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Résumé

Les leucémies sont des proliférations malignes des cellules souches hématopoiétiques et elles
sont réparties en différentes classes dont laleucémie myéloide chronique (LMC) qui est un syndrome
myéloprolifératifcaractérisé par une translocation chromosomique t (9, 22). Certains polymorphismes
génétiques ont été incriminés dans la susceptibilité génétique individuelle a développer cette

pathologie, bien que les études qui s’y sont intéressées ne soient pas nombreuses.

Dans la premiére partie de notre étude, trois genes ont été explorés dans cette méme optique:
MTHFR qui code pour une protéine clé du métabolisme des folates, ABCB1 qui code pour une
glycoprotéine régulant I’intrusion et I’extrusion des agents carcinogenes de la cellule et enfin XRCC1
codant pour une protéine intervenant dans le systéme de réparation de I’ADN par excision de base. Par
le biais d’une étude cas/ témoin englobant 148 témoins sains et 90 cas LMC, nous avons recherché des
associations entre les polymorphismes de ces trois géenes et le risque de survenue de la LMC. Le
génotypage a été réalisé par discrimination allélique TagMan concernant les polymorphismes 677C>T
et 1298A>C de MTHFR et 3435C>T de ABCBL, et par technique PCR-RFLP pour le polymorphisme
1196G>A de XRCCL1. L’évaluation de I’association a été estimée en calculant 1’odds ratio (OR) avec
un intervalle de confiance de 95%. Des associations significatives ont été rapportées concernant
I’allele 677T du polymorphisme 677C>T et Pallele 1298C du polymorphisme 1298C>A du géne
MTHFR (respectivement, p= 1 E-6 ; OR= 6,77 [4,22-10,86] et p=9 E-6 ; OR= 2,65 [1,71- 4,10]). De
plus, une augmentation du risque de LMC a été relevée pour les haplotypes: 677T/1298A (p= 0,007,
2,57 [1,26-5,24]), et 677T/1298C (p= 5 E-6; OR =6,91[2,76-17,28]). Une association a été également
retrouvée avec ’allele 1196A du polymorphisme 1196G>A de XRCC1 (p= 0,006 ; OR=1,80 [1,17-
2,76]). Par ailleurs, aucune différence significative n’a été observée entre les cas et les témoins pour le

polymorphisme 3435C>T de ABCBL.

La seconde partic de cette étude, s’intéresse a la leucémie myéloide aigue (LAM), qui
représente un groupe hétérogene dans lesquelles des mutations sont responsables d’altérations de la
croissance, de la différenciation et de la prolifération d’une cellule primitive. Parmi ces altérations, la
duplication en tandem (ITD) du géne FLT3 qui code pour un récepteur de tyrosine kinase qui est un
marqueur indispensable pour la classification des LAM selon les critéres de I’OMS et 1’établissement
du diagnostic. Cette mutation a été recherchée par PCR chez 50 cas de LAM dans le but de mettre au
point en routine cette détection indispensable au pronostic des LAM au niveau d’une structure
hospitaliere. Seuls 5 cas présentaient cette duplication parmi les malades.Une étude de corrélation
entre présence de la FLT3-ITD et pronostic de la maladie est dorénavant possible dans cette structure

et permettra a I’avenir une meilleure prise en charge clinique des patients.

Mots clés: LMC, MTHFR, ABCB1, XRCC1, LAM, FLT3, polymorphisme, mutation, pronostic, Algérie.



Abstract

Leukemia is a malignant proliferation of hematopoietic stem cells it is divided into different
classes including chronic myeloid leukemia (CML). It is a myeloproliferative disorder characterized
by chromosomes translocation t(9, 22). Some of genetic polymorphisms have been implicated in the
individual genetic susceptibility to CML, although studies have focused therein are not numerous.

In the first part of our study, three genes were investigated in the same optical : MTHFR
which encodes a key protein in folat metabolism, ABCB1 which encodes a glycoprotein regulating the
intrusion and extrusion carcinogens cell and finally XRCC1 that encodes a protein involved in base
excision DNA repair system. Through a case / control study including 148 healthy controls and 90
CML cases, we researched associations between polymorphisms of these three genes and the risk of
CML development. The Genotyping was performed by TagMan allelic discrimination concerning
polymorphisms 677C> T and 1298A> C of MTHFR gene and 3435C> T of ABCBL1 gene, and by PCR-
RFLP for the polymorphism 1196G> A of XRCC1 gene. The evaluation of the association was
estimated by calculating the odds ratio (OR) with 95% confidence interval. Significant associations
were reported about allele 677T of 677C> T polymorphism and 1298C allele of 1298C> A
polymorphism of the MTHFR gene (respectively, p = 1 E-6; OR = 6.77 [4.22 -10.86] and p = 9 E-6;
OR = 2.65 [1.71- 4.10]).In addition, an increased risk of CML was recorded for haplotypes: 677T /
1298A (p = 0.007; OR=2 57 [1.26 -5.24]) and 677T / 1298C (P =5 E-6; OR = 6.91 [2.76 -17.28]). An
association was also found with the 1196A allele of 1196G> A polymorphism of XRCC1 (p = 0.006;
OR = 1.80 [1.17 -2.76]). Furthermore, no significant differences were observed between cases and
controls for 3435C> T polymorphism of ABCB1.

The second part of this study deals with acute myeloid leukemia (AML), which represents a
heterogeneous group in which mutations are responsible of alterations in the growth, differentiation
and proliferation of primitive cells. Among these changes, the tandem duplication (ITD) of the FLT3
gene, encoding a tyrosine kinase receptor; that is an essential marker for the AML classification
according to WHO criteria and diagnosis. This mutation was investigated by PCR in 50 cases of AML
with the aim to develop as routine for this indispensable detection in AML prognosis at hospital
structure. Only 5 cases had this duplication among cases. A correlation study between presence of the
FLT3-ITD and prognosis of AML is now possible in this structure, which will allow better clinical

management of patients.

Key words:CML, MTHFR, ABCB1, XRCC1, AML, FLT3, polymorphisms, mutation, pronostic,
Algeria.
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Introduction

La leucémie est une prolifération maligne des cellules de la moelle osseuse qui
représentent les composants majeurs du sang. Elle est scindée en différents types, en fonction
de P’origine des cellules tumorales: lymphoide ou myéloide et du stade de leur maturité:
chronique ou aigue (Burke and Startzell, 2008). Ce présent travail s’intéresse principalement

aux leucemies de type myéloides.

La premicre description d’un cas de leucémie dans les documents médicaux date de
1827, quand le médecin Frangais Alfred-Armand-Louis-Marie Velpeau a décrit le cas d’un
fleuriste de 63 ans ayant développé une maladie caractérisée par une fiévre, une faiblesse, des
calculs rénaux, et une hypertrophie substantielle du foie et de la rate. Ensuite, en 1845, J.H
Bennett a utilisé le terme «leucocythemia » pour décrire une condition pathologique
caractérisée par une splénomégalie et des changements de la couleur et de la consistance du
sang. Plus tard, en 1856 le pathologiste Allemand Rudolf pionnier de la photomicroscopie, a
utilisé le terme descriptif « leucémie » du grec leukos (blanc) et haima (sang), pour décrire
I’excés anormal des globules blancs chez les patients présentant cette pathologie. C’est en
1869 que le terme myéloide a été inventé du grec myelos (moelle) par Neumann. Enfin,le
terme leucémie aigue a été introduit par Wilhem Ebstein en 1889, pour différencier la
progression leucémique rapide et fatale, de la leucémie chronique (Ebstein, 1889).

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un désordre myéloprolifératif clonal,
caractérisé par une capacité proliférative accrue, un prolongement de survie de la cellule
hématopoiétique souche (HSCs), une réduction de I’apoptose et une altération des propriétés
d’adhésion cellulaire; elle évolue en trois phases: chronique, dont la plupart des patients ne
présentent que peu ou pas de symptémes, cette phase évolue définitivement en une phase

aigue qui est généralement précédée par une phase d’accélération (Melo et al., 2003).

La LMC représente 7% & 15% des leucémies de 1’adultes;son incidence annuelle est
estimée a 1 a 2 cas pour 100 000 personnes (Jemal et al., 2006). En Algérie, la LMC et en
progression avec un nombre moyen de 109 nouveaux cas par année; son incidence globale est
de 0,34/ 100 000 habitants. L’age moyen de son apparition est de 44 ans avec des extrémes
allant de 15 a 76 ans, et une lIégere prédominance masculine (Djouadi-Lahlou, 2009).

L’¢étiologie de la LMC n’est pas bien élucidée. Au niveau moléculaire, la LMC a été
corrélée avec un marqueur chromosomique appelé chromosome « Philadelphie », qui est le

résultat d’une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22, engendrant une




Introduction

protéine a activité tyrosine kinase constitutivement active (Melo et al., 2003). Méme si ce
marqueur chromosomique est considéré comme 1I’événement causal de la parution de la LMC,
certaines études laissent croire qu’il existerait des événements moléculaires ou cellulaires qui
pourraient mener a cette voie de leucémogénese et a sa progression. En effet, Biernaux et ses
collégues avaient rapporté dans leur étude la présence intriguante du transcrit de la protéine
chimere Bcr-Abl chez des sujet sains (Biernaux et al., 1995); ces données ont été a la suite
confirmées par une étude menée par Bose et ses collegues. Cela laissait supposer que la
translocation Bcr-Abl était essentielle dans la leucémogénese de la LMC mais qu’elle restait
insuffisante (Bose et al., 1998). De nombreuses études ont recherché de possibles associations
entre la LMC et des variants de differents genes impliqués dans différents mécanismes de
leucémogenése. Et méme si des associations avec certains de ces polymorphismes ont été
mises en évidence, aucun de ces variant n’est considéré a ce jour comme étant un facteur

génétique favorisant la survenue de la LMC et/ou son évolution.

Par ailleurs, les leucémies myéloides aigues (LAM) constituent un groupe hétérogene
d’hémopathies myélo-prolifératives malignes, caractérisées par un blocage de la
différenciation, une prolifération cellulaire et une survie accrue de progéniteurs
hématopoiétiques immatures. Ces leucémies se caractérisent fondamentalement par
I’augmentation du taux de ces cellules immatures (blastes) au niveau de la moelle osseuse,

dont I’expansion clonale donne lieu a différents types de LAM (Stone et al., 2004).

Les LAM représentent la malignité myeéloide la plus fréquente, avec un age moyen de
diagnostic allant de 65 a 70 ans. Leur incidence annuelle dans les pays développés est de
3/100 000 habitants (Deschler and Lubbert, 2006). En Algérie, I’incidence des LAM est de
0,5/100 000 habitants, et celle-ci est en augmentation constante (Benakli, 2009). Les LAM
représentent la malignité myéloide la plus fréquente de par leurs caractéristiques cliniques et
biologiques (Reikvam et al., 2012). Des études ont démontré que 55% des patients adultes
atteints de LAM présentent un caryotype anormal. En effet, on a dénombré a ce jour environ
200 aberrations chromosomiques structurelles et numériques différentes, dont certaines ont
été identifiees comme étant des remainement chromosomiques récurrents dans les LAM
(Mrozek et al., 2004). Actuellement, les recherches dans ce domaine ont abouti a des
connaissances importantes et a la compréhension des mécanismes moléculaires a 1’origine de
ces hémopathies. Ainsi, I’identification de plusieurs mutations somatiques des geénes
impliqués dans la régulation de I’hématopoicse a pu étre effectuée. La recherche de ces

anomalies s’est banalisée ces derniéres années en pratique clinique, permettant a la fois de
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stratifier les patients en fonction du risque de LAM, mais également de développer des

thérapeutiques ciblées afin d’améliorer le pronostic de ces maladies (Dohner, 2010).

Ce présent travail a comme objectif, en premier lieu et principalement, une étude cas/
témoins a la recherche d’éventuelles associations entre des polymorphismes de genes
impliqués dans: le cycle du folate, le métabolisme des xénobiotiques et le sytsteme de
réparartion de I’ADN, avec la survenue de la LMC sur un echantillon de la population

Algérienne.

Le second objectif plus modeste, consiste en la détection d’une mutation de type
duplication en tandem (Internal Tandem Duplication) du géne FLT3 (FMS- like tyrosine
kinase), qui code pour un récepteur a activité tyrosine kinase dans un échantillon de patients
Algériens atteints de LAM, et ceci dans 1’optique de mettre en place ce protocole de recherche
de maniére routiniére au niveau du service de cytogénétique et de biologie moléculaire de
I’EHU d’Oran; ceci permettra la recherche du pronostic défavorable qu’implique cette
mutation et 1’établissement d’une corrélation avec la réponse individuelle des malades a la

chimiothérapie de la LAM.
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Généralités

I.1 Le cancer

Le cancer est le résultat d’une transformation maligne en plusieurs étapes d’une seule
cellule normale en une cellule néoplasique. Cette transformation est dlle a une altération
d’origine génétique ou épigénétique de I’ADN cellulaire, favorisée par un terrain
héréditaire prédisposant et/ou des facteurs environnementaux trés variés. Les cellules
cancéreuses peuvent étres diverses et hétérogenes ayant comme caractéristique commune de
proliférer en dépit des controles cellulaires normaux. De plus, les cellules néoplasiques ont la
capacité d’envahir des parties adjacentes de I’organisme, puis essaimer dans d’autres organes

(Iwasaki and Suda, 2009).

Le développement d'un cancer est le résultat d'une combinaison entre, d’une part,
l'activation de voies favorisant la prolifération cellulaire et, d'autre part, 1’inhibition des
signaux intervenant dans 1’apoptose. Plusieurs genes, souvent perdus ou mutés, intervenant
dans ces deux voies ont été identifiés. Cependant, d'autres mutations ont également été
répertoriées au niveau de certains génes impliqués dans la réparation de I'ADN, le contréle du
cycle cellulaire, I'angiogenése et la production des télomérases. A I'exception, des cancers
familiaux rares principalement provoqués par la prolifération d’une lignée germinale, siége
d'une mutation spécifique. Les cancers sporadiques sont causes par des mutations survenant a
la suite d'une exposition génotoxique a des agents externes ou internes tels que les
carcinogenes du tabac, les facteurs alimentaires, des agents infectieux aboutissant a la
formation d'adduits d'ADN (Hanahan and Weinberg, 2000).

Ces derniéres décennies, beaucoup d’études se sont concentrées sur 1’identification
des génes impliqués dans la métabolisation et 1’excrétion des composant potentiellement
toxiques et leurs rdles dans 1’étiologie du cancer, et plus particulierement sur le réle des
différences fonctionnelles des polymorphismes de ces génes dans le risque de survenue du

cancer (Brennan, 2002).
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1.2 Les leucémies

Les leucémies, appelées éegalement cancer du sang ou cancer liquide, sont
caractérisées par la prolifération maligne des cellules de la moelle osseuse, qui prennent
progressivement la place des cellules normales et inhibent leurs fonctions. Chaque type de
leucémie progresse difféeremment méme si les conséquences finales restent les mémes. Cette

transformation est généralement due a la dérégulation de I'noméostasie hématopoiétique.

1.2.1 L’hématopoiese

L’hématopoiése est définie comme étant un ensemble de mécanismes biologiques qui
concourent a la production et a la régénération continue des cellules sanguines, trés

différenciées, et indispensables a la vie des organismes complexes multicellulaires.

Les cellules sanguines ont généralement une courte durée de vie (quelques heures pour

les polynucléaires, quelques jours pour les plaquettes et quelques semaines pour les hématies).

Ce processus a comme origine une cellule souche hématopoiétique, qui se différencie
en deux voies: myéloide et lymphoide. L’hématopoiése assure donc une production
importante de cellules sanguines, de 1’ordre de 1013 cellules sanguines/jour, processus sous
contréle afin de maintenir constant ce nombre malgré les variations de consommation
importantes liées aux processus pathologiques (hémorragies, infections...). Chez ’homme,
I’hématopoicse feetale a lieu au niveau de tissu conjonctif embryonnaire jusqu’au 2° mois, et
devient médullaire & partir du 4°™ mois. Aprés la naissance, ’hématopoiése a lieu

exclusivement dans la moelle osseuse (Orkin and Zon, 2008).

Ce processus physiologique régulé commence a partir de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) possedant la capacité d’autorenouvellement et de multipotence leur
permettant de générer toutes les lignées du systeme hématopoiétique. Au cours de cette
différenciation pyramidale, les CSH perdent d’abord leur capacité d’autorenouvellement, et
s’engagent vers des cellules multipotentes, capables de donner des progéniteurs lymphoides
ou myéloides, qui acquiérent leur potentiel de différenciation de lignée myéloide ou
lymphoide, et finalement s’engagent, pour aboutir a la production des cellules fonctionnelles

matures terminales (Dingli et al., 2007).
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Figure 1:Shéma de I’hématopoicse chez I'nomme

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) donnent naissance aux différentes lignées
sanguines. La premiére étape de différenciation permet I'engagement dans les voies myéloide
et lymphoide par la génération de précurseurs communs lymphoides (CLP) et myéloides
(CMP). Le premier est a l'origine des précurseurs de lymphocytes B, des précurseurs
thymiques capables de générer des lymphocytes T matures, des lymphocytes NK et des
cellules dendritiques lymphoides. Le précurseur myéloide est a l'origine des mégacaryocytes,
produisant des plaquettes, des précurseurs érythrocytaires, des précuseurs des monocytes, des
cellules dendritiques myéloides et des polynucléaires basophiles, neutrophiles et éosinophiles.
L'un des précurseurs possibles de la CSH serait I'hnémangioblaste, capable de générer a la fois
des CSH et des précurseurs de cellules endothéliales (CEP) (Cavazzana-Calvo et al., 2004).

L'hématopoiese comporte 4 compartiments (Figure 1):

e Les cellules souches pluripotentes: cellules trés primitives ayant un haut pouvoir de
prolifération, capables d’autorenouvellement et de différenciation vers toutes les lignées
hématopoiétiques.

e Les progéniteurs: cellules capables de proliférer sans s’autorenouveler et de se
différencier. Ces cellules sont déja engagées vers une seule lignée cellulaire: BFU-E
(Burst-Forming Unit Erythroid) et CFU-E (Colony Forming Unit Erythroid) pour la
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lignée érythroblastiqgue, BFU-Meg et CFU-Meg pour la lignée mégacaryoblastique,
CFU-M pour la lignée granulo-monocytaire, progéniteurs B et T pour les lymphocytes B
etT.

e Les précurseurs: cellules morphologiquement identifiables, correspondant a des cellules
en cours de maturation avant leur passage dans la circulation sanguine.

e Les cellules matures: cellules fonctionnelles qui circulent dans le sang et maintiennent

[’homéostasie.

1.2.2 Laleucémogénese

La leucémie est un syndrome monoclonal qui dérive d’une cellule de moelle osseuse.
Comme les autres cancers, la leucémie montre souvent une progression dans son origine
naturelle, d’une cellule ayant subi une perte de capacité de différenciation normale a une perte
progressive d’une maturation normale et le développement d’un phénotype malin,
indifférencié. La leucémogenese est un ensemble de processus hématopoiétiques aberrants
prenant origine dans les cellules souches leucémiques (CSL) rares, ou de progeéniteurs
engagés, ayant accumulé des mutations, des changements épigénétiques et/ou une expression
sélective de genes. Ces altérations permettent a la cellule de maintenir ou de réacquérir la
capacité d’auto-renouvellement et de prolifération clonale indéfinie (Irons and Stillman,
1996).

La leucémogenese se développe en parallele de I’hématopoiése normale, en
conservant des caractéristiques comparables a cette derniére. Cependant, le type de leucémie
aigué est ainsi déterminé par I’origine de la lignée cellulaire dont provient le clone et par le

degré de différenciation atteint au moment de la transformation maligne.

Parallelement, la diminution de I’hématopoicse résiduelle définit I’insuffisance
médullaire et les cytopénies périphériques conséquentes. Actuellement, les processus de
leucémogénese mis en jeu restent incertains mais I’implication d’une cellule souche
leucémique présentant une capacité d’autorenouvellement ou d’un progéniteur ayant acquis

cette capacité par I’accumulation de mutations génétiques, restent des modeles de référence
(Dick, 2008).




Revue bibliographique

La leucémie est cliniquement et pathologiquement scindée en deux: leucémie aigue
et chronique. Elle est aussi scindée en fonction de l'origine des cellules tumorales: cellules

lymphoides et cellules myéloides.

= La leucémie aiglie: caractérisée par une prolifération accrue et anarchique des cellules
immatures du sang non fonctionnelles, ayant une histologie anormale. Un traitement
rapide est requis immédiatement pour éviter la diffusion de ces cellules aux organes.
» La leucémie chronique: les cellules cancéreuses de ce type de leucémie sont plus
matures, bien que toujours anormales et passant dans le sang, I'évolution se fait sur

des mois voire sur des années (Burke and Startzell, 2008).

10
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La leucemie

myéloide chronique

I1.1 Définition de la leucémie myéloide chronique (LMC)

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome myéloprolifératif, défini
par une prolifération clonale de cellules anormales de la lignée granuleuse issue d’un
précurseur pluripotent, résultant ainsi en une augmentation de la population des
polynucléaires neutrophiles, accompagnée d’un maintien modéré de la différenciation

(Fialkow et al., 1977).

La LMC représente environ 15% a 20 % de tous les cas de leucémies et son
évolution se résume en trois phases progressives; la phase stable ou chronique est le stade le
plus précoce de la maladie favorable pour toute prise en charge thérapeutique au cours de
laquelle environ 50% des patients ne présentent que peu ou pas de symptdmes. La phase
chronique peut durer de plusieurs mois a quelques années mais elle évolue définitivement vers
une phase aigie qui est généralement précédee par la phase accélérée. A ces deux niveaux de
progression de la maladie, les cellules deviennent indifférenciées et ressemblent aux
myéloblastes trouves chez les patients atteints de leucémie aigué; une prise en charge
immeédiate est nécessaire car I'espérance de vie aprés apparition des signes de l'acutisation est
inférieure a 6 mois. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la progression sont mal
connus; ils font sans doute intervenir une augmentation d’activité oncogénique et une

instabilité génétique accrue (Calabretta and Perrotti, 2004;Radich, 2007).

La LMC est caractérisée par une translocation chromosomique réciproque entre les
chromosomes 9 et 22. Cette anomalie est constamment présente dans les cellules des patients
atteints de LMC chez 95% des cas (Faderl et al., 1999).
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I1.2 Biologie moléculaire de la LMC

Ber-Abl est une oncoprotéine chimérique générée par la translocation réciproque
entre les chromosomes 9 et 22; elle est impliquée dans la pathogenése des leucémies
humaines a Ph positif (Nimmanapalli and Bhalla, 2002). L'Abl kinase native est située
essentiellement dans le noyau avec une régulation précise de 1’activité kinase, tandis que la
protéine de fusion Bcr-Abl est située dans le cytoplasme, soit une tyrosine-kinase

constitutivement active (Vigneri and Wang, 2001).

Semblable a d'autres kinases, Bcr-Abl fonctionne par liaison a I'ATP et le transfert du
phosphate de I'ATP aux résidus de tyrosine, activant de multiples voies de transduction du
signal. Ces événements provoquent une prolifération cellulaire excessive, empéchent
I'apoptose et diminuent lI'adhérence cellulaire. 1l a été démontré que l'activité tyrosine kinase

accrue de Bcr-Abl est essentielle dans la survenue de la LMC (Savage and Antman, 2002).

I1.2.1 Fonctions de la protéine Abl

Le gene Abl code une protéine tyrosine kinase de 145 kda, sans fonction de
récepteur. Elle est exprimée de facon ubiquitaire et contrairement a la protéine Bcr-Abl, qui
est principalement localisée dans le cytoplasme, la protéine Abl est retrouvée tant dans le
noyau que dans le cytoplasme. La région N-terminale comporte un domaine d'interaction
SH2, un domaine d'interaction SH3, ainsi que le domaine catalytique SH1 qui présente
I'activité tyrosine kinase. Un domaine central riche en prolines (PxxP) permet des interactions
avec des protéines possédant des domaines SH3. La région C-terminale présente un domaine
de liaison a I'ADN (DNABD), trois signaux de localisation nucléaire (NLS : Nuclear

Localisation Signal) et un site de liaison a I'actine(Figure 2) (Laneuville, 1995).

H3*N—| SH3 || SH2 SHI PxxP| |[DNABD || NLS| | Actin BD| [—COO-

1130

Figure 2: Structure de la protéine Abl (Deininger et al., 2000).
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Dans son état normal, Abl se trouve étre dans un état fermé (inactif) qui est la
résultante d’interactions propres a la kinase (autoinhibition). Cet état inactif, peut étre
compromis, en faveur d’un état actif, et ce, par I’intervention d’autres protéines, dont d’autres
kinases, qui s’associeront a 1’Abl, et viseront a la rouvrir, modifiant ainsi sa conformation, de
sorte que son substrat et I’ATP puissent avoir un accés au site de phosphorylation
(Calabretta et al, 2004).

L’autoinhibition d'Abl est assurée principalement par I’action d’un groupe myristate
qui est rattaché au domaine N terminal de la kinase (le domaine SH3). Ce myristate trouve
¢galement un point d’ancrage réversible, au niveau d’une poche hydrophobe du lobe C du
domaine kinase formant ainsi un verrou. Ce verrou a pour conséquence de fermer la kinase,
en induisant un clamp entre les domaines SH et les deux lobes du domaine kinase; les
domaines SH2 et SH3 se retrouvant alors respectivement trés proches des lobes C et N du
domaine kinase. Le clamp ainsi créé, prévient la phosphorylation du segment d’activation en

le séquestrant, de sorte que la tyrosine 412 de ce segment ne soit pas accessible aux kinases.

Ce segment d’activation lorsqu’il est non phosphorylé sur Y412 empéche
I’accrochage du substrat d’Abl et de I’ATP au niveau du domaine catalytique, grace a une
conformation non adaptée, non reconnue par les deux substrats. Le maintien de 1’état inactif
de la kinase, est un aspect primordial de la régulation, puisque si celle-ci se trouvait étre
active de facon constitutive, cela entrainerait de graves complications, telle la LMC
(Deininger et al., 2000). La protéine Abl est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire,
la réponse au stress génotoxique et la transmission de I'information passant par les intégrines.
En plus, La protéine Abl peut induire 1’apoptose en stabilisant la protéine p73 et/ou la
protéine p53 (von Bubnoff et al., 2002).

I1.2.2 Fonctions de la protéine Ber

Le géne Bcr code pour deux protéines de 160 et de 130 kda, provenant de la
traduction de deux ARNm de 6,7 et de 4,5 kb. La protéine BCR a une expression ubiquitaire
avec des quantités élevées au niveau des cellules hématopoiétiques et du cerveau. Elle est
essentiellement cytoplasmique mais, dans certaines phases du cycle, elle est aussi détectable
dans le noyau ou elle pourrait se lier a 'ADN. Les fonctions biologiques normales de la
protéine Ber sont encore mal connues (Deininger et al., 2000).
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1 1271

Figure 3: Structure de la protéine Bcr (Deininger et al., 2000).

La région N-terminale présente un domaine sérine/thréonine kinase et un domaine
d’oligomérisation. Le domaine d’oligomérisation est responsable de I'homotétramérisation de
la molécule et est indispensable a I'activité transformante de la molécule. On retrouve dans la
région centrale un domaine composé de séquences DBL-like et homologues a la pleckstrine
qui stimulent I'échange GTP-GDP par les Rho-GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor)
(Figure 3) (Wetzler et al., 1995).

La région C-terminale présente des sequences homologues aux domaines
catalytiques des protéines GAP (GTPases-activating protein) agissant sur Rac et régulant la
polymérisation de I'actine ainsi que l'activitt NADPH oxydase des macrophages et
granulocytes neutrophiles. La protéine Bcr peut étre phosphorylée sur plusieurs résidus
tyrosyl notamment, dans la région N-terminal, sur le résidu Tyr 177 qui lui permet d’interagir

avec différentes protéines adaptatrices via leur domaine SH2 (McWhirter et al., 1993).

I1.2.3 Anatomie moléculaire de la translocation Bcr-Abl

Le chromosome Philadelphie qui caractérise la LMC est le résultat de la translocation
réciproque équilibrée entre les bras longs des chromosomes 9 et 22: t(9;22). Les
réarrangements les plus fréquemment retrouvés au cours de la LMC sont les produits de
fusion du géne Abl rompu entre les exons 1 et 2 et du gene Bcr rompu dans une région ou les
points de cassure sont variables, appelée M-Bcr (Major Bcr). Cette région correspondant aux
exons 12 et 16 du gene Bcr, est subdivisée en cing bandes, de b1 a b5 qui correspondent aux
cing exons impliqués (exon 12 correspond a bl, exon 13 a b2,...... et exon 16 a bS) (Figure

4),

La cassure au niveau de cette région se produit préférentiellement entre les exons b2 et

b3 ou b3 et b4, formant ainsi les produits de fusion b2a2 et b3a2 , dont resultent des ARN
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messagers codant tous deux pour une protéine chimérique de 210 kD avec deux variants
différant de 25 acides aminés selon que I’exon b3 est incorporé ou non dans le gene hybride
(Melo, 1997). Cette protéine hybride P210 appelée galement oncoproteine P210 ou P2105"
Ab'), comprend les trois domaines SH1, SH2, SH3 et tous les autres domaines d’Abl. Du coté
Bcr, le motif de dimérisation est la partie la plus importante, elle conduit a la dimérisation de
la protéine Bcr-Abl et a son autoactivation par transphosphorylation. De plus, la perte de la
partie N-terminale d’Abl supprime son auto-inhibition. Ces deux modifications protéiques
expliquent 1’activation permanente de la tyrosine Kinase de Bcr-Abl qui entrainent

I’activation, directe ou indirecte, et le recrutement des plusieurs voies de signalisation (Maru,
2001).

b

U

1a2

2a2
3a2

19a2

Figure 4:Localisation des points de cassures des génes Ablet Beret la structure des ARNm
chimériques dérivés des différentes cassures(Deininger et al., 2000).

I1.2 Diagnostic de la LMC

I1.2.1 Diagnostic clinique
Cet examen consiste a évaluer les symptdmes cliniques et a mesurer trés précisément
I’importance de la splénomégalie a des fins diagnostiques et pronostiques. Les symptomes

prédominants sont la perte de poids, I’asthénie et I’anorexie.

15



Revue bibliographique

Cependant, 40% des patients peuvent rester asymptomatiques pendant une période prolongee.
A DI’examen clinique, la splénomégalie est le signe le plus fréquemment retrouvé chez 50%

des patients (Sawyers, 1999).

I1.2.2 Diagnostic biologique

a- Hémogramme

L’hémogramme ou Numération—Formule Sanguine (NFS) est I’examen biologique de

référence qui permet a lui seul d’évoquer une LMC.

Ce dernier apparait a travers une hyperleucocytose importante se situant au-dessus de
50 000 et souvent supérieure & 100 000/mm?®. Celle-ci est faite de cellules polyclonales
neutrophiles (30-50%) et d’une forte myélémie > 20%, pouvant atteindre 40a60% de
métamyélocytes, de myélocytes, de quelques promyeélocytes et plus rarement de quelques

myeéloblastes.

D’autres éléments pouvant par ailleurs caractériser 1’hémogramme, comme des
anémies moderées, des thrombocytoses modérées ou la présence normale de plaguettes se
situe entre 400 et 700 000/ mm?® (Figure 5-a)(Savage et al., 1997).

Figure 5:Aspect du frottis sanguin
(a) et de I’étalement médullaire, (b) montrant une hyperplasie granuleuse pour une LMC en
phase chronique(http://hematocell.univ-angers.fr/).

b- Myélogramme

Cet examen est indispensable, non pas au diagnostic, mais il permet de définir le
pourcentage de blastes, afin de déterminer le stade de la LMC et de réaliser le caryotype

initial. Il met en évidence une richesse cellulaire augmentée, avec 80% d’¢léments de la
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lignée granuleuse avec tous les stades de maturation représentés; en phase chronique, les

blastes sont inférieurs a 5% (Figure 5-b)(Savage et al., 1997).

I1.2.3 Diagnostic cytogénetique

Celui-ci consiste en la recherche du chromosome Philadelphie (Ph), présent chez
95% des patients au niveau de la moelle osseuse. Dans les autres 5%, on pense qu’il s’agit
d’un Ph masqué par translocation complexe ou d’autres anomalies. Deux techniques sont

utilisées pour ce diagnostic:

a- Le caryotype

Celui-ci est réalisé sur le produit d’une aspiration de moelle osseuse. Cependant, il
est possible de l’effectuer sur une prise de sang en cas de myélémie importante. C’est
I’examen de référence pour mettre en évidence le chromosome Ph(Figure 6). De plus, la
quantification du nombre de métaphases « Ph positives » est un critére majeur de la réponse
au traitement.Le caryotype permet aussi de détecter les anomalies cytogénétiques

additionnelles, témoin d’une évolution clonale (trisomies 8, 17, 19,21).

oy #¢ " ¢y &
& 2 A B "s - E
§¢ 3% 2% §§ M
‘0 ¥ s -‘;'2 F 5 a® ¢t =
B8 53 A2 34 25 28 &w
gk As A% 2s B2 8%
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Figure 6:Caryotype médullaire d’un cas de LMC
La figure montre un chromosome 22 raccourcis correspondant au chromosomePhiladelphie
et un chromosome 9 plus long.

b- L’ hybridation in situ fluorescente (FISH)

La FISH est un examen non obligatoirequi permet de détecter les chromosomes

masqués non mis en évidence par le caryotype conventionnel. Elle est plus rapide et plus
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sensible mais elle ne permet pas de mettre en évidence d’autres anomalies cytogénétiques
additionnelles (Figure 7)(Jain et al., 2012).

Figure 7:Résultat de Fish pour Becr-Abl
Une cellule Ph positive apparait sous forme d’un signal de fusion jaune ; celui-ci représente la
fusion du signal vert de la sonde correspondant a la partie du gene Bcr sur le chromosome 22
avec le signal rouge de la sonde correspondant a la partie du géne Abl sur le chromosome 9.
(Genetics Home Reference Fluorescent in situ hybridization, http://ghr.nlm.nih.gov/glossary=

fluorescent, Marsh 2006)

I1.2.4 Diagnostic de biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire permettent de mettre en évidence le transcrit
Ber-Abl dans le sang et dans la moelle osseuse, confirmant ainsi la fusion Bcr-Abl en cas
d’absence de détection du chromosome Philadelphie en cytogénétique. La technique utilisée
est la RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Raction) qui permet de quantifier le transcrit en
se basant sur la mesure en temps réel du signal fluorescent, dont I’intensité est proportionnelle
a la quantité d’ADN générée par ’amplification. Cette technique trés sensible, permet de
suivre I’évolution de la maladie résiduelle lors de la rémission cytogénétique (Hehlmann et

al., 2007).

I1.2.5 Facteur pronostic

Cet indice, bien qu’il ait ét¢ défini a partir de résultats cliniques obtenus sous
Hydroxyuree ou sous Busulfan en 1988 par Sokal et son équipe(Sokal et al., 1988), est
toujours utilisé, comme reflet de la masse tumorale et du potentiel évolutif de la maladie. I

doit étre effectué au diagnostic et avant tout traitement. Il permet de définir 3 groupes
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pronostiques en prenant compte de 4 facteurs: 1’age, la taille de la rate, le pourcentage de

blastes sanguins au diagnostic et le taux de plaquettes.

Cet indice permet de séparer la population des malades en trois groupes dont la

médiane de survie est significativement differente:

e Un groupe a faible risque (score < 0,8) et une survie médiane de 60 mois;
e Un groupe a risque intermédiaire (score entre 0,8 et 1,2) et une survie médiane de 44
mois ;

e Un groupe a haut risque (score > 1,2) et une médiane de survie de 32 mois.

II.3 Traitement de la LMC

Le traitement de la leucémie myéloide chronique a la phase chronique repose
actuellement sur l'utilisation des inhibiteurs de tyrosine kinase. L'imatinib mesylate (IM) fut le
premier inhibiteur de tyrosine kinase; il est utilisé depuis 1998. Les directives du traitement
des patients atteints de la LMC ont connu un changement important di a ’efficacité et
I’innocuité de I’imatinib mesylate. Ce médicament a montré son activité dans toutes les
phases de la LMC mais la réponse la plus substantielle et stable a été rapportée chez les

patients nouvellement diagnostiqués en phase chronique(Savage et al., 2002).

On estime que 20% a 30% des patients ayant une LMC en phase chronique au
diagnostic nécessiteront des thérapeutiques alternatives comportant en particulier des
inhibiteurs de tyrosine kinase de seconde génération comme le « Dasatinib » (Haslam,
2005)ou le « Nilotinib »(Kantarjian et al., 2006). En particulier, un traitement par inhibiteur
de tyrosine kinase de seconde génération devra se discuter en l'absence de réponse

cytogénétique compléte a 12 mois.

La survenue d'une résistance a un traitement par inhibiteur de tyrosine kinase, ou une
résistance primaire motivent la recherche d'une mutation du domaine kinase de Bcr-
Abl.Certaines mutations responsables d'une résistance a I'lM peuvent se révéler sensibles a
d'autres inhibiteurs de tyrosine kinase, alors que d'autres ne sont sensibles a aucun des
inhibiteurs de tyrosine kinase actuellement utilisés en thérapeutique. Par ailleurs, certaines
mutations sont sensibles spécifiqguement a certains inhibiteurs de tyrosine kinase et pas a
d'autres. Les patients présentant une leucémie myéloide chronique accélérée ou a la phase

blastique ont une durée de réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase de l'ordre de quelques
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mois. Chez ces patients, une greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques doit étre
envisagée compte tenu du mauvais pronostic a court terme. En dehors de cette perspective
thérapeutique, d'autres possibilités  thérapeutiques comme un traitement par
homoharringtonine, des inhibiteurs de tyrosine kinase ou de sérine-thréonine Kkinase

(inhibiteurs d’ Aurora kinase) en cours de développement peuvent étre envisagés(Saab, 2010).

IL.5 Associations entre genes et LMC

La LMC est la premiére pathologie ayant été associée a un remaniement
chromosomique, a I’origine de 1’activation constitutionnelle de la protéine a activité tyrosine
kinase Bcr-Abl. Cette protéine représente le marqueur moléculaire de la LMC, et fait 1’objet

de ses traitements ciblés.

Méme si I’aspect clinique et biologique de la LMC est bien connu, il est encore
nécessaire de définir quels sont les évenements cellulaires ou moléculaires qui ménent a la
translocation des génes Bcr-Abl ou ceux qui initient la leucémogenese de cette pathologie.
Des études ont rapporté la détection intrigante de la fusion de Bcr-Abl a un degré minime
dans le sang de personnes saines (Biernaux et al., 1995; Bose et al., 1998). Cela suggére que
seulement une fraction mineure de la translocation Ph progresse en LMC, ou que la fusion des
génes Bcer-Abl est essentielle mais pas suffisante pour développer une leucémogeénese sans

I’intervention d’événements cellulaires ou moléculaires.

C’est ainsi que des études diverses ont alors ét¢ menées sur la LMC dans le but de
rechercher un facteur génétique potentiellement prédisposant au développement de cette
derniere, et plusieurs d’entre elles ont réussi a démontrer une association entre des altérations
génétiques dans les cellules précurseurs hématopoiétiques et le risque de survenue de la LMC
(Meggyesi et al., 2012).

Différents genes ont été rapportés comme pouvant intervenir dans la susceptibilité a
la survenue de la LMC. Parmi ceux-ci, les génes codant pour les enzymes impliquées dans la
biotransformation et la métabolisation des xénobiotiques tels que les genes de la famille des
cytochromes P450 (CYP450) et ceux codant pour les glutathion-S- transferases (GSTs). En
effet, certaines études ont rapporté une association entre la LMC et les deux genes CYP1A1 et
CYP3A5(Sailaja et al., 2010; Taspinar et al., 2008). Par ailleurs, les génes GSTP1, GSTT1 et

GSTM1 ont également été relatés comme ayant un impact sur la survenue de la LMC (Al-
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Achkar et al., 2014; Bhat et al., 2012; Hishida et al., 2005; Lordelo et al., 2012; Taspinar
et al., 2008; Zintzaras, 2009).

Des associations ont également été retrouvées avec les genes codant pour des
protéines ayant différentes fonctions tels que: le géne FMs- like tyrosine kinase
(FLT3)(Schnittger et al., 2006), NAD(P)H Dehydrogenase Quinone 1(NQO1)(Hishida et
al., 2005), p53(codon72) (Bergamaschi et al., 2004), Programmed cell death protein
5(PDCD5)(Ma et al., 2005), cytokine (TGF-beta; IFN-gamma,IL4) genes (Amirzargar et
al., 2005), et le géne B-Cell CLL/Lymphoma2(Bcl 2)(Kim et al., 2009). Cependant, les
polymorphismes du géne MTHFR sont les plus rapportés dans les études d’association avec
le risque d’émergence de la LMC; mais d’autres recherches ont contredit cette possible
association et le mystere reste entier quant a I’implication de ce géne dans la survenue de cette

pathologie.

In fine, méme si de nombreux travaux a ce jour ont mis en évidence de potentielles
implications de ces différents génes dans le risque d’apparition de la LMC, aucun d’entre eux
n’est encore défini et établit comme étant un facteur de risque évident. Des confirmations
restent donc nécéssaires quant a ces associations; de plus, il est biologiquement plausible
aussi que certains genes associés prélablement dans d’autres cancers soient également

impliqués dans la susceptibilité a la LMC.
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La leucémie

Myéloideaigue

III.1 Définition de la leucémie myéloide aigue (LAM)

La leucémie aigué myéloide ou myéloblastique (LAM) est une des hémopathies
malignes les plus fréquentes survenant principalement chez I’adulte, et dont 1’incidence
augmente avec I’dge.La LAM comprend plusieurs types se distinguant par leurs

caractéristiques cliniques biologiques, cytogénétiques et moléculaires.

Les signes et symptomes de la LAM sont variés et non spécifiques, mais ils sont
généralement directement attribuables a I'infiltration leucémique de la moelle osseuse, avec

une cytopénie résultante (Lowenberg et al., 1999).

Les leucémies aigués myéloides peuvent actuellement étre définies comme un
ensemble de proliférations malignes aboutissant a I’accumulation dans la moelle, le sang et
éventuellement d'autres organes, de précurseurs des cellules sanguines (blastes) de nature

myeéloide avec blocage a un stade précoce de leur différenciation.

II1.2 Le diagnostic de la LAM

La LAM est caractérisée par des degrés variables de signes clinico-biologiques
reflétant ’infiltration tumorale et I’insuffisance de production des éléments sanguins. C’est la
production de cellules malignes conjointement a la diminution, voir la disparition, des
éléments matures de la moelle osseuse qui sont responsables de la grande variété de ces

symptdmes systémiques (Passweg et al., 2008).
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111.2.1L e diagnostic clinique et biologique des LAM

Le diagnostic spécifique des leucémies aigues et la classification des risques sont
¢tablis par 1’association de critéres morphologiques, cytochimiques et 1’immuno-phénotypage

(Passweg et al., 2008).
a- Signes cliniques

Ces signes se traduisent comme suit:

- Manifestation tumorale: hypertrophie des organes hématopoietiques (splénomégalie,
adénopathie ou hépatomégalie), lésions cutanées notamment dans le derme,
hypertrophie gingivale, atteinte osseuse peu fréquente, syndrome de leucostase a
hyperleucocytose majeure et plus rarement des tumeurs extra medullaires.

- Insuffisance médullaire:syndrome anémique syndrome infectieux, syndrome

hémoragique et les douleurs osseuses plus fréquentes chez les sujets de jeune age.
b- Eléments biologiques

Ces eléments consistent en diverses analyses dont:

- Analyse cytologique: réalisation d’un myé¢logramme et analyse d’un frottis sanguin.

- Etude cytochimique: réalisée aprés coloration des frottis au May-Grunwald-Giemsa.

- Etude histologique: biopsie ostéo- médullaire.

- Etude immunologique: consiste en la recherche de certains marqueurs exprimés a la
surface des cellules leucémiques par immuno-phénotypage utilisant un panel

d’anticorps ciblant des antigénes myéloides.

I11.2.2 Diagnostic cytogénétique et moléculaire

Les anomalies cytogénétiques des LAM sont generalement retrouvées au sein des
caryotypes altérés. Les caryotypes complexes sont définis par trois anomalies ou plus (11% de
I’ensemble des LAM): les translocations impliquant le géne MLL (Mixed-Lineage Leukemia)
en 11923, t(15;17), t (6;9), les inv(3), t(3;3), et les anomalies du CBF (Core Binding Factor).
De plus, 23% des LAM sont carectérisées par des anomalies cytogénétiques variées non
récurrentes, principalement des gains ou des pertes chromosomiques -5, 5(del q), dont les

genes cibles ne sont pas connus.
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Au niveau moléculaire, les mutations somatiques acquises ont été identifées dans
plusieurs génes impliqués dans les LAM a caryotype normal : le gene du nucléphosmin 1
(NPM1), le gene Fms- like tyrosine kinase (FLT3), le géne Enhancer Binding Protein alpha
(CEBPA), le géneMLL, I’oncogene viral neuroblastoma RAS (NRAS), le géne de Wilms
Tumor 1 (WT1) et le runt-related transcription factor 1 (RUNX1).

Les mutations touchant ces genes prennent toute leur importance dans le groupe des LAM a
caryotype normal, qui, sous une méme appellation, regroupent en termes de pronostic des

entités tres différentes les unes des autres (D6hner and Dohner, 2008)(Figure 8).

NPM1, CEBPA, MLL, RUNXI
FLY3, RAS, WT1

49% Normal karyatype

11% Complex kanyotype
TP53

KIT 5% 18;21)
23 1 6% msinaene)

. 23% Various
% H9:11) NPM1, CEBPA,
2% 11023 MLL, RUNX1

1% y6:9)
FIT3 1% i 3)/03%3

NRAS

Figure 8:Les anomalies génétiques majeures de la LAM(D6hner and Déhner, 2008).

111.3 La classification des LAM

Les LAM ont longtemps été classées uniquement sur leurs aspects morphologiques
définis par la classification du FAB(French- American-British)(Bennett et al., 1976) toujours
utile en routine clinique. Toutefois, la caractérisation d’anomalies cytogénétiques et plus
récemment moléculaires (mutations) récurrentes, d’importance pronostique majeure, a amené
I’OMS (Organisation Mondiale de la santé) a proposer une nouvelle classification (OMS

2008) (Vardiman et al., 2002) intégrant ces parameétres (Tableau I).
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Tableau I: Classification FAB et OMS des leucémies aigues myéloides(Bennett et al.,

1976 ; Vardiman et al., 2002).

Classification FAB

Classification OMS

MO: différenciation minimale

M1: différenciation myéloide sans maturation
M2: différenciation myéloide avec maturation
M3: leucémie promyélocytaire

M4: leucémie myélomonocytaire

MA4EQ: leucémie myélomonocytaire
éosinophilies pathologiques

avec

M5: leucémie monocytaire avec ou sans maturation
M®6: érythroleucémie

M7: leucémie mégacaryoblastique

LAM avec
récurrentes

translocations  cytogénétiques

e LAM avec t(8;21)

e LAM promyélocytaire avec t(15;17)

e LAM avec inv (16) et éosinophilies
pathologiques

e LAM avec anomalies 11923 (MLL)

LAM avec dysplasie multilinéaire

e Avec antécédents de
myélodisplasique (SMD)
e Sans antécédents de SMD

Syndrome

LAM avec
(cytotoxique)

dysplasie liée aux traitements

LAM sans autre catégorisation
Différenciation myéloide sans maturation
Différenciation myéloide avec maturation
Leucémie méylomonocytaire

Leucémie monocytaire

Erythroleucémie

Leucémie mégacaryoblastique

Leucémie a basophiles

Panmyélose aigue avec fibrose

I11.4 Pronostic des LAM

Plusieurs facteurs ont été définis pour les LAM dont la cytogénétique, ’age, le fait

que la leucémie soit secondaire a une autre hémopathie ou a un traitement cytotoxique pour

une autre tumeur, ainsi que la masse tumorale (taux de blastes) (Passweg et al., 2008). La

majorité des cas de LAM sont des patients agés de plus de 60 ans et il semblerait que

I’augmentation de 1’incidence des LAM soit exponentielle avec I’age (Benakli, 2009). La

pathologie du sujet agé est différente et plus grave que celle du sujet jeune. Ce phénomene est

lié a ’accroissement de I’instabilité génétique liée a 1’age. Les anomalies chromosomiques
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récurrentes permettent de classer les LAM en trois sous groupes de pronostic: favorable,

intermédiaire et défavorable (Mrozek et al., 2004).

I11.5 Traitement des LAM

Le but du traitement des LAM est d’obtenir une rémission compléte, ¢’est-a-dire la
disparition de tous les signes cliniques et biologiques puis de maintenir cette rémission par
des traitements dits «d’induction », de «consolidation » puis « d’entretien ». Dans un
premier temps, la chimiothérapie d’induction repose classiquement sur 1’association d’une
anthracycline (daunorubicine ou idarubicine) et de la cytosine arabinoside (ara-C). Le
traitement de consolidation consiste en plusieurs cycles de chimiothérapie intensive, durant
six mois environ,(Gilliland and Tallman, 2002) et peut étre suivi si nécessaire et possible

d’une greffe de cellules souches hematopoiétiques (CSH).

Dans ce dernier cas, il peut s’agir d’une greffe effectuée a partir d’un donneur
(allogreffe) ou gréce a des cellules souches du patient lui méme qui sont recueillies a la fin du
traitement de consolidation (autogreffe). L’allogreffe de CSH est le meilleur traitement pour
les malades a haut risque de rechute ou en seconde rémission complete, mais elle reste limitée

par la disponibilité d’un donneur compatible et par 1’age du patient.

L’allogreffe est souvent préférée a 1’autogretfe, car elle diminue le taux de rechute de
50% a 25%. Dans le cas particulier des LAM M3, I’utilisation des agents différenciateurs
(acide tout-trans-rétinoique) et de trioxyde d’arsonium permet souvent d’éviter la greffe

(Sanz, 2006).

Malgré ces traitements, le risque de rechutes est élevé dans la plupart des cas et
semble di a la persistance de cellules souches malignes tres résistantes aux traitements qui

reconstituent la leucémogenese (Renner, 2008).

Il existe d’autres traitements thérapeutiques ciblés tels que les inhibiteurs de la
tyrosine kinase appelés (INK) particulierement les inhibiteurs de FLT3 qui ont fait I’objet
d’importantes études au cours de ces dernieres années. Il s’agit notamment de lestaurtinib,

midostaurine, tandutinib, sunitinib, sorafenib et le AC220 (Zarrinkar et al., 2009).

Pour avoir un effet cytotoxique significatif contre les cellules leucémiques, un

inhibiteur doit inhiber en permanence 1’activité tyrosine kinase de FLT3 a moins de 10% de
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son activité de base. Par conséquent, I’inhibiteur idéal de FLT3 doit avoir une bonne

biodisponibilité orale et une demi-vie mesurée en heures (Levis and Small, 2005).

Au cours de certains traitements, les cellules ont le potentiel de développer plusieurs
mécanismes de résistance, elles peuvent acqueérir des mutations au niveau du géne FLT3 qui
empéchent la liaison de I’inhibiteur (Heidel et al., 2006). La surexpression de FLT3 peut
réduire I’efficacité de FLT3 INK pour inhiber la cible. Les cellules peuvent devenir FLT3
indépendantes en activant des voies de signalisation compensatoires (Piloto et al., 2007).

Le traitement par des anticorps dirigés contre FLT3 a été recemment proposé comme
moyen potentiel d’éviter certains des inconvénients des inhibiteurs du FLT3, comme ’activité

hors cible non spécifique et la résistance acquise (Knapper, 2007).
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1V

L_es genes explores

IV.1 Le gene méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR)
IV.1.1 Description du gene MTHFR

Le géne MTHFR est localisé au niveau du bras court du chromosome 1 (1P36.3).
Le cDNA de ce gene fait approximativement 2,2 Kb de longueur et est constitué de 13 exons
diposés selon leur taille de 103 pb jusqu'a 432 pb. La taille des introns est de 250 pb jusqu'a
1,5 Kb avec une exception d’un intron de 4,2 Kb. Le promoteur du gene ne contient pas de
TATA box, mais contient des ilots CpG, une région CAAT et des sites de liaison pour les

différents facteurs de transcription tels que le multiple potentiel SP1, AP1 et AP2.

La transcription du géne MTHFR produit 4 variants du transcrit de ce denier, qui
différent par leur région 5°. La diversité de ces transcrits (ARNm) du géne est diie a I’épissage
alternatif au moment de la transcription primaire ou au courant de 1’épissage des 3 premiers
exons. Trois polypeptides de 657, 698 et 680 acides aminés sont traduits a partir de ces trois
variants (Goyette et al., 1998; Homberger et al., 2000).

IV.1.2 Structure et fonction de la protéine MTHFR

Le gene MTHFR code pour une flavoprotéine dimere, qui est une enzyme
cytosoligue ubiquitaire, isolée initialement a partir du foie porcin. Le produit du géene MTHFR
est majoritairement une proteine de 77 Kda. Cependant, des études sur western blot ont

montré qu’il exsitait

un second isoforme d’approximativement 70Kda. Les tailles différentes des
transcrits resultent des sites alternés du commencement de la transcription (Frosst et al.,
1995). Cependant, I’expression de la proteine MTHFR de 77 Kda est la plus abondante, et
contient deux domaines: un domaine catalytique N terminal de 40kda qui contient un site de

fixation de la flavine adénine dinucleotide (FAD), nicotine adénine dinucleotide phosphate
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(NADPH) et CH2-THF, et un domaine régulateur C terminal de 37kda, qui posséde un site de
fixation de la S-Adénosylmethionine (SAM), un inhibiteur allostérique important de la
MTHFR (Goyette et al., 1994).

A la jonction de ces deux domaines se trouve une région hydrophobe avec une
séquence d’AA: Lys-Arg- Arg-Glu-Glu, représentant le site de clivage par la trypsine. La
digestion de la MTHFR par la trypsine n’a pas d’effet sur sa fonction catalytique mais la rend
plutét insensible a sa régulation par la S-adénosylméthionine. La SAM a un réle inhibiteur de
la MTHFR, alors que la S-adénosylhomocystéine (SAH) est un régulateur de I’activité de la
MTHFR (Goyette et al., 1998).

Acide Foligue
méthylation ADN, |
protéine , lipides
ﬁ \ dUMP
dihydrofolate * Ve
AdoMet* f
* |
I,u‘a meéthionine
|
| / \
| |
\ 5,10-méthyléne- I".E[F \
homocystéine || ||
purmes
'g\ ‘,ﬁ’ MTHFR @ dTMP
S-méthyl THF biosynthese d' ADN

Figure 9: Répercussions métaboliques de I’activité de la MTHFR (Wiemels et al., 2001).

L’enzyme  MTHFR  catalyse la  réduction irréversible du  5,10-
méthylénetétrahydrofolate (CH,THF) en 5-methylenetétrahydrofolate (CH3THF), avec la
flavine adénine dinucléotide (FAD) comme cofacteur. Le CH3THF qui est formé au niveau
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hépatique apres absorption de I’acide folique et qui est la forme circulante majeure des
folates, sert alors de substrat pour la reméthylation de I’homocystéine en méthionine grace a
la méthionine synthase dont la vitamine B12 est le cofacteur. La méthionine est un acide
aminé soufré qui permet la biosynthese de novo de la S-adénosyl-méthionine (SAM) qui est le
principal donneur de radicaux méthyl chez I’homme. Le CH,THF est quant & lui utilisé pour
la méthylation du dUMP (désoxyuridylate monophosphate) en dTMP (thymidylate
monophosphate) via la thymidylate synthase, et donc participe a la synthése des pyrimidines
(ADN). D’autre part, le cycle des folates contribue a la synthése des purines (ADN et ARN), a
partir du 10-formyl-tétrahydrofolate 10-formyl-THF) qui va fournir des carbones a
I’adénosine et a la guanine (Wiemels et al., 2001) (Figure 9).

IV.1.3 Les polymorphismes du gene MTHFR

Les données concernant le gene MTHFR rapportent  principalement deux
polymorphismes, le 677C>T (rs1801133) et le 1298A>C (rs1801131). lls représentent les
polymorphismes les plus communs et les mieux décrits du géne MTHFR. Par ailleur, un autre
SNP a éte également rapporté, le G1793A (rs2274976). Ce dernier est moins commun, et il
n’existe aucune certitude concernant son impact fonctionnel sur la protéine (Robien and
Ulrich, 2003).

a- Le polymorphisme 677C>T (rs1801133, Ala222Val)

Le polymorphisme 677C>T survient au niveau de 1’exon 4 et il résulte en une
substitution de ’acide aminé Alanine par 1’acide aminé Valine au niveau du codon 677. Le
polymorphisme se situe & la base du site de fixation au cofacteur Flavin-Adénine-Dinucléotide
(FAD) du géne MTHFR (Guenther et al., 1999). En comparaison au génotype homozygote
de I’allele sauvage du polymorphisme 677C>T, les individus ayant un génotype 677TT ne
présentent que 30% de ’activité enzymatique de MTHFR in vitro, tandis que les individus
hétérozygotes 677CT présentent une activité enzymatique de MTHFR s’élevant a 60%
(Semenza et al., 2003). L’allele 677T a été associé a un taux élevé d’homocystéine dans le
plasma (Ryan and Weir, 2001), ce qui augmenterait le risque des maladies
cardiovasculaires et le risque des malformations congénitales, particulierement celles du tube
neural (Frosst et al., 1995). Le variant 677T est assez commun chez la population

Européenne, nord Ameéricaine, et plusieurs populations Asiatiques, avec une fréquence
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d’homozygotie supérieure a 30% (Botto and Yang, 2000). La fréquence la plus importante de
ce variant a été rapportée chez les populations du bassin méditéranéen et du nord de
I’Amérique, mais elle est relativement moins importante chez les Africains sub-Sahariens et

les noirs Américains (Pepe et al., 1998; Stevenson et al., 1997).

b- Le polymorphisme 1298A>C (rs1801131, Glu429 Ala)

Le second polymorphisme, 1298A>C au niveau de I’exon 7, engendre la substitution
de l’acide aminé Glutamate en acide aminé Alanine au niveau du codon 429. Ce
polymorphisme siége au niveau du domaine régulateur S-adénosyl-méthionine de cette
enzyme. La fixation de la S-adénosylméthionine (SAM) résulte dans le changement de
conformation de I’enzyme MTHFR qui, & son tour inhibe son activit¢ enzymatique
(Weisberg et al., 1998). Des lymphocytes d’individus de génotype 1298CC ont montré une
activité enzymatique de MTHFR évaluée a 60% par rapport au type sauvage (van der Put et
al., 1998). Cependant, ce polymorphisme ne semble pas atténuer suffisemment la fonction
enzymatique au point d’altérer la reméthylation de I’homocysteine. Il a été rapporté que le
génotype homzygote 1298CC ne conferait pas de thermolabilité a I’enzyme MTHFR.(Meisel
et al., 2001; Szczeklik et al., 2001). Cependant, le génotype hétérzygote 1298AC associé au
génotype héterozygote du polymorphisme 677C>T , augmenterait le risque de survenue de
1I’hyperhomocystéinémie et la diminution du taux plasmatique de folate (Weisberg et al.,
2001). L’allele 1298C est présent a une fréquence similaire (approximativement 9 a 10%
d’homozygotie) a celle de I’allele 677T chez la population Caucasienne (Schwahn and
Rozen, 2001).

c- Le polymorphisme 1793G>A (rs2274976, Arg 594Glu)

Dans une étude englobant 507 individus représentant diverses éthnies, sélectionnés
aléatoirement dans des milieux cliniques au Texas et a New-York, Rady et son équipe, ont
récemment rapporté une substitution d’une Guanine en Adenine en position 1793, résultant
dans le changement d’une Arginine en Glutamine au niveau du codant 594. Ces auteurs ont
estimé a une fréquence de 1% 1’alléle 1793A chez les Juifs Ashkénazes (n=115), de 3% chez
les Afro-Américains (n=97), de 7% chez les Caucasiens (n=159) et de 6% chez les Espagnols
(n=95). Cependant, I’effet fonctionnel de ce polymorphisme sur la protéine MTHFR n’as pas

encore été clairement établi (Rady et al., 2002).
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IV.1.4 Répercussions biochimiques de I’altération de MTHFR

Le taux plasmatique a jeun des folates est influence par divers facteurs génétiques et
non génetiques, et les différences réferentielles doivent étre établies chez chaque type de

population.

Cependant, 1’hyperhomocystéinémie modérée a été définie a un taux plasmatique
variant entre 16 et 30 mol/L et I’hyperhomocystéinémie intermédiaire entre 31 et 100 mol/L
(Malinow, 1994). L’homozygotie de 1’alléle 677T est le plus important déterminant génétique
de I’hyperhomocystéinémie modérée. Néanmoins, ’effet de ce variant dépend du taux de
folate (Jacques et al., 1996). Les individus ayant ce génotype sont particulierement sensibles
a la diminution de I’homocystéine par les folates, qui souvent résulte dans la normalisation du
taux de I’homocystéine (Malinow et al., 1997; Ward et al., 1997).

Selon une étude rapportée, la stabilistation du folate dépendante de 1’enzyme
thermolabile mutante MTHFR, comme il a été démontré chez I’humain et la bactérie, pourrait
contribuer a cette sensibilté du folate. De plus, la stabilisation de MTHFR serait dépendante
de FAD qui est un cofacteur de ’enzyme (Guenther et al., 1999). Ces données ont mené a
I’étude de la riboflavine et de la vitamine précursseur de FAD, et a les envisager comme de

possible déterminants de ’homocystéine plasmatique.

C’est ainsi qu’une ¢étude, a rapporté la riboflavine comme étant un déterminant
important de 1’homocystéine chez les individus portant au moins un allele muté du
polymorphisme 677C>T du gene MTHFR (Hustad et al., 2000). L’effet négatif de la relation
entre ’homocystéine plasmatique et la cobalamine plasmatique s’est révélé étre plus prononcé
chez les individus avec un génotype homozygote 677TT. La cobalamine plasmatique
influencerait également 1’hyperhomocystéinémie dependante de MTHFR (D'Angelo et al.,
2000). Cette relation est d(e probablement au fait que le méthyl est transferé du CH3-THF a
I’homocystéine, réaction catalysée par la méthionine synthase, et nécessitant une cobalamine

en tant que cofacteur.

Les autres conséquences métaboliques pour les homozygotes de 1’all¢le 677T sont la
diminution du taux plasmatique de CH3-THF (Harmon et al., 1996), et I’augmentation

relative des folates formylés via la disponibilité accrue de CH2-THF (Bagley and Selhub,
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1998; Lucock et al., 2000). L’augmentation de I’homocystéine plasmatique et/ou la
diminution du taux de CH3-THF pourraient contribuer a une hypométhylation d’ADN plus
importante chez les individus homozygotes 677TT, puisque MTHFR donne un groupement
méthyl pour la synthése de la S -adénosylméthionine et les autres réactions de méthylation
(Stern et al., 2000). L’augmentation de 1’homocystéine peut également entrainer une
diminution de la méthylation en augmentant la production de S-adénosylhomocystéine
(AdoHcy ou SAH), par inversion a la réaction AdoHcyhydrolase; AdoHcy est un inhibiteur

de la méthyltransférase dépendante de I'AdoMet.

Des changements de méthylation de I’ADN affectent I’expression des genes. En
effet, une déficience de MTHFR peut influencer 1’amorce et le développement du processus
oncogénique (Deltour et al., 2005).

Par ailleur, une redistribution des métabolites du folate peut affecter la synthese des
purines et des pyrimidines. Une carence en folates, résulte en une mauvaise incorporation
d'uracile dans I'ADN lors de la réplication, engendrant une augmentation des cassures double

brin au cours de la réparation par excision de I'uracile (Blount et al., 1997).

IV.1.5 Association MTHFR et pathologies

Le polymorphisme 677C>T du géne MTHFR a été extrémement étudié dans une
large variété de pathologies, tandis que le polymorphisme 1298A>C a été minoritairement

rapporté.

Une augmentation modérée du taux de 1’homocystéine plasmatique, est retrouvée
plus fréquente chez les individus atteints d’athérosclérose, de maladie athérothrombotique (ou
athérothrombose) et de thromboembolie veineuse par apport aux individus sains. De plus, il
existe une correlation positive entre la sévérité de la maladie et le taux d’homocystéine

(Ueland et al., 2000).

Plusieurs études ont démontré une association positive du génotype homozygote
pour I’alléle 677T avec les maladies vasculaires. Une incidence élevée de 1’homozygotie de
I’allele 677T a été observée chez les patients atteints de maladie coronarienne prématurée
(Gardemann et al., 1999; Kluijtmans et al., 1996), d’infarctus cérebral (Morita et al.,

1998), et de thrombose veineuse (Margaglione et al., 1998; Salomon et al., 1998). Une
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incidence élevee du génotype homozygotes 677T a également été retrouvée chez les enfants

des parents atteints de maladies cardiovasculaires (Tonstad et al., 1998).

Les patients avec une défaillance rénale avaient un taux plasmatique d’homocystéine
élevé, et une incidence de maladies cardiovasculaires plus importante (Bostom and Culleton,
1999; Robins et al., 1972). L’augmentation de 1’homocystéine est influencée par les
polymorphismes du gene MTHFR (Fodinger et al., 1997) tant bien que par le statut
nutritionel et autres facteurs non determinés (Van Guldener and Robinson, 2000).

Le polymorphisme 677C>T a été frequemment associé aux anomalies du tube neural.
Cependant, méme si ce polymorphisme est considéré comme étant leur premier facteur
génétique prédisposant, seule une petite fraction des cas de ce type d’anomalies
(approximativement 10%) est attribuée aux polymorphismes du géne MTHFR. Par ailleurs, il
a été rapporté qu’une utilisation périconceptionnelle des suppléments d’acide folique ou des
multivitamines , réduisaient les différentes malformations congénitales (Czeizel and Dudas,
1992).

Plusieurs études se sont intéréssées a de possibles associations entre le
polymorphisme 677C>T, la fente labiale non syndromique, la fente palatine et la trisomie 21.
Tandis que 1’association n’a pas ét¢ démontrée avec la fente labiale non syndromique ou la
fente palatine (Martinelli et al., 2001; Shaw et al., 1998) , il a été rapporté par deux études
différentes, une incidence élevée de ’alléle 677T chez les méres des trisomiques (Hobbs et
al., 2000; James et al., 1999). De méme, il a été rapporté chez les meres des enfants ayant le

syndrome de I'anticonvulsivant (Dean et al., 1999).

Une étude rapporte une incidence élevée du génotype homozygote 677TT parmi les
patients hyperhomcystéiniques avec une démence vasculaire en comparaison avec les patients
hyperhomcystéiniques avec infarctus cérébral mais sans démence (Yoo et al., 2000). 1l a été
aussi rapporté une incidence élevée du génotype 677TT chez les patients souffrant de
migraines (Kowa et al., 2000). L’hyperhomocystéine est également plus fréquente chez les
patients schizophrénes (Regland et al., 1995), et I’implication d’un désordre dans le
métabolisme du méthyl a été démontrée dans cette pathologie (Sargent et al., 1992). Une
petite étude de 11 patients souffrant de schizophrénie, sélectionné par une
hyperhomocystéinemie, a démontré une augmentation disproportionnelle du génotype
homozygotes 677TT chez ces malades (Regland et al., 1997). Cela a été confirmé par une
autre étude Japonaise sur des patients shizophrenes non sélectionnés (Arinami et al., 1997).
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Sur le plan néoplasique, MTHFR a également fait 1’objet de plusieurs études
d’associations avec differents types de cancers. En effet, des changements au niveau de
I’activit¢é de MTHFR et 1’approvisionnement en folate, possedent des conséquences directes
sur la balance nucléotidique , la synthése et la réparation d” ADN et d’ARN, et la méthylation
de I’ADN (Kim, 2000), ce qui pourrait favoriser le processus de tumorigénése.

Dans plusieurs études, I’incidence du génotype homozygote 677TT était
significativement basse chez les patients avec un cancer du colon (Ma et al., 1997; Slattery
et al., 1999). La diminution du risque attribuée au cancer du colon chez les individus 677TT
pourrait étre modifiée par les habitudes alimentaires et le mode de vie; tels que la carence en
folates (Ma et al., 1997; Slattery et al., 1999), la consomation accrue d’alcool (Chen et al.,
1996; Ma et al., 1997) ou bien une consommation diminuée de la méthionine (Chen et al.,
1996; Slattery et al., 1999).

En revanche, la diminution de I'incidence du génotype homozygote 677T n'a pas été
observée chez les patients ayant des lésions précancéreuses intestinales, telles que les polypes
hyperplasiques colorectaux (Ulrich et al., 2000) ou les adénomes (Chen et al., 1998;
Marugame et al., 2000). Une étude a montré une incidence du génotype 677TT augmentée
seulement chez les patients atteints de carcinome colorectal et qui consomment du folate,
pyridoxine (vitamin B6), et cobalamine (vitaminB12) (Ulrich et al., 1999), soulignant a

nouveau l'importance du statut des folates dans I'évolution du risque tumoral.

Une incidence elevée du génotype 677TT a été également rapportée chez les patients
avec un cancer du sein bilatéral, et avec ceux atteints du cancer du sein et un carcinome
ovarien a la fois, contrairement a ceux souffrant d’un cancer du sein unilateral (Gershoni-
Baruch et al., 2000), et chez les patients avec une néoplasie intraepithelial cervical et un
cancer endometrial (Esteller et al., 1997; Piyathilake et al., 2000).

Concernant les leucémies,l’étude de skibola et son équipe rapporte une incidence
significativement diminuée des génotypes 677TT et 1298CC chez les patients avec une
leucémie aigue lymphoblastique d’adulte en comparaison aux témoins et aux patients
souffrant de la leucémie aigue méloide adulte (Skibola et al., 1999). Cette méme diminution
des génotypes 677TT et 1298CC chez les patients LAL, a été rapportée par une méta-analyse

récente menée par Xiao et ses collaborateurs incluant 11 études chinoises (Xiao et al., 2014).
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La méta-analyse menée par Dongs et al, rapporte que les individus asiatiques
possédant le génotype homozygote muté du polymorphisme 1298A>C avaient un risque plus
élevé de déveloper une leucémie aigue myéloide (Dong et al., 2014). Tandis qu’une seconde
méta analyse rapporte la non implication des deux polymorphismes 1298A>C et 677C>T
dans le risque de survenue de la LAM (He et al., 2014). Concernant la LMC, les études se
contredisent sur une possible association avec les polymorphismes du géne MTHFR; selon
une méta analyse récente regroupant 12 études cas —témoins, 1’all¢le C du polymorphisme
1298A>C est associé a une diminution du risque de survenue de la LMC, alors que le
polymorphimse 677C>T ne semble pas étre associé a ce méme risque (Li et al., 2014). Dans
une étude menée sur la leucémie aigue pédiatrique, les deux variants 1298A>C et 677C>T du
géne MTHFR sont associés a une diminution du risque de leucémies hyperdiploides (Wiemels
et al., 2001). Cependant, la plupart de ces études ne considérent pas le statut des folates des
populations d’études, ce qui les rend moins concluantes. Par ailleurs, I’association retrouvée
avec le genotype homozygote 1298CC est aussi surprenante, considérant son impact
relativement faible sur I’activité de I’enzyme et 1’absence de son influence sur le taux de

I’homocystéine.

IV.2 Le géne ATP Binding Cassette B1 (ABCB1)
IV.2.1 Structure du géne ABCB1

Le géne ABCBL1 (ATP- binding cassette ABC) connu aussi sous le nom de MDR1
(multidrug resistance), est I’'un des 49 membres de la superfamille des transporteurs ABC
chez I’humain, cloné pour la premiere fois par Riordan et al en 1985 (Riordan et al., 1985).
Le géne ABCB1 est étendu et complexe, situé a moins de 25 kb du gene ABCB4 sur le
chromosome 7921.12. 1l couvre plus de 200 Kb du chromosome 7 humain et comprend 28

exons codant pour une séquence de 3,8 Kb (Bodor et al., 2005).

IV.2.2 Structure et fonction de la protéine ABCB1

Le géne ABCB1 code pour une protéine transmembranaire de 170 Kda, appelée
transporteur ABCB1 ou encore P-glycoprotéine (P-gp); celle ci a été mise en évidence pour la
premiére fois sur la lignée cellulaire CHO (Chinese Hamster Ovary) résistante a la colchicine

puis ensuite sur diverses lignees cancéreuses chimiorésistantes (Chinn and Kroetz, 2007).
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La protéine ABCB1 est une protéine transmembranaire, glycosylée et phosphorylée
de 1280 acides aminés de long. Elle se compose de deux séquences homologues et
symétriques de 610 acides aminés relies par un segment de liaison flexible composé de 60
acides aminés. Chaque moitié a un domaine hydrophobe N-terminal contenant six domaines
transmembranaires (TMD), suivis par un domaine hydrophile contenant un site de liaison
nucléotidique (NDB) qui peut se lier a I'ATP et ses analogues (Figure 10) (Marzolini et al.,
2004).

espace extracytosolique

VvV L
cytosol N TMDA | NDB1 I IMD2 I noB2 _C
A;ABC;:B A;ABC;B

Figure 10:Structure du transporteur ABCB1
TMD: domaine transmembranaire, NDB: Motif a ATP binding cassette, ou se lic ’ATP
(Frelet and Klein, 2006).

Le transporteur ABCBL1 est exprimé principalement dans les régions qui agissent
comme barri¢re €pithéliale ou qui fonctionnent comme transporteurs d’efflux pour une large
variété de composés naturels et de xénobiotiques lipophiles (Juliano and Ling, 1976).
Cependant, le transporteur ABCBL est localisé dans les membranes: plasmique, nucléaire, et
celle du réticulum endoplasmique granuleux et de I’appareil de Golgi. On le trouve plus
précisément au niveau des radeaux lipidiques et des cavéoles, microdomaines membranaires
particulierement riches en cholestérol. Ainsi, le transporteur ABCB1 est également présent
dans de nombreux tissus sains de l’organisme, notamment ceux impliqués dans la
pharmacocinétique des médicaments (Schinkel, 1997). Il est exprimé au niveau des tissus
ayant des fonctions sécrétoires et excrétoires comme la surface canaliculaire des hépatocytes,
le pble apical des cellules tubulaires rénales et la bordure en brosse des entérocytes. ABCB1
est également exprimé au niveau des barriéres sang-tissus comme la barriére hémato-
encephalique et le placenta ainsi que dans le coeur, les ovaires, les testicules et les surrénales.
Enfin, il a été détecté dans les cellules souches hématopoiétiques, les cellules mononuclées du
sang périphérique telles que les monocytes/macrophages, les cellules « Natural Killer » et les
lymphocytes T et B (Woodahl and Ho, 2004).
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Figure 11: Fonction de la protéine ABCB1
a)- La protéine ABCBL1 fonctionne normalement
b)- La fonction de la protéine ABCBL1 est réduite.

Sur le plan fonctionnel (Figure 11), les différentes modifications conformationnelles
mises en jeu lors de I’hydrolyse de I’ATP et du transport d’un substrat par ABCBI1
impliquerait les étapes suivantes (Hennessy and Spiers, 2007; Sauna and Ambudkar,
2007):

- Initiation de la voie de transport par la liaison de I’ATP et/ou du substrat.

- Changements conformationels au niveau des NBD suite a la fixation et/ou a I’hydrolyse de

I’ATP.

- Transmission des changements conformationnels aux TMD provoquant une diminution de

I’affinité au niveau du site de liaison du substrat (phase de libération du substrat).
- Retour a la conformation initiale (réinitialisation de la pompe).

Par ailleurs, deux études alternatives ont proposé deux différents modeéles de
mécanismes d’action du transporteur ABCBI. Selon le model d’action de la premiére étude,
lors de la fixation du substrat, les NBD se dimérisent et deux molécules d’ATP se fixent
simultanément puis sont hydrolysées pour permettre le transport actif du substrat. Dans le
modele de la seconde étude, apres fixation du substrat, les deux molécules d’ATP sont
hydrolysées successivement et il n’y a pas de dimérisation des NBD. Donc, I’étape initiatrice
est soit la dimérisation des NBD soit 1’hydrolyse de I’ATP (Ambudkar et al., 2006;
Hennessy and Spiers, 2007).
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Plusieurs modeles de fonctionnement de la pompe ont été avancés, dont les plus
pertinents seraient: 1’aspirateur hydrophobe (hydrophobic vacuum cleaner) et la
«flipase».Cette derniere est une enzyme qui intervient en facilitant la bascule de certains
phospholipides d'un feuillet & l'autre au sein de la bicouche lipidique constituant une
membrane. Le consensus général est que la pompe fonctionne comme un aspirateur
hydrophobe extrayant le substrat de la membrane interne et le pompant directement jusqu’au
milieu aqueux extérieur. Dans le modéle alternatif de «flipase », le substrat est flippé de la
membrane interne vers la membrane externe ou directement dans le milieu extracellulaire

(Hennessy and Spiers, 2007).

IV.2.3 Les polymorphismes du gene ABCB1

Le géne ABCB1 se caractérise par divers polymorphismes, qui se situent dans
différentes régions du gene, certains dans la région promotrice, d’autres dans les exons ou

encore dans les introns (Cascorbi, 2006).

Les trois polymorphismes les plus connus sont les suivants : 1236C>T (rs1128503),
2677G>T/A (rs2032582), et 3435C>T (rs1045642). Ces derniers résident au niveau de la
région codante pour la protéine et ont été le centre de plusieurs études de pharmacogénétique

et d’association avec des pathologies.

a- Le polymorphisme 1236C>T (rs1128503, Gly412Gly)

Selon la database des SNP ou dbSNP (Single Nucleotid Polymorphisme Database),
I’allele C du polymorphisme 1236C>T (rs1128503), varie dans sa fréquence allélique de 30%
a 93% en fonction de 1’éthnie. Par ailleurs, I’all¢le C est considéré comme étant 1’allele
mineur dans la population Asiatique et I’allele T comme étant 1’alléle mineur dans la

population Africaine (Cascorbi et al., 2001).

Le polymorphisme 1236C>T est un polymorphisme silencieux situé dans I’exon 12.
Bien que, plusieurs études ont été menées afin de caractériser une association potentielle
entre un phénotype et cette variation silencieuse, les données restent controversées et n’ont

débouché sur aucun consensus (Leschziner et al., 2007).
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b- Le polymorphisme 2677G>T/A (rs2032582, Ser893Ala/Thr)

Le SNP triallélique 2677G>T/A a été largement étudié car il représente le
changement d’acide amine de la P-gp le plus commun. D’aprés les données du projet
international HapMap (www.hapmap.org), la fréquence de L’all¢le 2677T varie entre 2% a
56% selon les populations. Cependant, la fréquence du génotype homozygote 2677GG est
importante dans les populations africaines (supérieure & 81%) en comparaison a celles
caractérisant les populations, Américaine, Mexicaine, Italienne , Asiatique et Causcasienne,
ou cette fréquence varie entre 10% et 32%. En revanche, 1’alléle 2677A est bien moins
commun, sa fréquence variant de 0% a 17 % dans les différentes éthnies (Cascorbi et al.,
2001; Yamauchi et al., 2002).

Ce polymorphisme est localisé au niveau de I’exon 21, qui code pour le cO6té
intracellulaire de la protéine aprés la dixieme région transmembranaire, entrainant ainsi le
remplacement d’un acide aminé apolaire (Sérine) par un acide aminé polaire (Alanine ou
Thréonine). Cela pourrait affecter la structure secondaire et la conformation de la protéine
ainsi que la précision de I’interaction avec ses substrats (Siegmund et al., 2002; Tanabe et
al., 2001).

c- Le polymorphisme 3435C>T (rs1045642, l1le1145lle)

LeSNP 3435C>T présente une trés grande différence dans sa fréquence allélique
inter éthnique, 1’alléle 3435C variant de 34% a 90% au sein des différentes populations (Dey,
2006; Sakaeda et al., 2003; Schwab et al., 2003a). En 2000, une étude menée par
Hoffmeyeret son équipe (Hoffmeyer et al., 2000) impliquant 1’all¢le 3435T avec altération de
la fonction de la P-gp, a démontré une association du génotype 3435TT avec une faible
expression de la p-gp au niveau du colon et une augmentation des concentrations
plasmatiques de la digoxine relative au génotype 3435CC. Cette constatation a suscité
beaucoup d'intérét pour ce polymorphisme silencieux par rapport a I'expression de la P-gp et
son activité, lequel a été retrouvé par la suite associé a I’altération de I’activité P-gp et a la

réduction de sa fonction (Leschziner et al., 2007).

Cependant, d’aprés certains auteurs, l’effet fonctionnel observé attribué au

polymorphisme 3435C>T peut néanmoins étre la conséquence d’un déséquilibre de liaison
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entre les polymorphismes 3435C>T et 2677G>T/A et/ou 1236C>T du géne
ABCB1(Horinouchi et al., 2002; Tang et al., 2002). Par ailleurs, Kimchi-Sarfaty et ses
collegues ont démontré a travers leur étude menée en 2007 que la mutation silencieuse
3435C>T dans la protéine de transport membranaire ABCB1, altére la specifité du substrat.
Cela laisserait croire que lorsque des codons fréquents sont remplacés par des codons rares
non fréquement utilisés, le temps de la co-traduction et le repliement de la protéine est

affecté, ce qui engendre I’altération de sa function (Kimchi-Sarfaty et al., 2007).

IV.2.3 Effet de la protéine ABCBL et son association avec certaines pathologies

La protéine ABCB1 (P-gp) est de forme toroidale, avec 10nm de membrane
symétrique possedant un pore central de 5nm. Ce large pore central pourrait expliquer la
grande variété des substrats spécifiques a la P-gp. Les substrats sont exogénes ou endogénes

et pour la plupart lipophiles (Rosenberg et al., 1997).

Initialement, le transporteur ABCB1 a été rapporté comme étant impliqué dans la
résistance a la chimiothérapie dans le traitement du cancer. De nombreuses résistances aux
différents traitements ont été associées a ce transporteur, et ceci a cause du fait que celui ci
efflue les traitements des cellules, limitant ainsi leur biodisponibilité. Cela a généré un grand
intérét pour le réle de ce transporteur dans la pharmacocinétique des traitements. Ainsi, les
polymorphismes du géne codant le transporteur ABCB1 peuvent faire varier la
pharmacocinétique de nombreux substrats transportés. Chez les individus présentant une
augmentation de I’expression ou de la fonction du transporteur ABCBI1, on s’attend alors a
une diminution de la biodisponibilité par voie orale, une diminution des concentrations

plasmatiques maximale et/ou une augmentation de la clairance (Leschziner et al., 2007).

Plusieurs études se sont concentrées sur I’influence des polymorphismes génétiques
du transporteur ABCB1 dans les variations de la pharmacocinétique des substrats
médicamenteux et dans la variabilité de la réponse biologique a ces traitements. Des études
cliniques ont démontré que le génotype 3435CC est en faveur d’une rémission compléte chez
les patients LAM, et a une résistance vis a vis des traitements anti epileptiques (Siddiqui et
al., 2003). De plus, il augure un long traitement stéroidien dans les cas des transplantations
cardiaques chez les enfants (Zheng et al., 2002). Alors que, le génotype 3435TT prédit la

réponse a la chimiothérapie préopératoire dans le cancer du sein (Kafka et al., 2003), et est
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significativement associé a une absence ou une faible expression de ABCB1 dans les lignés
cellulaires du carcinome mamaire et ovarien (Sauer et al., 2002). Le variant biallélique
2677A/T est associé a une neurotoxicté par le tacolimus chez les sujets ayant subit une
transplantation du foie (Yamauchi et al., 2002). Quant au polymorphisme 1236C>T , celui ci
a été corrélé avec la réponse clinique a la paroxétine chez les patients souffrant de dépression
majeure (Kato et al., 2008), et avec I’effet positif de I’antihistaminique fexofénadine
(Alzoubi et al., 2013). Une autre étude a conclu que ce méme polymorphisme pourrait aider a

l'optimisation de la dose d’ irinotécan chez les patients cancéreux (Mathijssen et al., 2003).

Enfin, les polymorphismes d’ABCB1pourraient influencer la susceptibilité a certaines
maladies. En effet, les polymorphismes de ce géne provoqueraient une modification de sa
fonction de protection de 1’organisme et moduleraient la susceptibilité a certaines maladies

(Marzolini et al., 2004a).

Les polymorphismes d’ABCB1 influenceraient ainsi la susceptibilité aux maladies
inflammatoires chroniques (Annese et al., 2006). L’association la plus constante étant celle
entre 1’alléle muté en 3435C>T et une augmentation du risque de maladie ulcérative (Schwab
et al., 2003b). De plus, il a été montré que 1’alléle 3435T aurait un role prédisposant pour la
maladie de Parkinson (Furuno et al., 2002), surtout si celle-ci fait suite a une exposition aux
pesticides, substrats d’ABCB1 (Drozdzik et al., 2003). Ceci va dans le sens de 1I’observation
que I’expression de ’ARNm d’ABCBI au niveau de la barriére hémato-encéphalique serait
liée a I’étiologie et a la pathogénése de troubles neurologiques comme Alzheimer et Parkinson
(Lee and Bendayan, 2004). Le polymorphisme 3435C>T est associé a I’apparition du
syndrome coronarien aigu et aux infarctus du myocarde (Wang et al.,2014) et pourrait
également étre associé au risque de certaines maladies rénales chroniques (Liu et al., 2013).

En cancérologie, 1’alléle 3435T du polymorphisme 3435C>T a été corrélé avec un
risque important de développement du carcinome rénal (Siegsmund et al., 2002) et pourrait
aussi intervenir dans le risque de survenue du cancer du sein .1l a été également démontré,
selon une méta-analyse menée par Qian X et ses collégues que le polymorphisme 3435C>T
modifierait la susceptiblité a la leucémie, cependant 1’association est plus importante avec les

leucémies chroniques qu’avec les leucémies aigues (Qian et al., 2012).

Toujours dans le méme sens,deux études chinoises ont suggéré 1’implication possible
du géne ABCB1 dans le risque d’émergence du cancer gastrique, cependant 1’association

concernait des polymorphismes peu communs de ce géne, puisqu’il s’agissait des variants
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159G>T, 1564A>T et 3073A>C (Qiao et al., 2013; Zhou et al., 2014). Expliguant toutes ces
associations,des études menées sur des souris genétiquement modifiées suggerent que
I’absence de fonction de la P-gp résulte en I’accumulation toxique des Xxénobiotiques
favorisant ainsi le développement des néoplasies (Schinkel et al., 1994). Compte tenu de
toutes ces données, il a été sugéré qu’ une baisse de ’activité de la pompe d’efflux ABCB1
augmenterait le potentiel de I’effet carcinogéne des substances liphophiles intracellulaires

accumulées dans la cellule normale (Wang et al., 2013).

IV.3 Le gene X-ray Repair Cross Complementing Group 1 (XRCC1)
IV.3.1 Description du gene XRCC1

Le gene XRCCL1 code pour une protéine portant le méme nom XRCC1, nécessaire a
la réparation des 1ésions induites sur I’ADN par les rayons ionisants (RI), le stress oxydatif et
les agents méthylants, via les voies BER (Base Excision Repair) et SSBR (Single-Strand
Break Repair) (Mohrenweiser et al., 1989).Chez I’humain, le géne XRCCL1 est localisé sur le
chromosome 19g13.2; il s’étend sur une distance génétique de 33kb et est composé de 17
exons codants pour une protéine de 70kda constituée de 633 acides aminés (Lamerdin et al.,
1995). Selon les domaines protéiques résultants, les 17 exons sont répartis en 5 groupes: Les
exons 1 a 5, ainsi qu’une partie de 1’exon 6 codent pour le domaine N-terminal de la protéine
qui comprend 183 acides aminés. L’exon 8 code pour un peptide de 16 acides aminés situé
entre les acides aminés 243 et 259; c’est le domaine NLS. Une partie de ’exon 9 et I’exon 10
codent pour le domaine protéique BRCTI1 qui s’étend de 314 a 404 acides aminés.
L’ensemble des exons 11, 12, 13 et 14 codent pour le peptide « linker » qui s’étend entre
I’acide aminé 404 et I’acide aminé 508. Enfin les derniers exons 16 et 17 codent pour le
domaine BRCT2, un peptide localisé entre les acides aminés 508 et 633 (Hanssen-Bauer et
al., 2012).

IVV.3.2 Structure et fonction de la protéine XRCC1

La protéine XRCC1 est un facteur essentiel dans la réparation de I’ADN par les voies
BER et SSBR.

Cette protéine qui n’a pas une activité enzymatique propre n’en a pas moins un role

central dans les processus de réparation; ses multiples interactions par ses domaines
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protéiques lui permettent d’organiser les différentes étapes des voies BER et SSBR, recrutant

et stimulant les autres facteurs de réparation.
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Figure 12:Schéma du géne et de la protéine XRCC1 chez I’humain
Le shéma montre (en haut) I’interaction des domaines protéiques de XRCC1 avec les
différentes protéines impliquées dans la voie de réparation BER, ainsi que les SNPs du géne
les plus étudiés (en bas) (Sterpone and Cozzi, 2010).

XRCC1 est une protéine ayant une séquence trés conservée au cours de 1’évolution,

comportant différents domaines structuraux et fonctionnels (Figure 12)

1- Le domaine NTD (domaine N-terminal) forme un site d’interaction avec I’ADN
polymérase p au cours du BER/SSBR (Kubota et al., 1996); ce domaine assure aussi le
recrutement de la Pol  sur I’ADN endommagg, ainsi que la stimulation de son activité (Lan

et al., 2004; Petermann et al., 2006).

2- Le domaine NLS (Domaine de signal de localisation nucléaire) responsable de la

localisation cellulaire de la protéine (Masson et al., 1998).

3- Le domaine BRCT 1 (BRCAL C-terminal Domain 1) compris entre les résidus 314
et 403, ce domaine présente de fortes homologies avec I’extrémité C-terminal de la protéine
associée au cancer du sein BRCAL (Breast Cancer 1). Les domaines BRCT ont une séquence

généralement bien conservée au cours de I’évolution, et ont une structure secondaire
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commune constituée d’un feuillet de quatre brins  entourée de trois ou quatre hélices a

(Figure 13.A).

Le domaine BRCT1 est essentiel au redémarrage des fourches de réplication apres la
réparation de ’ADN au cours de la phase S du cycle cellulaire, suggérant le role de réparation
pour la protéine XRCCI1 des dommages de ’ADN couplée a la réplication (Kubota and
Horiuchi, 2003). En plus, le domaine BRCT1 de XRCC1 est partiellement responsable des
interactions avec les glycolases OGG1; ces protéines sont a 1’origine du traitement des bases
endommagées ; ces interactions permettent la stimulation de ces protéines et favorisent le bon
déroulement du BER (Marsin et al., 2003).

C

Figurel3:Structures tridimensionnelles des domaines BRCT 1 et BRCT 2 de la protéine
XRCC1
A. Structure du domaine BRCT 1 obtenue par résonance magnétique nucléaire ;
B. Structure du domaine BRCT 2 obtenue par cristallographie et diffraction aux
rayons X ;
C. Alignement des domaines BRCT 1 et BRCT 2. (Zhang et al., 1998).

4- Le domaine linker situé entre les domaines BRCT 1 et 2contient des sites de
phosphorylation pour la Caséine Kinase 2 (CK2) qui est impliquée dans la réponse au stress
cellulaire en phosphorylant la Sérine 392 de la protéine P53 (Loizou et al., 2004). La région
linker interagit aussi avec la Polynucléotide Kinase (PNK) (Whitehouse et al., 2001) et avec
I’ Aprataxine (Aptx)(Gueven et al., 2004); ces dernieres sont deux enzymes importantes lors
de la réparation de I’ADN par les deux voies BER et SSBR.
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5- Le domaine BRCA1 C-terminal Domain 2 (BRCT 2) se situe entre les acides
aminés 538 et 633. Le domaine BRCT 2 est le premier domaine BRCT dont la structure
tridimensionnelle a pu étre déterminée par cristallographie aux rayons X, ce qui a permit de
modéliser le domaine BRCT1(Zhang et al., 1998). Il assure aussi la liaison entre XRCC1 et
I’ADN Ligase III a qui posséde de son coté un domaine BRCT (BRCA1 C-terminal Domain)
lui aussi impliqué dans cette interaction. En effet une hétérodimérisation est le résultat du
dimére XRCC1/ADN Lig III o par leurs deux domaines BRCT (Figure 13.B)(Caldecott et
al., 1994; Nash et al., 1997; Taylor et al., 1998).

IV.3.3Systéme de réparation d’ADNpar excision de base

La réparation par excision de base « BER » est un processus multienzymatique de
réparation qui prend en charge les modifications de bases comme la méthylation, 1’oxydation,
la réduction ou I’endommagement de bases par les radiations ionisantes et le métabolisme

oxydatif normal de la cellule (Seeberg et al, 1995; Yu et al, 1999).

Généralement, les bases modifiées de ’ADN sont excisées a 1’aide des glycosylases
specialisées, qui produisent des sites AP. Ces sites AP sont des substrats pour les AP
endonucléases 1 (APE1) qui hydrolysent la liaison phosphodiester et générent ainsi une
coupure simple brin. Les protéines XRCC1 et PARP1 « Poly ADP ribose Polymérase 1 »
interviennent alors et recrutent une protéine PNK« Polynucléotide kinase » qui phosphoryle

I’extrémité 5'OH et déphosphoryle I’extrémité 3'P au niveau de la coupure.

Le BER comprend 2 voies de réparation: le Short Patch Repair et le Long Patch
Repair. Chez les mammiféres le Short Patch Repair est dominant. Dans cette voie,la DNA
polymérase Béta (Pol ) remplace la base excisée et élimine lerésidu terminal du pentose
abasique grace a son activité lyase. Ensuite, le complexe XRCC1-Ligase Ill joint la base
nouvellement remplacée et le reste du brin d’ADN. Le Long Patch Repair nécessite la
coopération despolymérases Pol B et Pol 9, et le facteur nucléaire PCNA « Proliferating Cell
Nuclear Antigen » pour la synthése réparatrice d’un patch de 2 a 10 bases, en utilisant le brin
complémentaire non endommagé comme matrice, ce qui provoque un chevauchement (flap)
qui devra étre éliminé par FEN1 « Flap Endonuclease 1 ». Enfin, une ligase | doit restaurer la
continuité de I’ADN (Figure 14) (Lindahl & Wood, 1999; Robertson et al, 2009; Spirio et
al, 1993).
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Figure 14: Réparation des cassures simple brin de 1’ADNsuivant les differentes étapes des
voies BER et SSBR (Pourquier, 2006).

1V.3.4 Lespolymorphismes du gene XRCC1

Les roles multiples et centraux de la protéine XRCC1 dans la réparation de ’ADN
font d’elle un acteur majeur dans le maintien de I’intégrité du génome, il était donc nécessaire
de chercher a savoir si d’éventuelles polymorphismes génétiques affectant la protéine

pouvaient étre liés a un défaut de réparation de I’ADN et a une prédisposition au
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développement des cancers. C’est dans cette optique que de nombreuses études se sont

attelées a explorer des polymorphismes du gene XRCC1.

Plus de soixante polymorphismes de type SNP ont alors été repertoriés et seuls trois
d’entre eux ont €été rapportés comme étant particulierement représentés dans la population

humaine et ont ainsi été largement plus étudiés.

a- Le polymorphisme 580C>T (rs1799782, Arg194Try)

Le polymorphisme 580C>T se situe au niveau de 1’exon 6 et résulte dans la transition
de I’acide aminé Arginine en acide aminé Tryptophane en position 194, siégeant au niveau de
la région N-terminal de la protéine. Ce polymorphisme est retrouvé dans la population
humaine a une fréquence approximative de 13% mais avec une certaine hétérogénéité selon

la provenance géographique des populations (Ladiges et al., 2003).

Le polymorphisme 580C>T a été rapporté par différentes études comme étant
associé a une diminution du risque d’apparition de divers cancers, ce qui peu sembler
surprenant car un SNP est généralement associé plut6t a un risque accru du cancer (Goode et
al., 2002). De plus, les cellules d’individus exprimant le variant 580T se révelent moins
sensible aux agents génotoxiques comme la Bléomycine, un radiomimétique induisant des
cassures simples et double brins dans I’ADN, et le Benzo [a] Pyréne—Diol Epoxide (BPDE),
un agent génotoxique formant des adduits covalents sur la molécule d’ADN (Wang et al.,
2003). L’explication moléculaire de cette protection contre la survenue des cancers de la part
de ce polymorphisme n’a pas encore été élucidée. Cependant il a été suggéré que la transition
d’une Arginine chargée positivement en un Tryptophane hydrophobe, pourrait favoriser
I’interaction avec certains partenaires de XRCCI au cours de la réparation de I’ADN

(Ladiges, 2006).
b- Le polymorphisme 8396G>A (rs25489, Arg280His)

Ce polymorphisme se situe au niveau de 1’exon 9 du géne XRCC1, et résulte en une
transition de 1’acide aminé Arginine en acide aminé Histidine en position 280; 1’alléle 8396A
est retrouvé chez moins de 7% des individus, et a été I’objet de moins d’études que les autres
polymorphisms (Ladiges et al., 2003). Les études épidémiogénetiques entreprises sur ce
polymorphisme ne convergent pas toutes quant a son un impact sur une éventuelle

prédisposition au cancer (Hung et al., 2005b). Cependant, 1’étude in-vitro de ce variant a
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fournit des résultats plus concluants;en effet, dans cette etude, les cellules lymphoides
d’individus exprimant le variant 8396A présentaient un nombre plus important de cassures
chromosomiques apres traitement a la Bléomycine,par rapport a ceux arborant I’all¢le

8396AG, traduisant une sensibilité accrue a cet agent génotoxique (Tuimala et al., 2002).
c- Le polymorphismell96G>A (rs25487, Arg 399Glu)

Le polymorphisme 1196G>A se situe au niveau de I’exon 10 du géne XRCC1. Il se
traduit en une transition de I’acide aminé Arginine en acide aminé Glutamine en position 399;
ce polymorphisme est localisé au sein du domaine BRCTL1 de la protéine XRCC1, domaine
impliqué dans de nombreuses interactions protéiques. A 1’état normal, le domaine BRCT1 de
la protéine XRCCL1 porte quatre hélices a et trois feuillets B; au niveau de la protéine
modifiée, on a remarqué I’absence de deux hélices a essentielles a 1’interaction entre le
domaine BRCT1 et PARP lors de la réparation de I’ADN et d’un feuillet . Cette suppression
pourrait altérer les caractéristiques fonctionnelles importantes de la protéine XRCC1
(Monaco et al., 2007). L’allele 1196A est de loin le plus représenté, présent a une fréquence
d’environ 27% dans la population; il est aussi le plus documenté par rapport aux autres
polymorphisms; les données épidémiogénétiques relatives au polymorphisme 1196G>A et
son implication dans la survenue du cancer sont assez contradictoires (Ladiges et al., 2003).
Les études in vitro sont, quant a elles, un peu plus concordantes. Ainsi, les cellules
lymphoides d’individus portant le variant 1196A accumulent des cassures chromosomiques
apres exposition a la Bléomycines et d’adduits covalents sur ’ADN apres exposition au
benzo(a)pyréne diol-epoxide (BPDE), que les cellules représentant [1’alléele normal
1196A(Wang et al., 2003). De plus, il a été rapporté que ’irradiation aux rayons X ou UV
des cellules sanguines induit plus de délétions chromosomiques pour les individus arborant
I’alléle 1196A, que ceux qui exprimant I’alléle 1196G(Au et al., 2003).

IV.3.4 Association des polymorphismes du gene XRCC1 avec différentes pathologies

cancéreuses

Des lésions au niveau des bases, des sites abasiques et des cassures au niveau des
brins d’ADN sont relativement communs dans les 1ésions d’ADN, car ils sont induits
continuellement par des agents réactifs endogénes, générant ainsi des processus de synthése

d’ADN erroné. Des changements mineurs dans 1’efficacité de la voie BER altérant la stabilité
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génomique pourraient avoir un impact potentiellement importantsur le risque de survenue du
cancer. Les polymorphismes 580C>T, 8396G>A, et1196G>A du géne XRCC1 ont été

largement étudiés dans ce sens (Hanssen-Bauer et al., 2012).

Les études entreprises sur le polymorphisme 580C>T rapportent son association avec
un risque réduit d’apparition du cancer chez les personnes portant 1’alléle 580T(Goode et al.,
2002). En effet, ces données ont été confirmées par une étude Russe portant sur plus de 200
cas, montrant que le variant est lié a une protection vis a vis du cancer du poumon chez les
patients fumeurs (Hung et al., 2005a). De plus, une méta-analyse confirme que ce méme
polymorphisme est lié a une protection vis a vis de tous les cancers liés au tabac (Hung et al.,
2005b). Cependant, le génotype homozygote muté du polymorphisme 580C>T a été rapporté
comme étant associé a une augmentation du cancer du foie chez les Asiatiques, alors que le

génotype heterozygote 580CT réduit ce méme risque chez les Caucasiens (Jiang et al., 2010).

Concernant le polymorphisme 8396G>A, une méta-analyse de huit études
indépendantes portant sur différents types de cancers , a montré une Iégere augmentation du
risque de développement du cancer avec le variant 8396A (Hu et al., 2005a). Une autre méta-
analyse conclue qu’il n’existe pas de lien notable entre ce SNP et une prédisposition au cancer
(Hung et al., 2005b). Enfin, une étude rapporte une diminution du risque de développement
du cancer du poumon chez les individus pratiquant un tabagisme élevé (Hung et al., 2005a).
Il est donc a ce jour, globalement difficile de conclure a I’existence d’un impact éventuel de

ce polymorphisme sur le risque de survenue du cancer.

Différentes études ont montré une association entre le SNP 1196G>A du gene
XRCCL1 et I’apparition de divers cancers, parfois en tant que facteur favorisant, parfois en tant
que facteur protecteur. Ainsi le SNP 1196G>A a pu étre relié a un risque accru de
développement du cancer de poumon chez les Asiatiques et les Africains (Hu et al., 2005a)
de I’estomac et le gliome chez les Chinois (Shen et al., 2001; Hu et al., 2011), ou de la peau
chez les Américains (Goode et al., 2002; Nelson et al., 2002). Paradoxalement, il diminuerait
le risque de développement du cancer de 1’cesophage, précisément chez les alcooliques (Lee
et al., 2001). Une étude Iranienne suggere que ce polymorphisme, ainsi que le polymorphisme
8396G>A, seraient associés au cancer de la thyroide (Fard-Esfahani et al., 2011). Une méta-
analyse a montré que lorsque les individus sont répartis par classe selon leur provenance
éthnique, le polymorphisme 1196G>A serait synonyme d’une augmentation du risque du

développement d’un cancer chez les individus Asiatiques et Africains (Hu et al., 2005b).
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D’aprés une autre méta-analyse regroupant 12 études sur le cancer du poumon, il
n’existerait aucune association entre le polymorphisme 1196G>A et le risque d’émergence de
ce cancer dans la population globale. En revanche en séparant les individus selon leur degré
de tabagisme, les auteurs de cette étude ont remarqué que le SNP 1196G>A protéegeait les
gros fumeurs contre 1’apparition de ce cancer, alors qu’il semblait plutot favoriser son
apparition chez les fumeurs occasionnels. Cette méme analyse regroupant les données de sept
¢tudes sur le cancer du tractus aérodigestif a montré 1’absence totale d’association avec le
SNP 1196G>A (Hung et al., 2005a). A propos d’un autre cancer, une autre méta-analyse sur
le cancer du sein, quant a elle a rapporté que le polymorphisme 1196G>A serait associé a un
risque accru de developpement de ce type de cancer chez les populations Asiatique et
Africaine (Wu et al., 2011).

IV.4 Le gene Fms- Like tyrosine kinase 3 (FLT3)
IV.4.1 Description du gene FLT3

Le gene FLT3 également appelé FLK-2 (fetal liver kinase 2) ou STK-1 (human stem
cell kinase 1), est un géne situé en 13g12, comportant 24 exons, et codant pour un récepteur
de tyrosine kinase de classe Il (RTK I1IlI) (Abu-Duhier et al., 2001). Le FLT3 est
préférentiellement exprimé par les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques aussi
bien que dans le cerveau, le placenta, et le foie. Le ligand du FLT3 (FLT3L) est exprimé par
les cellules de la moelle osseuse et son role est de stimuler des cellules souches, avant que
son expression ne diminue au cours de 1’hématopoiese (Ozeki et al., 2004). Le FLT3 joue un
role important dans la prolifération, la différenciation (Park et al., 2011), et la survie des
cellules souches multipotentes, en synergie avec d’autres facteurs de croissance (llopis 2009).
La forme sauvage du FLT3 est retrouvée dans 60 a 80% des blastes de LAM (Bayle et al.,
2004).

IV.4.2 Structure et fonction de la protéine FLT3

La protéine FLT3 est composée de 933 acides aminés; elle est caractérisée par la
présence de cing domaines extracellulaires (E) de type immunoglobuline, un domaine
transmembranaire (TM), un domaine juxta-membranaire (JM) et deux domaines tyrosine
kinase (TKD) (Llopis et al., 2009)(Figure 15 et 16). A I’état sauvage inactif, la protéine a
une conformation monomérique et ce n’est qu’en présence de son ligand (FLT3L) que la

protéine se présente alors sous forme dimérique et devient active. La dimérisation de la
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protéine induit la phosphorylation du domaine TK, avec pour conséquence 1’activation du
récepteur FLT3 et de la cascade d’événements qui en dérivent. Les récepteurs, sont
internalisés et dégradés, une fois leur fonction accomplie (Figure 17)(Stirewalt and Radich,
2003).

Le ligand du FLT3 (FLT3L) est une protéine de 235 acides aminés,
transmembranaire de type 1, codée par le géne FLT3L. La protein FLT3L contient un peptide
signal amino-terminal, quatre domaines d’hélices extracellulaires, des régions d’espacement
et d’ancrage, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique de petite taille. Le
groupe des protéines transmembranaire type | inclut le ligand du géne KIT et du géne M-CSF
(CSFY); ces trois protéines ont des tailles et des structures similaires (Hannum et al., 1994;
Lyman et al., 1993).

Domaine Site de fixation du ligand

extracellulaire

Domaine transmembranaire

Domaine juxta-membranaire

Domaine Tvrosine Kinase
Domaine
cvtoplasmigque

Domaine Tyrosine Kinase

Figure 15: Représentation des differents domaines de la protéine FLT3 (Small, 2006).
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N-iobe

Figure 16: Shéma des rubans et des surfaces de FLT3 qui montrent la disposition spatiale
des différents éléments de la structure de la molécule
Le domaine N-terminal kinase (rouge) et le domaine C-terminale kinase (bleu) comprennent
le pliage kinase standard. La boucle d’activation (vert) est repliée vers le haut entre les deux
domaines de kinase. Le domaine JM ( jaune) s’étend sur la longueur de la molécule. Toutes
les tyrosines dans le domaine JM et la boucle d’activation sont affichées comme des
représentations de « baton » (Stirewalt and Radich, 2003).

Q
Glycosylation

Internalisation
et dégradation

Figure 17: Fonction de la protéine FLT3

La proteine FLT3 cytoplasmique subit une glycosylation (G), qui favorise la localisation du
récépteur sur la membrane. Le FLT3 sauvage reste monomeére, une protéine inactivée sur la
surface de la cellule jusqu’a ce que le lignand du FLT3 (FLT3L), probablement sous une
forme dimérique, se lie au récépteur et induit la dimérisation du récépteur. FLT3 favorisant
ainsi la phosphorylation (P) des domaines de tyrosine-kinase, ce qui active les récépteur et les
effecteurs en aval. Les récepteurs dimérisées sont rapidement internalisés et dégradés
(Stirewalt and Radich, 2003).
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1V.4.3 Les mutations de FLT3

Les mutations concernant le géne FLT3 sont parmi les plus fréguemment retrouvées
chez les patients atteints de LAM, puisqu’elles sont présentes chez 7 a 25% de ces patients

(Stirewalt and Radich, 2003); elles sont de deux types:

Une mutation non-sens dans I’exon 20, ¢’est-a-dire au sein de la boucle d’activation
du domaine tyrosine kinase TKD, et qui concerne 5 a 10% des patients atteints de LAM. Cette
mutation implique le plus fréqguemment le résidu acide aspartique au niveau du codon 835

(D835), et est associée a un mauvais pronostic (Abu-Duhier et al., 2001).

La deuxiéme mutation de ce géne, la FLT3/ITD est une duplication interne en
tandem qui ne perturbe pas le cadre de lecture siégeant dans le domaine JM du récepteur, et
touchant les exons 14-15; elle concerne environ 25% des adultes et 10% des enfants atteints
de LAM. Cette mutation a été décrite pour la premiére fois en 1996 par 1’équipe de Nakao
(Nakao et al., 1996); les FLT3/ITD sont tres hétérogenes et varient dans leurs tailles de 3-400
pb (Gagyi et al., 2006), et dans leur sites d’insertions (D6hner and Dohner, 2008). Ces
duplications induisent une autophosphorylation constitutive du récepteur en absence de son
ligand conduisant a une activation des voies de signalisation, provoquant ainsi une

augmentation de la survie et de la prolifération des cellules immatures (Llopis et al., 2009).

La fréquence de la FLT3-ITD varie selon le type de la leucémie : on la retrouve
préférentiellement dans les LAM de novo, a caryotype normal, ou présentatnt les
translocations t (15; 17) ou t(6; 9) ; a I’inverse, elle est retrouvée moins fréquemment dans les
LAM M2 (Yanada et al., 2005). Cette mutation a également été détectée a une fréquence

inférieure dans les syndromes myélodysplasiques (MDS) (Griffith et al., 2004).

IV.4.4 L’impact pronostic de FLT3-1TD

L’impact pronostique des FLT3-ITD est de mieux en mieux connu. De nombreuses
études rapportent un pronostic defavorable pour les patients concernés par la duplication, avec
une diminution de la survie globale (OS) et de la survie sans maladie (DFS), alors que le taux
de la rémission compléte (RC) semble ne pas étre affecté, et ce indépendamment des autres
facteurs dans les LAM a caryotype normal (Schlenk et al., 2008). Ces duplication sont des
mutations somatiques ; ceci a été démontré par 1’absence de la duplication chez des patients

en RC et qui étaient positifs pour la FLT3/ITD au moment du diagnostic (Mead et al., 2007).

54



Revue bibliographique

La plupart des mutations de gain de fonction sont associées a un effet dominant
négatif, ou la protéine mutante interfére d’une fagon ou d’une autre avec la fonction de la
protéine normale découlant de 1’alléle sauvage WT sur 1’autre chromosome dans le cas de
I’hétérozygotie. La FLT3-ITD est souvent retrouvée a 1’état hetérozygote. La connaissance du
ratio entre la quantité de I’alléle muté et celle de 1’alléle sauvage est trés importante car plus le
ratio est ¢levé (en faveur de la forme muté), jusqu’a la perte de 1’hétérozygotie, plus le

pronostic est péjoratif (Whitman et al., 2001).
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Problématique et objectifs

La leucémie myeloide chronique (LMC) fait partie des syndromes myéloprolifératifs,
caractérisée par la présence d’une anomalie cytogénétique spécifique, le chromosome

Philadelphie (Ph), résultant d’un réarrangement moléculaire Bcr-Abl.

Méme si 1’aspect clinique et biologique de la LMC est bien connu, peu de travaux
ont exploré la susceptibilité individuelle a développer cette maladie. Parallélement les études
d’association entre les polymorphismes génétiques de différent genes et le risque de survenue
de plusieurs cancers ont connus un essor important ces derniéres décennies, ce qui permet une

connaissance plus élargie quant a I’étiologie et les risques encourus.

La premiere partie de cette présente étude a consisté & rechercher une association
entre les polymorphismes génétiques de trois génes. Le premier, est le gene MTHFR qui est
impliqué dans le cycle des folates et qui exerce un role important dans la methylation de
I’ADN, et la provision des nucléotides puriques et pyrimidiques pour la synthése de I’ADN.
L’importance du gene MTHFR dans le risque de développement de plusieurs cancers a aussi
été démontrée a travers plusieurs études. Le second gene ABCBL, est connu pour son
importance en pharmacogénétique, et aussi comme étant une barriére naturelle contre les
agents xénobiotiques cancérigénes. Enfin le géneXRCC1, est impliqué dans la voie de
réparation de ’ADN par excision de base ; il représente un géne candidat cible dans la

survenue des cancers.

Par le biais d’une étude cas-témoins englobant en tout 90 cas de LMC et 148 témoins
sains nous nous sommes fixé pour objectif de rechercher une éventuelle association entre les
polymorphismes 677C>T et 1298A>C du gene MTHFR, 3435C>T du géne ABCBI, et
1196G>A du gene XRCC1 et le risque de survenue de la leucémie myéloide chronique dans la

population Algérienne.

En deuxiéme partie plus laconique celle ci, nous nous sommes interressé a la
leucémie myéloide aigue, qui est une des hémopathies malignes les plus fréquentes survenant
principalement chez I’adulte, et dont I’incidence augmente avec 1’age. Elle représente un
groupe hétérogene dans lesquel des mutations sont responsables d’altérations de la croissance,
de la différenciation et de la prolifération d’une cellule primitive. Parmi ces altérations on
retrouve la mutation duplication en tandem du géene FLT3 (FLT3/ITD) qui est présente entre
25% et 35% dans les LAM. Cette mutation est considérée comme étant un marqueur
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indispensable pour la classification des LAM selon les critéres de I’OMS et 1’établissement

d’un bon diagnostic.

Nous avons donc envisagé de rechercher par l'entremise d’une PCR (reaction chain
polymerase), la présence de la mutation FLT3/ITD chez 50 patients atteints de LAM. Ceci
dans le but de permettre une classification des patients selon la présence ou nonde la mutation
dans un groupe de patients souffrant d’une LAM afin de trancher quant au pronostic favorable
ou défavorable de leur pathologie. Par ailleurs, cette seconde partie du travail a été réalisée
dans I’optique de I’installer en routine au niveau du nouveau service de Cytogenetique et de
Biologie Moléculaire de ’EHU d’Oran.
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Population d’étude et méthodes

I. Population d’étude

La premiére partie de cette présente étude a concerné 148 témoins sains (79 hommes
et 69 femmes, age moyen 47,3 ; S.D £15,3), et 90 patients atteints de LMC (50 hommes et 40
femmes, age moyen 45,9 ; S.D £14,7), tous d’origine algérienne. Les patients suivis dans des
services d’hématologie de différents hopitaux algériens (Etablissement Hospitalier et -
Universitaire d’Oran, Centre Hospitalo-Universitaire d’Oran, Centre Hospitalo-Universitaire
de Constantine, Centre Hospitalo-Universitaire de Mascara, Centre Hospitalo-Universitaire de
Tlemcen), ont été diagnostiqués durant la phase chronique de leur LMC selon les critéres

cytologiques et hématologiques de 1’Organisation mondiale de la santé (OMS 2008).

La seconde partie a concerné 50 patients atteints de LAM a différents stades, agés
entre 18 et 70 ans et des deux sexes confondus (28 hommes et 22 femmes); ces patients sont
suivis au niveau du service d’hématologie et d’allogreffe de 1’Etablissement Hospitalier-et
Universitaire d’Oran (EHU). Ces derniers sont diagnostiqués pour différentes classes de LAM
selon un diagnostique clinique et biologique. Les prélevements qui consistaient en du sang

frais, ont été effectués avant le commencement du traitement.

Un questionnaire détaillé sur la tracabilité des malades a accompagné chaque
échantillon (Annexe 1 et 2) et un consentement éclairé pour la participation a cette étude a été

recueilli au préalable auprés de chacun des patients (Annexe 3).
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Il Méthodes utilisées
1.1 Extraction et dosage de I’ADN

L’isolation de I’ADN génomique est une étape fondamentale dans les techniques de

biologie moléculaire qui impliquent les analyses génétiques.

Nous avons procédé dans notre étude a I’extraction d’ADN par la technique
« SALTING OUT », qui est une technique non couteuse, simple et rapide et qui a été

développée par Miller et ses collaborateurs (Miller et al., 1988).

La technique « SALTING OUT » consiste en un relargage des protéines cellulaires,

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

Le culot des globules blancs est obtenu aprés élimination des globules rouges et de
I’hémoglobine a partir de 15 ml de sang total prélevé sur EDTA afin d’éviter tous risque de

coagulation.

Dans un second temps, le culot des leucocytes est lysé par 1500 pl de solution SLB
(solution de lyse des globules blancs), constituée de 0,5% de Sodium Dodécyl sulfate (SDS),
0,IM I’EDTA et 10mM de Tris/Hcl.

L’¢étape de la déproteinisation est effectuée par 1’ajout de la protéinase K dont le role
est la dégradation des protéines, qui par la suite sont précipitées par le (NACL) hautement

concentré.

L’ADN génomique est précipité par S00ul de solution NaCl a 5M, et récupéré par
centrifugation, séché et solubilisé dans un tampon Tris-EDTA: TE 10/1 a un pH=8 constitué
de 10 mM de Tris/HCL et 10 mM d’EDTA.

La concentration des ADN extrait est estimée par la mesure de [’absorbance a
260nm. Sachant qu’une unité de DO a 260nm est équivalente a 50 pg /ml d’ADN, il est
possible d’évaluer la quantit¢ d’ADN d’un échantillon par la formule: facteur de dilution x 50
x DO260. Par ailleurs, la qualité de I’ADN est évalué par un rapport de DO 260/DO 280; un
ADN de bonne qualité, dépourvue de contamination proteéique doit présenter un rapport

compris entre 1,5 et 2.
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1.2 Méthode de genotypage par discrimination allélique TagMan

La technique de discrimination allélique TagMan, fait appel a I’utilisation de deux
sondes fluorescentes qui différent uniqguement par un nucléotide et qui sont complémentaires
soit de I’allele sauvage soit de 1’allele muté. Chaque sonde posséde a son extrémité 5° un
fluorochrome (VIC ou FAM) et un chélateur de fluorescence (ou « quencher MGB ») non
fluorescent a I’extrémité 3. Le Quencher a proximité du donneur inhibe 1’émission de
fluorescence par ce dernier. Ces sondes sont dessinées de maniere a s’hybrider spécifiquement
a leur cible. Le clivage de la sonde permet 1I’éloignement de 1’extrémité 5° et 3°, permettant
ainsi au fluorochrome situé en 5’ d’émettre une fluorescence. Le type de signal fluorescent
(VIC ou FAM) est lu en fin de PCR et est spécifique de la séquence présente dans
I’échantillon (Livak, 1999) (Figurel8).

La fluorescence émise a été lue en fin de PCR grace au logiciel 7500 System SDS
Software (Applied Biosystems). La détection de la fluorescence émise par chacune des sondes
VIC ou FAM hybridée chacune a I’alléle qui lui est complémentaire permet alors de classer
les individus par génotype et attribue un nuage de points correspondant a chaque génotype du
SNP (Figure 19).

Figure 18: Principe du géenotypage par discrimination allélique TagMan
La sonde marquée par le fluorochrome FAM s’apparie au variant allélique alors que la sonde
marquée par VIC s’apparie a la séquence correspondant a 1’allele sauvage. Pendant 1’étape
d’extension de la PCR, la Taq polymérase coupe uniquement la sonde parfaitement hybridée a
la séquence cible. Le clivage de la sonde permet I’¢loignement des extrémités 5’ et 3’,
permettant ainsi au fluorochrome situé en 5’ d’émettre une fluorescence (Verstuyft et al.,
2003).
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Figure 19: Exemple de résultat de génotypage par Tagman
Détection des SNPs et constitution d’un nuage de point de fluorescence difféerent
correspondant aux différents génotypes en fonction de 1’hybridation des sondes VIC ou FAM
a chacun des alléles du polymorphisme recherché (Yu et al., 2011).

1.3 Meéthode de génotypage par PCR/RFLP (polymerase chain reaction/ Restriction

fragment lenght polymorphism)
11.3.1 Réaction de polymerisation en chaine (PCR)

Principe: La PCR (polymerase chain reaction) est une technique de biologie
moléculaire mise en évidence en 1985 par Kary Mullis qui permet [l'amplification d'un
segment d'/ADN compris entre deux régions de séquences connues par un procédé d'extension
d'amorce. La PCR requiert deux amorces oligonucléotidiques de synthése de 20 a 25
nucléotides complémentaires des extrémités 3' des deux brins d'ADN encadrant la séquence a
amplifier. Une de ces amorces est une copie du brin codant et I'autre, une copie du brin non
codant. Sous I'action d'une enzyme (la Taq polymérase), chaque amorce est allongée dans le
sens 5" a 3' d'une séquence exactement complémentaire du brin recopié. La répétition des
cycles aboutit a une amplification exponentielle de la séquence cible considérée. La technique

de PCR comprend trois étapes: La dénaturation, I’hybridation et 1’élongation.

Les produit d’amplification sont par la suite soumis & une électrophorése dans un gel

d’agarose a 3% et visualisés sous un transilluminateur a Ultraviolets.
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11.3.2 Etude du Polymorphisme de longueur de fragment de restriction(RFLP)

Principe: Le polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP), est une
méthode qui permet de comparer des profils électrophorétiquesde coupures d’ADN par des
enzymes de restriction (ER). Les enzymes ont la particularité de couper I'ADN partout ou ils
détectent une séquence de nucléotides spécifiques. Une enzyme peut évidemment couper a
plusieurs endroits le long de la séquence d’ADN amplifiée. La digestion de la séquence
d’ADN générera plusieurs fragments de tailles différentes qui pourront ensuite étre séparés par

électrophorese.

1.4 Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont analysés par des tests statistiques conventionnels qui

permettent de déterminer une possible association entre un marqueur et une maladie.

La description de 1’age chez les cas et les témoins, a été réalisée par le calcul de la
moyenne.Elle est obtenue par la somme des valeurs observée divisée par le nombre
d’observations. L’écart type (+SD) est ensuite estimé pour mesurer la dispersion de I’age dans
notre population d’étude. Plus I’écart type est faible, plus les valeurs sont regroupées autour

de la moyenne.

L’association entre un marqueur génétique et la maldie est attribuée par la recherche
d’une distribution significative des fréquences de ce marqueur entre les cas et les témoins. Le
test utilisé est le Khij; il permet d’estimer si la différence de distribution est due au hasard ou a

I’effet du marqueur ¢tudié dans le développement de la maladie.

La valeur p correspond au degré de signification qui correspond a la probabilité que
I’écart global soit du hasard. Lorsque la valeur pest égale ou inférieure a 0,05 (5%), la
différence de distribution entre les populations de malades et de témoins, pour un marqueur
donné, est donc statistiquement significative et le marqueur peut étre considéré comme étant
associé a la maladie. Dans cette présente étude le Khi2 et la valeur p ont été estimés par le
logiciel: Program CONTING (version 2.80).Nous avons aussi utilise un test spécifique qui est
le test p avec correction de Bonferroni, ce test est une méthode pour corriger le seuil de
significativité lors de comparaisons multiples (http://www. quantitativeskills.com/sisa/

Calculations /bonfer.htm).
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L’odds Ratio (OR) est utilisé dans les enquétes des cohortes de type cas/témoins, il
permet d’évaluer I’intensité d’une association entre un marqueur et une pathologie; I’OR est
une estimation du risque relatif dans le cas ou il est impossible de mesurer les risques de la
maladie chez les sujet atteints et non atteints. L’OR a été évalué par le logiciel: program
ODDSRATIO (version 10 dec 2007).

L’analyse de distribution des haplotypes entre les cas et les témoins a été réalisée par
le logiciel: THESIAS 3.1 SOFTWARE (Tregouet and Tiret, 2004).

I1l. Protocoles expérimentaux

I11.1 Exploration des SNPs: 677C>T, 1298A>C du gene MTHFR et le SNP 3435C>T du
géne ABCB1

Le génotypage des patients pour les polymorphismes 677C>T  (rs1801133) et
1298A>C (rs1801131) du gene MTHFR et du polymorphisme 3435C>T (rs1045642) du géne
ABCBL1, a concerné 90 cas et 100 témoins. Il a été réalisé par la méthode de discrimination

allélique TagMan (7500 System SDS Software, Applied Biosystems).

Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 20ul, contenant 10ul de
master mix (2X) (Applied Biosystems), 1ul de Taq Man assay (20X) (Applied Biosystems)
(Tableau I1) et une quantité suffisante d’ecau estimée a 6ul. Cela a été effectué¢ dans des

plaques a 45 puits.

Les conditions des PCR ont été programmées comme suit : 2 minutes a une
température de 50°C puis 95°C pendant 10 minutes suivies de 35 cyclesa 90°C pendant 15

secondes et enfin 60°C pendant 1minute.

65



Population d’étude et méthodes

Tableau I11:Séquences des amorces TaqMan utilisées pour [’analyse des SNPs:
MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C et ABCB1 3435C>T.

SNPs TagMan
Assays Amorces marquées VIC/FAM

MTHFR677C>T(rs1801133) C_1202883_20 | GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG]IG/A]ICTCCCGCAGACACCTTCT
CCTTCAA

AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTT[G/T]ICTTCACTGGTCAGCTCCT
CCCCCCA

MTHFR1298A>C(rs1801131) C_850486_20

ABCB13435C>T(rs1045642) TGTTGGCCTCCTTTGCTGCCCTCAC[A/GIATCTCTTCCTGTGACACCA

CCCGGC

C_7586657_20

1.2 Exploration du SNP 1196G>A du géne XRCC1

Le génotypage du polymorphisme 1196G>A  (rs25487)du gene XRCC1l a été
effectué sur les 90 cas de LMC et les 148 témoins. Cependant, les résultats du génotypage
des témoins nous a été fournis par Melle MOGHTIT Fatima zohra, effectués dans le cadre de

sa thése de doctorat.

Pour I’amplification d’un fragment de 615pb de I’exon 10 du géne XRCC1, la PCR a
été réalisee dans un mélange réactionnel de volume final de 25ul, contenant 5pl de tampon
(5X) (Go Taq), 3ul de Mgcl2 (25mM Go Taq), 2 pl de chaque une des amorces forward et la
reverse (10mM) (Tableau I11) , 0.5 ul de d’NTP (10mM) ( Sigma Aldrich), 0.5 pl de taq
polymérase (5U/ ul) ( Go Taq ), et de ’ADN a (50ng/ul).
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Tableau I11: Séquences des amorces utilisées pour 1’amplification de I’exon 10 du géne
XRCC1 (Lunn et al., 1999).

1196G>A / XRCC1

Amorce Forward

5-TTTTGCTTTCTCTGT GTCCA -3’

1196G>A/ XRCC1
5>-TCCTCCAGCCTTTTCTGATA-3’
Amorce Reverse

La réaction de la PCR a été effectuée dans un thermo-cycler Biorad « C1000 Touch
thermal cycler », selon le programme suivant : 1 cycle de 4min a 94°C suivi de 30sec a 94°C,
30 sec a 57°C, 30 sec a 70°C pendant 30 cycles et enfin 10 min a 70°c.

Les produits d’amplification ont été soumis par la suite a I’étude du polymorphisme
de restriction. Les amplimeres de 615pb ont été digérés par I’enzyme de restriction Mspl.
Cette enzyme coupe au niveau du site de restriction 5°CCGG3’ en présence de 1’allele G en
position 28152, générant deux fragments de 240pb et 375pb, tandis que la transition de G>A
en cette position abolit le site de coupure de Mspl donnant un seul fragment de 615 pb
(Figure 20).

L’alléle normal - , Coupure au niveau du
‘ 1196C ‘ DI CCGG‘E site de restnction de
Y GECCs I"'enzyvme Msp I
L'alléle polvmorphe E 5 CCAC ¥ A;ﬁ?ﬂnddﬁ _s'm: de
' ' restriction de |"enzyme
11964 || 3 GGTC 3 Mspl

Figure 20:Carte de restriction de I’enzyme de restriction Mspl au niveau du 10°™ exon du
géne XRCCL.
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A partir des résultats de digestion nous pouvons distinguer entre les individus
homozygotes pour 1’allele 1196G (2 bandes : 375pb et 240pb), les individus homozygotes
pour I’alléle 1196A (une bande de 615pb), et les individus hétérozygotes 1196GA (3 bandes :
615pb, 375pb et 240pb) (Figure 21).

MT 100 pb 11896GG 1196GA 112634
4
E— = — —
615ph  —————t— — —
I
E—
- E—
35—t — —
I
—
240pb —
=] (]
- 1

Figure 21: Idiogrames attendu apres la digestion des ADN par Mspl pour le génotypage du
polymorphisme 1196G>A du géne XRCCL.

111.3 Exploration de la mutation ITD du géne FLT3

L’exploration de la mutation ITD (Internal duplication Tandem) du géne FLT3 a été

réalisée par la technique PCR suivie d’une révélation sur gel d’agarose a 3%.

Pour I’amplification du fragment flanquant les exons 14 et 15 du géne FLT3 et dans
laquelle la duplication survient, la réaction de PCR a été realisée dans un mélange réactionnel
de volume final de 50ul , qui contient 1.5mM de MgCI2 (25mM), 1X de tampon (10X) ( Gold
Taq, Applied biosystem), 5mM de chacune des amorces forward et reverse (100mM), 0.2mM
de dNTPs (2mM) (Applied Biosystem) (Tableau 1V), 2.5U de Taq Gold (5U) (Applied
Biosystem), 100 a 200ng/ul d’ADN, et enfin une quantité suffisante d’HO.

La réaction de la PCR a été effectuee dans un thermo-cycler Biorad « C1000 Touch
thermal cycler », selon le programme suivant : 1 cycle de 9min a 95°C suivi de 30sec a 94°C,
1min a 57°C, 2 min a 72°C pendant 35 cycle et enfin 10 min a 72°C.Les résultats sont

interprétés selon le nombre et la tailledes bandes obtenues (Figure 22).
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Tableau 1V: Séquences des amorces utilisées pour 1’amplification des exons 14 et 15
flaquant la mutation ITD du géne FLT3 (Pinheiro et al., 2008).

FLT3/ITD

Amorce Forward

5’-CAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’

FLT3/ITD

Amorce Reverse

5’-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC -3

Mormal Exon 14 Intron  Exon 15
329 pb
Muté Exon 14 Intron Exon 15
|
| - —
ITD »329 pb

Figure 22:Position de la mutation ITD du géne FLT3
Dans le cas normal les fragments obtenus aprés PCR sont de 329pb pour les cas mutés et les
fragments obtenus aprés PCR sont superieurs a 329 pb.
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I. Etude de la distribution des fréquences des polymorphismes 677C>T et 1298A>C du
géne MTHFR chez les cas de LMC et les témoins

e Résultats

Les résultats des distributions alléliques, génotypiques du polymorphisme677C>T
sont représentés dans le tableauV, et ceux concernant le polymorphisme 1298A>C sont
rapportés dans le tableau VI.L’analyse haplotypique des deux polymorphismes du géne

MTHFR est relatée au niveau du tableau VI1I.

Cependant, il est important de préciser que 1’étude d’association entre les
polymorphismes du géne MTHFR et la LMC devait a 1’origine interresser 100 témoins sains
et 90 cas de LMC. Néanmoins, suite aux aléas inhérents aux erreurs de manipulations, nous
n’avons pas obtenu de résultats pour 7 cas sur 90 et 11 témoins sur 100 concernant le
génotypage du polymorphisme 677C>T, et 6 sur 90 et 3 témoins sur 100 concernant le

génotypage du polymorphisme 1298A>C.

L’étude de la distribution des fréquences alléliques du polymorphisme 677C>T du
géne MTHFR a montré une forte augmentation de la fréquence de 1’alléle 677T chez les
patients par rapport aux témoins; en effet la fréquence de cet allele était de 69,27% chez les
cas 24,71% chez les témoins. Par ailleurs, I’allele 677C semble représenter 1’alléle majeur
dans notre population avec une fréquence de 75,25% dans la population saine, faisant ainsi de

I’allele 677T 1’allele mineur dans notre population.

La distribution des génotypes 677CC, 677CT et 677TT du géne MTHFR chez les cas
était de 9,93%, 42,16% et 48,19, respectivement. Chez les témoins les fréquences étaient de

53,93%, 42,69% et 3,37% concernant respectivement les mémes génotypes.

De plus, la distribution des fréquences des génotypes groupés 677CT+677TT était

de 90,36% dans le groupe de cas et de 46,06% dans le groupe des témoins.

L’analyse de distribution des fréquences entre les cas et les t¢émoins, a montré une
différence significative dans la distribution des fréquences de I’allele 677T (p = 1 E-6 et un
OR=6,77 [4,22-10,86]).
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Tableau V: Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du SNP 677C>T du géne
MTHFR chez les témoins et les patients LMC.

Patients LMC Témoins
(n=83) :89) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Alléles
C 51 (30,72) 134 (75,25)  1°
T 115 (69,27) 44 (24,71) 6,77 [4,22-10,86] 1E-6
Geénotypes
CcC 8 (9,63) 48 (53,93) 18
CT 35 (42,16) 38 (42,69) 5,52 [2,29-13,29]0,00005
cC 40 (48,19) 3(3,37) 80 [19,69- 321,73] 1E-9
Génotype groupeés
cC 8 (9,63) 48 (53,93) 12
CT+TT 75 (90,36) 41 (46,06) 10,38 [4,56-23,6] 1E-6

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype ou
alléle de référence.

La différence dans la distribution s’est avérée également significative pour les
génotypes 677CT (p =0,00005 ; OR évalué a 5,52 [2,29-13,29]) et le génotype 677TT (p =1
E-9 ; OR=80[19,69-321,73]).

La comparaison de distribution des fréquences des génotypes groupés 677CT+
677TT entre les cas et les témoins a également rapporté une difference statistiquement
significative (p=1 E-6 ; OR =10,38 [4,56-23,6]).
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Tableau VI: Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du SNP 1298A>C du
géne MTHFR chez les témoins et les patients LMC.

Patients LMC Témoins
(n=84) (n=97) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Alléles
A 85 (50,59) 142 (73,19) 12
C 83 (49,40) 52 (26,80) 2,65 [1,71- 4,10] 9E-6
Geénotypes
AA 27 (32,14) 48 (53,93) 18
AC 31 (36,90) 38 (42,69) 1,36 [0,70-2,64] 0,35
cC 26 (30,95) 5(5,15) 9,62 [3,31-27,94] 5E-5
Génotype groupeés
AA 27 (32,14) 50 (51,54) 12
AC+CC 57 (67,85) 41 (48,45) 2,22 [1,21- 4,06] 0,008

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype ou
alléle de référence.

Concernant le second polymorphisme du gene MTHFR 1298A>C, I’analyse des
distributions des fréquences alléliques rapporte que 1’alléle 1298 A, semble représenter
I’alléle majeur de notre population avec une fréquence de 73,19% dans le groupe des témoins.
Par ailleurs, 1’alléle mineur 1298C a montré une plus forte valeur de fréquence chez les cas de

LMC (49,40%) tandis que chez les témoins la fréquence de ce méme alléle était de 26,80%.

La distribution des frequences génotypiques du polymorphisme 1298A>C du géne
MTHFR chez les cas était de 32,14% pour le génotype 1298AA, 36,90% pour le génotype
1298AC et 30,95 % pour le génotype 1298CC. Chez les témoins les fréquences étaient de
51,54%, 43,29% et 5,15%, respectivement.

La fréquence des génotypes groupés 1298AC+1298CC a été estimée a 67,85% chez

les cas et 48,55% chez les témoins. L’analyse statistique de distribution des fréquences de
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I’allele mineur 1298C entre les cas et les témoins a montré une différence significative (p=9
E-6 et OR= 2,65 [1,71- 4,10]).

Cette méme différence significative a été observée apres comparaison des fréquences
du génotype homozygote muté (1298CC) (p=5; E-5; OR= 2,22 [1,21- 4,06]). Cependant, la
comparaison entre les fréquences du génotype hétérozygotes 1298AC entre les cas et les

témoins a montré une distribution non significative entre les deux groupes.

L’analyse des fréquences des génotypes groupés 1298AC+1298CC a également mis
en évidence une différence significative dans la distribution de cette fréquence (p= 0,008 ;
OR=2,22 [1,21- 4,06])

La distibution des alléles et des génotypes concernant les polymorphismes 1298A>C
et 677C>T du géne MTHFR trouvées significative dans cette étude au seuil de p< 0,05, sont

également significative au seuil corrigé p< 0,0125 (correction de Benforini).

TableauVII:Analyse haplotypique des polymorphismes 677C>T et 1298A>C du gene
MTHFR.

Patients LMC Témoins
(n=82) (n=87) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Haplotypes
677C/1298A 12 (14,63) 48 (47,79) 18
677T/1298A 29 (35,36) 15 (15,2) 2,57 [1,26-5,24] 0 ;007
677T/1298C 29 (35,36) 6 (5,79) 6,91[2,76-17,28] 5E-6
677C/1298C 12 (14,63) 18 (18,2) _ 0,3

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique,a: haplotype

de référence
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L’évaluation de la distribution des haplotypes constitués des polymorphismes
677C>T et 1298A>C a permis de relever chez les cas des fréquences de 14,63% pour
I’haplotype 677C/1298A, 35,36% pour I"haplotype 677T/1298A et 35,36% pour I’haplotype
677T/1298C, alors que pour le groupe des témoins les fréquences étaient de 47,79%, 18,2%,

15,2% et 5,79% pour les méme haplotypes respectivement. La comparaison des fréquences
haplotypiques a dévoilé une différence significative entre les cas et les témoins concernant
I’haplotype constitué de 1’allele muté du polymorphisme 677C>T et 1’alléle sauvage du
polymorphisme 1298A>C (677T/1298A) (p= 0,007; OR= 2,57 [1,26-5,24]), et I’haplotype
constitué des deux alléles mutés des deux polymorphismes 677T/1298C (p=5 E-6 ; OR=6,91
[2,76-17,28]). Cependant, I’haplotype 677C/1298C qui est constitu¢ de 1’alléele muté du
polymorphisme 1298A>C et de l’alléle sauvage du polymorphisme 677C>T, était

distribué de fagon non significative entre les cas et les témoins.

L’ensemble des résultats de 1’étude des deux polymorphismes du gene MTHFR a fait
I’objet d’un article original intitulé : « Association des polymorphismes du géneméthylene-
tétrahydrofolate réductaseavec la leucémie myéloide chronique». Cet article est publié dans la
revue Bulletin du Cancer Volume 101 N° 9, Septembre 2014 (Dorgham et al., 2014)
(Annexe 4).

e Discussion

Nos résultats rapportent la présence de I’alléle 677T a une fréquence de 24,71 %
chez les témoins, ce qui suggeére que cet alléle représente 1’alléle mineur dans la population
algérienne, résultats similaires a ceux caractérisant d’autres populations comme le Maroc
26,5% (Paluku They-They et al., 2009) et la Turquie 25,37 % (Al-Achkar et al.,
2014).Cependant, I’allele muté du polymorphisme 677C>T du gene MTHFR, présente une
remarquable variation éthnique et géographique. En effet, dans une étude menée sur 7000
nouveaux néx, provenant de 16 régions différentes dans le monde, I’alléle 677T présentait
une variation de 26,6% a 46% en ltalie, 25,7% dans le Moyen-Orient et 44,2% dans le nord
de la Chine (Wilcken et al., 2003). Par ailleurs, dans une étude Libanaise, la fréquence du
génotype homozygote 677TT était respectivement de 7,66% et 13,08% chez les musulmans
arabes et les chrétiens, (Almawi et al., 2004). Ces résultats indiquent la présence d’une

pression sélective qui cause une nette variation géographique et éthnique pour ’allele 677T.
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Concernant le polymorphisme 1298A>C, I’alléle 1298C a été retrouvé minoritaire
avec une fréquence de 26,80 % dans la population témoin de notre cohorte. Ce pourcentage
reste relativement proche de celui caractérisant la population Marocaine ou Turque,dont les
fréquences de ce méme alléle étaient de 24,42% (Eloualid et al., 2012) et 24,26% (Kara et
al., 2003), respectivement. Mais tout comme 1’alléle 677T, il est caractérisé par une variation
géographique et éthnique considérable. La plupart des études sur les populations Asiatiques
rapportent une fréquence variant de 15% a 20% pour 1’alléle 1298C (Abu-Duhier et al.,
2001; Matsuo et al., 2001; Moon et al., 2007; Shen et al., 2001; Song et al., 2001), alors
que cette fréquence est supérieure dans d’autres pays tels que 1’Italic ou la fréquence est de
28,1%, ou encore la France ou celle-ci est de 35,7%(Gueant-Rodriguez et al., 2006), 41,23%
en Iran (Vahid et al., 2010) et 55% au Pakistan (Yakub et al., 2012).

Il est bien reconnu que la susceptibilité individuelle au méme type de cancer peut
varier, méme avec une exposition environnementale identique. Plusieurs facteurs, et parmi
eux les polymorphismes des génes impliqués dans la carcinogénése pourrait expliquer cette
différence. Par conséquent, la susceptibilité génétique au cancer a été au centre des recherches
de la communauté scientifique. Récemment, les variants génétiques du géne MTHFR ont été

le sujet d’une attention accrue dans 1’étiologie des leucémies.

Les résultats de notre étude, ont montré une association claire entre les deux variants
677C>T et 1298A>C du géne MTHFR et la survenue de la LMC dans notre population.
L’association s’est avérée étre significative pour les alleles mineurs des deux polymorphismes
677T (p= 1 E-6; OR=6,77 [4,22-10,86]), et 1298C (p=9 E-6 ; OR= 2,65 [1,71- 4,10]). Une
association a été également constatée pour les génotypes homozygotes mutés 677TT et
1298CC et le génotype hétérozygote 677CT; en revanche, on a mis en évidence une absence

d’association avec le polymorphisme hétérozygote 1298AC.

L’analyse de la distribution des haplotypes constitués par les alléles des deux
polymorphismes, confirme cette association. L’association a été retrouvée en premier entre
I’haplotype constitué des deux alléles mineurs des deux polymorphismes 677T/1298C (p=5
E-6; OR= 6,91 [2,76-17,28]), et en second avec I’haplotype constitué¢ de 1’alléle mineur 677T
et I’allele majeur 1298A (p= 0,007; OR= 2,57[1,26-5,24]). Cependant, on a relevé une
absence de significativité statistique dans la distribution des fréquences entre cas et témoins

de I’haplotype constitu¢ de 1’allele majeur 677C et 1’allele mineur 1298C.

76



Résultats et discussions

Cette étude est la premicre étude d’association entre polymorphismes génétiques du
géne MTHFR et le risque de survenue de la LMC dans la population Algérienne; elle est aussi
une des rares études a rapporter une association significative entre les polymorphismes
explorés et cette pathologie. La taille de notre cohorte est suffisamment importante pour
extrapoler nos résultats a toute la population Algérienne puisque notre recrutement a été
entrepris dans des Services d’hématologie de différents centres hospitaliers algériens
(Etablissement Universitaire et Hospitalier d’Oran, Centre Hospitalo-Universitaire d’Oran,
Centre Hospitalo-Universitaire de Constantine, Centre Hospitalo-Universitaire de Mascara,
Centre Hospitalo-Universitaire de Tlemcen). Ce large échantillonnage a été ainsi envisagé
afin de limiter le risque éventuel de biais dans les reésultats.

Seules deux études ont rapporté des résultats similaires aux nétres; la premiere étude
concerne la population Jordanienne, dans laquelle Ismail et son équipe ont rapporté une
association entre les génotypes 677TT (p=0,014; OR= 2.84 [1,24-6,50]) et 1298CC(p= 0,046 ;
OR= 2,18 [1,01, 4,69]) (Ismail et al., 2009); de méme,dans une étude récente sur la
population Egyptienne, Aly et ses collaborateurs ont également démontré une association
existant entre les génotypes homozygotes mutés des deux polymorphismes 677TT et 1298CC
et le risque de LMC ( p= 0,025 ; OR= 2,51 [0,72-4,08] et p=0,036 ; OR=1,81[0,95-3, 57],
respectivement) (Aly et al., 2014).

Par ailleurs, une autre étude entreprise en Egypte contredit ces résultats (Khorshied
et al., 2014). D’autres travaux menés en Corée ont rapporté également des résultats
contradictoires concernant le polymorphisme 1298A>C; En effet, dans leur étude, Moon et
son équipe ont mis en exergue une association entre le génotype 1298CC et la LMC (Moon et
al., 2007), alors que dans celle de Hur ses collaborateurs il a été observé un effet protecteur
pour le génotype 1298AC (Hur et al., 2006). Deux autres études Brésiliennes se contredisent
aussi sur I’implication du polymorphisme 1298A>C dans le risque de LMC; I’une d’entre
elles confirme la non-association du polymorphisme (Barbosa et al., 2008) tandis que la
seconde, plus récente rapporte que le génotype 1298AA augmenterait le risque de développer
une LMC (Lordelo et al., 2012). Dans la méme année, Hussain et son équipe établissaient
une corrélation entre le génotype 677TT et la LMC en Inde (Hussain et al., 2012). D’autres
études menées sur des populations Serbe (Jakovljevic et al., 2012), Iranienne (Vahid et al.,
2010), et Turque (Deligezer et al., 2003) révélent que le géne MTHFR n’exerce aucun effet
sur le risque de developper une LMC.
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De telles contradictions dans les résultats pourraient étre ddes a la taille assez réduite
de I’échantillon exploré dans certaines études, d’ou I’absence de significativité statistique
dans les résultats. D’autres interprétations de ces conclusions contradictoires seraient la
variabilité éthnique des populations d’études et les facteurs environnementaux tels que

I’apport de folate alimentaire.

Notre étude suggere que ’altération de la distribution intracellulaire des métabolites
du folate induite par les différentes formes de I’enzyme MTHFR pourrait jouer un réle dans le
risque de survenue de la LMC. Des études diverses ont associé les polymorphismes du
MTHFR a différents type de cancer tel que le cancer du sein (Semenza et al., 2003), le cancer
colorectal (Ryan and Weir, 2001), le cancer endométrial (Esteller et al., 1997), le cancer
cervical (Piyathilake et al., 2000), le cancer gastrique (Shen et al., 2001) et la leucémie aigue
lymphoblastique (Skibola et al., 1999).

Actuellement, il semblerait qu’un déséquilibre au niveau du cycle du folate pourrait
affecter la stabilit¢ de I’ADN par les deux voies dans lesquelles il intervient. Le 5,10-
méthyléne-tétrahydrofolate est un donneur de groupes méthyles pour 1’uracile afin que celui-
ci soit converti en thymine, utilisé alors pour la synthése et la réparation de I’ADN. Si le taux
de folate est limité, un déséquilibre dans le panel des précurseurs de I’ADN pourrait mener a
I’incorporation de 1’uracile a la place de la thymine au niveau de I’ADN, ce qui pourrait par
conséquent engendrer des cassures dans les deux brins de I’ADN; cela pourrait étre a 1’origine
des dommages chromosomiques et du cancer. D’un autre co6té, le folate affecte 1’expression

des genes par la régulation cellulaire de la S-adénosyl-méthionine (SAM).

Le 5-méthyl-tétrahydrofolate est un donneur de méthyles pour la reméthylation de
I’homocystéine en méthionine, qui a son tour est converti en SAM. Le SAM méthyle des
cytosines spécifiques au niveau de I’ADN, régulant ainsi la transcription des génes. Par
conséquent, une diminution cellulaire de SAM, suite a une défaillance au niveau du cycle de
folate, induirait une hypométhylation de I’ADN et potentiellement 1’expression de proto-

oncogénes responsables de la survenue du cancer (Duthie, 2011).

Il semblerait que les polymorphismes 677C>T et 1298A>C réduisent ’activité de
MTHFR; cela pourrait exercer un rdle protecteur contre 1’incorporation de 1’uracile mais
favoriserait ’hypométhylation de I’ADN. De ce fait I’impact du métabolisme des folates dans
le risque de survenue de la LMC pourrait varier suite aux interactions spécifiques gene-

environnement, essentiellement due a cette influence de I’apport en folates sur la régulation
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des genes impliqués dans ce méme métabolisme. En effet I'absence d'informations sur la
consommation de folate ou de I'état global de I'acide folique, pourrait expliquer la variation
des résultats obtenus quant a 1’association du gene MTHFR avec la survenue du cancer en
géneral. La consommation de certains aliments peut également affecter la distribution
intracellulaire des métabolites des folates. Les vitamines Bg et B1, sont des cofacteurs pour les
enzymes serine hydroxyméthyltransférase (SHMT) et la méthionine synthase (MS),
respectivement. En consequence, la consommation adéquate des vitamines Bg et By, pourrait
affecter la disponibilité des substrats pour la synthése de I’ADN et I’activité de I’enzyme
MTHFR. De plus, la consommation de nourriture riche en protéines influence
I’approvisionnement en méthionine. Une consommation excessive d’alcool, est aussi
considérée comme un parametre qui pourrait mener a une défaillance en folates et des
vitamines B; cependant, ces intéractions gene -environnement n’ont pas été étudiées avec

rigueur en comparaison avec le risque de survenue des leucemies.

Cet impact du métabolisme des folates dans le risque de survenue de la LMC
pourrait également étre la conséquence de certaines interactions géne-gene. En effet, des
protéines impliquées dans la médiation de la voie de métabolisation des folates, comme la
méthionine synthase, thymidylate synthase, sérine hydroxy-méthyltransférase et dihydrofolate
réductase, ont été bien caractérisées. Chacune des protéines joue un réle dans la régulation de
différentes formes du folate intracellulaire, et différents variants de ces enzymes pourrait
contribuer a augmenter le risque d’instabilité de ’ADN et la survenue du cancer. Le schéma
métabolique des folates est complexe, et implique plusieurs mécanismes de régulation ; les
polymorphismes génétiques des génes codant ces protéines modifient leurs fonctions
respectives a différents stade, ce qui pourrait altérer la balance des métabolites (Robien and
Ulrich, 2003).

De plus, le r6le des polymorphismes du gene MTHFR dans la carcinogenése semble
dépendre des types de cellules et d’organes impliqués (leucémie chronique versus leucémie
aigué, hemopathies malignes versus tumeurs solides) et de son interaction avec d’autres génes
intervenant dans la carcinogenése (Jakovljevic et al., 2012). Ces différentes interactions
géne-environnement et gene-géne, pourraient expliquer les résultats contradictoires rapportés
par les différentes études en ce qui concerne 1’association entres les polymorphismes 677C>T
et 1298A>C et le risque de survenue de la LMC.
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I1.Etude de la distribution des fréquences du polymorphisme 3435C>T du géne ABCB1
chez les cas de LMC et les témoins

e Résultats

La distribution des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme
3435C>T du géne ABCB1 chez 81cas de LMC et 98 témoins sains est rapportée dans le
tableau VIII.

Comme précedemment informé, lors du génotypage des polymorphismes du gene MTHFR, et
aussi pour les mémes raisons évoquées, a savoir des problémes de manipulation, nous n’avons
pas obtenu de résultats pour 9 cas et 2 témoins au cours du genotypage du polymorphisme
3435C>T du gene ABCBL.

Tableau VIII: Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du SNP 3435C>T du
géne ABCB1chez les témoins et les patients LMC.

Patients LMC Témoins
(n=81) (n=98) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Alléles
C 106 (65,5%) 129 (66%) 12
T 56 (34,5%) 67 (34%) 1,01 [0,65-1,57] 0,93
Génotypes
cC 34 (42) 44 (45) 18
CT 38 (47) 41 (41) 1,19 [0,63-2,24] 0,57
TT 9 (11) 13 (13) 0,89 [0,34 - 2,34] 2,82
Génotype groupeés
CcC 34 (42) 44 (45) 18
CT+TT 47 (58) 54 (55) 1,12 [0,62-2,04] 0,69

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype ou allele

de référence.
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L’analyse des ditributions des fréquences allélique du polymorphisme 3435C>T du
géne ABCB1, montre que I’alléle 3435C est majoritaire dans notre population d’étude avec
une fréquence de 66% chez le groupe de contrbles. Les fréquences de 1’allele muté 3435T a

été estimée a 34,5% dans le groupe des cas et a 34% dansle groupe des témoins.

Les fréquences des génotypes chez les cas étaient de 42% pour le génotype 3435CC,
47% pour le génotype 3435CT et 11% pour le génotype 3435TT. Les fréquences de ces
mémes génotypes dans I’ordre chez les controles étaient de 45%,41% et 13%. Concernant les
génotypes groupés 3435CT et 3435TT, les fréquences étaient de 58% chez les cas et 55 %

chez les témoins.

L’exploration statistique concernant les différences de distributions des fréquences
entres cas et témoins, a démontré aucune difference significative entre les cas et les témoins
(p>0,05).

e Discussion

L’analyse des résultats obtenus dans la distribution des fréquences alléliques a révelé
que ’allele 3435T est présent a une fréquence de 34% dans la population des témoins, ce qui
signifie qu’il représente 1’alléle mineur dans la population Algérienne; cette fréquence est
similaire a celle retrouvée au Maroc (Yaya et al., 2014), mais reste inférieure aux fréquences
caractérisant des populations Asiatiques comme la population Japonaise (48%) (Horinouchi
et al., 2002) et Chinoise (54%) (Balram et al., 2003). La fréquence de cet allele est
également plus basse que celles retrouvées en Turquie (41%) (Turgut et al., 2006), en Inde
(55%) (Rao et al., 2010), et au niveau de pays Européens tels que 1I’Espagne (48%) (Bernal
et al., 2003), I’Angleterre (52%) (Ameyaw et al., 2001)et 1I’Allemagne (53%) (Cascorbi et
al., 2001). Quant a la fréquence de 1’alléle 3435T de notre population d’étude, celle ci est
supérieure a celles retrouvées dans certains pays d’Afrique tels que le Ghana (17%) (Ameyaw
et al., 2001), et le Benin (14%) (Allabi et al., 2005). La définition de 1’alléele mineur du
polymorphisme 3435C>T du gene ABCBL1 reste controversée, vu les différentes fréquences
rapportées dans les différentes populations, cela laisserait croire qu’un possible facteur

d’hétérogénéité éthnique pourrait exercer son effet.

L’ATP-binding-cassette (ABC), est une grande famille de transporteurs actifs,

localisés principalement dans les tissus fonctionnant comme barriére ou ayant la fonction
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d’excrétion (Schinkel, 1997). La plupart des transporteurs ABC jouent un rdle primordial
dans les défenses cellulaires contre les attaques environnementales générées par les
xenobiotiques et les métabolites intracellulaires. Physiologiquement, le géne ABCB1 joue un
role fondamental dans le transport des composants endogenes et exogeénes nuisibles d’origines
diverses dans la cellule (Marzolini et al., 2004b). Par conséquent, la leucémie peut survenir
suite a une diminution de 1’expression de la P-gp dans les cellules hématopoiétiques liées a
une variation génétique avec une longue exposition aux radiation et/ou composants

carcinogenes tels que le Benzene (Jamroziak et al., 2004).

Cependant, la mutation silencieuse 3435C>T ne résulte pas dans un changement d’acide aminé,
et a été considérée comme n’ayant pas d’effet sur la fonction du géne ABCBL1. Mais durant ces
derniéres années, il a été démontré que cette mutation silencieuse pourrait affecter 1’expression
du géne par I’altération de la stabilité de I’ARN messager (Hoffmeyer et al., 2000). Par ailleurs,
il a été rapporté récemment que cet SNP est lié a la susceptibilité a développer plusieurs cancers,
tel que les tumeurs rénales-épithéliales, la leucémie aigue lymphoblastique, et le cancer
colorectal (Wang et al., 2013). Il n’en demeure pas moins que les études menées sur 1’activité P-
gp dans les cellules hématopoiétiques restent controversées. En effet, Calado et son équipe ont
démontré que les polymorphismes C>T2677 et 3435C>T du gene ABCB1 ne présentaient aucun
effet sur I’activité de la protéine P-gp au niveau des cellules souches hématopoiétiques (Calado
et al., 2002). Alors que, Hitzl et ses collégues ont raporté une augmentation de 1’activité de P-gp
et de I’expression de I’ARNm du géne ABCBL chez des sujets de génotype sauvage 3435CC, et
hétérozygote 3435CT, et une diminution de cette activité chez les sujets avec le génotype
homozygote muté 3435TT (Hitzl et al., 2001).

La présente étude n’a démontré aucune différence statistique dans la distribution des
fréquences de 1’allele muté 3435T et du génotype homozygote muté 3435TT entre les cas et
les témoins, ceci suggére une absence d’association entre le polymorphisme 3435C>T du
géne ABCBL1 et le risque de survenue de la LMC dans notre population d’étude. Cette
conclusion est la méme que celle a laquelle a aboutit Vivona dans son étude, qui a rapporte
qu’aucun effet particulier n’était exercé par le polymorphisme 3435C>T sur la survenue de la
LMC. Néanmoins, dans cette derniére étude la population était multi éthnique : blancs, noirs,
métisses et asiatiques (Vivona et al., 2012). Sailaja et ses collaborateurs avaient quant a eux
rapporté que la fréquence du génotype 3435TT etait plus élevee chez les cas (34%) que chez
les contrbles (28,67%), sans présenter pour autant de différence statistiquement significative

(Sailaja et al., 2008). Une étude récente menée par Yaya et son équipe n’a également montré

82



Résultats et discussions

aucune association entre les polymorphisme du gene ABCBL et le risque de développer une
LMC (Yaya et al., 2014).

Les résultats concernant la non association mise en évidence entre le génotype
3435C>TT du gene ABCBL1 et le risque d’émergence de la LMC dans notre population
d’étude rejoint la plupart des résultats rapportés dans la littérature a ce sujet. Cependant, les
études qui se sont penchées sur cette possible association restent limitées; en effet, la plupart
des investigations menées sur la relation du gene ABCB1 avec la LMC concernaient la
pharmacogénétique de 1’Imatinib Mesylate dans le traitement de cette pathologie. Car, de
méme que la P- gp pourrait réguler I’intrusion des agents xénobiotiques carcinogénes il
semblerait qu’elle puisse également réguler 1’extrusion de 1’imatinib des cellules (Thomas et
al., 2004). La pharmacogénétique de cette molécule thérapeutique (I’Imatinib) chez les cas
LMC représentait le but initial de notre travail; malheureusement ce travail n’a pas pu etre
mené a bout a cause de la grande difficulté que représente le reccueil des données concernant
le suivi des patients sur le plan de la réponse thérapeutique. De plus, le suivi en question
devrait se faire selon des regles strictes établies par la société médicale internationale a travers
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS); en effet les parametres de suivi sont primordiaux
pour la détermination des niveaux de réponses des malades pour le traitement, car il doit
reposer sur trois parametres:parametre biologique, cytogénétique et moléculaire, a différentes
étapes du traitement. Or, a ce jour, peu de malades ont acceés aux analyses cytogénétiques et
moléculaires, vu que les techniques requises pour ce type d’analyses ne sont pas encore mise
en routine au niveau des plateformes hospitaliéres Algériennes et le peu de laboratoires privés
qui offrent ces prestations sous-traitent avec des laboratoires étrangers d’ou le surcout de ces

examens, ce qui les rend inaccessibles a la majorité des patients.
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I11. Etude de la distribution des fréquences du polymorphisme 1196G>A du géne
XRCC1 chez les cas de LMC et les témoins
e Résultats de ’amplification de I’exon 10 du géne XRCC1

L’amplification de I’exon 10 du géne XRCC1, était positive pour 72 ADN. Elle a été

confirmée par la présence d’une bande de 615 pb sur le gel d’agarose (Figure 23).

Figure 23:Test d’amplification de I’exon 10 du géene XRCC1 de quelques
ADN cas C1 a Cé6.
(MT: Marqueur de taille de 100 pb).

e Résultats de la digestion des ADN par I’enzyme de restriction Mspl

Les résultats de digestion des amplimeéres par I’enzyme de restriction Mspl ont

montré 3 profils électrophorétiques différents (Figure 24):

28 sujets sur 72 sujets présentaient un profil électrophorétique montrant 3 bandes de
615 pb, 375 pb et 240 pb correspondant a I’hétérozygotie 1196GA. 31 sujets sur 72
présentaient un profil éléctrophorétiqgue montrant 2 bandes de 375 pb et 240 pb correspondant
a I’homozygotie 1196GG et enfin 13 sujets sur 72 présentaient un profil électrophoretique

montrant une seule bande de 615 pb, correspondant a ’homozygotie 1196 AA.
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Figure 24:Test de digestion de quelques ADN cas (C1 a C5)
Clet C3: génotype homozygote normal 1196G/G, C2 et C4: génotype homozygote muté
1196A/A, C5: génotype hétérozygote 1196G/A. (MT: Marqueur de taille de 100 pb).

o Résultats de la distribution des fréquences du polymorphisme 1196G>A
du géne XRCC1

Les distributions des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme
1196G>A du géne XRCC1 chez les groupes de cas et de témoins, sont rapportées au niveau
du tableau IX.

L’analyse de la distribution des alléles du polymorphisme 1196G>A du géne
XRCC1, montre que 1’allele 1196G est 1’allele majeur dans notre poplation d’étude avec une
fréquence de 67% chez les témoins. Par ailleurs, les fréquences de I’alléle 1196A étaient de

37.5% chez le groupe de cas et de 33% chez les témoins.

Les fréquences des génotypes 1196GG, 1196GA et 1196AA étaient de 43%, 39% et
18%, respectivement chez les cas, alors que chez les témoins les fréquences étaient de 55%

pour le génotype 1196GG, 40% pour le génotype 1196GA et 5% pour le génotype 1196AA.

Par ailleurs, les fréquences des génotypes groupés 1196GA et 1196AA ont été

évaluées a 57% chez les cas et 45% chez les témoins.
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Tableau IX: Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du SNP 1196G>A du
géne XRCC1 chez les témoins et les patients LMC.

Patients LMC Teémoins
(n=72) (n=148) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Alléles
G 90 (62,5) 222 (75) 12
A 54 (37,5) 74 (25) 1,80 [1,17-2,76] 0,006
Génotypes
GG 31 (43) 81 (55) 12
GA 28 (39) 60 (40) 1,21 [0,66-2,24] 0,052
AA 13 (18) 7 (5) 4.85 [1,77-13,29] 0,001
Génotype groupes
GG 31 (43) 81 (55) 1#
GA+AA 41 (57) 67 (45) 1,59 [0,9-2,82] 0,10

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype ou alléle

de référence.

La comparaison statistique entre les distributions des fréquences alléliques et
genotypiques du polymorphisme 1196G>A du gene XRCC1l a montré une différence
significative concernant les fréquences de I’allele 1196A entre les cas et les témoins (p=
0,006; OR= 1,80 [1,17-2,76]). Cette méme différence statistiquement significative entre les
fréquences a été retrouvee dans la distribution du genotype homozygote muté 1196AA (p=
0,001 et OR= 4,85 [1,77-13,29]). Cependant, la distribution des fréquences du génotype
hétérozygote 1196GA était homogene entre les cas et les témoins (p>0,05); la méme

observation a concerné la ditribution des génotypes groupés 1196GA +1196AA
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La distibution des alléles et des génotypesconcernant le polymorphisme 1196G>Adu
géne XRCC1 trouvées significative dans cette étude au seuil de p< 0,05, sont également

significative au seuil corrigé p< 0,0125 (correction de Benforini)

e Discussion

Aprés analyse des résultats de la distribution des fréquences alléliques, la fréquence
de I’allele mineur 1196A du géne XRCC1 de 25% caractérisant la population témoin de
notre étude s’est révélée assez similaire a celle caractérisant la population asiatique ou celle-
ci est de 27% (Qu and Morimoto, 2005) et la population Marocaine (26%) (Laantri et al.,
2011). En revanche, cette fréquence est moins importante que celles retrouvée dans la
population Tunisienne 36% (Salah et al., 2012), ou encore Turque (35%) (Deligezer et al.,
2007). En effet, ces derniéres populations ont une fréquence se rapprochant plus de celle de la

population Caucasienne en général (34%) (Deligezer et al., 2007).

Par ailleurs, I’analyse de la distribution des fréquences alléliques du polymorphisme
1196G>A a montré une différence significative entre les cas et les témoins (p=0,006; OR=
1,80 [1,17-2,76]), suggérant ainsi une association de 1’alléle 1196A avec le risque de survenue
de la LMC dans notre population d’étude. De plus, la distribution des fréquences
génotypiques est caractérisée par une fréquence du génotype homozygote muté 1196AA plus
élevée chez les cas que chez les contrdles avec une différence de distribution statistiquement
significative entre ces deux groupes d’individus (p<0,05). Cependant, aucune différence entre
ces derniers n’a été relevée concernant non seulement la distribution des fréquences du

génotype hétérozygote 1196GA, mais aussi celle des génotypes groupés 1196GA+1196AA.

Notre étude est la premiére & avoir établi une association entre le polymorphisme
1196G>A du gene XRCC1 et le risque de survenue de la LMC. Avant la notre, seules trois
études ont recherché cette association; la premiére d’entre elles, une étude sur la population
Turque menée par Deligezer et son équipe n’a retrouvé aucun lien entre ce polymorphisme et
la LMC (Deligezer et al., 2007). La seconde, menée en Inde et qui avait exploré trois
polymorphismes du géne XRCC1, incluant le polymorphisme 1196G>A, avait suggéré que le
géne XRCC1 pourrait avoir un role important dans 1’évolution de la LMC mais non dans sa

causalité (Annamaneni et al., 2013). Enfin, la derniére et la plus récente des recherches a été
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menée sur la population Roumaine, et n’a mis en évidence aucune association entre le
polymorphisme du géne XRCC1 et la LMC (Banescu et al., 2014).

Il est bien clair que la LMC est caractérisée par le « chromosome Philadelphia ». Les
résultats d’études récentes d’association génétique suggerent que les polymorphismes
nucléotidiques simples dans des genes a différentes fonctions peuvent influer sur le risque de
la LMC (Amirzargar et al., 2005; Hur et al., 2006). Ceux-ci comprennent des genes
impliqués dans différents processus cellulaires, y compris le métabolisme du folate (MTHFR),
la transduction du signal (FLT3), la désintoxication (NQO1), la réponse immunitaire
(cytokines), la stabilité du génome (p53) et I'apoptose (PDCDS5). Ce qui suggere que, en plus
de la translocation t (9, 22), d'autres facteurs peuvent moduler la sensibilit¢ a la LMC
(Deligezer et al., 2007). Le géne XRCCL1 code pour une protéine impliquée dans la réparation
des bases endommagées par des endogenes et des antioxydants exogénes, ce qui fait de lui
actuellement un géne important et un sujet d’étude approfondi en cancérogénése (Hu et al.,
2005b). Vu I’'impact possible qu’il puisse avoir sur 1’altération des capacités de réparation de
I’ADN, des études ont suggéré qu’il pourrait représenter un facteur de risque dans les
hémopathies malignes telles que les leucémies (Annamaneni et al., 2013; Du et al., 2013).
Les polymorphismes du gene XRCC1 ont été assez explorés quant a leur implication dans le
développement de la leucémie myéloide aigue (D’Andrea, 2010; EI-Din et al., 2012;
Kuptsova et al., 2007; Seedhouse and Russell, 2007), la leucémie lymphoblastique aigue
(Joseph et al., 2005; Meza-Espinoza et al., 2009), la leucémie lymphoblastique chronique
(Duman et al., 2012; Ganster et al., 2009), et le lymphome (Liu et al., 2009; Matsuo et al.,

2004); mais ces explorations restent limitées concernant la LMC.

L’activité altérante de Ber-Abl kinase conduit a la leucémogénese par la dérégulation
de la prolifération, de D’apoptose, de la différenciation, et de I’adhésion cellulaire.
L’expression de Bcr-Abl est aussi associée a une augmentation de production des dérivés
réactifs de I'oxygéne (ROS), et a des altérations d’ADN spontanées (Koptyra et al., 2006).
Indépendamment du fait que Bcr-Abl puisse avoir un r6le direct ou indirect dans le
développement de I’instabilité génomique, la majorité des patients LMC développent des
anomalies chromosomiques additionnelles (Johansson et al., 2002; Shet et al., 2002). Ceci
laisse penser que le géne XRCC1 pourrait non seulement intervenir dans la survenue de la
LMC mais également dans son acutisation. Cependant les résultats obtenus et les hypothéses
émises concernant 1’implication du polymorphisme 1196G>A du gene XRCC1 dans cette
pathologie restent a confirmer par des études plus approfondies et plus élargies.
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V. Détection de la mutation FLT3/ITD chez des cas de LAM

Les LAM représentent un groupe hétérogéne de leucémies associees a un pronostic
variable, dont la prise en charge thérapeutique chez les patients est guidée autant par le profil

moléculaire et cytogénétique que par le profil clinique du patient (Dohner et al., 2010).

Les mutations du géne FLT3 font partie des altérations les plus souvent rencontrées
dans les LAM, et la prise en charge clinique des patients atteints de LAM associées a ce type
de mutations représente un vrai défi clinique pour les praticiens (Levis and Small, 2003).

Notre étude a consisté en la recherche de la mutation du géne FLT3 la plus
commune, qui est une duplication en tandem (FLT3-ITD) d’un motif de 3 pb a 400 pb, cette
mutation est plus fréquente que la mutation D835 de ce méme gene. La mutation FLT3/ ITD
est une mutation somatique, généralement retrouvée a une fréquence de 0,25 a 0,30 dans les
cas de LAM a caryotype non déterminé et de 0,28 a 0,3 chez les cas a caryotype normal
(Llopis et al., 2009).

La mutation FIT3-ITD dans les clones blastiques est souvent retrouvée a I’état
hétérozygote; sa présence dans un allele et sa suppression dans le second a été démontrée dans
certaines LAM. Lorsque cette mutation est a I’état hétérozygote, elle est suffisante pour

déterminer un mauvais prognostic de la pathologie (Whitman et al., 2001).

Figure 25: Resultats de I’amplification du géne FLT3 chez quelques cas
MT: marqueur de taille 100pb, La bande >330 pb correspond a 1’alléle FLT3-1TD, la bande
330 correspond a I’all¢le sauvage
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Parmi les 50 cas de LAM recrutés dans cette étude, seuls 5 cas présentaient une
duplication, ce qui représente une fréquence 0,1 dans notre échantillon d’étude. Les profils
électrophoreétiques présentent deux bandes, une bande caractérisant 1’alléle normal avec une
taille de 330 pb, et une bande caractérisant 1’allele muté de 30 a 50 pb de plus que la bande
normale, qui représente la duplication en tandem (Figure 25).

La fréquence de la mutation retrouvée dans notre étude (0,1) est inférieure a celle
décritedans la littérature. En effet une étude réalisée au Maroc sur 33 malades a rapporté une
fréquence de 0,3 (Dehbi et al., 2013). D’autres études réalisées sur trois échantillons
d’individus Européens différents (51, 31, 159 malades) ont montré que la fréquence de cette
mutation varie de 0,21 a 0,25 (Boissel et al., 2002; Chillon et al., 2010; Tiesmeier et al.,
2004). Aux Etats-Unis, sur 82 malades, cette fréquence a été estimée a 0,28. La fréquence la
plus importante (0,32) a été observée lors d’une étude réalisée en Iran sur 40 malades
(Emami et al., 2009).

La mutation FLT3-ITD qui survient approximativement chez le quart des patients
adultes nouvellement diagnostiqués, présente un grand défi clinique. Bien qu'environ 30% des
patients atteints de LAM abritent une forme de mutation FLT3, la significativité clinique de
ces altérations génétiques chez un patient donné, varie selon la nature de la mutation et le

contexte dans lequel elle survient (Levis, 2013).

La mutation FLT3-ITD survient a proximité ou au niveau du domaine
juxstamembranaire du récépteur, son incidence varie selon 1’age et le groupe de risque, tout
en étant moins commune dans les LAM pédiatriques et les LAM survenant suite a un
syndrome myélodysplasique (Dicker et al., 2010; Kiyoi et al., 1999).

Actuellement le dilemme auquel font face les praticiens dans le traitement des LAM
portant la mutation ITD, est la conduite a tenir pour une meilleure induction et consolidation

lors de la prise en charge chimiothérapeutique (Levis, 2013).

L’impact de la mutation FLT3-ITD peut varier considérablement selon les différents
contextes; en effet la FLT3-ITD est plus commune dans le type de leucémie promyelocytique
aigue (APL) et bien qu’elle soit associée a une leucocytose, son impact est minime dans ce
sous groupe de la maladie (Barragan et al., 2011). Mis a part le type LAM APL, I’'impact de
la mutation FLT3-ITD a généralement un impact négatif prononcé sur la prise en charge

clinique pour tous les stades de la maladie (Mead et al., 2007).
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Ceci rend nécessaire la détection de la mutation FLT3-1TD chez tous les patients
LAM au moment du diagnostic dans le but d’établir le prognostic, bon ou mauvais qui

permettera de guider la prise en charge thérapeutique.
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Actuellement, les recherches sur la leucémie sont en plein essor; durant ces dernieres
décennies le traitement et les connaissances sur les leucémies ont connu de grandes

avancéesgrace aux travaux consacrés a cette pathologie qui est en plein accroissement.

Cette présente étude rejoint de nombreuses autres études cas-témoins qui se sont
intéressées aux génes qui peuvent intervenir dans le risque de survenue des différents types de

leucémies.

La premiére partic de cette étude qui est I’exploration de I’implication des genes
MTHFR, ABCBL, et XRCCL1 dans le risque de survenue de la LMC, représente la premiére

étude de ce type réalisée sur la population Algérienne.

Les résultats obtenus dans cette étude rapportent une association des
polymorphismes 677C>T et A1298T du gene MTHFR et le polymorphisme 1196G>A du
géne XRCC1 avec la LMC et excluent son association avec le polymorphisme 3435C>T du
géne ABCB1.

L’étude d’association de la LMC avec les polymorphismes du géne MTHFRvient
s’ajouter a plusieurs autres études menées visant le méme objectif. Cependant, elle représente
une des rares études qui rapporte 1’association de la pathologie avec ces deux polymorphismes
simultanément. Par ailleurs, il serait intéressant d’élargir la taille de notre cohorte, tout en
renseignant le statut du folate chez tous les individus. Cela permettrait d une part de confirmer
cette corrélation et d’autre part de situer le role exact des folates dans cette association. Il
serait également intéressant d’explorer d’autres génes intervenants dans le méme cycle que le
MTHFR, comme les génes DHFR (Dihydrofolate réductase) et TS (Thymidylate
synthase)ainsi que les geénes intervenant dans la méthylation de I’ADN pour mettre en

évidence la part de responsabilité du géene MTHFR dans ce processus.

L’association de la LMC avec le polymorphisme du géne XRCC1, représente la
premiére association rapportée dans la littérature, méme si les études menées sur ce méme
sujet restent rares. Cependant, il serait important d’augmenter 1’échantillon d’étude afin de
confirmer cette association et d’explorer d’autres génes qui contribuent dans d’autres

systémes de réparation de I’ADN.

Les résultats concernant le polymorphisme du géne ABCB1, semblent exclure son

association avec I’apparition de la LMC dans notre population. Sachant que ce gene code pour
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une pompe d’efflux cellulaire, nous envisageons de mener une étude pharmacogénétique le
concernant, en stratifiant les génotypes selon la réponse au traitement a base d’Imatinib chez
les cas de LMC. Ceci permettrait aux cliniciens un meilleur suivi et une prise en charge plus
précise de leurs patients.La confrontation de nos résultats aux résultats d’autresétudes menées
sur d’autres populations a travers le monde, nous a permis de situer et de définir notre
population sur le plan génétique par apport a la population mondiale. Enfin, toutes les
données obtenues concernant la distribution allélique de chacun des genes explorés dans notre
population témoin, pourraient servir pour la recherche d’associations avec d’autres

pathologies qui font intervenir ces mémes genes.

La seconde partie de cette étude, qui se résume dans la détection de la mutation ITD
du géne FLT3, a permis de mettre en évidence cette derniere chez quelques cas de LAM de la
population Algérienne; toutcomme la premiére partie de notre étude, cette partie représente

une premiére sur le territoire Algeérien.

La mutation FLT3-1TD représente un marqueur pronostic important dans les LAM.
Suite a cette étude nous avons réussi a implanter cette technique au niveau du service de
cytogenétique et de biologie moléculaire de 1’Etablissement Hospitalier Universitaire(EHU)
d’Oran, ce qui permet aujourd”hui la détection de cette mutation en routine pour les cas de
LAM afin d’envisager le traitement approprié. Cependant, les cliniciens dans leur pronostic
s’appuient sur des données rapportées par des études menées sur des populations autres
qu’Algériennes. Donc, nous envisageons d’entreprendre dans un futur proche une étude de
corrélation entre la présence et 1’absence de la mutation FLT3- ITD et la réponse a la
chimiothérapie mise en route, afin d’optimiser ces traitements et de mieux évaluer I’impact de
la mutation chez les cas de LAM dans la population Algérienne.Par ailleurs, cette analyse
moléculaire permet I’enrichissement des connaissances concernant les leucémiesen Algérie,

vu I’absence quasi totale de données épidemiologique.
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Annexel: Fiche patient LMC

Identification

ABE 1 e

N° de téléphone : .......cccovevveervererrrrinnnn.

Donnée épidémiologique

Fumeur 0 Oui Ll Non
Exposition a des radiations O Oui O Non
Données cliniques

Dose initiale (d’attaque) d’imatinib : ......ccccooeeeeveeieiennee. Durée
Dose (secondaire) d’entretient d’imatinib : ..o Durée

Médicaments aSSOCIES & ....ccoveveveeeeeceeeeennnn.
Effets secondaire observés

NB : si oui précisez la date de I'évaluation durant laquelle été recensé I’effet secondaire

Douleur abdominale 1 Oui 1 Non
Diarrhée O Oui 0 Non
Indigestion O Oui O Non
Nausées [] Oui [1 Non
Vomissements O Oui O Non
Anorexie ] Oui 1 Non
Douleurs aux os, muscles, articulation [ Oui O Non
Fatigue O Oui O Non
Crampes musculaire U Oui I Non
Rétention liquidienne O oui O Non
Bouffées vasomotrice [] Oui O Non
Hémorragie O Oui O Non
Dyspnée [1 Oui [0 Non
Epistaxis O Oui O Non
Toux O oui L0 Non
Céphalées O Oui O Non
Elévation des enzymes hépatiques [] Oui [J Non
Edéme O Oui O Non
Dermatite O Oui O Non
Rash O oui [0 Non
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Prurit Oui [l Non O
Hémorragie O Oui O Non
Pétéchie O Oui O Non
Cytopénie 0 Oui 0 Non
Neutropénie O Oui O Non
Thrombopénie O Oui 0 Non
Anémie [] Oui ] Non
Efficacité de I'imatinib
Apres Apres 3 Apreés 6 Apreés 9 Apres 12
1mois du mois du mois du mois de mois du
traitement | traitement | traitement | traitement | traitement
Réponse a
I'imatinib
Type de
réponse
e Rechute du patients L1Oui [1Non
Si oui : aprés une périodede .........ccoviiceee. sous une doses de .................. d’imatinib.

e Le patient a présenté une certaine résistance et/ou toxicité envers I'imatinib il a été mis

sous un autre traitement

(@] 0 11=Y V7= K 10] o 1RSSO

O Oui

Non [

Signature du médecin traitant
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Identification

Age :

N° de téléphone : .......cccovevveervererrrrinnnn.

Donnée épidémiologique

Fumeur

Exposition a des radiations

Antécédents de chimiothérapie

L’existence préalable de myélodisplasie

L’existence préalable de polyglobulie

L’existence préalable de LMC

Données cliniques

Annexe 2: Fiche patient LAM

L oui
Loui
O Oui
L] Oui
U Oui
O Oui

Médicaments aSSOCI€S & ....cooovveveveveeveeeeeeennnn.

Effets secondaire observés

NB : si oui précisez la date de I'évaluation durant laquelle a été recensé I’effet secondaire

Nausée

Vomissements

Stomatite

Ulcération de la bouche
Diarrhée

Fievre

Alopécie

Rash

Leucopénie

Thrombopénie

Anémie

Aplasie medullaire

Toxicité cardiaque
Tachycardie sinusale
Troubles de la repolarisation
Insuffisance cardiaque aigue
Extrasystole

Myocardite

Insuffisance cardiaque chronique

Ll Non
O Non
[ Non
L] Non
I Non
O Non

Oui [J Non[]
oui Non [
Oui [ Non[]
Oui [ Non[]
oui O Non[J
Oui O Non[]
Oui [J Non[]
oui Non [l
oui [ Non[J
oui U Non[
Oui [ Non[]
oui [ Non[l
Oui [] Non[]
oui Non[]
ouid Nonll
oui [ Non[]
Oui [J Non[]
oui O Non[J
ouil] Non [
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Péricardite ouild Non[]
Fibrillation ventriculaire Oui[] Non[]
Bloc auriculoventriculaire Ouil] Non[]
Coloration de la peau Oui[] Non[]
Coloration des ongles Oui[] Non[]
Phlébite au point d’injection ouild Non[l]
Insuffisance rénale aigue Oui Cbn O
Douleur (Dos et poitrine) Oui] Non[]

Etape de l'induction

Dose de la rubidomycine.........cccccovvernirererrinnn.
Médicament assOCI€s.........coouveveerereeivernnn.
DUFEE oot

Avant traitement Apres le ler cycle
d’induction

Erythrocytes

Hémoglobine

Hématocrite

VGM

CCMH

TCMH

Plaquettes

Leucocytes

Neutrophiles

Lymphocytes

Monocytes

Eosinophiles

Basophiles

Réticulocytes

Taux de blastes
dans le sang
Taux des Blastes
médullaire
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e Rémission complete apres le premier cycle de ouilld Non[l
chimiothérapie de I'induction

e Le patient nécessite un deuxiéme cycle de chimiothérapie ouid NonU
durant I’étape de I'induction (double induction)

Etape de consolidation

e Rechute du patient (si oui précisez la date) ouill Nonl

OBSEIVATION ...t ess e s oot s s e e et e es e ettt ses e sss e s eeseess s e ees e ers e

Signature du médecin traitant
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Annexe 3:Consentement de prélévement

Identité du Médecin :

Consentement de prélévement dans un but d’étude génétique et / ou de conservation
dans une banque d’ADN chez une personne MAJEURE

Consentement établi en deux exemplaires dont un a été remis a I’intéressé(e).

B[S0 S T 1 1< () P R né(e)le:.....ooooiiiiinnl.
DeMEUIANt Q... .. e
accepte que soit effectué chez moi un prélévement sanguin afin de faire réaliser une
étude de génétiqgue moléculaire, qui peut aider au diagnostic ou a la prévention de la
maladie : ... ... pour moi-méme ou des membres de
ma famille, selon la proposition du Docteur .................cocovviiiiiinni.

Dans certains cas, la connaissance de mon origine géographique est nécessaire pour orienter
les études génétiques.

J’en autorise le recueil. Je n’en autorise pas le recueil.
(rayer la mention inutile)
Cette ¢tude sera faite a partir de I’ADN extrait du sang prélevé, qui sera conservé dans la
banque d’ADN du Laboratoire de Génétique Moléculaire et Cellulaire de I’'USTO. Dans
certains cas, cette étude peut s’étendre sur plusieurs années. A tout moment je peux demander
que mon ADN me soit restitué ou détruit.
Je déclare avoir été pleinement informé(e) de la nature des études qui seront effectuées et des
conséquences €ventuelles des résultats qui peuvent m’étre donnés.
Ces résultats seront transmis uniquement au Docteur
Je souhaite Je ne souhaite pas
(rayer la mention inutile)
en étre informé(e) par lui.
Je consens au recueil, a la saisie et au traitement des données contenues dans mon dossier
médical par des personnes tenues au secret professionnel. Les données qui me concernent
resteront strictement confidentielles. Je n’en autorise la consultation qu’aux personnes qui
collaborent a I’analyse. Je pourrai a tout moment demander que mon dossier soit détruit.
Conformément a la loi Informatique et Libertés, je peux exercer mon droit d’accés aux
données qui me concernent par I’intermédiaire d’un médecin de mon choix.

L’utilisation éventuelle de mon ADN a des fins de recherche médicale, pour une étude non
directement liée a celle a laquelle je consens ce jour, nécessitera un nouveau consentement de
ma part.

Signature du Signature de
médecin recueillant L’intéressé(e)
le consentement
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méthyléne-tétrahydrofolate réductase

avec la leucémie myeéloide chronique
Association between methylene-tetrahydrofolate reductase gene

polymorphisms and chronic myeloid leukemia
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Resume. MTHFR est une enzyme clé du métabalisme
des folates. Peu d'éudes ant é¢é rapportées 3 propos de sa
corméation avec le risque de leucémie mydoide chronique
(LMC). Dans le but de rechescher I'association entre les poly-
morphismes C677T et A1298C du géne MTHER et la LMC,
nous avons mené une étude cas-témoins dans un échantilion
de 90 cas et 100 émoins originaires d’Algérie. Le
page a éé réalisé par discrimination allélikue TagMan®, Iu
résultats obtenus sont analysées par e test *. Les fréquences
de Falléle 6777 et des émpcs 677TT et 677CT étalent
significativement plus chez les cas par rapport aux
canrbles (respectivement pe=1£-6 ; OR=6,77 of pe 1B ;
OR=10,38). De méme, 2 é¢ observé pour kes l'rétpnr.cs
de Falléde 1298C et des génotypes 1298AC et 1298CC (res-
pxmmem p=9Ef; OR= 265 et p=0,008 ; OR=2,22).

abservé une association significative
des luploqpes 67 7T/ 298A et 677T/1298C avec la LMC (res-
pectivement p=0,007 ; OR =257 et p=5 E6, OR=6,91).
\lmluulmsdémm que les alleles 6777 o1 1298C sont
associés 3 un risque accru de LMC en Algérie. A

Abstract. Methylenetetabydrofolate  reductase
(MTHER) is a key enzyme of folale metabolism. Few

studies were about #ts relationship with chronic
myeloid leukemia (CMLL. We conducted a case-control
study analyzing the of the

MTHFR C&77T and MTHFR A1298C in Algerians CML
patients. Using TaqMan® allelic discrimination asny
we investigate MTHFR C677T and A1298C
phism distribution in 90 cases of CML and lwhenﬂty
The frequencies of 677T alleles and genatypes
627TT and 677CT were significantly higher in cases
than in control (P=1E6; OR=6.77 [4.22-10.86]) and
(Pm 1E4; OR-IO.S&M.S(»Z! ﬁl)lupecﬁ\el Also, the
frequencies of 1298C alleles and . 1298CC
and 1298AC were higher in cases (P=9 E-6; OR = 2.65
[1.71-4.10) and (P=0.008; OR=2.22 [1.21-4.06])
. We also the higher ugm’nnce
of the 677TN1298A and 677T/1298C in
cases (P=0.007; OR=2.57 {1.26-5.24]) and (P=5 c.s.
0R-69l 12.7646-17.2899)) respectively. Our
dﬂmablm(:ﬂ'I’mdu%CdIelumboh
associated with an increased risk of CML in Algeria. A

Mots clés: MTHFR, LMC, Algérie

Key words: MTHFR, (ML, Algeria

Introduction

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome
myédlopeolifératif monoclonal, évoluant en trois phases :
chranique, accélérée, et blastique ; duam cette transior-
mation, les cellules clonales deviennent moins difiérencicées

Bull Gancer vol. 101 * N* 9 * septembre 2014

et acquiérent des abemations chromasomiques [1]. La LVC
est assockée 3 un margueur chromosomique spécifique, le
chromosome philadelphia qui résubte de la translocation des
chromasomes 9 et 22 |19 ; 22) (g34 ; q11)], cette frans-
location induit la fusion du proto-oncogéne c-abl sur e
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chromasome 9 e ke géne ber sur le chromosome 21, engen-
drant ainsi ke géne hybride Bcr-Abl qui code une protéine 3
activité tyrosine kinase constitutivement active [2).
Méme si l'aspect clinique e biclogique de la LMC
est bien connu, peu de wavaux ont exploré b suscep-
tibilité individuelle de cette maladie (3] ; des études
d'association ont é¢é menées afin d'identifier les vaniants
fénétiques associés au nisque de la LMC, parmi lesquels,
le géne méthyfénc-tétrahydrofolate réductase (MTHFR) 14).
Enzyme o du cycle des folates, MTHFR converti le
5,10-méshylene-tétrahydrofolase (5, 10-méhyléne THF) en 5-
méthylas@rahydrofolate (5-méthyl THF), éément prncipal
dans la comversion de 'homocystéine en méhionine dans
la voie de méshylation de FADN ; le 5-méthyl THF favorise
aussi hplmlmndsmdéohdespunquuupynmdiques
pour la synthése de PADN [5].
Deux polymorphismes génétigues connus sur le géne
MTHFR, le CO27T et le A1298C ont été rapportés comme
“ant corrélés 3 une diminution de I'activité enzymatique
de 'enzyme. Le premier polymorphisme réside au niveau
de 'exon 4 (ALA 222 VAL), altérant ainsi [a base du site
de fiation de la flavine adénine dinucléatide (FAD) cofac-
teur du MTHFR. Le second polymorphisme siége au niveau
de Vexon 7 (GLU l29MAD,deﬂnuédansledmnanc
S.adéncsyl-méthion de I'enzyme |6]. La baisse
de Factivité de MTHIR engendre une disponibilisé impartante
du substrat 5,10-méthylene THE, permettant par conségquent
une synthése adéquate des pyrimidines et des purines.
Cependant, cette méme diminution pourrait engendrer des
altérations oncogéniques potenticlles dans la méthylation de
FADN menant ainsi 3 un processus carcinogéne [7].

Des&adspecedaﬁsmdécrllspdymphsméu_
géne MTHFR comme éant associs 3 un risque éleve de déves
Ieppememducamuduunlsl,mmetcowm .

endoméarial {10}, cervical [11], et gastrique {12]. Des associa-
tions ont é1€ rapporées annlespolymphmﬂléﬁqas
de MTHER et Je risque de développer une leucémie, mais la
plupart concernait la leucémie lymphoblastique aigue [13] ;
et celles qui éé mendes sur la LMC étaient contradiciomes
[14-17]. Nolmbueundemchud!rpwhhuudmem&-
cas4émoin une éventuelle association entre les variants du
géne MTHFR et le risque de survense de [a LMC dans la

population algérienne.
Patients et méthodes

Population d'étude.

Cette présente étude a concemé 100 ¥moins sains
(hommefemme : 1,15 dge moyen 47,3 ; SD£153), o
90 patients atteints de LMC (hommefiemme : 1,23 ige
moyen 45,9 ; S.0%14,7), tous darigine algérienne. Les
pmmduudesmd‘hﬂmbbpc&m
hépitaux algéricns (Eublissement hospitalier d'Oran, Centre
hospitalo-universitaire d'Oran, Centre haspitalo-universitaire
de Constantine, Centre haspitalo-universitaire de Mascana,
Centre hospitalo-universitaire de Tlemcenl, ont été diagnos-

S

tijués en phase chronique de la LMC selon les critéres
cytologiques et hématologiques de FOrganisation mondale
de la santé (OMS 2008). Un consentement éclawré pour la
participation i cette étude a é¢ recueilli au préalable auprés
de chacun des patients. i

Extraction d'ADN et génotypage

L'ADN génomique a &€ extrait 3 partir des keucotytes du sang
périphérique par la technique Salting out [18]. Le génotypage
a été réalisé par discrimination allélique TaqMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CAL

Analyse statistique

Dans cette &ude, la signification de b dissribution des géno-
types et des alléles, 2 éé Evaluée par Chi® en wilisant le
programme CONTING Vession 2.80 ; Fanalyse des distribu-
m&s(mqmaduh»hn’pudulsmpunppoﬂ
aux ¥émoins a été réalisée par le logiciel THESIAS [19] ; Fodd
ratio a éé calculé avec unintenalle de confiance de 95 %.

Résultats’ |

L'éude de distrbuion des fréquences alléliques des deux
polymorphismes C677T et A1298C a monié une forte
augmentation de la fréquence des alleles 6777 et 1298C
cha:hpmemparappoﬂmtmm(ﬁ)?%m
2471 % ;p=1£6 ; OR=6,77 14,22.10,86]) et (49,40 %

wersus 26,80 % ; p=9 E-6 ; OR=2,65 [1,71-4,10)) res-

pectivement. Cemmémeawnumd\ezlesmaaé
retroavée dans la distribution des fréquences des génotypes

“comportant Falléde 677T (67 7TT et 677CT) 190,36 % versus

46,06% ; p=1E-6; OR = 10,38 [4,56.21,6]), et des

‘compoctant Pallele 1298C (1298CC ot 1298A0) (67,85 %

versus 48,45 % ; p=0,008; OR=2,22).

Cette éude a montré également une au significa-
tive des fréquences des haplotypes 677T/1298A (p=0,007 ;
OR =257 [1,26-5,24]) et 677TN298C (p=5 £-6, OR =691
12,76-17,28)). Cependant, on remarque aussi une hausse
significative de la fréquence de Phaplotype portant les allédes
677C et 1298A chez les témoins par apport au cas (p= 164 ;
OR =0,14 [0,06-0,300).

Les distibutions des fréquences des alléles, génotypes et
haplotypes sont calculées et rapportées dans le tableau 1.

H est 3 noter que nows n"avans pas obtenu de résultats pour
sept cas e 11 iémoins dans le génotypage du polymorphisme
CH77T, o six cas et trois ¥moins dans le génotypage du
polymorphisme A1298C.

Discussion

Selon nos résultats, la présence de Valléle 6777 3 24,71 %
chez les #émoins suggére que celui-ci représente 'aliéle
mineur dars la population algénenne, résultats similaires
A ceux caractérisant d'autres populations comme ke Maroc
26,5 % {20] et la Turquie 25,37 % [21]. En revanche, la
fréquence de cet allele vane entre 26,5 % e 46 % en la-
e, 25,7 % au Moyen-Orient et 44,2 % en Chine [22].
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Tableau 1. Distribution des
chez les groupes de patients LHC et les témaoins

Susceptibilité 3 b keucémie myéloide chronique

alliliques, génotypigues et haplotypigues des polymorphizmes (6777 et A12980 du géne MTHFR

Folymorphismes Alleles LMC 7 (') Témains 0 (%) 2 (Valeur) pdd ratio (% )
GEnotypes
Haplotypes
L 51 (20.72) 134 (75,25)
T 125 [#3,27) 44 (26,71 1E% #,77 [,22:20,85]
- Tatal 188 178
i B (5.63) 4% (53,93
CTTT 75 (90,36) 41 (46,08 16 10,35 [4,50-23,5]
Tatal 83 55
i BE [£0.50) 142 [73,19)
C 83 (49.40) &7 (26,80 5 E5 2,85 [1,7104,10]
Tatal 168 194
AL m 27 (32.14) 50 (51,54)
Mo il 57 [67.85) 47 [48,45) 0,008 2,22 [1,2104,08]
Tatal B4 57
B77L/1298A 12 (14,53) 45 [47,79) 1E= 0,14 [0,06-0,30] |
#7170/ 1298( 12 {14,63) 18 (18,2) 0.3
Haplotypes #77T/1298A 29 (3%.36) 15 [15,2) 0,007 2,57 [1,2605,24]
#77T/1298( 29 [3%,36) & [5,79) 5 Bk #,91 [2,78-28]

LWL : liuckamie mapdaiis cheaimigue ;o @ nombin ;O @ imenals e oenfiand.

Concemant le polymomphisme A1290C, allile 1298C 2 &
retroud minaritaire (26,80 %) dans la population Emoins
de notre éude. Ce pourcentage reste relativement proche
de celui caractérisant la population marocaine ou turue
24,42 % | 23] et 24,26 % [21] respectivement. Pendantqu’elle
wanie enre 28,1 % en dalie, 15,7 % en France [24] o 55 S au
FPakistan [25]. Cela pourait résulier de la difiérence ethnigue
et de la localisation gographique de chaque population.

Mios résultats montrent une association claire entre ke dew
polymorphismes du géne WTHAE ef la survenue de la LWC
chez rotre population déude. L'association s'est avénée
e significative pour les allédes minewrs des dews polymos
phismes CAFFT et A1298C, avec une plus foote association
de Falldle 4777 par apport 3 Palléle 12984, Cela a &8
parallizlement confimé par Ianalyse de distribution des
haplotypes ; nos résultats font également ressorir le fait
que pour les haplotypes portant FallisEle 6777, le rsque de
développer une LMC et plus élevé en comparaison au
haplatypes ne porant pas cet allitle. Cette Sude est b pre-
mide éude o’ association entre polymorphismes généticues
et risque de suvenue de la LWE dans la population algs-
rienne ; elle est aussi une des arss fludes 3 rapporer une
assnciation significative enire les polymorphismes explonés et
cetie pathalogie. La @ille de notre cohorie est suffisamment
impartante pour extrapoler nos résultals & oule la popula-
tion algéri puisque nofre recrulement a2 8¢ entrepris
dare des Senvices d'hématnlogie de diffiérents cenire hos-
pitaliers algériens (Etablisement hospitalier d'Cran, Centre

Bull Cancer vol. 101 = N* 9 = septembre 2005

haspitalo-universitaire d'Oran, Centre hospitalo-universitaire
de Constantine, Centre hospitalo-universitaine de Mascara,
Centre hospitalo-universitaine de Tlemoen). Ce large échan-
tillonnage a &¢ ainsi erwisagé afin de limiter le risgue
cventuel de biais dans les résultats,

Dians less études précidentes, Smail o al, ont &2 les seuk
i retrouver cetie méme association enfre e deus pohymaor-
phismes CAFFT ef AT1298C et la LMC chez la population
jordanienre [26]. Par ailleurs, deus dudes mendes en Conde
ont rapporté des résuliats contradicipires concernant le paly-
morphisme 412980 ; En effef, Moon et al. ont démoniré une
assaciation enire e génotype homozygobe de Pallde mué
12980 et la LsaC [15], alors que Hur et al. ont chsersé
un efiet prolecteur pour le génotype hélérozygnie de Falléle
muté 1298AC [14]. Deux autres éhudes venues du Bresil
se contredisent aussi sur implication du polymorphisme
A1298C ; une premiisre étude confirme la non-association du
palymorphisme [16] alors quiune éude plus récente Rpparie
gue le génotype 129844 augmenterait be risque de scunenue
de laLME [17].

Parallglement, Hussain e all avaient établi une comélation
enire le hia e IFallisle muté du pobymor-
phisme CaFFT BFFTTH et la LMC en Inde [27]. Dautres
études mendes sur des populations serbe 28], imnienne [29],
ef turque [ 30 condfinment que le gine MTHAE n'exerce aucun
efiet sur le risque de déselopper une LMC. De telles contra-
dictions dans les résulials powraient ére dues & la taille
assez réduile de échantillon eplord dars cefaines @udes
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105



Annexes

S. Dorgham, e ol

d'ol: Fabsence de significativisé statistique dans les résultats.
D'autres imerpréations de ces conclusions contradicioires
seraient 13 variabilité athnique @ raciale des populations
d'érudes e les facteurs environnementaux tels que Fapport
de folate alimentaire.

Notre dude suggire que l'altération de la distnbution intra-
cellulire des méabolites du folate induit par les difiérentes
formes de MTHFR pournait jouer un rile dans le risque
de surverue de 3 IMC. Des #udes diverses ont assacid
MTHER 2 difiérents type de cancer tel que ceux cités pré-
cédemment. Actuellement, il semblerait qu'un déséquilibre
u niveau du cycle du folste pourrant afiecter 1a sabilité de
I'ADN par les deux voies dans lesquelles il intervient. Le
5,10-meéehyline-tétrahydroiolate et un donneur de groupes
méthyle pour l'uacile afin que celukal soit converti en
thymine, wtilisé alors pour la synthese et la réparation de
I'ADN. §i le taux de folate et limeé, un déquilibre
dans le panel des précurseurs de 'ADN pourrait mener 3
Vincarporation de I"uracile i la place du thymine au niveau
de 'ADN, ce qui poumait par conséguent engendrer des
cassures dans bes deux brins de FADN ; cela pourrait étre
2 l'origine des dommages chromosomiques of du cancer.
D'un sutre c6t, le folate affects Fapression des gines par
la régulation cellulzire de S-adénosyl-méhionine (SAM). Le
Seméthylaétrahydroiolate cst un donneur de méthyle pour la
reméthylation de homacystdine en méthionine, qui 5 won
tour est converti en SAM. Le SAM méthyle des cytosines spéci-
fiques au niveau de I'ADN, régulant ainsi la transcription des
genes. Par conséquent, une diminution cellulaire de SAM,
suite 3 une défaillance au niveau du folate, induirait une

hypométhylation de I'ADN et patentiellement F'expression
depmnmgénammﬂucblamducml
CO77T of
AT298C réduisent activité de MTHER ; cela pourrait exer-

[31). Mais il semblerant que les

cummkpmmlwamdel'ﬂnuu
favoriserait I'hypométhylation de I'ADN. Dccrt#,immtb-
rait que Fimpact du métabolisme des folates dans 1€ risque
demmu(bhlmlnumwnamnemnw
specifiques génosenvironnement, essentiellement due a cette
influence de 'apport en folates sur b ségulation des génes
impliqués dans ce méme méubolisme. Cet impact pour-
rait également étre la conséquence de certaines inferactions
génegéne. En effel, des vanations dans d'autres protéines
impliquées dans la médiation de b vore de méabolisation des
folates, comme laméthianine synthase, Symidylate synthase,
serne byﬁoxy-mdhﬁnrﬁf‘ ¢ dihydrofolate réductase
pourraient elles aussi contribuer dans ke risque de Vinstabilité
de FADN & dans [a strvenos du cancer [6). De plus, be réle
des polymorphismes du gene MTHFR dars |a carcinogenése
semble dépentire des types de cellules et o organes impliqués
(leurémie chronigque verses leuctmie aigue, hémopathies
malignes versus tw solides} et de son interaction avec
d'autres genes intervenant dans la carcinogenése 28], Ces
dm Inleractions gine-emvironnement o génegéne,

w&::s&spanmq.nmpmhdunpu
ls alliles causaux des polymorphismes C677T et A1298C du
gene MTHFR et qui ont toutedois développé une LME. If serait

00

donc intéressant qu'une éude explorant cette influence des
inferactions environnemengales ef génétiques sur la survenue
de I IMC dans natre comede, soit entreprize pour confirmer
cetee association retrouvée. De plus, des études plus appro-
Muwhiﬂfﬂnd’mg&umﬁihr!mm
métabolique seraient souhattables pour micux comprendre
lelﬁeenadsfolmadchﬂlfkdamﬂﬁnmwed
les transfomatians malignes.

En canchusian, mauksthpmnmheﬁ!*wm
ciation entre bes ismes C677T et A1298C e la
susceptibilisé  la LMC dans la population algérienne. Cepens
dant, il reste indispencable d élangicles échantillons des cas ot
hr&mmpuncmmcsréﬂagllqwm
ressant d'étudier des génes intervenant dans [a méthylation de
FADN pour metire en évidence b part de I'infervention du
géne MTHFR dans ce processus. W
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Résumé

Les leucémies sont des proliférations malignes des cellules souches hématopoiétiques et elles
sont réparties en différentes classes dont laleucémie myéloide chronique (LMC) qui est un syndrome
myéloprolifératifcaractérisé par une translocation chromosomique t (9, 22). Certains polymorphismes
génétiques ont été incriminés dans la susceptibilité génétique individuelle a développer cette

pathologie bien que les études qui s’y sont intéressées ne soient pas nombreuses.

Dans la premiére partie de notre étude, trois genes ont été explorés dans cette méme optique :
MTHFR qui code pour une protéine clé du métabolisme des folates, ABCB1 qui code pour une
glycoprotéine régulant I’intrusion et I’extrusion des agents carcinogenes de la cellule et enfin XRCC1
codant pour une protéine intervenant dans le systéme de réparation de I’ADN par excision de base. Par
le biais d’une étude cas/ témoin englobant 148 témoins sains et 90 cas LMC, nous avons recherché des
associations entre les polymorphismes de ces trois génes et le risque de survenue de la LMC. Le
génotypage a été réalisé par discrimination alléliqgue TagMan concernant les polymorphismes 677C>T
et 1298A>C de MTHFR et 3435C>T de ABCB1, et par technique PCR-RFLP pour le polymorphisme
1196G>A de XRCC1. L’évaluation de I’association a été estimée en calculant 1’odds ratio (OR) avec
un intervalle de confiance de 95%. Des associations significatives ont été rapportées concernant
I’alléle 677T du polymorphisme 677C>T et I’allele 1298C du polymorphisme 1298C>A du géne
MTHFR (respectivement, p= 1 E-6 ; OR= 6,77 [4,22-10,86] et p=9 E-6 ; OR= 2,65 [1,71- 4,10]). De
plus, une augmentation du risque de LMC a été relevée pour les haplotypes: 677T/1298A (p= 0.007;
2,57 [1,26-5,24]), et 677T/1298C (p=5 E-6 ; OR =6,91[2,76-17,28]). Une association a été également
retrouvée avec ’allele 1196A du polymorphisme 1196G>A de XRCC1 (p= 0,006 ; OR=1,80 [1,17-
2,76]). Par ailleurs, aucune différence significative n’a été observée entre les cas et les témoins pour le

polymorphisme 3435C>T de ABCBL.

La seconde partic de cette étude, s’intéresse a la leucémie myéloide aigue (LAM), qui
représente un groupe hétérogéne dans lesquelles des mutations sont responsables d’altérations de la
croissance, de la différenciation et de la prolifération d’une cellule primitive. Parmi ces altérations, la
duplication en tandem (ITD) du géne FLT3 qui code pour un récepteur de tyrosine kinase qui est un
marqueur indispensable pour la classification des LAM selon les critéres de I’OMS et 1’établissement
du diagnostic. Cette mutation a été recherchée par PCR chez 50 cas de LAM dans le but de mettre au
point en routine cette détection indispensable au pronostic des LAM au niveau d’une structure
hospitaliere. Seuls 5 cas présentaient cette duplication parmi les malades.Une étude de corrélation
entre présence de la FLT3-ITD et pronostic de la maladie est dorénavant possible dans cette structure

et permettra a I’avenir une meilleure prise en charge clinique des patients.

Mots clés: LMC, MTHFR, ABCB1, XRCC1, LAM, FLT3, polymorphisme, mutation, pronostic,
Algérie.
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