3.1.4 Physiopathologie :

La LMC est toujours associée a un marqueur chromosomique spécifique, le
chromosome de Philadelphie, décrit en 1960. Ce chromosome anormal résulte d'un
échange d'un petit morceau de matériel génétique (translocation) entre le
chromosome 9 (le gene ABL) et le chromosome 22 (le géne BCR), échange
donnant naissance a un gene anormal BCR-ABL. BCR-ABL produit une nouvelle
protéine spécifique qui est une enzyme appelée tyrosine kinase. Cette tyrosine
kinase stimule la production excessive des globules blancs anormaux dans la
moelle osseuse.
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Figure 2: la formation du chromosome Philadelphie
(CML Society of Canada 2007)

La formation du chromosome Philadelphia se produit lorsqu'il y a un échange
entre des parties du chromosome9 et du chromosome2Z2. Cette translocation
forme un chromosome9 extra-long et, a /'inverse, un chromosomeZ2Z2 extra-court
qui résulte en un géne anormal que /'on nomme le géne BCR-ABL. Ce dernier est

contenu dans le chromosome Philadelphia.



3.1.5 Diagnostic :

Le diagnostic de la LMC est établi a partir de plusieurs examens :

+* Numération Formule Sanquine (NFS) : Hémogramme

La numération peut montrer des cellules blastiques circulantes mais ceci est
insuffisant pour poser le diagnostic. Elle permet par ailleurs d'apprécier :

* Anémie modérée : 11-13 g/dl.
Origine centrale par insuffisance de production ou périphérique par
hypersplénisme.

La morphologie des hématies est normale sur le frottis.

Présence d'’hématies en larme (dacryocytes) quand la splénomégalie est
volumineuse.

Le nombre d'érythroblastes circulants est < 2%
» Hyperleucocytose franche : > 50 G/L pouvant dépasser 200 G/L

Au diagnhostic : > 100 6/L dans 50% des cas

» Polynucléose neutrophile : 40 -60%

* Forte myélémie sans hiatus de maturation : 30 -60%

Les métamyélocytes et myélocytes sont majoritaires (25-40%), avec peu
de promyélocytes (< 5%) et pas ou peu de blastes (<2%).

Petit exces d'éosinophiles : > 0,5 6/I mais pouvant dépasser 10 G/L

» Exces quasi constant de basophiles (> 0.2 G/L), pouvant représenter 10-
15% du total des leucocytes.

* Plaquettes : augmentées dans 50% des cas (parfois > 1000 G/L)
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Figure 3 : Myélémie a prédominance myélocytaire dans une LMC
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Figure 4 : Relation entre leucocytose et myélémie
Laboratoire d'Hématologie - CHU d'Angers

On observe une augmentation du pourcentage de la myélémie en fonction du
nombre des leucocytes.
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+* Prélévement de moelle osseuse : Myélogramme

Cet examen est indispensable non pas au diaghostic, mais il permet de définir le
% des blastes, afin de déterminer le stade de la LMC.
Le myélogramme montre :

® Frottis tres riche.

e Nombreux mégacaryocytes, de taille souvent réduite.

* Hyperplasie de la lignée granuleuse ot tous les stades de maturation sont
respectés.

e Blastose est < 5% (mais 5 - 19% dans les cas de diagnostic en phase
accélérée).

e Exces d'éosinophiles et de basophiles, en paralléle de I'exceés sanguin.

POLYNUCLEAIRE
BASOPHILE

OLYNUCLEAIRE
*NEUTROPHILE

b



Figure 5 : Schéma montrant un Frottis médullaire
(Leucémie myéloide chronique de présentation atypique : Dossier 2007-4)

L ‘examen au fort grossissement confirme /'absence d'exces de blastes, la présence de
granulocytes a tous stades de différenciation, avec un petit exces de granulocytes
' €osinophiles et basophiles.
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Figure 6 : Schéma montrant un Frottis médullaire
(Leucémie myéloide chronique de présentation atypique : Dossier 2007-4)

R

Au grossissement intermédiaire les mégacaryocytes sont nettement visibles, avec une
taille réduite et un noyau peu segmenté, caractéristigue habituelle de la moelle de LMC.




GRANULOCYTE
BASOPHILE

Figure 7 : Montage photographigue montrant guatre granulocytes
basophiles. aucune anomalie morphologigue notable.

(Leucémie myéloide chronique de présentation atypique : Dossier 2007-4)

+* Biopsie Ostéomédullaire(BOM) :

BOM n'est pas indispensable au diaghostic, elle est habituellement réservée aux
sujets jeunes susceptibles de bénéficier d'une allogreffe, permet de faire une
étude histo-cytologique (architecture de la moelle).

Elle montre une moelle tres riche (+++) avec disparition des adipocytes et
absence de myélofibrose.
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Figure 8 : Schéma montrant un frottis médullaire

Laboratoire d'Hématologie - CHU d'Angers

Etalement médullaire richement cellulaire, avec de nombreux mégacaryocytes de
taille normale ou réduite.

** Caryotype :

L'étude du caryotype permet principalement de prédire le pronostic, il permet
aussi de suivre I'évolution de la maladie. Le caryotype est devenu obligatoire car
la décision thérapeutique dépend en partie des résultats du caryotype des
cellules leucémiques.

Il est réalisé sur le produit d'une aspiration de moelle osseuse. Cependant il est
possible de I'effectuer sur une prise de sang en cas d'une myélémie importante.
Cest lexamen de référence pour mettre en évidence le chromosome
Philadelphie. De plus, la quantification du nombre de Phl positives est un critére
majeur de la réponse au traitement.
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Dans 95% des cas: présence du chromosome Ph1l [18] qui correspond a un
chromosome 22 raccourci, résultat de la translocation réciproque et équilibrée
entre les bras longs des Chromosome 9 et 22 : t (9:22) (q34:q11).
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Figure 9 : comparaison entre deux caryotypes
A : Caryotype d'une personne saine B : Caryotype d'une personne

atteinte
(Etudiants du module BCP608 "signalisation cellulaire", Université Bordeaux-1, Mai 2006)

B : Caryotype médullaire dune personne atteinte de la LMC avec mise en
évidence de la t (9., 22) : bras long du chromosome 9 rallongé, chromosome 22
raccourci avec présence du géne BCR-ABL.

3.1.6 Evolution :

En absence de traitement, I'évolution de la LMC se fait en trois phases de
sévérité croissante. Chaque phase est déterminée par la gravité des symptomes,
ainsi que par le pourcentage des cellules blastiques (blastes), ce dernier est
utilisé pour distinguer les phases de la LMC.

e  Phase chronique :

Dans la phase chronique, la leucémie évolue trés lentement et peut étre stable
pendant tres longtemps. Il ya.5% _ou moins de-cellules blastiques dans le sang
et/ou la MO pendant cette phase. La phase chronique dure en'moyenne 4 a 6 ans.



C'est pendant cette période que l'on porte le diagnostic chez la majorité des
patients. Il peut y avoir quelques symptomes |égers et la plut part des patients
peuvent mener une vie normale.

o Phase accélérée :

Apres un certain laps de temps, la maladie évolue plus rapidement. Cette phase
est la phase accélérée qui survient lorsqu'il y a 6-20% de blastes dans le sang
et/ou la MO. pendant cette phase on peut présenter de nouveaux symptomes ou
les symptomes existants peuvent s'aggraver. La phase accélérée dure
habituellement de 6 a 12 mois.

. Phase blastique :

Dans la phase blastique, il ya 20% ou plus de blastes dans le sang et/ou la MO.
Ceci veut dire qu'une grande partie de la MO est remplacée par des cellules
blastiques tres immatures qui empéchent les autres cellules sanguines de
fonctionner normalement. Cette phase est aussi appelée « crise blastique » ou
aigue et dure normalement de 3 a 6 mois.

Chez certains patients, la LMC semble évoluer de la phase chronique
directement vers la phase blastique, sans passer par la phase accélérée.

3.1.7 Traitement :

Le tfraitement de la LMC comporte une chimiothérapie intensive avec des

médicaments anticancéreux, c'est-a-dire inhibant la multiplication des cellules.
Ce ftraitement associe de nombreuses substances médicamenteuses qui
détruisent les cellules tumorales mais malheureusement également les cellules
normales de la MO.
Ceci a pour conséquence une augmentation des épisodes infectieux dus a la
destruction des GB intervenant normalement dans la défense de I'organisme
contre les microbes, ainsi qu'une destruction des plaquettes entrdinant des
problemes d'hémorragies, et des GR a l'origine d'anémie.

Chimiothérapie :

* Busulfan : un anticancéreux qui permet une réponse hématologique, mais
de tres rares réponses cytogénétiques ont pu €tre rapportées (1 a 2,5 %).
C'est un agent alkylant déprimant surtout la lignée myéloide par sa fixation
d I'ADN entrainant I'apoptose des cellules souches hématopoiétiques. Le



Busulfan fut il rapidement abandonné lors de la découverte, dans les
années 1970, de I'hydroxyurée.

» Hydroxyurée : prescrite a la posologie de 40 mg/Kg/j, c'est un
antagoniste de la synthése d'’ADN par inhibition de la ribonucléotide
réductase (enzyme de la synthése de I'ADN). Entrdine une rémission
clinique et hématologique complete dans 39 a 53 % des cas, mais he fait
pas disparditre le chromosome Philadelphie. Aujourd'hui, I'hydroxyurée
n'est utile qu'en cas d’hyperleucocytose symptomatique.

Allogreffe des cellules souches hématopoiétiques :

Seul traitement curatif, il est basé sur la greffe de moelle osseuse et la
reconstitution d'une hématopoiese normale, ceci consiste a remplacer la MO
atteinte par une autre saine. Les cellules leucémiques doivent €tre éliminées de
la MO par radiothérapie létale (destruction de toute la MO).

La transplantation de la moelle saine d'un donneur compatible peut ensuite avoir
lieu. Les cellules saines sont capables de se développer a nouveau et de proliférer
dans le sang et dans la MO. L'intervention doit si possible &tre pratiquée a un
stade précoce de la maladie et chez un sujet jeune ayant moins de 40 ans.

Interféron alpha :

Talpaz et al, en 1983, ont été les premiers a montrer l'efficacité de
l'interféron o leucocytaire puis recombinant dans la LMC. Cette cytokine est
administrée par voie sous-cutanée et permet dobtenir des réponses
hématologiques mais aussi des réponses cytogénétiques.

L'interféron est une protéine secrétée par différents types des cellules et
possede une action régulatrice du systeme immunitaire. Elle est fabriquée par
les GB mais son mécanisme d'action dans la LMC demeure largement inconnu.
Jusqu'au début des années 2000, le traitement standard de la LMC en phase
chronique était l'association interféron-alpha et cytarabine (inhibiteur de la
phase S du cycle cellulaire)[6].

Le groupe frangais d'étude de la LMC a montré que I'adjonction de la cytarabine a
l'interféron a allonge la survie des patients et améliore la réponse cytogénétique
par rapport a ceux traités par l'interféron seul (taux de survie a 3 ans : 85% des
cas).



Imatinib mésylate (Glivec)

Il représente actuellement le traitement de référence de la LMC chez les
patients nouvellement diagnostiqués. C'est une classe pharmacologique récente
de médicaments utilisés en cancérologie. Actif par voie orale. C'est un inhibiteur
de la tyrosine kinase qui entrdine une réponse favorable au niveau clinique et
hématologique, mais également une réponse cytogénétique (normalisation du
caryotype).

En 1996, Drucker et al ont montré que cette molécule était capable d'inhiber
spécifiqguement la prolifération de lignées cellulaires humaines transformées par
BCR-ABL. L'Imatinib agit par inhibition compétitive de l'adénosine triphosphate
(ATP) au niveau du site catalytique de la protéine kinase. Le blocage de ce
domaine conduit a une inhibition de la phosphorylation des substrats cible. Grace
d la prise d'un de ces médicaments, le nombre de GB diminue et redevient
progressivement normal. Ce fraitement en phase chronique de la maladie est
généralement associé a une bonne réponse thérapeutique.
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Figure 10 : Schéma montrant le mécanisme d'action de I'Imatinib sur
la cellule qui présente un chromosome Phl.

(Médecine thérapeutique. Volume 11, Numéro 6, 428-36, Novembre-Décembre 2005, Nouveaux médicaments)
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Figure 11 : Mécanisme d'action de BCR-ABL et de son inhibition par
I'Tmatinib.
(D'apres Mauro et al)

METHODOLOGIE
DE RECHERCHE




1. Matériel utilisés :

1.1 Matériel humain : La population cible
Le sang des malades hospitalisés au sein de I'hopital CHU [HASSAN Iﬂ, ainsi que
les malades externes provenant des centres de consulfation a été prélevé,
afin de réaliser les bilans NFS.

1.2 Appareillages :

e Microscope optique < LEICA >.

e Automate utilisé : <« SYSMEX XE-2100 >

Figure 12 : L'appareil d'analyse SYSMEX XE-2100
Principe du SYSMEX XE-2100 :
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L'appareil d'analyse permet de mesurer le nombre absolu des cellules contenues
dans une unité de volume de sang. Cette mesure se fait beaucoup plus rapidement
et avec une marge d'erreurs beaucoup plus faible, cependant elle varie entre 2 a
6% pour les NFS.

Le comptage comporte :
* La dilution du sang.

* Le passage d'un volume précis de cette dilution a travers un

détecteur de particule.

Pour que la dilution soit efficace :
* Le prélevement doit €tre homogénéisé et dépourvu de caillot.

* Le liquide de dilution ne doit pas contenir de particules pouvant

&

interférer dans le comptage.

1.3 Réactifs :

Colorant de May-Grunwald
Colorant de Giemsa
Tampon phosphate pH 7,0

2. Méthodes :

2.1 LHEMOGRAMME (NFS)

Elle consiste a compter (grdce a I'automate citée précédemment) les différents
¢léments cellulaires du sang a savoir : globules blancs ou leucocytes, globules
rouges ou hématies et plaquettes sanguines.

L'hémogramme est devenu un examen facile et rapide a réaliser, il comprend :

v
v

Un examen quantitatif ou humération sanguine

Un examen qualitatif : étude morphologique des différents
composants du sang comportant la formule leucocytaire et la
recherche des anomalies morphologiques.

Des parameétres liés a ces éléments sont également mesurés
pour certains (taux d'hémoglobine, volume globulaire moyen =
VGM) ou calculés (hématocrite, teneur corpusculaire moyenne en
hémoglobine = TCMH, concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine = CCMH).



2.2 Examen cytologique : étude morphologique des cellules du sang
Cet examen est valable pour les prises de sang ainsi que pour les lames de
médullogramme (Myélogramme).
L'examen cytologique permet d'étudier la richesse de la moelle, l'activité et
I'aspect de maturation cellulaire des leucocytes et des hématies. Il est réalisé en
étalant une goutte de sang sur une lame de verre et en l'examinant au
microscope apres coloration au May-Grunwald-Giemsa (MGG).

2.3 Réalisation du frottis sanquin :

A l'aide d'une pipette Pasteur, une goutte de sang est déposée sur une lame en
verre, a environ 1 cm du bord. Une lamelle (ou I'étaleur) inclinée a 45°est placée
sur la goutte, puis il faut Attendre que la goutte de sang s'étale sur la largeur
de la lamelle par capillarité, d'un mouvement régulier et rapide, I'étaleur est
glissé vers I'extrémité de la lame en verre. Le frottis est séché puis coloré.

Lame Lamelie

Mise en contact lamelle / sang
Sang

Réalisation du frottis

R Moreda - Lycée Docteur Lacroix - Narbonne

Figure 13 : Schéma montrant la méthode d'étalement du frottis sanguin

2.4 Coloration de May-Grunwald-Giemsa (MGG):

. Principe de la coloration:

Elle repose sur l'action complémentaire de deux colorants neutres et sur
I'affinité des éléments cellulaires pour des colorants acides ou basiques.
Le May-Grunwald fixe le frottis par son méthanol et il colore les éléments
acidophiles et les granulations différenciés, spécifiques des leucocytes.



Le Giemsa sur-colore les noyaux et colore les granulations azurophiles.

NB ces deux colorants sont solubilisés dans le méthanol et sont inactifs dans
cette solution : c'est 'adjonction de l'eau qui leur donne leur pouvoir colorant : les
sels sont alors dissociés en colorant acide (€osine) et en colorant basique (bleu
de méthyléne ou azurs de méthyléne).

e Technique de coloration :

D'abord on place la lame a colorée sur un support horizontal situé au-dessus d'un
bac de coloration, on ajoute le colorant May-Grunwald pur de fagon a recouvrir
completement le frottis, puis laisser agir 3 minutes et rincé avec I'eau. Ensuite,
on prépare la dilution au 1/10 eme du colorant Giemsa et on laisse agir 15 minutes
(Rincer la lame avec l'eau). Enfin, On laisse sécher la lame a l'air en position
inclinée, aprés avoir essuyé a la face inférieur de la lame avec du papier filtre.
Lecture au microscope optique au fort grossissement (x 100 a immersion).

L'aspect d'un frottis bien réalisé et bien coloré montre des:
v’ Cellules bien séparées.

v" Noyaux rouges violets a rouges

v Cytoplasmes acidophiles roses (granulocytes et hématies).
v' Cytoplasmes basophiles bleus (lymphocytes).

v Granulations acidophiles ou éosinophiles orangées.

v Granulations basophiles violets foncés.

v' Granulations azurophiles rouges.

2.5 Examen de la ponction médullaire : le myélogramme

o Principe du test :

Il est réalisé en principe a la suite d'un hémogramme anormal.

Il permet d'apprécier quantitativement et qualitativement les précurseurs des
différentes lignées, et éventuellement de mettre en évidence des cellules
anormales. Toutes les hémopathies d'origine centrale peuvent ainsi étre
appréhendées.



e Réalisation d'un myélogramme :

Le prélevement en vue de la réalisation d'un myélogramme se fait par ponction
de MO au niveau du sternum (os plat situé au milieu de la poitrine).
. Patient on position allongé

Désinfection locale de la partie haute du sternum

Légere anesthésie locale

Aspiration d'une quantité de la moelle a l'aide d'un trocart

Répartition du prélévement sur des lames afin de réaliser
des frottis
Coloration au MGG et observation au microscope.

Myélogramme

Figqure 14 : réalisation d'un myélogramme

Les ponctions médullaires sont réalisées par les médecins et les pharmaciens
biologistes.



Présentation et analyse des résultats :

L'étude a porté sur 38 ptmolligés au laboratoire d’hématologie du CHU
HASSAN II durant une période de 48 mois allant de Mai 2007 a Mai 2011. Tous
les patients ont bénéficié des examens biologiques suivants : NFS avec frottis
sanguin et myélogramme. Un caryotype a été réalisé pour certains.

Tableau N°1 : I'échantillonnage

Catégorie de malades

Nombre .de malades

Pourcentage

Malades hospitalisés

34

. 89,47%

| P

B




Malades externes 4 10 53%

Total : 38 100%

> L'analyse des données collectées permet de dresser les résultats
suivants :

1.1 Epidémiologie :

e Répartition de la population selon I'age

La répartition de LMC de notre population a été étudiée selon l'age, les résultats
obtenus sont exprimés dans le diagramme suivant :

16 7

1
14 A
12 A
10
.
4 -
| a -

<30 ans 30-40ans 40-50 ans 50-60 ans >60 ans

le nombre de patients
(03]

Figure 15 : la répartition de la LMC selon les tranches d'dge

Nos résultats montrent que :
e 2 patients ont un dge compris entre 30 ans et 40 ans soit 5,26%.

e 7 patients ont un dge compris entre 40 ans et 50 ans, soit 18,42% des

cas.
e 29 patients ont un dge supérieur a 50 ans soit 76,32 % des cas.




W Cette étude montre que la LMC touche les patients dgés entre 34 et

72 ans avec une moyenne de 53 ans.

W On remarque que La population la plus touchée est dgée de plus de

50 ans.

o Répartition de la population selon le sexe :

D'apres la classification de la population cible selon le sexe. Les résultats sont
reportés dans le tableau suivant :
Tableau N°2 : Répartition de la population étudiée selon le sexe

Sexe Nombre de cas Pourcentage
Masculin 27 71,05 %
Féminin 11 28,95 %

Total 38 100,00 %

B Hommes

B Femmes

Figure 16 : Répartition des patients selon le sexe




W Les 38 cas de la LMC diagnostiqués au service d'Hématologie -Fés- sont 27

Hommes (soit 71,05 %) et 11 femmes (soit 28,957%,).

W La sex-ratio Hommes/Femmes est de 24 ) pathologie ¢ dominance

masculine,

e Répartition de la population étudiée selon la phase de la LMC :

Nous avons étudié la répartition de notre population selon la phase de la LMC,
les résultats obtenus sont illustrés ci dessous:
Tableau N°3: répartition de la population selon la phase de la LMC

Les phases Chronique Accélérée Aigue
Nombre de cas 30 7 1
Pourcentage (%) 78,95 18,42 2,63
35
30
30

Le nombre des patients

o

0

Chronique

Accélérée

Aigue

Figure 17 : Répartition des patients selon la phase de la LMC

® Dans cette étude, on remarque que la majorité des patients sont
diagnostiqué durant la phase chronique de la LMC (soit78, 95 % des

cas).




1.2 Etude clinique :
e Syndrome d'insuffisance médullaire : syndrome anémique

o distribution de la population selon la présence ou l'absence d'un
syndrome anémique :

La recherche du syndrome anémique a été effectuée chez I'ensemble des
patients et les résultats obtenus sont les suivants :

mSdané

m Nonané

Figure 18 : Répartition selon la présence ou l'absence d'un syndrome
anémique

» On note que le syndrome anémique est présent chez 31 patients,
c'est-a-dire dans 81 58 % des cas.

° Syndrome tumoral : splénoméqgalie

» L'étude statistique nous a montré que la splénomégalie est
retrouvée chez 36 patients, soit une fréquence de 94,74 %, elle est de
taille variable : modérée, moyenne ou volumineuse.

» A l'examen clinique, la splénomégalie constitue le signe clinique
prépondérant.



1.3 Etude biologique :
° Hémoglobine (HB) :

Les taux d'Hb varient entre 3,8 g/dL et 15 g/dL avec une moyenne de 9,4
g/dL. (Sachant que les valeurs physiologiques sont comprises entre 12,5-155
g/dL pour la femme et entre 14-17 g/dL pour I'homme)

e  Globules blancs :

e La variation du taux de GB chez les patients atteints d'une LMC :

Les résultats que nous avons trouvés sont transposés dans le diagramme suivant :
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Figure 19 : La variation du taux de GB chez les patients atteints de la LMC

®» On remarque que le taux des globules blancs est augmenté chez I'ensemble
des patients (hyperleucocytose) avec des variations trés larges allant de
20 070/mm3 a 519 000/mms.

» Il s'agit d'une hyperleucocytose franche puisque les valeurs
physiologiques sont comprises entre 4000 et 10 000 GB/mms.

e Taux des blastes dans le sang :




Mentionné sur les frottis des 38 patients, leur taux varie de 1% a 58%.

®» Les parametres hématologiques étudiés a savoir le taux d'Hb, VGM,
taux de réticulocytes, taux de GB, PNN, PNB, PNE, taux de
plaguettes, myélémie et les blastes sont étudiés chez I'ensemble
des patients.

® Le tableau N°4 présente I'ensemble des résultats obtenus et leur

comparaison avec les valeurs témoins :

Tableau N°4 : comparaison des valeurs physiologigues avec les valeurs moyennes
des patients atteints d'une LMC

Caractéristiques Valeurs moyennes Valeurs
biologiques physiologiques
Taux d'hémoglobine 9.4 [12,5-155] F
moyen [14-17] H
(g/dL)
VGM moyen (flL) 83 [85-95]
Taux de réticulocytes 110 000 150 000
moyen (/ mms3)
Taux de leucocytes 223 806 [4-10] 103
moyen (/mms3)

PNN (/ mms3) 119 530 [2-7] 103
PNE (/mm3) 383 [0,05-0,3] 103
PNB (/mm3) 457 [0,01-0,05] 103

Myélémie (%) 25 % -
Blastes (%) 8 % -

Taux de plaquettes 387 473 [150-400] 103
moyen (/mms3)

D'aprés le tableau précédent, on observe que le taux d'Hb chez les patients
atteints d'une LMC est bas par rapport aux valeurs physiologiques, ainsi que le
VGM est |'égerment inférieur a la hormale donc il s'agit d'une anémie légérement
microcytaire, et puisque le taux de réticulocytes est inférieur a 150 000/mm3
donc c'est une anémie arégénérative (un probleme central).

Nos patients présentent également un taux de leucocytes extrémement
augmenté, c'est une hyperleucocytose majeure d'une moyenne de 223 806/mm3
a prédominance neutrophilie.

On remarque la présence de blastes avec un pourcentage (8%) plus au moins
important, c'est un indice d'une myélémie c'est-a-dire le passage dans le sang de



cellules myéloides a tous les stades de différenciation. Celle-ci est nulle chez le
sujet sain.

1.4 _Etude génétique : caryotype
Les données concernant la population étudiée ont été classées selon la

réalisation ou non du caryotype, les résultats obtenus sont exprimés dans le
diagramme suivant :

B Caryotype réalisé

B C aryotype non réalisé

Figure 20 : Répartition de la population selon la réalisation ou non du
caryotype

®» Le caryotype a été réalisé chez 11 patients (soit 28,95 %), en
revanche 27 cas, soit 71,05 % des patients ne l'ont pas réalisé.

® Tous les caryotypes réalisés ont été positif, c'est-a-dire traduisant
la présence du chromosome Philadelphie.

9 b )
Discussion
S S

La LMC est un SMP avec hyperplasie de la lignée myéloide. Elle résulte d'une
anomalie se produisant dans les cellules souches hématopoiétiques de la MO.
L'anomalie intervient dans un géne erroné, qui est a la source d'une protéine
anormale impliquée dans la production des GB. La protéine anormale résultante
provoque une augmentation massive du nombre de GB.

Notre étude a pour but de déterminer les éléments du diagnostic clinique et
biologique de la LMC et de rechercher les facteurs pronostics. L'étude a porté
sur 38 patients qui sont venus consulter au laboratoire d’hématologie du CHU



HASSAN II. La humération formule sanguine, le frottis sanguin, le myélogramme
et parfois le caryotype ont été réalisés chez I'ensemble des patients.

Cette étude nous montre que l'age moyen des patients affectés par la LMC
était de 53 ans avec un pic a partir des 50 ans et que le sex-ratio H/F est de
2,4 c'est-a-dire que la pathologie est a dominance masculine. Ces résultats sont
en accord avec des études faites par la ligue nationale contre le cancer (Janvier
2008) qui révele qu'une étude réalisée sur 700 cas de LMC en France montre
que les hommes étaient plus touchés que les femmes et que L'incidence de la
LMC augmente avec l'dge. L'dge moyen au diagnostic est de 52 ans. Par contre
FADERL S et al [7] ont trouvé que I'dge moyen au diagnostic est de 55 ans avec
1,3 homme pour femme touchée. Le sex-ratio élevé retrouvé dans nos résultats
peut s'expliquer par la taille de la population d'étude (faible effectif) et le
manque des données sur le registre.

Cette étude montre également que dans les quelques cas ou le caryotype a été
réalisé (28%), le résultat étaient positif traduisant la présence du chromosome
Philadelphie. Nos résultats concordent avec ceux de la revue Frangaise des
laboratoires (January 2002) et Sebahoun G [18] qui montrent que dans 95% de
patients atteints de LMC présentent le chromosome Philadelphie [21].

A noter que le faible nombre de patients qui ont pu réaliser le caryotype est en
relation avec le prix fortement élevé de l'analyse et le niveau socio-économique
bas des patients qui ont participé a cette étude.

A l'examen clinique, Le motif majeur de consultation est la splénomégalie
associée le plus souvent a un syndrome anémique. Ces donnés sont conformes
avec celles de M LEPORRIER (1999) qui montre que I'examen clinique permet
dans pres de 70% des cas de palper une splénomégalie.

Sur le plan biologique, les hémogrammes réalisés ont mis en évidence une
hyperleucocytose majeure d'une moyenne de 223 806 (/mms3) a prédominance
neutrophilie, 'examen du frottis sanguin a permis de montrer une myélémie
variable faisant évoquer le diagnostic de la LMC. Ces résultats sont similaires a
ceux publié par la revue de la médecine générale février 2000, et qui montrent
que les examens biologiques concernant la LMC traduisent une élévation des GB
habituellement supérieur a 25 000/mm3, ainsi que la présence de tous les
stades de différenciation granulocytaire au niveau du sang périphérique.

Le myélogramme effectué chez tous les sujets était en faveur d'une LMC en
phase myélocytaire chronique chez 30 patients (78,95 %), 7 patients en phase
d'accélération (18,42 %), et chez un seul patient la LMC en phase de
transformation.



CONCLUON



La LMC est un syndrome myéloprolifératif chronique qui évolue en trois
phases : chronique, accélérée et transformation en leucémie aigue ou acutisation.
Elle se caractérise par une prolifération de la lignée granuleuse et par la
présence d'une anomalie cytogénétique acquise : le chromosome Philadelphie. Un
syndrome anémique et une splénomégalie sont souvent associés. Les examens
fondamentaux pour affirmer le syndrome myéloprolifératif et le caractériser
sont hémogramme, |'examen de la moelle et le caryotype.

L'hémogramme est I'examen fondamental qui permet d'évoquer le diagnostic, le
myélogramme permet cependant de stadifier la maladie et de réaliser le
caryotype initial. Le critére fondamental pour confirmer le diagnostic est la
présence du géne de fusion BCR-ABL détecté par biologie moléculaire.

L'examen du froftis sanguin permet de refrouver des anomalies
caractéristiques : hyperleucocytose majeure a prédominance de PNN associée a
une basophilie et une éosinophilie, avec présence de myélémie estimée a 25 %,
de rares cas de thrombocytose et de monocytose ont été notés.

La LMC a largement bénéficié d'un diagnostic de plus en plus précoce mais aussi
de possibilités thérapeutiques nouvelles et efficaces, qui permettent une
guérison et/ou une rémission ¢ytogénétique.

Glossaire

Moelle Osseuse : partie centrale de nos os, dans laquelle la majorité des cellules
sanguines sont fabriquées et emmagasinées.

BCR : région des points de cassure. Gene se trouvant sur le chromosome humain
22 et jouant un réle dans la pathophysiologie de la LMC.

BCR-ABL : le géne anormal qui caractérise les cellules souches leucémiques de la
plupart des personnes souffrant de LMC.
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Glivec : parque nominative du médicament anti-LMC de Novartis. Le nom
générique de Glevec est Imatinib mésylate, aussi désigné sous le nom d'IM.
Myélofibrose : remplacement des cellules souches du sang dans la moelle osseuse
par du tissu fibreux.

Myélémie : consiste en un passage dans le sang circulant de différents éléments
immatures des lignées myéloides médullaires (myélocytes, métamyélocytes,
myéloblastes ou érythroblastes) visibles sur un frottis sanguin.

Tyrosine kinase : enzyme impliquée dans diverses formes de communication a
l'intérieur des cellules. Le gene BCR-ABL code pour une tyrosine kinase anormale
qui est responsable de la LMC.

Translocation : processus qui survient lorsqu'un segment du matériel génétique
d'un chromosome est échangé avec un segment d'un autre chromosome.
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