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THESES ANNEXES

I»La stimulation des lymphocytes in vitro par la phytohémagglutinine est de

type immunologique.

2.La génétique des maladies dites “familiales” ne pourra étre abordée que si

I’on dispose d’m systeme adéquat d’enregistrement de la population.

5.L’hétérochromatine est de 01’acide désoxyribonucléique ne participant pas a

la transmission des caractéeres héréditaires.
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AVMT-PROPOS.

Dés le début de ce siécle, BOVERI avait soupconné le rdle possible
des anomalies chromosomiques dans l'installation et la propagation des
processus cancéreux. En effet, un grand nombre d'anomalies mitotiques et chro-
-mosomiques pouvaient étre mises en évidence au niveau des cellules néoplasi-
-ques malignes. Toutefois, dans le domaine particulier des leucémies, DAMESHEK
et GUNZ notaient en 1958 que "les décomptes chromosomiques sont extrémement
difficiles sur matériel humain, méme quand on emploie la coloration de FEULGEN,
qui colore électivement l'acide désoxyribonucléique”. Cette situation allait
changer rapidement, grace a l'introduction de techniques nouvelles conjuguant
I'utilisation de cultures de tissus in vitro, de substances telles que la col-
-chicine, qui bloque les mitoses en métaphase, du choc hypotonique qui disperse
les chromosomes métaphasiques dans vine cellule gonflée et du séchage a I'air

libre ("air drying") qui raméne les chromosomes dans un méme plan.

Trois découvertes particulierement importantes ont montré tout l'inté-

-rét des recherches cytogénétiques dans les leucémies humaines;

lo TJIO et LEVAN (1956) fixant définitivement a 46 le nombre nor-
-mal de chromosomes chez I'Homme. Toutes les études cytogénétiques humai-
-nes ultérieures pourront enfin étre comparées a un modéle normal précis,

ce qui Nn'était pas le cas auparavant.

2. LEJEUNE et al. (1959) décrivent pour la premiére fois “me aber-
-ration chromosomique liée a une maladie humaine: il s'agit du mongo-
-lisme ou syndrome de Dovm, caractérisé par un chromosome 21 sumume-
-raire. Des observations antérieures isolées (BERNARD et al.. 195l]|
SCHUNK et LEHMAN, 1954; KRIVITT et GOOD, 1956; MERRIT et HARRIS, 1956),
puis des séries plus importantes permettant une analyse statistique
(KRIVITT et GOOD, 1957; STEWART et al.. 1958) avaient permis d'éetablir

la plus grande fréquence des leucémies aigués ches les mongoliens.



_2_

La découverte de la trisomie 21 soulignait le lien existant entre
une maladie par aberration chromosomique constitutionnelle et certaines formes
de leucémies aigués» Cette relation fut confirmée statistiquement sur un grand
nombre de cas par HOLLAND et al. (1962» Ces auteurs ont noté que le risque de
développer \me leucémie aigué était, par rapport a la population normale de méme
age, 18 fols plus élevé chez les enfants mongoliens de 0 a 9 ans et 38 fois plus

élevé de 10 a 19 ans

3» NOWELL et HUNGERFORD (I960) observent dans la leucémie myéloide chro-
-nique une anomalie qui se révele spécifique» Il s'agit d'une délétion des bras
longs d'un petit aci*ocentrique, sans doute un chromosome n“ 21» A la suite de
cette découverte, confirmée par BAIKIE et al» (1960), TOUGH et al» (196l) proposent
comme hypothése de travail de considérer qu'un ou plusieurs génes intéressant la

leucopoiese sont localisés au niveau du chromosome 21»

Des ce moment, non seulement I'étude cytogénétique des leucémies htimaines,
mais aussi celle des affections héraatologiques non-cancéreuses, fut entreprise de
facon systématique» Les aberrations chromosomiques observées dans ces états patho-
-logiques furent comparées a celles obtenues expérimentalement aprés action d'a-
-gents mutagénes connus» Il en est résulté un certain nombre de données difficiles
a présenter de facon homogéene» C'est pourquoi nous avons choisi de diviser notre
travail en chapitres distincts. Le premier chapitre concerne la description des
techniques employées» Les chapitres suivants sont consacrés successivement aux
leucémies myéloides chroniques, aux leucémies lymphoides chroniques, aux leucémies
aigués et aux désordres myéeloprolifératifs» Ills sont comjwsés chacun d'une intro-
-duction, de lI'exposé de nos résultats personnels, d'une discussion et d'une con-
-clusion» Le demier chapitre est consacré a une discussion générale concernant
la signification théorique des aberrations chromosomiques dans les divers états

pathologiques que nous avons étudiés.



3-

CHAPITRE 1

TECHNIQUES D’ANALYSES DES CHROMDSOMES DES LEUCEMIES HUMAINES.

Il est incontestable que les récents progres de la cytogénétique hu-
-maine sont dis a la mise au point de techniques d'analyse simplifi€es”™ pré-
-cises et reproductibles» Ces techniques ont également permis d'améliorer nos
connaissances concernant la biologie cellulaire, celle des lymphocytes en par-

-ticuliero Elles meéritent d'étre exposées de facon détailléex»

I. Analyse a partir du sang périphérique»
Avant de décrire la technique de culture du sang périphérique, nous

rappellerons les bases théoriques sur lesquelles cette technique repose»

lo Données théoriqueso

L'utilisation du sang périphérique est simple» Le principe
sur lequel est basé l'obtention de cellules en mitose repose sur
les propriétés de la phytohégglutinine. 11 s'agit d'une substance
végétale découverte par LI et 0SGCX)D (1949)¢> qui ont mis en évi-
-dence son action agglutinante vis-a-vis des hématies» Une substan-
“Ce agglutinante fut purifiée par RIGAS et 0SGOOD (1955)<> HUNGERFORD
(1959) démontra I'action excito-mitotique de la phytohémagglutinine
sur les cellules de la lignée blanche» On a pu montrer ultérieure-
-ment que ce sont les petits lymphocytes du sang circulant qui se
divisent sous lI'effet de la phytohémagglutinine (PORTER et COOPER,
19621 ASTALDI et al». 1962; Mc KINNEY et al», 1962)» 11 se produit
in vitro une réaction du type antigéne/anticorps, la mucoprotéine
jouant le rbéle d'un antigéne» Cette réaction est aspécifique; d'au-
-tres antigenes peuvent avoir le méme effet» Une sécrétion de gamma-
globulines a été mise en évidence (BACH et HIRSCHHORN, 1963); tou-
-tefois, les lymphocytes de sujets agammaglobilinémiques du type
"suisse" (HIRSCHHORN et al», 1963) ou ceux de foetus (LINDAHL-
KIESSLING et BOOK, 1964) pourraient aussi se diviser sous I'effet de

la phytohémagglutinine» Celle-ci aurait comme propriété primaire



le "gonflement" et la division des lymphocytes; la sécrétion de

gamma-globulines serait une propriété secondaire»

Applications aux leucémies.

L'utilisation de la phytohémagglutinine dans lI'étude des chromo-
-somes des leucémies doit se faire avec prudence. En effets, une po-
-pulation de lymphocytes normaux peut coexister avec une population
de cellules leucémiques. Leur stimulation in vitro peut alors faus-
-ser complétement l'image cytogénétique de la maladie et mener a des
conclusions erronées. Il arrive cependant que le sang périphérique
soit le sexil tissu accessible pour I'étude chromosomique; c'est pour-
-quoi la technique de stimulation a la phytohémagglutinine a été retenue.
Elle est d'une utilité certaine si les résultats sont correctement
interprétés. Son intérét théorique est trés important en ce qui con-
-cerne la genése possible des leucémies lymphoides chroniques (ce point

précis sera discuté ultérieurement).

Description de la technique.

Nous nous sommes inspirés de la méthode décrite par MDORHEAD et al,
(i960). Environ 10 a 15 ml de sang veineux sont aspirés dans une se-~
-ringue stérile et sont rejetés dans un tube également stérile conte-
-nant de I'hnéparine (Liquémine Roche ou Héparine pure Wellcome) a rai-
-son de 500 U,l, pour 15 ml, de sang. On laisse sédimenter les globules
rouges; si aprés | ou 2 heures a température ambiante la sédimentation
n'‘est pas satisfaisante, une centrifugation a basse vitesse est effec”
-tuée (400 tours/minute pendant 5 minutes). Le plasma surnageant con-
-tient en suspension les leucocytes. Les manipulations ultérieures sont

les suivantes;

a. Incubation in vitro; environ 1,5 a 2 ml de plasma sont injectés
dans des flacons contenant 4 ml d'tane solution saline tamponnée
(milieu 199 obtenu prét a I'emploi chez DIFCO); 0,1 ml de phyto-

hémagglutinine "M" de DIFCO est ajouté dans chaque flacon (la



b)

©)

d)

(la phytohémagglutinine est préparée sciivant les indications du fouj>-
-nisseur; 50 mg de poudre oontenus dans un flacon sont dilués dans 5 ml
d'eau distillée). Les flacons sont placés dans un incubateur a 37“ pen-
-dant 72 heures. Les cellules sont remises en suspension tous les jours
par agitation manuelle. Trois heures avant I'arrét de la culture, 1 micro
-gramme de colcémide CIBA par ml de milieu est ajouté dans chaque fla-

-con, de fagcon a bloquer les mitoses en métaphase.

.Choc hypotonique; le contenu de chaque flacon est vidé dans un tube a
centrifuger conique. Les cellules sont centrifugées a 1200 tours/minute
pendant 5 minutes. Il convient de souligner que toutes les centrifuga-
-tions ultérieures seront effectuées de la méme facon. Le surnageant
est rejeté. Le culot est remis en suspension dans une solution de citra-
-te de soude a 0,85 g/l et le tube est replacé a 37 pendant 20 minutes.
Ce milieu hypotonique est ensuite rejeté aprés centrifugation.

.Fixation; on ajoute goutte a goutte un fixateur composé de 3 parties

de méthanol pour une partie d’acide acétique glacial. Le tube est cons-
-tamment agité pour éviter que les cellules ne s'agglutinent en larges
placards. Une centrifugation permet d'éliminer le fixateur, qui est
remplacé par du fixateur frais. Les cellules sont alors laissées au re-
-pos pendant 30 minutes a la température ambiante. Ensuite, une nouvel-
-le centrifugation rassemble les celliies au culot. Tout le fixateur
est rejeté. Les cellules sont remises en suspension dans 0,2 ml de fixa-

-teur frais.

.Préparation des lames; une goutte de suspension cellulaire est aspirée
dans une pipette Pasteur et rejetée sur xane lame porte-objets propre et
mouillée (sortant d'un récipient contenant de l'eau distillée). La la-
-me est agitée vivement et chauffée prudemment au-dessus de la veilleuse
d'un bec Bunsen, de facon a obtenir un séchage rapide qui favorise I'e-
-talement et la dispersion des chromosomes dans les cellules en mitose.
Les chromosomes sont alors colorés. Diverses solutions peuvent convenir.

Nous employons l'orcéine acétique préparée de la facon suivante; 2,2 g



d'orcéine synthétique Merck sont placés dans 100 ml d'acide acétique
glacial et portés a ébullition» Aprés filtration, la solution est

diluée de moitié par de I'eau distillée» Les cellules sont mises au
contact du colorant de 15 a 30 minutes» Les lames sont alors déshydratées

et montées de la facon habituelle»

N

I1» Analyse a partir de la moelle osseuse»
Comme pour la technique du sang périphérique, nous rappellerons les bases

théoriques de lI'analyse cytogénétique de la moelle osseuse»

I» Données théoriques»

L'examen des chromosomes des cellules de la moelle osseuse est
celui qui rend le plus fidélement compte de l'image cytogénétique
in vivo (SANDBERG et al»» 1961)» En effet, le sang périphérique est
un reflet, souvent imparfait, du processus pathologique médullaire»
La présence de mitoses au niveau de la moelle osseuse permet d'abréger
considérablement, et méme de supprimer, tout séjour in vitro par consé-
-quent toute sélection en faveur d'une lignée s'adaptant mieiox a un
environnement artificiel>» Deux méthodes différentes sont habituellement

employées»

.'2» Méthode "directe" ou squash»

La technique que nous avons utilisée est inspirée de celle de
SANDBERG et al» (1961)» Les cellules prélevées lors d'une ponction os-
-seuse sont placées dans une solution isotonique glueosée-saline per-
-mettant le transport jusqu'au laboratoire» Une centrifugation a 1200
tours/minute pendant 5 minutes permet d'éliminer la solution isotoni-
-que» Les étapes ultérieures sont les mémes que celles décrites pour le

sang peériphérique, sauf le temps d'incubation in vitro»

a) Choc hypotonique; les cellules sont mises en suspension dans

une solution de citrate de soude a 0,44 g/l pendant 15 minutes



"y

a 37°0 Ce milieu est éliminé aprés une centrifugation»

b) - Fixation; le fixateur (méthanol 3 parties/acide acétique gla-
“Cial | partie) est ajouté goutte a goutte, le tube étant se-
-coué sans arrét» Le fixateur est renouvelé aprés centrlifuga-
-tion, et les cellules sont laissées au repos pendant 30 minu-
-tes a la température ambiante» Le fixateur est ensuite totale-

-ment éliminé»

Cc) - Préparation des lames; le culot cellulaire est mis en suspen-
-sion dans 0,3 ml d'orcéine acétique» Une goutte de la suspension
est placée sur une lame porte-objets trés propre et recouverte
d'une lamelle couvre-objets» Les cellules sont alors écrasées
entre lame et lamelle par pression ferme du pouce ('squash")]|
la lamelle est protégée par plusieurs épaisseurs de papier filtre>
Nous n'avons pas rendu ces préparations permanentes; elles doi-
-vent donc étre observées immédiatement»

30 Incubation a court tenue»
Nous avons utilis€é cette méthode dans le but d'augmenter le nombre
de mitoses convenant a lI'analyse cytogénétique» Nous nous sommes iNspi-
-ré de la technique de FORD et al» (1958)

a) - Incubation in vitro; le prélevement médullaire est placé dans
un flacon contenant 4 ml d'xm milieu composé de 85% de 199 et
de 15" de sérum humain» Le flacon est incubé a 37° tin temps va-
-riable (de 3 a 20 heures)» Deux heures avant lI'arrét de l'incu-
-bation, de la colcémide CIBA est ajoutée au milieu» A la dif-
-férence des cultures de lymphocytes, on n'‘a pas introduit de

phytohémagglutinine dans les flacons»

b) - Préparation des lames; la technique est identique a celle qui a

(O}

té décrite pour le sang périphérique» Les lames sont permanentes



Remarque; lorsque le sang périphérique est riche en cellules jeunes
d'origine médullaire, il peut étre traité comme la moelle osseuseo
De toute facon, il ne faut pas ajouter de phytohémagglutinine dans

ce cas (SPEED et LAWLER, 1964)

Illo L'observation microscopique et les techniques de microphotographieo
Les résviltats obtenus au moyen destechniques décrites ci-dessus sont

inconstants.. Comme le font remarquer FITZGERALD et alo (1964) "cela a été une
expérience geénérale en cytogénétique des leucémies hiimaines, a savoit que des
méthodes pourtant strictement standardisées ne permettent pas d'obtenir des
résultats de facon constante ou prévisible"» Cela tient surtout au matériel
utilisée Le rythme de croissance et de division des cellules leucémiques est
loin d'étre uniforme d'un cas a l'autre>» |1l peut en outre avoir été perturbé
par divers agents thérapeutiques, qui sont souvent antimitotiques» D'autre part,
la moelle peut étre pauvre en cellules, ce qui réduit statistiuement le nombre
de mitoses» Environ 30" de nos préparations n'ont pu étre utilisées du point de

vue cytogénétique, vu l1'absence de divisions»

1» Signification des numérations chromosomiques»

Les chromosomes sont comptés soit a I'observation directe sous
le microscope, soit sur microphotographies agrandies» Seules les mi-
-toses dont les chromosomes sont bien dispersés sont retenues pour
la numération» Il s'agit donc d'un "choix" destiné a placer I'observa-
-teur dans de bonnes conditions d'analyse» Une préparation peut étre
riche en mitoses ne "convenant" pas a la numération, les superposi-
-tions étant trop nombreuses par exemple» Le but des diverses techni-
ques ne se limite pas a observer la présence de mitoses, mais plutot

a obtenir des étalements permettant I'analyse objective»

N

Les centrifugations répétées, le gonflement di a I'action du milieu
hypotonique et la fixation peuvent provoquer la rupture de la membrane
Un ou plusieurs chromosomes s'échappent dans le milieu et sont a la

base de numérations anormales sans signification pathologique»
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Pour éliminer cet inconvénient inhérent a la technique”™ il convient
de compter les chromosomes d"un grand nombre de mitoses» Toutefois,
c'est l'analyse du caryotype qui seule permettra d'affirmer la pré-=

sence d’une ou plusieurs lignées anomales»

Le caryotype; importance de la technique de microphotographie»

Le caryotype est la mise en ordre des chromosomes d’une mitose
sviivant des regles précises codifiées lors de diverses réunions de
spécialistes» La nomenclature actuelle est celle proposée lors du llle
Congrés de Génétique Humaine tenu a Chicago en 1966» Le principe géné™
-ral repose sur la reconstitution de paires chromosomiques, qui ont une
morphologie connue» Les altérations de nombre ou de fome seront im~
-médiatement notées» Les caryotypes s’effectuent a partir d'agrandis-
-sements photographiques de mitoses»

Les microphotographies sont effectuées dans notre laboratoire en
utilisant I’objectif & immersion d'un microscope Leitz Ortholux (gros-
-sissement; 90x) et un boitier Leica de fomat 2Ax36 mm monté sur souf=
-fleto Un oculaire 5 X est interposé entre lI'objectif et I'appareil pho-
"tographique» Le grossissement varie en fonction de la hauteur du souf-
“fleto Celle que nous utilisons le plus souvent est de 24 cm» Le gros-
-sissement est alors d'environ 560 (objectif; 90 Xj oculaire; 5 Xj
facteur di au tube et indiqué par le constructeur; 1,25 X)» L'émulsion
photographique employée est le film Gevaert Scientia 39 C 56; il s'agit
d'un film spécialement concu pour la recherche, d'un¢g sensibilité de 13
din environ, et sensible aine couleurs dont la longueur d'onde ne dépas-
“Se pas 5600 angstromso L'utilisation d'un filtre vert ou orange pemet
d'obtenir un négatif a fond noir, et par conséquent un positif a fond
blanc sur lequel se détachent parfaitement les chromosomes» Les micropho=
-tographies sont agrandies environ 7 fois, sur papier format 18x24 cms
blanc brillant et contrasté (de grade 3 ou 4, soit dur ou extra-dur)»

Le grossissement total final est d'environ 4000» Le classement des chro-
-mosomes s'effectue en découpant ceux-ci sur les agrandissements photo-
-graphiques» Les différents bains utilisés sont ceux du commerce (Refi-

nex) Metinol U et Acidofix)»
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Les paires de chromosomes sont classées d'aprées leu taille et la
position de leur centroméreo Il existe 22 paires d'autosomes, numérotées
de | a 22, et une paire d'hétérosomes ou chromosomes sexuels® XX chez la
femme, XY chez BI’hommeo Suivant leur taille, les chromosomes sont répar-
-tis en 7 groupes qui portent des signes alphabétiques; groupes A (chro-
-mosomes | a 3), B ( 4 et 5), C (6 a 12 et chromosomes X), D (I3 a 15),
E (16 & 18), F (19 et 20 et G (21, 22 et chromosome Y) (voir Figo o

Il est parfois difficile de reconnaitre formellement une paire a I'in™
-térieur de certains groupes, notamment des groupes B,C,D, C'est pourquoi
une méme anomalie peut étre décrite de deux facons différentes; par exemple,
on remarquera une trisomie 13, qui sera pour d'autres une trisomie Do

Suivant la nomenclature de Chicago, le caryotype humain masculin
normal est désigné de la fagon suivante; 46, XY, Le caryotype féminin nor—
-mal est dit 46, XXo Pour signaler la présence d'im chromosome surnumeéraire,
le signe + est employé aprés la lettre ou le numéro de ce chromosomeo Par
exemple, le caryotype d'une cellule féminime a 48 chromosomes avec un C et
un G surmunéraires est décrit comme étant 48, XX, C+G+o Le signe - est uti-
-lisé pour souligner I'absence d'un chromosome» Par exemple, une cellule
masculine a 44 chromosomes, ayant un B et un D manquants est décrite com=
-me étant 44,XY, B-D-o Les bras courts d'un chromosome sont désignés par
la lettre p, les bras longs par la lettre g» Une délétion est signalée par
-; par exemple, la délétion des bras courts d'un chromosome 5, caractéristi-
-que de la maladie du cri de chat, est dite 5<> Un allongement chromosomique
anormal est désigné par le symbole +| par exemple, lI'accroissement de lon-
gueur des bras longs d'un chromosome C est désigné de la fagon suivante;
Cg+o Toute translocation est désignée par lettre t, suivie de la description
de l'anomalie» Par exemple, une translocation se traduisant morphologiquement
par la fixation des bras courts d'un chromosome B sur les bras longs d'un
chromosome D est dite t (Bp-|Dg+)» Cette nouvelle nomenclature a l'avantage
"d'uniformiser la lecture des résultats” (Note éditoriale. Annales de Géné-

-tique, 1967) et d'en simplifier la présentation»



La confection des caryotypes et leur interprétation a été critiquée
(PATAU,I960! MATTHEY,1963)0 La méthode des paires a été jugée peu satis-
-faisante. 11 faut toutefois souligner combien cette technique est utile et
sensible. La trisomie 21 représente un accroissement du génome de 0I’ordre
de 1% environ; la délétion partielle des bras longs d’un chromosome 2E, ca=
-ractéristique de la leucémie myéloide chronique, intéresse 40" de la subs-
-tance totale d’\in 21 (RUDKIN et al., 1964)0 Ces altérations réellement ml-
-nimes du génome cellulaire sont mises en évidence avec une facilité décon-
-certante par 01’étude des caryotypes. 1l est probable qu'un certain nombre
d'anomalies chromosomiques nous échappent encore, notamment dans les grou-
-pes ou N’identification des paires est incertaine. Mais celles qui ont été
mises en évidence ont démontré de facon trés nette I’'intérét d’établir des

"cartes chromosomiques"cellulaires.

Numérations "normales".
Nos résultats concernant les sujets malades seront comparés a ceux de sujets
sains obtenus dans notre laboratoire de la facon suivante;

1. Culture de lymphocytes; COURT-BROWN et al. (I1960) ont observé, apres
avoir compté les chromosomes de 30528 cellules de sujets normaux, 93,53"
de mitoses a 46 chromosomes, 5"13/S de cellules a 45 chromosomes ou moins,
1,34”" de mitoses a 47 chromosomes ou plus. Nous avons noté les numéra-
-tions faites sur I.OOO mitoses chez 26 sujets normaux. Les résultats

sont les suivants;

45 46 47 total
35 947 18 1000
(3.5) (94,7) (1.8) (100)

Les chiffres entre parenthéses indiquent les pourcentages; ils constituent nos

témoins normaiuc.
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2, Moelle osseuse; SANDBERG et al» (1961) apres avoir compté 1649
mitoses de cellules de sujets normaiix indiquent un pourcentage total
de 12,2 de cellules aneuploides. Nous avons compté les chromoso-
-mes de 10 sujets dont le médullogramme s'est révélé normal; 353
mitoses ont été retenues par l'analyse. Les résultats sont les sui-

-vants:

45 46 47 total
11 326 16
(3,1) (92,3) (4.6) (100)

Ces chiffres sont différents de ceux de SANDBERG et al. et constituent

notre seérie témoin normale, pour les analyses concernant la moelle osseuse.
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CHAPITHE 11

LES CHROMOSOMES DANS LA LEUCEMIE MTELOIDE CHRONIQUE.

INTRODUCTION; CONCEPTIONS ACTUELLES CONCERNANT LE CHROMOSOME DE PHILADELPHIE
OU Ph~™.

En 1960, NOWELL et HUNGERFORD décrivirent un chromosome "minute"
dans les cellules de 2 patients atteints de leucémie myéloide chronique (LMC),
sans pouvoir préciser son origine; il pouvait s'agir d'une délétion d'un pe-
—tit acrocentrique, ou bien d'une translocation sur un autre chromosome. Ce
petit chj?omosome fut observé a nouveau par BAIKIE et al. (1960) et NOWELL et
HUNGERFORD (1960b). Le terme de "chromosome Philadelphie”, ou Ph”, fut proposé
par BAIKIE et al.(1961), conformément a la nomenclature de DENVER relative aux
"nouveaux" chromosomes humains. Ce systeme préconisait d'attribuer a tout chro-
-mosome marqueur le nom de la ville ou il avait été décrit la premiére fois. De-
-puis, cette régle a été supprimée (conférence de CHICAGO,1966), mais le chro-
-mosome Ph" conserve sa dénomination (qiii d'aprés la nouvelle nomenclature serait

21g-) "en raison de son intérét historique".

De nombreuses recherches ont confirmé ces premiers résultats. La LMC
se présente de ce fait comme étant le premier exemple de cancer humain associé
a une aberration chromosomique spécifique. BERGER (1965) a relevé 257 cas de
LMC avec étude cytogénétique; 233, soit prés de 877”, présentaient le chromosome
Ph~. Compte tenu du fait que certaines observations étaient incompletes (analy-
-se du sang périphérique) on peut estimer, comme COURT-BRCWN et TOUGH (1963),

que 5" seulement des LMC ne montrent pas de Ph”.

Avant d'exposer et de discuter nos résultats, nous résumerons les con-
-ceptions actuelles concernant le réle du Ph* dans l'installation et I'évolution

de la LMC.
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Localisation du chromosome Fh o

Le chromosome Ph ne se retrouve, chez les sujets atteints de LMC,
gu'au niveau du systeme hématoiaétique, La peau ou l'aponévrose ne montrent
pas d'anomalies chromosomiques chez ces malades (BAIKIE et al. (1959);
FITZGERALD et al, (1963); WHANG et al (1963) ont noté chez 11 patients que
toutes les mitoses analysées au niveau de la moelle osseuse présentaient le
Ph 0 Les frottis meédullaires montraient de 25 a 60$ de cellules érythroides,
dont certaines en mitose: les auteurs ont conclu que toutes les cellules hé-
matopoiétique sont porteuses du Ph , Des observations similaires ont été fai-
-tes par TRUJILLO et OHNO (1963)" TOUGH et al, (1963) et FITZGERALD et al.
(1963). Elles ont été confirmées de fagon directe par CLEIN et FLEMANS (1966),
qui ont démontré histochimiquement la présence de gran\iles de fer, prouvant
donc qu'il s'agissait d'érythroblastes, au niveau de cellules avec chromoso-
-mes Ph”. ENGEL (1965) et SPIERS et BAIKIE (1965) ont mis en évidence le
Ph” dans des cellules provenant de cultures de rates de patients atteints
de LMC. Pour SPIERS et BAIKIE, ce serait la preuve que les lymphoblastes pré-
sentent également le Ph . Cette assertion est cependant discutable, une in-
-filtration de la rate par des cellules leucémiques étant habituelle dans la

LMC.

Identification du chromosome Ph

Nous avons déja signalé (p-.Il) que le chromosome Ph" se présente
comme un petit acrocentrique du groupe G ayant perdu environ 40" de sa substan-
ce par délétion des bras longs (RUDKIN et al.. 1964). Certains arguments
plaident en faveur d'une délétion d'un chromosome 21, Par exemple, dans la
trisomie 21, caractérisée par un excés de génes portés par cet autosome, la
teneur en phosphatase alcaline des polynucléaires est augmentée (ALTER et al.
1962; TRUBOWITZ et al.. 1962). Dans la IMi, caractérisée par une perte ap-
-parente de genes portés par le chromosome 21, la teneur en phosphatase alca-
-line des polynucléaires est diminuée (VALENTINE,I95l). Pour doser cette
enzyme, la méthode la plus utilisée est celle de KAPLCW (1955). Les frottis

sanguins sont fixés immédiatement apres leur préparation dans un mélange
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formol (10”") + méthanol (907) pendant 30 secondes a 0®. Aprées m bref
rincage dans l'eau distillée, les cellules sont incubées a la température

de la piéce pendant 10 minutes au contact d'un substrat qui est le phospha-
-te de soude acide alphnaphtyl, le ph étant de 9,75. La présaice de phos-
-phatase alcaline est indiquée par un précipité brun-noir. Il s'agit d'une
méthode dite semi-quantitative; les résultats en effet sont exprimés suivant
un score établi par l'observateur, quybispose d'une échelle allant de 0 a 4.
Le O correspond a l'absence de précipité, le 4 a la présence d'\m précipité
noir recouvrant entierement le polynucléaire. Cent polynucléaires sont exa-

A

-minés; un chiffre de G a 4 est attribué a chacun d'eux. Le score minimimi

A

sera de 0O, le maximum de 400; chez les sujets normaux il varie de 50 a 80.

Il est cependant difficile de postuler une relation directe gene/enzyme.
TEFLITZ et al. (1964) ont décrit un patient présentant simultanément une
LMC avec Ph" et une colite ulcéreuse infectée. Le taux de phosphatases al-
-calines leucocytaires était trés élevé, comme toujours dans les états in-
-fectieux et ce malgré la délétion d'un chromosome 21. Une thérapeutique
adéquate ayant permis de juguler l'infection, le taux de phosphatases alca-
-lines des leucocytes est descendu a la limite inférieure de la normale.
Aussi TEPLITZ (1966) a-t-il proposé, en appliquant le concept d'opéron de
Jacob et Monod, d'imaginer l'existence sur le chromosome 21 d'au moins 2
genes régulateurs, et R”", formant partie d'un complexe opéron/gene de
structure intéressant la phosphatase alcaline leucocytaire. La production de
I'enzyme serait dépendante de I'équilibre entre les régulateurs R* et R2.
Cet eéquilij*re serait altéré lors de la formation d'un chromosome Ph”, ou
lors de la présence d'une trisomie 21, avec pour conséquence respectivement

im sous-dosage ou un surdosage enzymatique.

3.-Apparition du chromosome Ph”.
L'étude de jumeaux monozygotes, dont lI'un présente une LMC avec Ph*
tandis que l'autre est sain et ne montre pas de Ph" (GOH et OnfISHER, 1965;
DOUGAN et al., 1966; JACOBS et al., 1966) permet d'affirmmer que lI'apparition
du P)i* est un caractére acquis, lié a la maladie, non transmis héréditaire-

-ment. KEMP et al. (1961) ont noté la présence d'un Ph* chez \m malade at-
-teint de polycythémie. Au moment de l'analyse cytogénétique, le tableau
clinique n'était plus celui d'une polycythémie typique: le taux d'hémoglo-
bine était de 17,9 g.
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la leucocytose s'élevait a 160500j, les plaguettes étaient au nombre de
AOO0000i le malade avait recu I15mC de Par la suite”®, ce malade a dé-
-veloppé une LMC et est décédé lors d'une crise blastique (KEMP et al.,
1964)0 Cette observation pourrait signifier que le chromosome Ph apparait
avant toute symptomatologie clinique de LMC et qu'il est étroitement lié

a la ou aux causes mémes de la maladiso

Spécificité du chromosome Ph .

La spécificité du Ph  doit étre envisagée sous deux angles différents;

a) Leucémie myéloide chronique sans Ph ; un certain nombre de
patients avec une LMC" mais sans Ph j ont été décritso Nous ne consi-
dérerons que les sujets dont I'étude de la moelle osseuse a été effec-
-tuéeo |11 peut s'agir d'adultes; 4 cas sur 18 dans une série de SANDBERG
et all (1962); 3 cas de BLOCK et alo(I963), 2 cas sur 2? de TOUGH et al.
(1963)1 1 cas de SPEED et LAWLER (1964)? 12 cas sur 28 de KRAUSSE et al.
(1964)1 13 cas sur 73 de TJIO et alo (1966)0 11 peut également s'agir
d'enfants; 4 cas sur 9 enfants atteints de LMC (REISMAN et TRUJILLO,
1963), 3 cas de TJIO et aln (I966)0 L'aspect clinique de la maladie est
différent chez ces malades sans Ph (TJIO et al»,,1966); la durée de
survie a partir du moment ou le diagnostic a été établi est raccourcie
(18 mois en moyenne au lieu de 45 pour les malades avec Ph , d'aprés
ces auteurs), la réponse aux traitements habituels est mauvaise» On
peut se demander s'il ne s'agit pas d'une "variante", mise en évidence
par les études cytogénétiques» Quoi qu'il en soit, il convient de sou-
-ligner qu'une certaine proportion de LMJ n'ont pas de Ph”; cette pro-
-portion varie de 2 a 44~ suivant les séries» Pour l'ensemble des cas
de LM3 rapportés, la proportion serait d'environ 5% (LEJEUNE et BERGER,
1965)0

b) Chromosome Ph" sans leucémie myéloide chronique; la spécificité
du Ph" vis-a-vis de la LMC semble trés netteo Certains désordres myélo-

prolifératifs, dont I'image clinique se confond parfois transitoirement
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avec la LMC, ou qui peuvent se transformer en LMC, comme les métaplasies
myéloides et les myéloscléroses (GOH et SWISHER,I964), ne montrent pas

de Ph~.

Cependant, chez quelques patients, on a mis en évidence un Ph*
sans LMC. 11 s'agissait soit d'une thrombocytose importante allant jus-
-qua 4.000,000 de plaquettes par mra3 (TOUGH et al,,1963; HEATH et
MDLONEY,I965), soit des tableaux polycythémiques (KEMP et al., 1964;
LEVIN et al.. 1967). Dans deux cas avec polycythémie (KEMP et al», 1964);
on a pu observer une transformation ultérieure en LMC. Pour les autres,
qui ne représentent qu'me petite proportion de tous les cas avec Ph ,

il convient d'admettre que la présence du Ph" ne s'accompagnait pas d'un

tableau clinique de LMC.

Rappelons que les cas de LMC sans Ph™ ou les cas avec Ph™ sans
LMC sont relativement peu nombreux et ne siiffisent pas a contredire I'as-
-sociation étroite qui semble exister entre la délétion d'un chromosome G

et la LMC, Leur signification possible sera discutée ultérieurement.

Cytogénétique des crises blastiques;

Si la phase chronique de la LMC se présente de fagcon homogéne
du point de vue cytogénétique, il n'en va pas de méme des crises blasti-
-ques observées au cours de l'affection. On note cependant la persistance
du Ph”, En effet, sauf dans quelques cas (TOUGH et al., 1961; HUNG"ORD
et NOWELL, 1962), le chromosome de Philadelphie est mis en évidence, ce
qui démontre le lien direct existant entre les cellules atteintes lors

de la phase chronique et lors de la crise blastique.

L'anomalie la plus fréquente au moment de la crise blastique
semble étre la duplication du Ph”, avec formation par conséquent d'une

lignée a 47 chromosomes (HAMMDUDA,I963; HAMMOUDA et al., 1964, HEMPEL,
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1964; KEMP et al..1964; KIOSSOUGELOU et al.. 1965; DOUGAN et WOODLIFF,
1965; ERKMAN et al.. 1966; STICH et al., 1966; ENEL et McKEE,I966) ou
méme la triplication du Ph* avec apparition de cellules a 48 chromoso-
-mes (de GROUCHI et al.. 1965; SCHROEDER et BOCK, 1965). H semble exis-

ter une "tendance" a la duplication sélective du Ph”.

Des lignées cellulaires hyperdiploides ont été rapportées.

Elles sont difficiles a systématiser; on n'a pas toujours précisé quels
étaient les chromosomes surnumeéraires. D'une facon générale, la tendance
a 1'hyperdiploidie prédomine (LAWLER et GALTC®J,1966), quoique des lignées
hypodiploides puissent étre rencontrées (SANDBERG et al., 1964). 11 con-
-vient de souligner la rareté des remaniements chromosomiques complexes,
tels que translocations, anneavix, etc. Les gains de chromosomes intéres-
-sent tous les groupes. A la suite de lI'observation de LEJEUNE et al.(1963).
concemant une "évolution clonale" chez une fille agée de 2 ans, trisomique
21 et présentant une leucémie aigué, on a tenté de reconstituer les for-
-mes de passage entre la lignée initiale a 46 chromosomes avec Ph* et la
ou les lignées présentes lors de la crise blastique (LEJEUNE et al., 1965;
de GROUCHY et al.. 1965). Des "modeéles d'évolution clonale dans les leu-
-cémies myéloides chroniques en crise blastique" ont été proposés (de

et_al., 1966). Leur nombre montre combien lI'image cytogénétique
de la crise blastique peut varier. 1l n'est pas possible actuellement
de mettre en évidence des transformations "préférentielles” du caryotype
de la crise blastique, sauf peut-étre la duplication du Ph”*. Celle-ci

toutefois est loin d'étre présente dans tous les cas.

Cytogénétique et clinique.

Il est incontestable que la découverte du a imposé la cy-
-togénétique comme l'un des éléments du diagnostic différentiel dans tous
les cas de LMC, et ce malgré les exceptions connues, de LMC sans Ph et
de Ph" sans LMC. On a pensé que l'analyse des chromosomes serait égale-

-ment utile pour poser le diagnostic de crise blastique, celle-ci se
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caractérisant pafc une aneuploidie marquée. Ce point n'a pas été confimeé.
La crise blastique peut montrer -un caryotype identique a celui de la pha-
-se chronique de la maladie (HUNQERFORD et NOWELL, 1962, TJIO et al.,
1966). D'autre part, une aneuploidie peut exister en dehors de toute cri-
-se blastique. L'une d'entrr'-elles a paru suffisamment stable pour que If'on
ait proposé d'en faire une entité particuliere. 1l s'agit d'tane LMC a 45
chromosomes, avec un Ph” mais un chromosome G absent (ATKINS et TAYLOR, 1962,
TOUGH et al.. 1963; SOEED et LAWLER, 1964; ENGEL et al.. 1965; de GROUCHY
et al. .1966). Pour de GROUCHY, qui souligne I'évolution trés lente de cet-
-te forme de LM3, il pourrait s'agir de la perte d'un chromosome Y au ni-
-veau d'une cellule Ph positive. Toutefois, un cas identique du point de
vue cytogénétique et clinique a été rapporté chez une femme (ENGEL, 1965),
sous la dénomination, malgré la présence du Phr, de "leucémie aleucémique".
Des cas d'évolution lente avec Ph* et remaniements chromosomiques ont été
rapportés par HOUSTON et al.(1964) et SANCHEZ-CASCOS et BARREIROS (1964).
Dans le premier cas, une lignée a 46 chromosomes montrait un subtélocentri-
-que surnuméraire de la taille d'un B, alors qu'un autre chromosome man-

-quait; dans le second cas, outre le Ph" on notait une translocation 5/12,

Suivant les cas publiés, le nombre de cellules médullaires avec
Ph" varie de 2 a 100" du nombre de mitoses observées. Il est trés difficile
de comprendre le sens de ces variations, parce qu'elles peuvent dépendre
presqu'entierement de la technique utilisée (lymphocytes normaux stimulés
par la phytohémagglutinine, cellules normales mélangées aux cellules leucé-
-miques, etc.). L'avis de TJIO et al. (1966) et de LAWLER (1967), qui se
basent sur des séries importantes de malades, )résume la situation actuelle.
Pour ces auteurs, la proportion de cellules avec Ph® ne dépend ni du trai-
tement, ni de la durée de la maladie, et ne comporte aucune indication con-

-cemant I'évolution actuelle ou future de la LMC chez le patient examiné.

7.- Cytogénétique et traitement.

TOUGH et al. (1962) ont insisté sur la grande sensibilité des
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cellules Ph aiox rayons X, Aprés irradiation de la rate le nombre de cel-
-lules Ph" positives diminue nettement. Lorsque le nombre de leucocytes

est inférieur a 20.000, les cellules Ph" disparaissent du sang périphéri-
-que, mais sont encore présentes dans la moelle osseuse (COURT-BROWN et
TOUGH, 1963). On s'est fort attaché depuis ces travaux a suivre I'effet des
différents traitements du point de vue cytogéneétique, d'autant plus que la
plupart des agents thérapeutiques utilisés ont une action mutagéne connue
vis-a-vis des chromoeomeSo Il convient cependant de placerle probleme de
I'action de la thérapeutique sur les chromosomes des cellules leucémiques
dans son contexte clinique. Le premier effet obtenu, lorsque le traitement
est efficace, est de supprimer les cellules caractéristiques de la crise
blastique. On peut difficilement parler a ce moment d'une action spécifique
sur les chromosomes( Lors de rémission, le caryotype est identique a celui
de la phase chronique: 46 chromosomes dont le Ph* (FREI et al., 1964; TJIO
et al.. 1966), quel qu'ait été le traitement: busulphan, 6 mercaptopurine,
vincristine, démécolcine, etc. Les (ou la) lignées aneuploides peuvent ser-
-vir de "témoin" de l'efficacité de l'agent thérapeutique et dans ces cas pré-
-cis la régression de la lignée aneuploide est parallele a I'amélioration de
I'état clinique (GOH et al., 1964). Certaines lignées peuvent disparaitre
avec certains médicaments ou au contraire se montrer résistantes. COURT-
BROWN et TOUGH (1963) ont montré la régression et la disparition complete
d'une lignée a 49 chromosomes, Ph" positive et trisomique pour des chixjmo-
-somes des groupes C,E et G sous lI'effet de la 6-mercaptopurine, alors
qu'apparaissait une lignée a 44 chromosomes, monosomique pour un chromosome
E et un chromosome F, résistante a la 6-mercaptopurine et a la prednisone,
mais sensible a la colcémide. On a pu espérer déterminer le traitement en
fonction du caryotype. A I'heure actuelle, cet espoir n'‘est pas encore réa-
-lisé: auparavant, 1l conviendra de déterminer le rble exact des aneuploi-
dies lors de la crise blastique. En effet, une lignée peut se montrer
"résistante" a un agent thérapeutique déterminé parce qu'elle a une consti-
-tution chromosomique particuliere ou bien parce qu'elle est leucémique,

quel que soit son caryotype.



-21-

OBSERVATIONS CYTOGENETIQUES DANS LA LEUCEMIE MTELOIDE CHRONIQUE.

L'étude d'une série de sujets atteints de LMC nous donnera l'occa-
-sion de préciser la notion de spécificité du Ph* et le rdle de ce chro-
-mosome dans la genése des aneuploidies souvent observées au cours de la
maladie. Nous comparerons nos données cytogénétiques de la phase chroni-
-que a celles de la crise blastique. Enfin, nous proposerons un modéle théo-
-rique englobant a la fois les formes de LM3 "classiques" avec Ph#, les
LMC sans ce chromosome et les maladies du systtme hématojuétique avec Ph*
sans LMC.

1. MATERIEL CLINIQUE.

Nous avons étudié les chromosomes de 25 patients différents, agés
de 13 a 78 ans, chez qui le diagnostic de leucémie myéloide chroni-
-que avait été posé. Les aspects cliniques concernant 21 cas ont été
rapportés ailleurs (KENIS et KOULISCHER, 1967). Nous n'en reprendrons
gue certaines des données, utiles pour une meilleure compréhension des

résultats cytogénétiques.

Chez 16 patients, une seule analyse des chromosomes a pu étre
faite. Ches les 9 autres, 2 ou plusieurs analyses ont pu étre effec-
-tuées au cours de leur maladie. Au total, 38 analyses ont été menées
a bien.

La moelle osseuse a été analysée dans 34 cas sur 38] la méthode du
squash a été utilisée 16 fois, l'incubation a court terme 18 fois.

La culture des lymphocytes a été employée 4 fois. Les techniques

ont été décrites au chapitre |

Nous avons distingué 3 groupes différents, en fonction de I'état
clinique au moment de l'analyse:
a) Les patients examinés uniquement lors de la phase chronique
de leur maladie;
b) Les patients examinés au cours d'me cirLse blastique seule-

-ment
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c) Les malades chez qui me analyse des chromosomes a pu étre

effectuéer lors de la phase chronique et lors d'une crise blas-

-tique»

A été considérée comme cellule "Ph" positive" celle ou le chromo-
-sorae eétait nettement apparent. En cas de doute (chromosomes, contracteés,
superposition, confusion avec un chromosome Y), la cellule a été considé-

-rée comme "Ph" négative",

RESULTATS.
Les résultats ont été divisés en trois groupes différents;
A)-Patients étudiés lors de la phase chronique (tableau I).
Avant l'analyse des caryotypes, nous envisagerons l'inci-
dence des techniques utilisées sur les résultats obtenus,
a. Résultats globaux. Réle des techniques utilisées.

Un total de 21 analyses a été effectué chez 17 patients
différents. Pour 12 analyses, l'incubation de moelle osseu-
se a été utilisée, pour 7 c'est la technique du squash qui
a été employée, et pour une seule la culture de sang péri-

phérique a été choisie.

Quelle que soit la technique, le chromosome Ph" était
présent lors de tou'tes les analyses. La proportion de cel-
-lules"Ph positives" a varié de 12 a 100" avec l'incuba-
-tion a court terme, de 39 & 90" avec le squash; dans le seul
cas analysé au moyen de la culture de lymphocytes, cette
proportion fut de 80”. Comme on peut le constater, avec les
critéres retenus un seul cas a montré 100" de cellules avec
Ph~: il s'agissait d'une incubation de moelle a court ter-
-me (cas n® 5). Aucun squash n'a montré une proportion sem-
-blable de mitoses Ph positives. Chez un malade (n® 10)

2 analyses ont été effectuées a un an d'intervalle, l'une
par la méthode du squash, lI'autre par lI'incubation a court

terme. La proportion de cellules avec Ph® a été identique
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TAHLEAU |

date ana- S Age Tech Numérations chromosomiques

lyse 44 45 46 47 48 49 Total.
29-1-63 F 49 CS veir texte

18-2-63 F 41 CS I I 9 4 - ]
21-12-64 F 66 IM - 3 47 - - - 50

2-8-64 M 63 SQ - 2 21 - - - 23
16-9-64 M 48 IM - - 57 3 - - 60
8-12-64 M 50 IM - - [ | 2 46 50
25-1-63 M 83 SQ - 2 37 I - - 40

4-7-65 F 31 SQ | - 28 - - | 30
15-2-64 M 44 IM - 3 36 N - - 40
17-6-65 IM [ - 46 - - - 47
9-11-65 IM 1 2 54 2 |1 - 60
28-9-64 F 44 SQ - -3 1 - - 31

8-9-65 IM - 3 3 3 - - 37
8-8-63 M 39 SQ - - 34 2 - - 36

SQ - - 29 2 - - 31

4-3-65 M 43 IM - 2 8 1 - - ]|
20-4-66 F 62 IM - - 6 1 - - 7
26-4-66 M 47 SQ - 3 19 - - - 22
7-7-66 M 54 IM - 2 18 | 2 - 23
14-4-66 M 51 IM | 5 26 - - - 30:
8-8-66 F 37 IEM - 2 45 3 - - 50
TOTAUX 5 30 582 22 5 47 691

Numeérations chromosomiques effectuées chez des

nigue de leur maladie»

patients en phase chro-

Abréviations; S; sexe; T: Technique; CS; culture du sang périphérique;

SQ: squash; IM; incubation de moelle osseuse a court

terme; F; féminin; M; masculin»

%
Phn +

50
80
12
39
100
78
45
85
82
90
78
90
89
52
54
36
55
90
90
32
20

cell.
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Ces résultats suggérent une absence de sélection cellulaire ou

une seélection dans le méme sens, quelle que soit la technique utilisée.

Dix-huit analyses effectuées sur moelle osseuse ont montré un nom-
-bre modal de 46; pour 7 d’entre elles le squash a été utilisé, pour 11
I'incubation a court terme. La comparaison des numérations obtenues par
les deux techniques (Tableau IlI) montre que le nombre de mitoses a 46
chromosomes dépasse chaque fois 90"0 On note un excés de cellules hypo-
ploides avec l'incubation a court terme, fait que I'on pourrait attribuer
a la technique, qui requiert des centrifugations répétées. De toute facon,
on ne constate pas, par l'incubation a court terme, de sélection en fa-
-veur de cellules normales. La moyenne de mitoses "convenant" a l'analyse

cytogénétique a été de 30 pour le squash, de 37 pour l'incubation a court

terme.

Etude des caryotypes.
L'analyse des cartes chromosomiques permet de distinguer 2 catégo-
-ries de patients; ceux avec un nombre modal "normal” de 46 chromosomes,

et ceux avec un nombre modal "anormal" ou difficile a déterminer.

Patients a nombre modal "normal™; il s'agit du cas le plus fréquent,ren-
-contré lors de 19 analyses sur 21. Tous les chromosomes ont ime apparen-
-ce normale sauf un petit acrocentrique qui présente une délétion impor-
-tante des bras longs dans une certaine proportion de mitoses. L'état
clinique actuel de ces patients est le méme; ils sont tous en phase chro-
-nique d'me LMC. Leur histoire clinique passée est différente pour cha-
-cun d'entre eiix (KENIS et KOULISCHER, 1967); la maladie peut évoluer
depuis longtemps (plusieurs mois ou méme plusieurs années), ou au contrai-
-re le diagnostic est récent et on ne peut encore parler "d'évolution”.
Il convient de remarquer que, quelle que soit I'histoire clinique, y
compris le traitement, nous avons trouvé un caryotype identique dans

tous les cas (fig. 2a). La proportion de cellules avec Ph" varie de sujet
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a sujet sans qu'il soit possible de la relier a I'évolution de la ma-
-ladie. On peut cependant constater une certaine stabilité lors des

analyses successives effectuées pour les cas n° 9, 10 et 11.

Patients a nombre modal différent de 46; 2 patients seulement
sont a inclure dans cette catégorie, (n® 1 a 6) qui constitue donc une

exception.

La patiente n® 1 avait regu un traitement antileucémique sous
forme de 32P; la dose totale fut de 129mC répartie sur 5 ans. L'analyse
cytogénétique fut pratiquée sur les lymphocytes du sang circulant. La
majorité des mitoses montraient des chromosomes présentant des anomalies
semblables a celles obtenues aprées irradiation; fragments acentriques,
chromosomes dicentriques, cassures chromatidiennes et chromosomiques
(fig. 3c)c Une munération précise n*a pas été possible. Cependant, la
moitié des métaphases environ possédaient un chromosomes Ph parfaite-
-ment reconnaissable (fig 3b/3c) souvent associé aiix autres chromosomes
du groupe G. 11 est difficile d'affirmer que les Iésions chromosomiques
observées ont été provoquées par le traitement au phosphore radioactif.

Les fibrocytes de la peau montraient des chromosomes normaux (fig. 3a).

Le malade n® 6 était dans un état clinique difficile a définir:
il ne s'agissait pas d'une crise blastique typique; cependant le patient
ne réagissait pas au traitement et est décédé 3 mois aprées l'analyse
(KENIS et KOULISCHER, 1967)» L'analyse cytogénétique a montré presqu'ex-
clusivement des cellules a 49 chromosomes. On notait des surnumeéraires
dans les groupes C,E et F (fig. 2d). Le chromosome Ph" était nettement
identifiable dans 78 des 92" de mitoses a 49 chromosomes. Cette consta-
-tation appelle un bref commentaire. La présence du Ph* dans les cellu-
-les a 49 chromosomes montre bien qu'il s'agit de cellules leucémiques
dérivant d'une cellule ancestrale avec Ph”. On aurait pu s'attendre a

observer le Ph dans toutes les cellules a 49 chromosomes, les sumumeé-
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étant les mémes, que le Ph soit présent ou absent» Les critéres que nous
avons employés ne nous ont pas permis de le faire. Dans certaines mitoses

le degré de contraction des autres chromosomes du groupe G était tel qu'il
était difficile d'encore affirmer la présence d'un Ph . Trés vraisemblable-
-ment, pour toutes les autres analyses comme pour celle de ce cas, la pro-
-portion des cellules Ph" positives observée ne correspond pas a la propor-
tion réelle» C'est sans doute la raison pour laquelle il est si difficile d'é-
-tablir \me relation quelconque entre I'évolution clinique et le nombre de

mitoses Ph" positives,

B, Patients étudiés lors d'xme crise blastique (Tableau 111).
Avant d'étudier les caryotypes, nous envisagerons le rble des techniques
utilisées»
a) Résultats globaux» Roble des techniques utilisées.
Un total de 9 analyses a été effectué chez 5 patients différents.
Le squash a été utilisé 2 fois, l'incubation de moelle osseuse a

court terme 6 fois et la culture de sang périphérique 1 fois»

Le chromosome Ph” a été retrouvé dans tous les cas, la proportion
de cellules Ph" positives variant de 12 a 100" Les analyses avec
100" de mitoses montrant le Ph ont été faites a partir d'irnie incu-
-bation de moelle» Les 2 squashes, chez le méme sujet, ont montré
respectivement 27 et 12" de cellules avec Ph”. Nous n'avons pas cons-
-taté de sélection en faveur de cellules normales» Pour le cas n° 21,
une premiere analyse sur moelle osseuse a montré une seule lignée a 46
chromosomes avec Ph » Une deiucieme analyse 6 semaines plus tard a
révélé delix lignées avec Ph”, I'une a 46 chromosomes, l'autre a 44
chromosomes» Les conditions techniques ont été identiques lors des
delix analyses» L'état clinique était inchangé, on peut penser que la
lignée a 44 chromosomes n'est apparue qu'aprés la symptomatologie
clinique caractéristique d'ime crise blastique» Enfin, une troisiéme
analyse fut entreprise sur les cellules du sang circulant 3 semaines

plus tard» Les deux lignées ont été retrouvées dans les mémes propor-
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-tions, ce qui pourrait démontrer que ce sont des cellules de fliéme
origine qui ont été examinées au moyen de deux techniques différentes;

le sang périphérique était devenu un fidele reflet de la moelle osseuse

Etude des caryotypes.
Comme pour les patients en phase chronique”™ nous pouvons dis-
-tinguer 2 catégories de résultats; les sujets avec un nombre modal de

46 chromosomes et ceux avec plusieurs lignées cellulaires a constitu-

-tion chromosomique différente»

Patients a nombre modal "normal’; 3 analyses (cas n® 20 et lére ana-
-lyse du cas n° 21) se sont révélées identiques a celles de la phase
chronique de la maladie» Tant le médullogramme que I'évolution de la
maladie ont confirmé le diagnostic clinique de crise blastique» Celle-
Cci ne s'accompagne donc pas nécessairement d'aneuploidies différentes

de celles de la phase chronique»

Patients avec lignées a nombre de chroiaosomes différent de 46; 5 analy-
-ses ont montré la présence de lignées aneuploides» Nous les commente-

-rons ci-dessous»'

Cas n° 18; la moelle osseuse semble habitée presqu®exclusivement
par des cellules a 47 chromosomes» Celles-ci montrent deux
chromosomes Ph (fig 2b), image cytogénétique assez fréquente

dans la LMC en crise blastique»

Cas n° 22; Ce patient présente dans sa moelle osseuse 2 lignées
cellulaires, I'une a 46 chromosomes, l'autre a 47 chromosomes»
La premiéere possede | chromosome Ph , la seconde en posséde 2»
La devixieme analyse a montré une proportion plus grande de cel
-lules a 47 chromosomes avec 2Ph , en méme temps que lI'état
clinique empirait» Deux semaines aprés cette 2éme analyse, le

malade décédait»
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TABLCAU 11

Numeérations chromosomiques

A4 45 46 47 AS A9

1 7 198 6 - |
3 22 374 14 1 -

Nombre de

cas

7
1

Nombre de

mitoses

213
414

mmiéralions chromosomiques obtenues par 2 techni-

ques différentes (SQ: squash; IM: incubation de moelle osseuse),

chez des patients en phase chronique de LMC avec nombre modal normal.

TABLEAU 111.

chromosomiques

47 48 49 Total

N® Date ana- S Age Techn. Numérations
lyse 44 45 46
18 15-2-65 F 12 IM _ I 3 30
19 18-8-66 F 45 IM 1 2 31 15
20 14-8-63 M 64 SQ - - -
30-9-63 SQ - 1 23 -
21 12-1-65 M 30 IM - 2 26 2
24-2-65 M 21 - 12 -
16-3-65 0S 14 1 8 1
22 1-6-65 M 54 IM - 1 25 17
7-7-65 IM [ 6 28
TOTAUX 36 9 145 93

1 35
1 - 50

- - 1
- - 24
- - 30
-1 34
- - 24
3 - 46
- - 35

5 1 289

% cel.

Bh"+

85
94

27
12
80
67
70
100
100

Divers

2 Phn
46 Ph~
47 Ph™ G+
décés:
30-9-64
déces
31-3-65

2 Ph"
déces:20-7-65

Numérations chromosomiques effectuées chez des patients atteints de

LMC, lors de la crise blastique.

Abréviations: voir tableau
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Cas n° 21; lors d'ime premiére analyse en crise blastique, ce pa-
-tient n'a montré qu'une lignée a 46 chromosomes avec Ph” dans
80% des mitoses examinées. Peu de temps aprés, en utilisant la
méme technique, nous avons pu mettre en évidence une lignée a
44 chromosomes, Ph positive, monosomique pour un chromosome
du groupe G et un chromosome du groupe E. Des cellules a 46
chromosomes avec Ph" étaient toujours présentes. Une analyse
pratiquée peu de temps avant le déces sur du sang périphérique

a montré la persitance de la lignée a 44 chromosomes.

Cas n° 19: deux lignées ont pu étre observées chez cette patiente,
I'une a 46 chromosomes Ph”* positive (62~ des mitoses examinées),
I'autre a 47 chromosomes, avec un Ph" et \in chromosome G sumumé-
-raire (30% des mitoses examinées; f-ig. 2c). 1l n'a pas été pos-

-sible de répéter les analyses avant le déces.

En résumé, nous avons observé lors de la crise blastique
les caryotypes suivants:
-46 chromosomes dont le Ph* (image inchangée par rapport a la phase
chronique de la maladie).
-I'apparition d'une lignée hyperploide avec, dans deux cas, une du-
plication du Ph

S |
-lI'apparition d'une lignée hypoploide avec persistance du Ph .

Patients étudiés en phase chronique et en crise blastique (Tableau W).
Une fois encore, avant d'étudier les caryotypes, nous envisagerons
le r6le des techniques utilisées.
a) Résultats globaux. Rdle des techniques utilisées.

Huit analyses ont été effectuées chez 3 patients différents,
d'abord lors de la phase chronique de leur maladie, ensuite
lors d'une crise blastique. Le squash a été employé a 7 repri-
-ses, la culture du sang une fois. Pour la malade 23, on re-
-marque que la 2éme analyse, en phase chronique comme la pré-

-cédente et la suivante, a montré une augmentation importante



N®

23

24

25

Date ana-
lyse
5-2-63
23-4-64
30-4-64
5-5-64

20-9-63
17-2-64
14-8-63
23-6-64

Sexe Age
P 17
M 36
M 29

Niunérations chromosomiques effectuées chez
des patients lors de la phase chronique et

lors d'une crise blastique de leur LMC

TABLEAU IV

Teohn.

SQ
SQ
SQ
SQ

SQ
CS

SQ
SQ

Numérations chromosomiques

44

45
1

46
16
16
16

15

16
68

33
21

47
3
|

48

(crise blastique:derniére analyse).

Abréviations8voir Tableau

49

TOt.

20

17
21

19

17
72

38
24

%cell.
Ph-r +
50
94
57
57

64
45

39
54

Déces

3-6-64

18-2-
64.

5-3-
64
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des cellules avec Ph”. La technique ayant été la méme, on peut
penser que des variations dans le nombre de celliles Ph positi-
-ves peuvent survenir sans répercussion clinique apparente. La
culture de sang du cas n° 24 mérité quelques commentaires. La pri-
-se de sang fut effectuée la veille du décés du malade. Le sang

fut divisé en 3 lots, qui tous recurent de la phytohémagglutinine.
Le premier lot fut observé aprés 24 heures de séjour in vitro» En
principe, aucune mitose de lymphocyte normal stimulé par la phyto-
-hémagglutinine n'aurait eu le temps de se produire (McKINNEY et al.
1962)0 Les autres lots furent fixés respectivement 48 et 72 heures

de séjour in vitro. On constate (Tableau V) que si le nombre de

TABLEAU V.
Séjour in Numération chromosomiques Cell.
vitro 45 46 47 Ph"+
24h. - 30 - 46~
48h. [ 11 — 41N
72h. 2 27 2 k5%

Nimiérations chromosomiques effectuées sur du
sang d'un patient en crise blastique, lors de

temps de séjour in vitro différents.

mitoses varie (il y en a trés peu apres 48 heures), la proportion
de cellules Ph" positives reste pratiquement constante, comme Si

I'on avait observé a chaque reprise des cellules de méme origine.

b) Etude des caryotypes.
Le caryotype n'a pas changé, chez ces 3 patients, lors du

passage de la phase chronique a la crise blastique, qui a précédé
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de peu le déceés. Pour ces cas, l'analyse cytogénétique n'a pas permis
de faire une distinction entre les 2 phases de la maladie. Rappelons
que la premiére analyse du cas n® 21, également en crise blastique, était
identique a celle de la phase chronique, de méme que les deux analyses
du cas n* 20.
|
Chromosome Ph et aneuploidies cellulaires.

Nous avons voulu verifier si le Ph" était un facteur d'instabilité chromoso-
-mique au sein de la cellule. Si tel était le cas, plus la proportion de cel-
-lules Ph" positives serait élevée pour une analyse donnée, plus grandes se-
-raient les chances d'observer des aneuploidies, le nombre de cellules "insta-

-bles" étant plus grand.

Nous avons divisé nos résultats, indépendamment de I'état clinique du pa-
-tient et de la technique utilisée, en 5 catégories, d'aprés le nombre de
mitoses Ph" positives observées. La lére catégorie groupe les analyses ayant
montré de 0 a 20" de celliiles Ph positives, la 2eme celles en ayant montré
de 21 a 407", la 3eme celles de 41 a 607, la 4éme celles de 61 a 80" et la 5eme

celles de 81 a 100".

a) Résultats en fonction du nombre de cas;

Pour éviter une sélection éventuelle due a l'accumulation de numé-
-rations chromosomiques provenant d'un méme sujet, nous n‘avons considé-
-ré, en vin premier temps, qu'une analyse par cas, la premiere s'il y en
avait plusieurs (cas n° 2 a 25, soit 24 cas différents). Les numérations,
groupées par catégories, sont reprises au Tableau VI. Il apparait tres
nettement (fig. 4) que le nombre de cellules aneuploides, c'est-a-dire
celles dont le nombre de chromosomes est différent de 46, augmente avec
la proportion de cellules Ph positives observée. Lorsque cette proportion
est égale ou inférieure a 60”, le nombre de cellules a 46 chromosomes
est compris entre 86 et 92"« Au contraire, lorsque la proportion de cel-
-lules avec Ph” dépasse 60, le nombre de cellules a 46 chromosomes di-

-minue considérablement (48,1" et 73,20
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b) Résultats en fonction du nombre d'analyses»

Si nous considérons X'ensemble de nos analyses (37 analyses), de la
méme facon que ci-dessus (Tableau VII), I'allure générale des diffé-

-rentes courbes reste la méme.

La présence du chromosome Ph" semble bien liée a l'apparition de
cellules aneuploides. Plus la proportion de cellules Ph" positives se-
-ra grande, plus grandes seront les chances d'observer cet effet parti-
-culier du Ph , On peut remarquer que les aneuploidies se font plutdt
dans le sens de I'hyperploidie, ce qui permet d'exclure en partie comme
facteur responsable des motifs d'ordre purement technique,tels que rup-
-ture de membrane cellulaire lors du choc hypotonique ou de la centri-
-fugation,qui provogquent le plus souvent des pertes de chromosomes, plu-

-tdt que des gains.

E. Crise blastique et aneuploidies.
Apres avoir étudié lI'effet général du Ph* au niveau cellulaire, il convenait
de tenir compte a nouveau de lI'état clinique des patients. En effet, le nombre
de celliJles Ph positives, de méme que le nombre augmenté d'aneuploidies,

pouvaient correspondre a un stade déterminé de la maladie, par exemple a la

crise blastique,

a) Reésultats en fonction du nombre de cas.

Nous avons tout d'abord considéré les résultats d'une seule
analyse par patient;-' 16 en phase chronique (Tableau 1), 8 en crise
blastique (Tableau 11 et Tableau 111). Lorsqu'il y avait plusieurs a-
nalyses pour un méme sujet, la premiére seulement a été utiliseée.

Il ressort (Tableau VIII) que le nombre de celliles diploides est
plus bas lors de la crise blastique (fig, 5). Le test de chi 2

(avec ad.l) est hautement significatif (p 0,001), On peut signaler
également que la proportion de cellules a 46 chromosomes est moindre
lors de la phase chronique que chez le normal (sans Ph ). On peut
rattacher cétte observation a la liaison qui semble exister entre le
Ph" et l'apparition d'aneuploidiesj ou, plus simplement, au fait qu'un
malade, considéré comme étant en phase chronique, avait une lignée

a 49 chromosomes. Si ce malade avait été exclu de la série dans la-
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TABLEAU VI.

Catégories Nombre Numérations chromosomiques Total
de cas 44 45 46 47 48 49

0-207 2 - 5 92 3 X - 100
By (92 ) (100)
21-40" 5 2 13 99 1 - - ams)
(1,8) (11,3) (86,0) (0,9) (100)
41-60" 4 - 3 97 7 - - 107
(3,0) (90,6) (6,9 (100)
61-80%g 4 I 4 52 3 2 46 108
(0,9) (3,7) (48,1) (2,9 (1.,8) (42,6) (100)
81-100" 9 2 12 247 68 7 I 337
(0,7) (3.6) (73,2) (20,2) (2,0) (0,3) (100)

Numeérations chromosomiques effectuées dans 24 cas différents de LMC,
classées par catégories en fonction du nombre de cellules Ph positi-
ves. Les chiffres entre parenthéses indiquent le % pour chaque

catégorie.
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TABLEAU VII.

Numérations chromosomiques Total
44 45 46 47 48 49

- 6 115 3 - - 124

(1,8) (92,7) (2,5) (100)

2 13 99 | mn 115
(1,8) (11,3) (86,0) (0,9) (100)
3 i1 242 14 ST’O
(1,2) (4,0) (89,6) (5,2) . ==
37 7 126 6 47 226
(16,3) (3,1) (55.8) (2.,6) (1,4) (20,8) (100)
3 16 346 109 7 | 484
(0.,8) (3,3) (71,5 (22,5) (1,4) (0,5) (100)

Numeérations chromosomiques effectuées lors de 37 analysea

de 24 cas différents de LMC,classées par catégories en fonc-

tion du nombre de cellules Ph" pcsitives,Les chiffres entre

parenthéses indiquent le ~ pour chaque numération.
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-quelle il se trouve (pour étre placé parmi les patients en crise
blastique dont il se rapproche tant pour la symptomatologie que par
I'évolution de son affection)” on n'aurait pas noté de différence entre
les munérations effectuées chez le normal et chez les patients en phase

chroniqueo

Résultats en fonction du nombre d'analyses,

Si nous examinons l'ensemble des numérations (37 analyses), nous
voyons (Tableau 1X) que les résultats sont fort semblables aux préceé-
-dentSo Tout au plus peut-on remarquer que le nombre de cellules a 46
chromosomes est un peu plus élevé dans cette série par rapport a la

précédente (84,4” au lieu de 8l,2™)o

On peut donc affirmer que d'une facon générale, lI'aneuploidie
est plus marquée lors de la crise blastique que lors de la phase chro-
-nique» La différence observée entre les niimérations de la phase chro-
-nique (81,2” de cellules a 46 chromosomes, 577" de cellules hypoploides
et 12,3 de cellules hyperploides) et celles de la crise blastique
(61,7~ de cellules a 46 chromosomes, 10,3" de cellules hypoploides et

28% de cellules hyperploides) est hautement significative (p 0,00D)o

TABLEAU V111
stade Nombre Numérations chromosomiques Total
de cas 44 45 46 47 48 49
chroni- 16 4 27 436 18 5 47 537
(0,79 (50) (81,2) (3,3) (1,0) (88)  (100)
Crise 8 17 12 175 77 2 - 283
blasto (6,0) @4,3) (61,7) (27.,1) (0,9) (100)

Comparaison entre les numérations effectuées chez 16 sujets
en phase chronique et 8 sujets en crise blastique de LMCo Les chif-

-fres entre parenthéses indiquent les pourcentages.
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TABLEAU IX

Stade Nombre d’ana- Numérations chromosomiques Total
lyses
44 45 46 47 48 49
chroni 25 7 38 678 28 5 47 803
que» (0.8) @4,7) (84,4 @34 (0,6) (5,8) (100)
Crise 12 38 15 249 96 5 i 404
blast» (9,4) (3,7) (61,6) (23,70 (1.2 (0,2) (100)

Comparaison entre les numérations effectuées lors de 25 analyses en
phase chronique et 12 analyses en crise blastique chez 24 sujets atteints de

UCo Les chiffres entre parenthéses indiquent les pourcentageso

F. Différenciation cytogénétique de 2 types de crise blastique»

Nous avons vu que la différence observée entre les numérations de la
phase chronique et de la crise blastique est hautement significativeo H nous a
semblé toutefois que B’on pouvait distinguer 2 types chromosomiques lors de la crise
blastique» Le premier (cas n“ 20" lere analyse du cas 21, cas 23 a 25) conserve une
image identique a celle de la phase chroniques 46 chromosomes et le Ph™» Le second
montre B’apparition de lignées aneuploides (cas n® 18,19, les 2 derniéres analyses du
cas 21 et le cas 22)» Les résultats de ces numérations ont été comparés aux numérations
de la phase chronique de la maladie (tableau X)» Si B’on observe une différence trés net-
-te entre les 2 types cytogénétiques de crise blastique (fig» 5b), la différence
entre les numérations de la phase chronique et celles de la crise blastique a 46
chromosomes est faible et sans signification statistique, (0,70=p >0,50)»
Ces résultats nous montrent que la cytogénétique seule n’est pas toujours suffisante

pour différencier les 2 stades de la LMC»
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TABLEAU X

Crise Nombre Numérations chTOmosomiques Total
blast. anal. 44 45 46 47 48 49

Lignées 6 2 9 164 5 - 180
euploide (1,1 (5.0 (91,1) (2.8 (100)
Lignées 6 36 6 85 91 5 | 224
aneupl. (16,0) (2.8) (37,9 (40,6) (2.,3) (0.,4) (100)

Comparaison entre les numérations effectuées lors de la crise blas-
tigue a nombre modal de 46 et celles avec apparition de lignées

aneuploides»

?¢ Cellules polyploides.
Les cellules polyploides sont fréquemment observées dans les échantil-

-lons de moelle osseuse provenant de sujets atteints de LMC, Cette polyploidie
s'étend de la tétraploidie a la présence de plusieurs centaines de chromosomes.
Lorsque les superpositions ne sont pas trop nombreuses, il est possible de distin-
-guer autant de chromosomes Ph qu’il y a de multiples de 46, Ces cellules sont
trés vraisemblablement des mégadaryocytes, qui seraient donc également porteurs du
Ph~. Des observations semblables a celle-ci (BRECHER et TJIO, 1963; FREI et al.;
1964) plaident en faveur d’une origine commune des myéloblastes et des mégacaryo-
-cytes. Rappelons que des observations directes (CLEIN et FLEMANS, 1966), et non
plus statistiques, montrent B’origine commune des éiythroblastes et des myéloblas-
tes, Les 3 lignées cellulaires principales de la moelle osseuse auraient donc une

méme cellule souche ancestrale.
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DISCUSSION.

La découverte du Ph" a été suivie de recherches qui ont fourni
un certain nombre de précisions cytogénétiques concernant la LMC. Paradoxa-
-lementj lI'abondance méme des données tend a obscurcir \in tableau qui sem-

-blait assez clair a l'origine; une mise au point s'avére nécessaire.

1® Technique et cytogénétique des leucémies myéloides chroniques.
Avant toute discussion concernant les résultats, il convient
de se demander si les techniques utilisées ont été adéquates pour
mettre en évidence le Ph dans tous les cas de LMC d'une part, au
niveau de toutes les cellules porteuses de ce chromosome d'autre

part. Nous envisagerons successivement ces deux probléemes.

a)-MLse en évidence du Ph* ; rbéle de la technique.

La découverte du Ph s'est faite a partir de cultures de
sang périphérique stimulé par la phytohémagglutinine (PHA) sui-
-vant la méthode décrite par MCORHEAD et al.(1960); il s'agit
des travaux initiaux de NOWELL et HUNGERFORD (1960) et de TOUGH
et al. (1961-1962). La technique de MOORHEAD permettait en effet
d'obtenir des mitoses particulierement bien étalées convenant a
I'analyse morphologique détaillée des chromosomes (BAIKIE, 1965).
Des études sur moelle osseuse, faites a la méme époque (SANDBERG
et al.. 1961) sur des sujets atteints de LMC n'avaient pas montré
d'anomalie du caryotype. 1l est donc naturel que la technique de
culture de sang périphérique ait été a l'origine des travaux de
cytogénétiques entrepris chez les malades atteints de LIC, et sans

doute chez les leucémiques en général.

Parallelement aux recherches chromosomiques, des études ayant
pour but de préciser les mécanismes d'action de la phytohémagglu-
-tinine furent entreprises. Nous avons rappelé (page 3) gu'elles
ont permis de montrer que ce sont les petits Isnnphocytes du sang

circulant qui se divisent sous I'action de la PHA, suivant me
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réaction de type immunologiqueo On s*est alors posé la question sui-
-vante; la culture de sang périphérique est-elle bien la meilleure
méthode pour étudier les chromosomes des leucémies? On pouvait effecti-
-vement supposer que les lymphocytes normaux, présents dans le sang
circulant pouvaient, en se divisant sous I’effet stimulant de la PHA,
fausser I’'image cytogénétique reéelle de la maladie» Celle-ci, théori-

-quement, ne pouvait étre donnée que par la moelle osseuse»

Effectivement, certains cas sans Ph" par la technique de cul-
“ture de sang périphérique se montraient positifs si I'on étudiait les
chromosomes de la moelle osseuse (TOUGH et al», 1962| FITZERALD et ab
1963)0 On préconisa dbnc, fort justement, 1’étude des mitoses de la
moelle osseuse» Cependant, comme les cellules immatures en circulation
dans le sang, telles que myéloblastes, promyélocytes et myélocytes, se
divisent sans stimulation par PHA (SANDBERG et al»» 1964), on admit que
I’incubation in vitro de sang périphérique sans addition de PHA pouvait
étre utilisée pour mettre en évidence le Ph® (SPEED et LAWLER, 1964)»
Malgré avis contradictoire (de GROUCHY et al», 1965) la situation
pouvait se résumer de la fagcon suivante; toute technique pour mettre en
évidence le Ph" est utile, a la condition expresse d'éviter la stimulation

des lymphocytes normaux par le PHA.

SANDBERG _et_al»,(1962-1964) ont été plus catégoriques depuis;
toute incubation in vitro, méme bréve, favoriserait la multiplication
de cellules normales, plus susceptibles de s'adapter au nouvel environ-
-nement» Cette position peut étonner lorsqu'on se rappelle que les cel-
-lules néoplasiques survivent indéfiniment in vitro et peuvent étre
transplantées avec succées in vivo ( montrant par la leurs facultés d’a-
-daption), ce qui n'‘est pas le cas des cellules euploides non cancéreuses»
Quoi qu'il en soit, ces auteurs préconisent dans tous les cas lI'examen
direct; les étalements doivent étre préparés dans les minutes qui sui-
-vent le prélevement» Cet avis implique m fait intéressant; dans toute

moelle leucémique, 1l existerait des cellules normales, peut-étre suscep-
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tible de recoloniser la moelle ime fois que les cellxiles leucémiques auront

été détruites (ou inhibées dans leur croissance) par un traitement adéquat»

Notre expérience personnelle, semblable en cela a celle de nom-
-breux autres chercheurs, nous a montré que I'on n'obtient pas toujours
des cellules convenant a lI'analyse cytogénétique par la méthode directe.
Le nombre de mitoses adéquates peut étre augmenté par iine incubation de
quelques heures in vitro. Par cette technique, nous avons pu observer jus-
-qua 1005 de cellules a caryotype anormal, ce qui exclut toute notion de
sélection en faveur des cellules normales. Nous n'avons donc pas hésité a
I'employer, surtout lorsqu'im "squash" préalable sur le méme matériel ne
montrait pas un nombre suffisant d'étalements convenables. Par voie de con-
-séquence, nous avons considéré comme valables les résultats obtenus dans
d'autres laboratoires, quelle que soit la technique utilisée, pourvu qu'elle

ne comporte pas d'addition du PHA,

Signalons pour terminer vin raffinement technique introduit par
ELVES et ISRAELS (1967), qui permet desﬁapprocher encore plus de l'image
cytogénétique in vivo. Ces auteurs injectent par voie intraveineuse 10 mg de
vincoleucoblastine 2 heures avant la ponction de la moelle, de fagcon a blo-
-quer Igs mitoses in situ. Cette technique n'est pas sans rappeler celle dé
BOTTURA et al..(1I96D. qui injectaient de la colchicine par voie intraveineuse
avant la ponction de la moelle. Elle peut se justifier parce qu'elle est,
d'aprés les auteurs, inoffensive, et permet d'augmenter considérablement le r
nombre de belles mitoses, en petit nombre lorsqu'une autre méthode est em-

ployée,

b)-Significatlon de la proportion de mitoses Ph* positives en fonction de la
technique.
La signification du nombre de cellules Ph" positives par rapport
au nombre de cellules Ph négatives est difficile a apprécier. On n'a pu
trouver de corrélation entre le nombre de cellules avec Ph" et I'évolution de

la maladie (TJIO et al., 1966;LAWLER, 1967). Aux problemes techniques évo-
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-qués ci-dessus, s'ajoutent les incertitudes concernant l'identification

des chromosomes» Si ceux-ci sont fort contractés, si les superpositions sont
nombreuses, la numération est possible, mais non le classement. Une mitose
sera alors considérée par l'observateur objectif comme étant Ph* négative,
alors que le chromosome de Philadelphie pourrait étre malgré tout présent.
Nous avons illustré ce fait par notre cas n“ 6 (p. 24). Nous nous rangeons
donc parmi les nombreux chercheurs n'ayant pu trouver la signification du
nombre de cellules Ph" positives du point de vue clinique. La difficulté
nous parait trés grande» En effet, méme si on pouvait avoir une image meédul-
-laire '"réelle", cette image ne serait valable que pour l'endroit ponction-

-ne»

2, Spécificité du chromosome Ph™» Intérét clinique et thérapeutique.

La leucémie myéloide chronique (y compris les crises blastiques) appartient
au groupe des désordres myeloprolifératifs, qui comprend notamment les métaplasies
myéloides, les polycythésies vraies et les myéloscléroses (DAMESCHEK et GUNZ,|958).
Ces différentes maladies peuvent se transformer en LMC (GOH et SWISHER, 1964).

Il est évident que toute étude de la spécificité du Ph" doit comporter une recher-
-che cytogénétique concernant les désordres myéloprolifératifs. Nous y avons con-
-sacré une partie du présent travail (chapitre V); les résultats obtenus seront
discutés ultérieurement dans le contexte général des leucémies. Du point de vue
de la LMC, qui est celui que nous envisagerons ici, on peut déja préciser que tant
dans notre étude que dans celles parvenues a notre connaissance, aucun chromosome
Ph n'a pu étre mis en évidence sauf quelques rares exceptions. Ce sont ces excep-
-tions, de méme que tous les cas de LMC avec ou sans Ph”, qui feront I'objet de
la présente discussion» Celle-ci a pour but de répondre a la question suivante:
I'existence de LMC sans Ph" , ou de Ph" sans LMC, met-elle en doute la notion méme

de la spéficité du Phr?

Auparavant, nous voudrions insister sur le fait que nous n‘avons aucune
raison valable de mettre en doute les résultats négatifs (LMC sans Ph ) obtenus
par certains chercheurs» Ces chercheurs en effet ont employé des techniques adé-
-quates (p» 37), ayant montré im Ph dans d'autres cas étudiés dans leurs labora-

-toires>» De méme, nous ne pouvons envisager, vu nos techniques actuelles, l'exis-
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-tence de petites délétions non décelables du chromosome 21, permettant

d'expliquer les LMC avec cayotype normalo Ces cas peuvent exister; en pra-

-tique, lorsuq'un caryotype est décrit comme "normal' dans une LMC, nous

admettons ce diagnostico

a0) Leucémies myéloides chroniques sans chromosome Ph”.

b.)

Le nombre de LMC sans Ph est faible (voir page 16); il ne
dépasserait pas 10" des cas étudiés. On y trouve la LMC de lI'en-
-fanto La leucémie myéloide chronique est rare dans le jeune age:
7 enfants sur 516 atteints de leucémie dans la série danoise de
IVERSEN (1966), 9 enfants décrits par REISMAN et TRUJILLO (1963),
représentant 3,75" des cas de leucémie dans leur série de 160 su-
-jets agés de moins de 10 ans» Que ce soit chez I'adulte ou chez
I'enfant, I'évolution clinique de la LMC sans Ph est différente
de celle avec Ph”. La durée de survie est raccourcie (18 mois au
lieu de 45 aprés I'établissement du diagnostic d'aprés les données
de TJIO et al.. 1966), le traitement habituel est peu efficace
(TJIO et aligl966) On a pu se demander, vu des différences, s'il
ne s'agissait pas de 2 entités cliniques distinctes (KENIS et
KOULISCHER, 1967), et s'il ne convenait pas de réserver le terme de
"leucémie myéloide chronique" aux seuls cas avec Ph”, On peut ob-
“jecter qu'avec ou sans Ph , le tableau hématologique est le méme
et est compatible avec le diagnostic de LMC, au moins a un moment
déterminé. Aussi, convient-il de préciser que la spécificité du
Ph” n'est pas mise en doute en ce qui concerne 1 "évolution de leu-
-cémie myéloide chronique, mais qu'm tableau hématologique identi-
-que a celui de la LMC pourrait ne pas étre lié a la préHence d'un

chromosome de Philadelphie!

Chromosome Ph" sans leucémie myéloide chronique. Distinction entre
aberration chromosomique constitutionnelle et aberration acquise.
Nous avons rapporté les observations concernant la présence

d'un Ph sans LMC (voir p. 17)» Plusieurs hypothéses peuvent étre
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fomulées a ce sujet. Il pourrait s'agir de désordres myéloproliféra-
-tifs qui se transformeront ultérieurement en LMC. 1l faudrait convenir
dans ce cas que la délétion d'un 21 préceéde de tres longtemps (plusieurs
années) l'installation clinique de la LMC. 1l pourrait aussi s'agir de la
délétion d'un chromosome 22 et non d'xin chromosome 21. 1l pourrait enfin
s'agir d'une aberration chromosomique constitutionnelle et non acquise.

La signification de I'anomalie serait dans ce cas totalement différente.
Elle serait observée presqu'exclusivement chez des enfants malformés, dont
le développement embryonnaire se serait effectué sous le contréle d'un
génome perturbé. Un chromosome identique morphologiguement au Ph* a été
rapporté chez des polymalformés graves, soit en surnombre (PFEIFFER et al.
1962; DENT et al.. 1963) soit dans des cellules a 46 chromosomes (LEJEUNE
et al.. 1964; DUBOIS et al., 1965; GOH, 1966). Aucun de ces enfants n'a
vécu suffisamment longtemps que pour développer vine leucémie ncréloide
chronique. Le cas de LEJEUNE et al. montrait un taux de gamma-globulines
abaissé, en plus d'un tableau morphologique décrit comme "anti-mongolisme",
par opposition au mongolisme ou trisomie 21. Nous pensons que les cas

avec Ph sans LMC rapportés chez des adultes n'ont aucun lien avec les
aberrations constitutionnelles; nous reprendrons les cas de délétion d'un
G (2I1g-) lorsque nous aborderons le probléeme des leucémies chez les por-

-teurs d'aberrations chromosomiques constitutionnelles.

Résumé de la situation actuelle.

La grande majorité des cas de IMG présente le chromosome de Phila-
-delphie. Le petit nhombre de cas sans ce chromosome, ou avec ce chromoso-
-me, mais sans symptomatologie clinique de LMC, ne peuvent mettre en
doute sa spécificité. Il convient cependant de retenir qu'une image identi-
-que a celle de la LMC peut se produire sans Ph”. Inversement, la présen-
-ce d'un Ph peut ne pas s'accompagner d'un tableau hématologique de LMC.
Ceci nous ameénera a discuter plus loin la possibilité suivante: la LMC
dépendrait de 2 facteurs différents. L'un serait le Ph , I'autre un fac-
-teur inconnu, mais indispensable a 1'évolution caractéristique de la

maladie. Chac\in de ces facteurs pourrait provoquer isolément un tableau
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hématologique semblable a celxii d'une LMC, mais il doivent étre combinés pour
que ce tableau, qui n'est en somme qu'un "instantané", s'insere dans celui
d'ime leucémie myéloide chronique et non dans celui d'une autre affection,

voisine, mais différente»

Du point de vue clinique, la mise en évidence d'une "leucémie myéloide
chronique" sans Ph™ rappellerait au clinicien que I'évolution et la réaction
au traitement seront différentes de celles de la LMC "classique". L'observation
d'un Ph sans LMC l'inciterait a suivre de pres le malade de fagcon a déceler

au plus t6t toute transformation en LMC.

Chromosome Ph" et aneuploidies»

Nous avons montré, dans notre série de patients, que le nombre de cellu-
-les aneuploides varie parallelement a la fréquence des mitoses Ph" positives.
Ce fait semble révélateur d'iin "état d'instabilité chromosomique"” lié a la pré-
-sence du chromosome Ph#, indépendamment du stade clinique de la maladie. Des
cellules ou des lignées aneuplo'l'des; pourront donc étre observées tant en phase
chronique (notre cas n® 6 par exerﬁple) qgu'en crise blastique. Quoique plus
frequemment rencontrées lors de la crise blastique, ces aneuploidies ne permet-
-tront pas de préciser le stade de la maladie au moment de l'analyse cytogéné-

-tique.

Le chromosome de Philadelphie est-il directement responsable des aneuploi-
-dies observées? 11 est difficile de répondre a cette question de facon déefini-
-tive. Le Ph" est le témoin, visible au microscope optique, du nouvel état
d'instabilité de la cellule leucémique. 1l peut étre le facteur primaire de la
maladie; dans ce cas, les aneuploidies seraient directement dépendantes de la
délétion du 21. Mais le Ph peut aussi étre un facteur secondaire du processus
leucémique; iin chromosome 21 normal peut avoir été altéré par un facteur encore
Inconnu (un virus par exemple). Ce serait ce facteur, toujours présent dans la
cellule, qui induirait I'apparition d'aneuploidies nouvelles. Cependant,méme
si I'on accepte cette deuxiéeme hypothése, il convient de souligner que la spé-
-cificité apparente du Ph" vis-a-vis de la LMC laisse penser que l'action de
"facteur inconnu" est étroitement liée a la délétion d'un 21, Celle-ci apparait
comme vm élément indispensable aux processus ultérieurs, La présence d'une ano-

-malie chromosomique provoque-t-elle l'apparition d'autres aberrations chro-

-mosomiques?
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L'importance de ce phénoméne a été soulignée lors de la méiose
chez des sujets porteurs d’aberrations constitutionnelleso Cet effet pour-
-rait-il étre observéo Il est connu sous le nom "d'effet interchromosomique”
a la mitose, au niveau des cellules porteuses d'aberrations chromosomiques

acquises? Nos résultats semblent le suggérer»

Quelle que soit la position que I'on adopte, une relation étroite
entre le Ph" d'une part et les aneuploidies, d'autre part, semble évidente,

indépendamment du stade clinique de la maladie»

4« Cytogénétique de la crise blastique»

Comme l'analyse de nos résultats nous I'a montré, des sujets en crise
blastique peuvent avoir un caryotype absoliment inchangé par rapport a celui
de la phase chronique» On n'a pas assez insisté sur ce point, a notre avis, et
on a trop voulu lier l'aneuploidie a la crise blastique» Bien entendu, nous re-
-connaissons que d'une facon générale on observe plus de cellules aneuploides,
ou de lignées aneuploides, lors de la crise blastique, mais il ne s'agit pas
d'une regle absolue» Des cas en phase chronique ont montré des aneuploidies, outre
le Ph™ (p» 24); nous en avons observé plusieurs» L'un d'entre eux n'a pas été
inclus dans notre série parce que nous voulions suivre son évolution» Nous le
rapportons brievement a titre d'exemple» 1l s'agit d'une malade dont le caryotype
il y a 2 ans a montré, outre une symptomatologie clinique typique de LMC (CAUCHIE
et DENOLIN, 1966), un chromosome Ph" et une lignée a 47 chromosomes avec un G
surnuméraire» L'état de cette patiente est absolument stationnaire depuis 2 ans;
sa leucocytose varie entre 20.000 et 30,000, avec parfois de rares myélocytes,
sans aucun traitement» Inversement, nous avons montré que 6 des analyses que
nous avons effectuées chez des sujets en crise blastique indubitable (ayant entrai-
-né le déceés a trés bréve échéance), montraient un caryotype inchangé par rapport
a la phase chronique, et un test de Chi2 entre les numérations de la phase chro-

-nique et celles de la crise blastique a 46 chromosomes n'a pas montré de dIf-

-férence significative»

Si I'on admet, d'aprés ce qui précede, qu'une aneuploidie quelconque
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autre que le Nn’est ni indispensable ni spécifique d’une crise blastique
de LMC, on pourra s’attendre a observer un grand nombre d’images cytogénéti-
-ques différentes lors de cette phase aigué de la LMC» C'est effectivement ce
que B’on constate» Les aneuploidies se présentent donc plutdt comme un épiphé-

-nomene de la maladie, le Ph" étant au contraire spécifique»

Les aneuploidies de la crise blastique, méme si elles ne sont qu’un
épiphénomene, sont intéressantes a étudier» Si 1’on admet lI'origine unique
de la LMC et de la crise blastique, on pourra tenter de relier entre eux les
divers caryotypes observés chez un individu déterming; ils dérivent tous d'une
cellule primitive a 46 chromosomes avec Ph™» C'est ce que LEJEUNE et al» (1963)
ont appelé "évolution clonale"» Celle-ci a été démontrée dans certains cas
"privilégiés" de LMC (LEJEUNE et al». 19655 de GffiOUCHY et al» ,1965 et 1966)»
Une notion nouvelle est issue de ces patientes études; celle de "duplication
sélective des surnuméraires"”, et de duplication (ou non-disjonction ) sélective
des chromosomes marqueurs» C'est pourquoi I'on observerait plus souvent que toute
autre aneuploidie la duplication ou méme la triplication (de GROUCHY et al», 1965;

SCHROEDER et BOCK, 1965), du Ph”™.

Agents mutageénes et chromosomes dans la leucémie myéloide chronique»
Les "agents mutagenes" sont ceux qui peuvent induire des mutations

a DI’échelle du gene ou a celle du chromosome» "La démarcation entre mutations
ponctuelles et chromosomique étant arbitraire, il ne parait donc pas essentiel-
-lement justifié de distinguer avec E, FAVRET (i960) les substances en mutagénes
et mutachromosomes (cette derniere dénomination étant réservée aux substances
qui produisent des aberrations chromosomiques)" (MCUTSCHEN, 1964)» Les agents
mutagenes les plus connus peuvent étre d'origine chimique, physique (radiations
de divers types) ou biologiques (virus par exemple); de trés nombreux travaux
leur sont consacrés» Nous nous limiterons dans ce paragraphe a exposer quelques
données seulement du vaste domaine de la mutagenése, qQui nous paraissent con=

-cerner tout particulierement la cytogénétique des LMC»



-45-

D'une facon générale, les altérations chromosomiques des agents mutagenes
telles qu’on peut les observer lors d'expérimentation in vitro ne ressemblent
en rien aux aberrations chromosomiques des leucémies humaineso En effet, on
note en culture de tissus l'apparition de cassures chromosomiques, la présence
de fragments acentriques, de chromosomes di ou tricentriques, d'anneaux, d'ima-
-ges complexes dites tri- ou quadriradiées, etco La cytogénétique des leucémies
au contraire montre essentiellement des gains ou des pertes de chromosomes,
et trés rarement la présence de remaniements plus complexes (voir po 17)o

Lorsque I'on étudie in vitro le devenir de ces cellules altérées, on est
frappé par leur faible pouvoir de multiplication» Dans une culture de cellules
de Hamster infectée par de 1l'adénovirus, pratiquement toutes les cellules anor-
-males ont disparu aprés 15 jours (STICH et al» »|964)° Sans doute la réparti-
-tion de matériel chromatique de la cellule mére atteinte aux cellules filles
est perturbée au point que toute survie soit impossible» C'est le méme effet que

I'on recherche avec certains agents mutagénes employés thérapeutiqguement»

a)» Agents mutagénes d'origine chimique»

La plupart des substances utilisées en chimiothérapie des leuceé-
-mies ont une action mutagéene connue» Dans quelle mesure le traitement
a-t-il modifié les chromosomes que nous observons a im moment donné
de la maladie? Disons d'emblée que dans la grande majorité des cas le
traitement n'a pas modifié les chromosomes» En effet, chez de nombreux
patients atteints de LMC, ayant recu des substances aussi variées que
le busulfan, la 6-mercaptopurine, la 6-azauridine, la vincristine, la
Vinblastine, le caryotype a montré exclusivement des cellules a 46
chromosomes avec Ph”, comme avant tout traitement» Ces patients étaieni
en rémission partielle ou totale, et leur maladie évoluait de plu-
-sieurs mois a de nombreuses années (TOUGH et al»» 19635 REISMAN et
TRUJILLO, 1963; FREIl et al>» 1964; KENIS et KOULISCHER, 1967?)» En
fait, les cellules atteintes par la médication ont disparu» Peut-étre

gu'a leur niveau les chromosomes étaient atteints, mais nous n'avons

pu l'observer»



Peut-on observer I'action de la chimiothérapie par rapport a des
lignées cellulaires? Nous avons rapporté (p» 20) les résultats tres
intéressants de COURT-BROWN et TOUGH (1963)* montrant la disparition
d'une lignée a 49 chromosomes aprés un traitement a la 6-mercatopurine,
et l'apparition d'une autre a 44 chromosomes se comportant comme si
elle était résistante a la 6-mercatopurine mais sensible a la colcémideo
GOH et al,, (1965) ont noté avant tout traitement chez une patiente
atteinte de LMC un Ph et im chromosome surnuméraire du groupe 6-=I20
Aprés un traitement au busulfan”™ les cellules porteuses de ce caryotype
ont disparuo PEDERSEN (1964) note au contraire chez 2 patientes avec
Ph” et caryotype aneuploide que le traitement n'a aucune action et que
le nombre ce cellules aneuploides augmente» Les deux premiers exemples
rapportés ci-dessus montrent que la traitement peut modifier I'image
cytogénétique observée a un moment donné de I'évolution de la maladie»
Le troisieme exemple montre que le traitement ne modifie pas toujours
cette image» Le probleme qui se pose est de préciser dans quelle me-
-sure la nouvelle constitution chromosomique de la cellule I'a rendue
"résistante" a un agent thérapeutique déterminé”, avec les applications

cliniques éventuelles.

On sait que I'évolution habituelle de la LMC comprend une ou
plusieurs crises blastiques, de plus en plus difficilement contrblées
par le traitement» Nous avons vu que des patients en crise blastique
terminale pouvaient avoir un caryotype a 46 chromosomes avec Ph”, sans
autre anomalie décelable» Dans ces cas précis, l'analyse des chromoso-
-mes ne permet pas de poser le diagnostic de crise blastique» L'appa-
-tition d'une crise blastique est inéluctable des l'apparition du Ph?
puisqu'il s'agit de I'évolution habituelle de I'affection; i1l Nn’est pas
nécessaire de postuler pour cette crise l'acquisition de formules chro-

-mosomiques nouvelles autres que le Ph™»

L'état actuel de nos connaissances ne nous permet donc pas d'ins-

-taurer un traitement en fonction du caryotype, mais une application
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cytogénétique intéressante subsiste: tout caryotype anomal reste tbu-
-jours, quelle que soit sa signification, im témoin a 1’échelle cellu-
-laire de I'évolution de la maladie- La disparition d’une lignée anormale
serat®a preuve de l'efficacité du traitement vis-a-vis de cette lignée;
la persistance de la lignée au contraire sera”™a preuve de I’inefficacité
de l'agent thérapeutique utilis€, et peut-étre une indication pour en

essayer un autre-

b.-Les virus)

Des aberrations chromosomiques peuvent étre induites par 0’action
de certains virus, qu'ils soient banaux ou oncogénes- Parmi les virus dont
les effets cytogénétiques, sur des cellules euploides h'omaines ou anima-
-les, ont été étudiés in vivo ou in vitro- on peut citer le virus de
I’herpés (HAMPAR et ELLISON, 1961), celui de la rougeole (NICHOLS et al-,
1962), le virus SV40 (KOPROWSKI et al-- 1962; MOORHEAD et SAKSELA, 1965;
TODARO et al-, 1966), le virus du sarcome de Rous (LEVAN, 1963), le virus
de la rubéole (BOUE et al., 1964), celui de la fiévre jaune (HARNDEN et al,,
1964), le virus de Sendai (AULA et SAKSEIIA, 1966)- D’uine fagcon générale,
ces virus provoquent les effets suivants (NICHOLS et al-- 1967): des cas-
-sures chromatidiennes ou chromosomiques, des pulvérisations chromosomi-
-ques, des anomalies du fuseau et la fomation de syncitiums cellulaires-
Les cellules atteintes ont un faible pouvoir de multiplication (STICH
et al-. 1964), sans doute a cause de l'altération importante du génome

cellulaire et des erreurs de répartition mitotique qui en résultent-

Pour NICHOLS et al- (1967) les cassures chromosomiques joueraient
le réle le plus important en ce qui concerne l'oncogenese pour deux mo-
-tifs- En premier lieu, une délétion de faible amplitude est compatible
avec la survie cellulaire- Dans ce chapitre consacré aux LMC, rappelons
que NICHOLS (1963) a observé la délétion des bras longs d’un chromosome
n® 21 au niveau d’une mitose provenant d'une cellule infectée par le
virus de la rougeole- En second lieu, si I'on admet que les virus exer-

-cent un effet mutagéne au niveau moléculaire, impossible a déceler par
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nos techniques, les cassures Jouent le rale "d'indicateur de la présence

de mutations ponctuelles”.

Avec les faits dont nous disposons a I'heure actuelle, nous pou-
-vons admettre qu'im certain nombre de virus, oncogénes ou banaux, sont
capables de provoquer me délétion d'un chromosome 21. Cette délétion est-
elle suffisante pour permettre le développement d'une LMC? Les cés de LMC
sans Ph" (p,l6) semblent montrer le contraire. De méme, le fait que le
virus de la rougeole ait provoqué in vitro la délétion des bras longs d'un
chromosome 21 ne nous autorise pas a affirmer qu'il existe un lien entre
la rougeole et la LMC. Pour tenter de mieux comprendre le réle éventuel
d'un virus dans l'installation d'me LMC, en tenant compte du caractére
spécifique du Ph”, il convient d'invoquer son double réle d'agent mutagene
au niveau du chromosome et au niveau de la molécule (NICHOLS, 1963)» Ce
double rb6le permet d'établir un modéle théorique concernant la genése de
la LMC, qui sera exposé en détail dans le paragraphe suivant, consacré aux

radiations ionisantes.

6.- Radiations et leucémie myéloide. Exposé d'une théorie "délétion chromosomique
et mutation ponctuelle” englobant tous les cas de LMC connus.

L'action des radiations est considérée dans un paragraphe séparé, parce
gqu'elle nous parait de nature a faciliter la compréhension des mécanismes gé-
-nétiques impliqués dans la LMC. Une relation semble exister entre la leucémie
myéloide chronique et les irradiations in vivo (emploi de substances radioac-
-tives, action des rayons X etc. (GUNZ et ATKINSON, 1964). L'\me des premieres
séries de malades atteints de LMC et étudiés du point de vue cytogénétique con-
-cemait des sujets ayant recu de fortes doses de RX pour spondylarthrite et
ayant développé ultérieurement une LMC avec PhT (TOUGH et al.. 1962). D'autre
part, chez les survivants d'Hiroshima on constate que le nombre de cas de leu-
-cémie est plus élevé que celui d'une population témoin avec une nette prédo-
-minance des LMC (WATANABE et al.. 1965).

Par quels mécanismes au niveau du génome cellulaire une irradiation

pourrait-elle provoquer l'apparition d'une LMC?
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L'action des rayons X in vitro est tellement caractéristique que toute
substance ayant le méme effet est dite radiomimétiqueo Cette action est double:
elle peut intéresser a la fois les chromosomes et les génes» Du point de vue
chromosomique, les cassures multiples permettent de concevoir aisément une
délétion d’un 21» 11 s'agirait la, comme|our les virus, d'un effet aspécifi-
-que, avec \ine survie préférentielle des cellules dont I'atteinte chromosomi-
-que est trés localisée» Du point de vue génique, toute délétion signifie
la perte d\me série de geénes, leurs alleles étant toujours présents sur lI'au-
-tre chromosome de la paire, qui est intact. Chez un hétérozygote, la perte d'un
allele dominant pourrait permettre au mutant récessif de s'exprimer» Cette
hypothése a été évoquée a propos de délétions autosomiques constitutionnelles
par ENGCEL et al» (1966) et ELMORE et al» (1966), pour expliquer les différen-
-tes variantes observées chez des sujets malformés présentant une anomalie
chromosomique du point de vue morphologique» NANCE et ENGEL (1967) ont en
outre suggéré qu'il pourrait, a la suite d'une délétion, se produire une mo-
dification de l'expressivité d'un géne dominant; ils ont souligné l'intérét
des délétions pour constituer la carte des genes chez 'Homme ("autosomal
délétion mapping in man")» Nous proposons d'effectuer im raisonnement semblable
pour la LMC» La délétion d'un 21 permettrait a certains génes récessifs de
's'exprimer; ces génes seraient directement responsables de la transformation
d'une cellule normale en cellule leucémique» Si nous pensons que l'action
des rayons X est de nature a faciliter la compréhension de la genése de la
LMC, c'est bien parcequ'ils ont a la fois une action délétére sur les chro-

-mosomes et mutante sur les génes»

L'hypothése que nous proposons (délétion chromosomique et mutation ponc-
-tuelle) implique lI'existence de porteurs hétérozygotes récessifs» De tels su-
-jets ne développeront une LMC que si la délétion du 21 porteur du géne nor-
-mal dominant survient» D'autre part, d'un mariage de 2 hétérozygotes pourront
naitre des enfants homozygotes récessifs, qui développeront une LMC sans Ph™»

Il est intéressant a cet égard de noter que la forme de LMC la plus fréquente
chez I'enfant semble étre précisément la LMC sans Ph" (REISMAN et TRUJILLO,I963),
et que chez I'adulte la LM3 sans Ph* évolue plus rapidement que la LMC avec

Ph~ (TJIO et al». 1966), comme si la présence de 2 genes récessifs était plus
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grave que la présence d'un seul. D'autre part, la délétion d'un 21 sans muta-
-tion du chromosome normal ne meénerait pas vers une LUC, ce qui expliquerait
certains cas "“avec "Ph"" sans LMC. Enfin, on peut imaginer que si la LMC dépend
effectivement de 2 événements du point de vue génétique, elle soit inconnue chez
les trisomiques 21. En effet, si une délétion survient, i1l faudrait que la muta-
-tion se produise sur les 2 chromosomes restants; si une mutation survient, il
faudrait, pour qu'il y ait une LMC, que la délétion atteigne les 2 chromosomes
nomaux: il s'agit la d'éventualités qiii doivent se prodiiire trés rarement. Rap-
-pelons que le seul cas de LMC rapporté chez un mongol trisomique 21 a montré

au niveau des cellules leucémiques une lignée a “~ chromosomes avec Ph* (CAWEIN
et al.. 1965).

Soulignons cependant a nouveau que les LMC ne représentent qu'tine trés
faible proportion des leucémies de I'enfant: 3,75 dans la série de 160 cas de
REISMAN et TRUJILLO (1963), 1,2~ dans la série de 570 cas de IVERSEN (1966).
D'autre part, suivant les chiffres indiqués par KRIVITT et GOOD (1956), 5 enfants
de 0 & 4 ans sur 100.000 présenteront \ine fome quelconque de leucémie. On peut
en conclure, dans le cadre de notre hypothése, que le ou les genes récessifs mu-
-tants favorisent lI'installation d'une LMC de méme bien entendu que les porteurs
hétérozygotes, sont trés rares dans la population d'autant plus que les LMC sans
Ph ne représentent qu'une fraction de l'ensemble des leucémies de l'enfant.

L'avantage de I'nypothése proposée ci-dessus est qu'elle pemet d'expli-
-quer de fagon positive tous les cas de LIC avec ou sans Ph" et ceux avec Ph”
sans LM3. Elle n'exclut d'ailleurs pas une action virale lorsque les conditions
essentielles, c'est-a-dire l'expression d'un géne récessif mutant (par délétion
du chromosome sain ou par homozygotie) sont remplies. Elle suppose aussi l'eXis-
-tence de genes associés a la lignée myéloblastique sur le chromosome 21. Nous
savons que les arguments d'ordre enzymologique sont peu convainquants (MELLMAN
et al.. 1964), tant que I'on se place d'un point de vue d'une relation directe
gene/enzyme. Un systeme de régulation (TEPLITZ, 1966), et non plus de stinicture

est, lui, parfaitement compatible avec I'hypothése proposée.
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IV. CONCLUSION.

Les points suivants nous paraissent pouvoir étre dégagés a partir
des informations que nous possédons en ce qui concerne la cytogénétique des
leucémies myéloides chroniques:

1. - La LMC est le premier exemple de cancer hiimain associé a une aber-
-ration chromosomique spécifique. Dans une série personnelle, tous
les patients ont montré un chromosome Ph" caractéristique au niveau
de leurs cellules leucémiques. Dans d'autres séries, certains cas
de LMC sans Ph* et de Ph" sans LMC ont été rapportés. lls ne dépas-
-sent pas 10" de lI'ensemble des cas connus, et leur évolution clini-

-que n'est pas toujours celle d'une LMC typique.

2. - Le Ph" est un témoin visible au microscope optique de la métamorpho-
-se de la cellule normale en cellule cancéreuse. Nous avons montré que
la présence du Ph est liée a une instabilité chromosomique: pour
un cas déterminé, plus la proportion de cellules Ph" sera élevée,
plus grand sera le nombre de cellules s'écartant du nombre modal de

46 chromosomes.

3. - A I'exception du Ph”, aucune anomalie chromosomique n'est caractéris-
-tique d'un stade déterminé de la maladie. Nous avons montré qu'une
aneuploidie peut exister en dehors de la crise blastique, et inver-
-sement que celle-ci peut se présenter avec un caryotype a 46 chro-

-mosomes dont le Ph”, comme en phase chronique.

4. - 1l n'est pas possible actuellement de démontrer qu'a un caryotype
déterminé correspondent des propriétés particulieres de la cellule.
On ne peut instaurer un traitement en fonction du caryotype.
Toutefois, la cytogénétique peut aider le clinicien a contrbler
I'efficacité de son traitement (et bien entendu peut lI'aider a poser

le diagnostic de LMC, par la mise en évidence du Ph").
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5.- La spéecificité apparente du Ph laisse penser qu'un ou plusieurs genes
lies directement ou indirectement a la formation des cellules de la
lignée myéloide se trouvent sur le chromosome 21, Une hypothése concernant
la genése de la LMC, basée sur une action combinée "délétion chromoso-
-mique et mutation génique" est proposée. Elle permet de comprendre les
cas de LMC avec ou sans Ph , les cas avec Ph sans LMC et la rareté des
LMC chez les trisomiques 21, D'aprés cette hypothése, la fréquence des
LMC augmenterait aprés exposition a des agents mutagenes actifs a la
fois au niveau du chromosome et au niveau du gene, comme c'est le cas

des rayons X, et des radiations ionisantes en général.
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CHAPITRE 111

LES CHROIDSOMES DES LEUCEMIES LYMPHOIDES CHRONIQUESO

INTRODUCTKM.

A la suite d'ime observation de GUNZ et al, (1962), I'étude des chrO*
-mosomes des leucémies lymphoides chroniques (LLC) avait soulevé un intérét aussi
grand que celiii des leucémies myéloides chroniques deux ans plus t6t» Les auteurs
néozélandais avaient noté la présence, chez 2 fréres atteints de LLC, d'un chro-
-mosome G anormal. Ce chromosome avait la forme d'un fer a cheval et paraissait
en outre montrer une délétion des bras courts. Ayant été décrit a Christchurch,
il fut désigné sous le terme de Ch , d'aprés la nomenclature de DENVER (1960).

Une nouvelle fois, une aberration d'un chromosome du groupe G semblait lie

a lone forme de leucémie humaine.

1.” Le chromosome de Christchurch.

Des études systématiques de la LLC furent entreprises. Toutes sans
exception se montréerent négatives (GUNTZ et al. 1962 chez d'autres pa-
-tients que les premiers rapportés; DAVIDENKOVA et al., 1963; FITZERALD
et al. , 1964; HENI et SIEBNER,I964; BERNARD et al.. 1964; BERGER, 1964;
OPFENHEIM et al.. 1965; BASERGA et CASTOLDI, 1965; FITZGERALD, 1965;
FITZGERALD et al.. 1966). Les études antérieures (BAIKIE et al.. 1960;
FORD et al., 1960; KINLOUGH et al.. 196l) n'avaient pas montré d'anoma-
lies non plus. D'autre part, I'anomalie dite Ch" se retrouvait chez d'au-
-tres sujets sains de la famille rapportée initialement, ce qui range
des enfants avec LLC et Ch" dans la catégorie des "leucémies chez des por-
-teurs d'aberrations chromosomiques constitutionnelles"”, que nous envi-
-sagerons dans un chapitre séparé. Notons que d'autres cas "familiaux"
(familles dans lesquelles 2 ou plusieurs sujets parents au ler degré ont
présenté une LLC) n'ont pas montré d'aberrations chromosomiques (FITZCERALD
et al.. 1966). La cytogénétique n'a donc pas apporté, dans le cas de la

LLC, une découverte semblable au Ph de la LMC,
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2, Phytohémagglutinine et lymphocytes de su.jets atteints de LLC»

On a pu observer que la phytohémag”utinine (PHA) a un effet exci-
-tomitotique faible, ou méme nul, lorsqu’elle est mise au contact de
lymphocytes de sujets atteints de LLC (SCHREK et RABINOWITZ, 1963; QUAGLI-
-410, 1964; BERNARD et al., 1964; WINTER, 1964). Les rates mitoses observées
dans certains cas de LLC mis en culture suivant la technique habituelle
(voir chapitre 1), pourraient étre celles de lymphocytes normaux (BERNARD
et al., 1964). Une des propriétés nouvelles du lymphocyte leucémique se-
-rait donc de mal répondre, ou de ne pas répondre, a la stimulation de la
PHA (ASTALDI et al,, 1965« Cette absence de réponse pourrait cependant

étre due a un facteur plasmatique®

Les lymphocytes étant des cellules immimo-compétentes, le systéme
biologique "lymphocytes/PHA" a été utilis€é pour aborder le probléeme des
rapports pouvant exister entre certaines réactions de type immunologique
et la LLC. Les conceptions actuelles, dans ce domaine, seront exposées

dans la discussion.

1. RESULTATS.

Les lymphocytes de 16 sujets adultes atteints de LLC ont été étudiés par la
technique de culture de sang périphérique. Six seulement ont montré des mitoses
permettant I'analyse cytogénétique, ce qui confirme bien les observations ayant
fait état de la rareté des divisions dans les cultures de lymphocytes de LLC. Un
cas (n® 29) a montré de trés nombreuses mitoses; le sang hépariné avait conservé
17 heures a 4® avant la mise en culture. Nous avons répété ce procédé a trois re-

-prises pour d’autres cas, sans succes: il N’y eut pas de cellules en division.

Les numérations chromosomiques sont portées au tableau Xl. Le nombre modal et
les caryotypes des six cas furent normaux. En particulier, aucune anomalie ne fut

relevée au niveau des chromosomes du groupe G.
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TAELEAU XI.
Date de Sexe Numérations chromosomiques.
1 analyse 45 46 47 48 Tot;
2 - 65 M 40 > 40
I - 66 M | 23 | - 25
2 - 68 F 2 14 I - 17
2 - 68 F 2 46 I 1 50
2 - 68 M 2 27 1 - 30
2 - 68 F | 16 1 18
Niimérations chromosomiques effectuées au niveau
des lymphocytes de 6 patients atteints de LLC.
DISCUSSION.

Confirmant les observations antérieures faites par d’autres chercheurs,
nous N’avons pas observé d’anomalies chromosomiques dans les 6 cas de LLC que nous
avons étudiés. Nous Nn’avons pas pu confirmer la destruction éventuelle d’un facteur
plasmatique antimitotique par le séjour a 4® pendant I? heures que nous avions cni
observer chez le cas n® 29 Le petit nombre de cas ayant montré des cellules en

division nous incite a aborder probleme général.

1. Effet éxclto-mitotique de divers antigénes mis au contact de lymphocytes
humains.

On sait que les lymphocytes normaux sont stimulés par la phytohémag-
glutinine (PHA). Cette stimulation peut étre mise en évidence morphologique-
-ment ou par incorporation de précurseurs rédioactifs tels que la thymidine
tritiée. Nous avons vu également que cette stimulation a été comparée a une
réaction immunologique malgré la transformation de lymphocytes foetaux et

de lymphocytes de sujets agammaglobulinémiques. Précisons que pour ZACHARSKI
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et al. (1967) "whether or not the stimulation effect of PHA is immimologic is
debatable and may be a matter of semantics"® En prenant pour modele cette
réaction de type immunologique, PEARMAIN et alo (1963) ont montré que si 01’on
remplacait la PHA par de la tuberculine purifiée, on stimulait les lympho-
-cytes de sujets sensibilisés au préalable a la tuberculine. 1l ne s'agis-
-sait plus d'une stimulation aspécifique, mais bien d'une transformation spé-
-cifique intéressant un nombre plus restreint de lymphocytes., De la méme fa-
-con, des extraits de peau d'un enfant présentant de l'eczéma stimulaient la
croissance de ses propres lymphocytes in vitro; du pollen stimule les lym-
-phocytes d'un sujet souffrant de rhume des foins (LYCETTE et PEARMAIN, 1963).
Les lymphocytes d'un enfant sensible a la diphénylhydantoine sont également
transformés au contact de ce produit (HOLLAND et MAUER, 1964), ce qui laisse
penser aux auteurs ayant décrit ce phénomene qu'il doit étre possible de re-
-constituer in vitro toute I'histoire immunologique d'un sujet. On peut dis-
-tinguer (HIRSCHHORN et HIRSCHHORN , 1965) les stimulants aspécifiques,
comme la PHA, la streptolysine S, les exotoxines staphylococciques et les
anticorps antileucocytaires, qui transfoiment de 60 a 95 des lymphocytes,

et les stimulants spécifiques, qiii en transforment seulement de 5 a 457,

2.-Application théorique dans le cas de la LLC.

Ce qui nous intéresse, du point de vue des leucémies, c'est de cons-
-tater qu'un grand nombre d'agents peuvent induire une croissance prati-
-qguement incontrélée, et en tous cas absolument inhabituelle, de lymphocytes,
par Tiij précessps s'apparentant aux réactions immxmologiques. Les réactions
dites "leucémoxdes" a la suite d'une infection sévere de lI'organisme en se-
-raient un exemple. ASTALDI et al. (1966) ont observé la production d'anti-
-corps anti-PHA chez des lapins ayant recu cette mucoprotéine; ces anticorps
inhibent la stimulation des lymphocytes. Dés lors, les auteurs se sont de-
-mandés si la LLC ne pouvait s'apparenter a une réaction de ce type. Une subs-
-tance antigéne donnée se fixerait dans iin organisme par le systéme immuno-

-logique n'arriverait pas a neutraliser. Dés lors,elle stimulerait la crois-

-sance des lymphocytes, lI'image pathologique finale étant la LLC,
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En se basant sur I'hypothése de TILER (1960)j DUSTIN (1966) envisage

ce phénoméne comme pouvant se produire a d'autres niveaux que le lympho-
-cyte, l'antigéne pouvant étre notamment un virus» Notons a ce propos

que morphologiqguement, les cellules du lymphome de BURKITT ressemblent
a\ix lymphocytes stimulés par la PHA (PULVERTAFT, 1964) alors que I'hypo-
-thése la plus fréquente concernant la genése du lymphome de BURKITT est
celle faisant état d'un facteur viral, tant par son mode de dissémination
(BURKITT, 1964) que par la mise en évidence de particules virales au ni-

-veau des cellules transformées (EPSTEIN et al», 1964)®

Si une stimulation des lymohocytes par un antigéne inconnu
était a l'origine probable de la LLC, il n'est pas indispensable de sup-
-poser une altération chromosomique quelconque» Il s'agit plutdt d'un
"réveil" de propriétés physiologiques des lymphocytes» 1l n'‘est donc pas
étonnant que l'ensemble des recherches cytogénétiques concernant la LLC se
soit réveélé normal» De méme, le caryotype de cellules de lymphome de BURKI
peut étre normal (JACOBS et al», 1963). On peut parfaitement concevoir ime
"leucémie" (lymphoide chronique) sans altération chromosomique, visible
ou non» Ce fait nous aidera a interpréter ultérieurement les cas de leu-
-cémies aigués a caryotype normal» Précisons cependant que "caryotype nor-
-mal” ne signifie pas dans notre esprit "cellule normale"| le lymphocyte
de LLC par exemple n'est plus stimulé par la PHA» 11 est possible toute-

-fois de concevoir que les cellules leucémiques puissent exister avec un

caryotype normal»

CONCLUSION»
1» De nombreuses études cytogénétiques ont montré lI'absence d'anomalies
chromosomiques dans la leucémie lymphoide chronique» Le chromosome Ch" s'est

révélé étre une anomalie de type constitutionnel»

2» Par analogie avec les réactions de type immunologique, il est possi-
ble de concevoir la LLC comme une "hyper-réaction”, de type cependant normal, a

un ou plusieurs antigenes que l'organisme ne parviendrait plus a neutraliser»
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30- Si cette hypothése se réveélait exacte, il ne serait pas nécessaire de
postuler un changement de caryotype comme nécessaire a l'implantation
d'une LLC, contrairement a ce qui se passe pour les leucémies myéloides
chroniqueso L'ensemble des observations cytogénétiques effectuées a ce

jour dans la LLC semble confirmer ce point de vue.,
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CHAPITHE IV.

LES CHROIDSOI-IES DES LEUCEMIES AIGUES.

INTRODUCTIONS

Peu aprés la découverte du nombre diploide normal par et
LEVAN (1956), des études concernant les chromosomes des leucémies aigués chez
'Homme furent entreprises. Aprés la mise en évidence du Ph” dans la leucémie
myéloide chronique, le but immédiat de ces recherches fut de trouver un "variant
commun"”, équivalent du Ph”, dans d'autres fomes de leucémies hmaines. Certains
auteurs dont BERGER (1964), se demandaient si lI'acquisition de chromosomes C sur-
-numéraires ne pouvait étre considérée comme Un "variant commun" de la leucémie myélor
-de aigué. Des recherches ultérieures n‘ont pas permis de confimer ce point de
vue. En effet, un C sumviméraire fut décrit dans un cas d'érythroleucémie (ADACHI
et al.. 1964), dans un cas dit de "leucémie préncréloide" (IEEKSMA et al,. 1965),
chez un sujet présentant une "métaplasie myéloide avec leucémie possible” (SANDBERG
et al,. 1964), chez 3 patients atteints respectivement d'anémie ap]9stique, d'ané-
-mie sidéroachrestique et de thrombocythémie (ROWLEY et al., 1966), et dans un
certain nombre de mitoses de sujet polycythémiques (KAY et al.. 1966). D'autre
part, des malades atteints de leucémie myéloide aigué n'avaient pas de C sumumeé-
-raires dans leurs mitoses de cellules leucémiques. D'xine facon générale, aucun
"variant commun" n'a pu étre mis en évidence dans une forme déterminée de leucémie

aigué chez I'Homme: la leucémie myéloide chronique est encore un exemple unique.

Avant de présenter nos résultats, nous passerons en revue les données
actuelles concernant les chromosomes des leucémies aigués. Nous exposerons en
outre un certain nombre de données fondamentales qui nous paraissent utiles, parce
qu'elles permettent de mieux comprendre la signification des observations cytogé-

-nétiques effectuées dans les leucémies aigués humaines.

1.- Lignée souche et leucémies aigués.
Le concept de lignée souche (stemline), introduit par MAKINO et KANO
(1951) a souvent été repris par les cytogénéticiens dans le domaine des

leucémies aigués (L.A.). 1l est défini par BERGER (1964) de la facon sui-
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-vantej" c'est l'expression du fait que, dans une population de cellules
timorales donnée, un seul type cellulaire (lIa lignée souche) est réellement
responsable de la perpétuation de la tumeur,alors que les autres types
sont considérés comme aberrants a ce point de vue et ne représentent que
des fins d'évolution ou des "impasses" de la prolifération cellulaires”,
REISMAN et al. ,(1964) ont noté dans une série de 13 enfants atteints de
L.A, de types divers la présence de lignées aneuploides. Celles-ci dispa-
-raissaient lors de rémission aprés traitement, pour réapparaitre sembla-
-bles a elles-mémes lors de rechute. 11 s'agit la, pour les auteurs, d'une
démonstration trés nette de l'existence d'une lignée souche "responsable
de la perpétuation de la tumeur”, suivant les termes de BERGER, L'im des
buts de la cytogénétique est d'étudier si les lignées souches leucémiques

se distinguent des cellules normales par une ou plusieurs anomalies du

caryotype.

La cytogénétique devrait également permettre, lorsqu'une aneuploi-
-die a été constatée, de montrer comment le caryotype anormal a été acquis
a partir du caryotype constitutionnel du patient leucémique; LEJEUNE et al.,
(1962), puis LEJEUNE (1965) ont pu établir les formes de passage entre une
lignée primitive a 47 chromosomes et une lignée leucémique a 54 chromoso-
-mes chez une petite fille mongolienne. 11 y eut une "évolution clonale"”
par acquisition et duplication de surnuméraires. Les cellules a 4S,49,50,
51,52 et 53 chromosomes montraient effectivement ijne altération progres-
-sive et surtout continue du caryotype, LEJEUNE (1965) a comparé la recher-
-che de ces cellules a nombre intermédiaire de chromosomes aux démarches du
paléontologiste a la recherche de chainons manquants, La lignée souche re-
-présente la seule capable de proliférer, les autres représentant des 'fins
d'évolution ou des impasses de la prolifération cellulaire”, pouvant étre

mises en évidence par la cytogénétique dans des "cas privilégiées" (LEJEUNE,

1965)0

2.- Lignées souches et altération du carytoype. Résultats d'ensemble.

Pour certains chercheurs, la transformation d'une cellule sanguine
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en cellules leucémique s'accompagnerait toujours d'un changement du caryotype.
LEJEUNE (1965) a résumé cette conception de la facon suivante: "au cytogé-
néticient témoin des bouleversements génomiques affectxiant les cellules
néoplasiques une sorte de sentiment s'impose; les aberrations chromosomiques
ne sont probablement ni la cause ni la conséquence du cancer, elles sont

le processus néoplasique méme".

Il nous a semble utile de rassembler les données numériques concernant
299 cas de L.A. étudiés au point de vue cytogénétique (tableau XIl) de facon
a avoir une vue d'ensemble du probleme. Les sujets ayant présenté des cel-
-lules a caryotype normal ont été appelés "eudiploides"; ceux avec lignée a
46 chromosomes mais a caryotype anormal ont été désignés comme "pseudodiploides
Les patients avec une ou plusieurs lignées a nombre de chromosomes inférieur
a la normale ont été groupés comme étant "hypodiploides™, ceux avec une ou

plusieurs lignées cellulaires a nombre de chromosomes dépassant 46 ont été

placés dans la catégorie des "hyperdiploides".

TABLEAU  XII.
Nombre total hypodi- pseudodi- Eudi- hyperdi-
ploide ploide ploide ploide.
299 32 21 166 80
(100) (10,7) (7,1) (55,5) (26,7)

Classement de 299 cas de leucémie aiguie d'apres
les numérations et les caryotypes effectués. Les
chiffres entre parenthéses indiquent les pourcen-

tages.
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Pour constituer ce tableau les données des auteurs suivants ont été
retenues: BAIKIE et al. (1959); BAYREUTHER (I1960); NOWELL et alo (1960);
FORD et al. (1958); BAIKIE et al. (196l); BOUTON et al, (1961); COOPER et ab
(1961); HUNGEERFORD et al. (1961); JOHNOSTON (1961); KEMPet ab (1961);
KINLOUGH et al. (196l); TOUGH et al. (1961); BOTTURA et al, (1961); de
GROUCHY et al. (1962); HUNGERFORD et alo (1962); ROSS (1962); RUFFIE et al,
(1962); CAMPBELL et al» (1962); BERER (1963); BIEDLER (1963); BOTTURA et ab
(1963); ELVES et al. (1963); VINCENT et ab» (1963); WARKANY et al. (1963);
WEINSTEIN et al. (1963); BAIKIE et alb (1963); FORD et CLARKE (1963; THOMPSE
(1963); FEARSON et al. (1963); KIOSSOUGLOU et al, (196a); REISMAN et al. (1963;
PERGORARO et al. (1963); OSA2WRA et alt (1964); KOSSONO et al?(1964); LEWIS
et al. (1964); ADACHI et al. (1964); FITZGERALD et alo (1964); BOYD et al.
(1965); DOBZANSKA (1965); ILEERY (1965); RICCI (1965); ATKINS et GAULIAN
(1965); KIOSSOGLOU et al, (1965); SANDBERG (1966):(I'auteur reprend dans
cette publication tous ses résultats antérieurs obtenus en collaboration
avec ISHIHARA, KIKUCHI, YAMADA, SOFUNI, TAKAGI, GROSSWHITE et HAUSCHKA, que
nous n'avons pas mentionnés auparavant); PILERI et al» (1966)o Ces données

concernent tant des séries de malades que des patients isoléso
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Il en résulte a l'analyse du tableau ci-dessus, que 166 cas sur 299
soit environ 55,5 du total, ont un nombre de chromosomes normal et caryotype
ne montrant aucune aberration décelable» La proportion de 55,5" correspond tout a
fait aiuc chiffres proposés par SANDBERG (1966) et KIOSSOGLOU et al» (1965),
d'aprés leurs résultats personnels portant sur environ 130 malades (repris
dans le tableau XlD>» 11 s'agit de 2 séries homogenes, en ce sens que les mi-
-toses ont été examinées dans tous les cas par les memes observateurs et de la
méme facon» 11 apparait donc que la transformation d'une cellule nomale en
cellule leucémique ne doit pas nécessairement s'accompagner d'un changement
du caryotype»

Lorsqu'il y a une aneuploidie décelable par les techniques employées, la
tendance a l1'hyperploide semble plus fréquente» Les chromosomes en surnombre ne
présentent pas habituellement d'altération morphologique importante; c'est
pourquoi la non-disjonction répétée, ou la duplication sélective (LEJEUNE et al»
1966), est plus fréquemment évoquée comme cause des anomalies du caryotype des
cellules leucémiques que des processus plus compliqués tels que les délétions,
les translocations, les inversions, etc», qui donnent des images caractéristi-

-ques rarement observées dans les L»A»

SANDBERG et al» (1965) avaient cru pouvoir distinguer une tendance a
I'hypoploidie dans les leucémies myéloides aigués et une tendance a 1"hyper-
ploidie dans les leucémies lymphoides aigués» Une observation ultérieure
(SANDBERG et al», 1966) concernant des jumeau”izygotes n'a pas permis a ces
chercheurs de confirmer le schéma qu'ils avaient proposé» En effets chez ces
jumeaux, une leucémie myéloide aigué est apparue au méme age (7 mois), avec
les mémes caractéristiques cliniques» On peut penser que ces jumeaux ont été
soumis aux mémes facteurs environnants depuis le moment de la fécondation, et
que le ou les facteurs oncogenes ont été les mémes» Pourtant I'un des deux
fréres a présenté une lignée cellulaire leucémique a 45 chromosomes, alors que
I'autre montrait une lignée a 52 chromosomes» SANDBERG et al» en ont conclu
que chaque individu réagit a I'agent oncogéne suivant son génotype; et, déve-
-loppant cette idée, SANDBERG (1966) a proposé d'envisager les altérations

du caryotype dans les L»A» comme un "épiphénomeéne" sans signification spéci-
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-fication spécifique» Au moyen de notre série personnelle, nous tenterons

de veérifier I'exactitude de cette opinion.

Leucémies aigués et caryotypes anormaux; rOle de la différenciation tissu-
laire»

Les études chromosomiques effectuées au niveau des cellules leu-
-cémiques montrent des résultats différents de ceux obtenus par I'étude des
aberrations chromosomiques constitutionnelles effectuées chez des nouveau-
nés malforméSo Chez ces derniers, en effet, les aberrations sont presque
toujours de faible amplitude: trisomie de petits autosomes, délétions trées
limitées, ou bien remaniements plus complexes tels que translocations ou
chromosomes en anneau, impliguant cependant de petites altérations de la ba-
-lance génique» Les aberrations des chromosomes sexuels peuvent étre apparem-
-ment plus importantes (sujets a 2 ou 3 chromosomes X surnumeéraires), mais on
suppose (LYON, 196I1) que ces X surnuméraires sont inactivés en grande partie
sinon en totalité, ce qui expliquerait la tolérance de l'organisme a leur
égard. Les cellid.es leudémiques au contraire peuvent montrer des altérations
du caryotype extrémement importantes qQt qui ne sont jamais observées chez les
porteurs d'une aberration chromosomique constitutionnelle: gains de nombreinc
chromosomes, jusqu'a 20 et plus, ou pertes pouvant aller jusqu'a 6 chromoso-
-mes et plus» On peut légitimement se demander comment la cellule leucémique
peut supporter ime altération semblable de sa balance génique, alors que
I'embryon la tolére si mal.

Pour tenter de mieux comprendre cette différence entre tissu embryon-
-naire et tissu adulte, des recherches complémentaires a la simple analyse

morphologique s'imposent» Nous exposerons ci-dessous deiix points particuliers

ayant fait I'objet de travaiix personnels»

Mosaicisme et leucémies.

Tout organisme composé de 2 ou plusieurs lignées cellulaires dont
le génome n'est pas le méme est désigné sous le terme de mosaique. Le mosal-
-cisme peut étre di a un fonctionnement différent d'un méme génome de cellule
a cellule, ou bien a la présence de cellules dont le caryotype est différent:
ce deuxiéme aspect du mosaicisme intéressera plus spécialement le cytogénéti-

cien.
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Par définition, une mosaique ne peut exister qu'au niveau d'organis-
-mes, embryonnaires ou adultes, composés d'au moins 2 cellules» C'est pour
cela que lI'on situe l'origine des mosaiques aprés la fécondation. Un mo-
saicisme peut se former a tout moment aprés l'union du spermatozoide et
de lI'ovule: il sera d'autant plus localisé que son apparition aura été tar-
-dive au cours du développement. La présence d'une lignée-souche leucémi-
-que répond a la définition de la mosaique. Cette mosaique sera tres loca-
-lisée, comme le laissait prévoir le moment tardif de son installation.
Elle pourra se distinguer des cellules normales par un caryotype particu-
-lier, comme c'est le cas pour la leucémie myéloide chronique. On pourra
désigner ce mosaicisme comme "acquis", par opposition au mosaicisme

"constitutionnel”, qui apparait lors de la période embryonnaire.

Une facon de mieux comprendre le rdle des aberrations chromosomiques
dans I'évolution des L.A. serait de comparer le comportement d'une mosaique
constitutionnelle a celui d'ime mosaique leucémique acquise. Peu de re-
-cherches ont été effectuées de cette facon (BERGER, 1967), mais on peut
dire, d'une facon générale, que les lignées aneuploides leucémiques, re-
-présentant le mosaicisme acquis, envahissent progressivement tout l'orga-
-nisme jusqu'a la mort du patient. Au contraire, les mosaiques constitu-
-tionnelles semblent trés stables, les proportions de cellules a caryotype
différent étant pratiqguement les mémes lors d'analyses faites a plusieurs
mois ou plusieurs années d'intervalle, chez le méme individu porteur de
la mosaique. Ceci laisse supposer que le facteur déterminant lI'envahisse-
-ment de l'organisme par une lignée cellulaire plutdt qu'une autre ne deé-
-pend pas de la constitution chromosomique de ces cellules, mais bien du
fait que ces cellules sont devenues leucémiques. Nous présenterons plus

loin nos recherches dans ce domaines encore peu exploré.

La stabilité des mosaiques constitutionnelles n'est cependant pas
ime regle absolue: dans de rares cas, l'aberration chromosomique peut étre
instable par elle-méme (chromosome en anneau par exemple), et déterminer
au sein du méme organisme l'apparition de cellules a combinaisons chromo-
-somiques variées. LEJEUNE et al. (1966) ont décrit un cas a formule

46, XX, 18r présentant des cellules a 45 chromosomes sans anneau, a 46
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chromosomes avec | anneau et a 47 chromosomes avec 2 anneauxo GRIPENBERG
(1966) a également noté une instabilité caryotypique dans des cellules

d'un sujet porteur d'un chromosome 18 en anneauo Il nous a semblé que ce
genre d'anomalie offre un bon "systéme" de comparaison avec les cellules
leucémiques a caryotype instable, notamment en ce qui concerne I'évolution
clonaleo Aussi nous rapporterons des observations concernant des c)iromosomes
en anneau, avec une étude détaillée des diverses combinaisons chromosomiques

auxquelles elles ont donné lieu»

Anomalies de la mitose et leucémies aigués,

On sait depuis longtemps que les cellules cancéreuses présentent
de nombreuses anomalies mitotiques, se traduisant notamment par des mitoses
multipolaires qui peuvent étre la cause d'une mauvaise répartition des chro-
-mosomes de la cellule mére aux cellules filles, avec apparition de lignées
aneuploides» On peut également constater que la mitose précédant celle que
I'on observe ne s'est pas déroulée normalement: la synthése d'ADN a bien eu
lieu, mais sans division celliilaire>» Lors de la synthése du cycle suivant,
les chromosomes sont placés de facon spéciale, qui se traduit a la mitose par
I'apparition de cellules tétraploides dont les chromosomes dédoublés sont

cbte a cbte» On a appelé ces figui*es des endoréduplications (LEVAN,I939).

a)-Les endoréduplications; les premiéres endoréduplications ont été
décrites chez les animaux, au niveau de cellules tumorales de souris
(LEVAN, 1953)0 FRACCARO et al» (1960) ont observé des endoréduplica-
-tions dans une culture de fibrocytes d'une malade présentant un
syndrome de TURNER a"BO fb'iTriGlé é&é&jftiellé XO» BOTTURA et al» (1963) ont
remarqué de nombreuses endoréduplications chez un malade présentant une
leucémie aigué myéloblastiquei a la suite de ces auteurs, de nombreux
autres ont rapporté la présence d'endoréduplications au niveau de cel-
-lules meédullaires ou du sang périphérique de patients présentant une
forme de leucémie aigué&, myéloblastique ou autre (REISMAN et al.,1963;
HOUSTON et al»» 1963; HAMFEL, 1964)» Mais les endoréduplications ne

semblent pas spécifiques des leucémies aigués» On peut les rencontrer

chez le normal (VALDMANIS et MANN, 1964; FRACCARO et LINDSTEBI, 1964;
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CHAUDURI, 1965? BISHUN et MDRTON, 1965.), chez des porteurs d'aberrations
chromosomiques constitutionnelles ou chez des malformés congénita\ix sans
aberration chromosomique décelable (VALDAMIS et MANN, 1964; GARDNER et al.
1964; CHAVARRIA et al», 1964), chez des cancéreux ayant subi une irradia-
-tion totale de l'organisme (FRIEDMAN et alé, 1964), lors d'addition in
vitro de thyroxine (BISHUN et al., 1964), de mercaptoéthanol (SCHWARZACHER
et SCHNEDL, 1966), lors d'un traitement "anticancéreux" chez des malades
non-leucémiques (NASILETTI et al., 1965). 11 semble s'agir (Lancet, édito-
-rial, 1964) d'une anomalie mitotique aspécifique, pouvant se rencontrer
dans un grand nombre de conditions et n'étant spécifique d'aucune d'entr’

elles; elles paraissent toutefois plus fréquentes chez les leucémiques.

Nous avons comparé, dans le but de préciser la notion de spéci-
-ficité, la fréquence des endoréduplications observée dans notre labora-
-toire chez les leucémiques, et au niveau de cellules provenant de sujets
Nni leucémiques ni cancéreux, mais dont les cellules ont été cultivées
suivant 2 techniques différentes, l'une (culture de lymphocytes) impli-
-quant un séjour in vitro ne dépassant pas 4 jours, l'autre (culture de
fibrocytes) impliquant un séjour in vitro beaucoup plus long (de 4 a 8

semaines),

b)-"Disjonction" anaphasique et aneuploidies; comme nous l'avons signalé, la
disjonction mitotique est le facteur le plus habituellement mis en cause
pour expliquer l'apparition d'aneuploidies sans remaniements complexes,
comme celles observées dans la plupart des leucémies aigués. La "disjonc-
-tion" de chromosomes a l'anaphase mérite d'étre explorée pour mieiix com-
-prendre la "non-disjonction”. 11 s'agit d'un phénoméne dynamique, d'un
mouvement difficile a suivre au moyen des techniques habituelles qui
fixent les cellules et par conséquent "arrétent" tout mouvement. Dans
un cas d'érythroleucémie chez un enfant de 6 ans, nous avons cependant pu
reconstituer les diverses phases de l'ascension des chromosomes vers les
pobles (KOULISCHER, 1966), ce qui nous a permis de proposer une explication
que nous reprendrons ici et qui sera comparée a certaines observations

effectuées depuis lors par d'autres chercheurs, qui semblent confirmer les

nétres. Par ces résultats, l'ascension des chromatides vers les pobles sera
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rattachée a la période de synthése S de I'ADN, qui s'est produite quel-

ques heures plus tot.

11 _-OBSERVATIONS CYTOGENETIQUES CONCERNANT LES LEUCEMIES AIGUES.

Nous rapporterons ci-dessous nos observations concernant d'une part les chromo-

-somes d'une série de 24 patients atteints de leucémie aigué&, d'autre part les reé-

-sultats de recherches expérimentales effectuées dans le but d'étudier la spéci-

-ficité et l'origine possible des aberrations chromosomiques observées chez ces

patients.

1.-Matériel.

Le matériel sera exposé en fonction de lI'objet de la recherche entre-

prise.

A.

ChTOmosomes de patients atteints de leucémie aigué.

Les chromosomes de cellules sanguines de 24 patients présentant
une leucémie ont été examinés. Le diagnostic de L.A. fut posé d'a-
-pres le médullogramme effectué a lI'aide d'une partie du prélevement
destiné a l'analyse cytogénétique. L'état clinique au moment de
I'analyse et I'évolution de la maladie chez ces patients feront |I'ob-
-jet de coimmmications séparées, effectuées en collaboration avec le!
cliniciens nous ayant confié l'analyse des chromosomes de leurs mala-
-des. L'dge des patients varie de | a 73 ans; 7 d'entr'e\ix avaient
moins de 15 ans, 17 avaient 15 ans et plus. En général, les malades
étudiés étaient en crise aigué débutante et non-traitée. Ceux pour
qui ce N'était pas le cas feront I'objet de brefs commentaires lors
I'exposé des résultats. Chez 2 sujets, lI'examen des chromosomes a pu
étre répété au cours de la maladie, dans un cas a 2 mois d'intervalle
dans lI'autre a 8 mois. Chez un patient, une analyse simultanée des
chromosomes de la moelle osseuse et du sang périphérique a été effeci
Dans tous les autres cas, une seule analyse a été possible.
Etude des anomalies de la mitose.
Deux aspects ont été envisagés:
a)- Disjonctions des chromatides; une tentative de reconstitution

de l'ordre d'ascension des chromosomes vers les pbles a lI'ana-

-phase a été réalisée a partir de l'analyse détaillée de la
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moelle osseuse d‘un enfant de 6 ans présentant une érythroleucémie et
traité par le metothrexate» L'interprétation des images a été facili-
-tée d'ime part par I'examen de 10000 mitoses provenant de 10 cultures
de lymphocytes de sujets sains, fixées sans addition de colchicine
préalable et sans traitement hypotonique, d'autre part par l'analyse

autoradiographique de 150 mitoses de 5 sujets normaux»

b)-Endoréduplications; les endoréduplications ont été repérées dans tou-

-tes les analyses de sujets leucémiques (moelle et sang), chez 116
sujets dont les fibrocytes ont été cultivés et chez 108 individus nor-
-maux chez qui une analyse de sang a été faite» On a pu de la sorte
comparer la fréquence des endoréduplications au niveau des cellules
leucémiques et non-leucémiques et, pour ces derniéeres, préciser le
réle de la longueur du séjour in vitro (hors du contréle de l'organis-

-me)e

C, Etude de la stabilité des mosaiques constitutionnelles»

a)

b)

Deiox types de mosaiques ont été étudiés:

-Mosaiques par non-disjonction; 3 patients ont fait I'objet de cette
recherche qui nous permettra de comparer le comportement d'une mosaique
constitutionnelle a celui d'iine mosaique leucémique. L'im présentait
une mosaique 46,XY/47,XI 18+ (KULAKCMSKI et al»,1966); 5 analyses
chromosomiques ont été effectuées en l'espace de 3 ans de facon a étu-
-dier le comportement et la compétition éventuelle des 2 lignées in
vivo» Deux autres pstients présentaient une mosaique 46,XX/47,XX 21+,
Chez I'-un, 2 numérations a partir de cultures de lymphocytes ont été
effectuées a | an d'intervalle (PETIT, 1967), chez lI'autre une culture
de fibrocytes a été maintenue en vie 4 mois in vitro; 12 "passages"
ont eu lieu, des numérations chromosomiques étant faites lors de chaqu(

passage»

-Mosaiques chez des porteurs d'un chromosome en anneau; l'instabilitée

de la garniture chromosomique due a me anomalie morphologique parti-

-culieére d'un des autosomes a été étudiée chez 3 sujets porteurs d'm
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chromosome en anneau» L.’un présentait un chromosome 18 en anneau (I8r
suivant la nomenclature de Chicagoj, PETIT et PONCELET, 1967)5 HI’autre
montrait chromosome du groupe D en anneau (Dr) et le troisieme \an
chromosome en anneau du groupe G (Gr)» Au moins 50 mitoses provenant
de cultures de lymphocytes ont été examinées dans chaque cas, dans le
but de mettre en évidence les mitoses s’écartant du nombre modal qui
était de 46, et de noter le rble du chromosome en anneau dans l'appari-

-tion de ces aneuploldies»

2. Reésultats,

Les résultats seront exposés en 3 parties;

A. Chromosomes des leucémies aigués»

Chez 19 patients différents, numérotés de 32 a 50 (Tableau XIII),
22 analyses cytogénétigues de moelle osseuse ont été pratiquées suivant
les méthodes exposées au chapitre |, Le squash a été utilisé | fois
(cas 32), I’incubation a court terme 21 fois» Cing analyses a partir
de sang périphérique (avec phytohémagglutinine) ont été effectuées chez
5 patients différents nmérotés de 51 a 55 (Tableau XIV), Chez une
patiente (n° 55), des numérations ont été faites aprées 48 et 72 heures

de séjour in vitrob chez les autres, les chromosomes ont été examinés

aprés 72 heures de culture»

Nous suivrons, pour 0I’exposé des résiiltats, le méme schéma

que celui qui a été adopté pour les leucémies myéloides chroniques
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TABLEAU XIII.

Date ana- Seke Age Techn. Numérations chromosomiques
lyse 43 44 45 46 47 48 49 50 Total
21-6-63 M 67 SQ - - 3 5 6 3 2 2 21
1-1-65 P 74 IM | - - 929 - - _ _ 30
15-3-65 t " " - - - 30 9 I - - 40
11-5-65 M 8 IM - - I 49 - - - - 50
22-4-65 M 4 IM - - 2 48 - - - - 50
1 -6-65 M 6 IM 1 | I 46 - - - - 49
14-6-65 M 10 IM - - 2 37 [ - - - 40
8-9-65 P 53 IM - - - 8 - - - - 8
15-9-65 M 15 IM 1 - 2 45 1 1 - - 50
28-9-65 M 37 M - - - - 2 22 2 1 27
10-1-66 P 53 IM - - - 1 32 [ - 2 36
30—6—66 M 43 IM - - - 2 2 [ 1 34 40
15-9-66 P 3 IM - - - 6 I - - - 7
15-9-66 M 61 IM - | 3 41 4 - - - 49
23-9-66 P 43 IM - - - 7 2 [ - - 10
8-11-66 M 6 IM - - - 9 - - - 9
20-2-67 M 52 IM 3 2 8 | - - - - 14
3-6-66 P 56 IM - I 14 33 2 - - - 50
6-7-66 L " - 1 20 27 2 - - - 50
9-1-67 " g g -l 9 3 I - - - 50
20-2-67 M 68 IM - - 2 17 | - 20
16—11-67 M 21 M tétraploidie (voir texte)

TOTAUX 6 7 67 480 66 30 5 39 700

Numeérations effectuées sur des mitoses provenant de la moelle osseuse

de patients présentant Tine forme de leucémie aigué.

ABréviationsi Teohn.«technique utilisée
SQi squash I.14. i incubation de moelle osseuse a court
terme.
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a)- Résultats globaiiXo Roble des techniques utiliséeso

Nous avions déja noté” lors de |I*exposé de nos résultats concer-
-nant les leucémies myéloides chroniques, qu'un séjour bref de la
moelle osseuse in vitro ne semblait pas favoriser la croissance des
cellules a caryotype, normale Nous pouvons confirmer ce point de vue
en ce qui concerne les cellules de sujets présentant une leucémie
aiguéo En effet, les cas 40,41 et 42 ont montré la présence d'une
seule lignée, qui était aneuploide; la proportion de cellules a 46
chromosomes était respectivement de 1 2,8" et 5, chiffres qui ne
correspondent pas a une sélection en leur faveur» Le cas n° 46 a
montré exclusivement des mitoses a nombre de chromosomes tétraploide>»
Deux cas ont montré la présence de 2 lignées celliilaires, l'une a
46 chromosomes avec caryotype normal, l'autre a 47 chromosomes (cas
n° 33) ou 45 chromosomes (cas n® 49)« Ce sont les 2 cas pour lesquels
plusieurs analyses ont été effectuées, toujours par la méme technique»
En ce qui concerne le cas 33, une premiére analyse n'a pas permis
d'observer de lignée aneuploide; une 2éme analyse, faite 2 mois plus
tard, a montré l'apparition d'une lignée a 47 chromosomes» La techni-
que ayant été la méme, nous pensons que lors de la premiere analyse so
les cellules a 47 chromosomes étaient en trés petit nombre, soit elles
n'existaient pas» En ce qui concerne le cas n® 49, la diminution pro-
-gressive du nombre de cellules aneuploides correspondait a une amé-
-lioration de I'état général suite au traitement efficace plutdt qu'a

une sélection in vitro en faveur des cellules a 46 chromosomes»

11 apparait plus intéressant de comparer les résultats ob-
-tenus suivant que B'on ait utilisé les cellules de la moelle osseuse
ou du sang périphérique» Par la premiere technique (Tableau XV),
68,5 des mitoses examinées avaient le nombre normal de 46 chromosomes
11,5~ étaient hypodiploides et 20" étaient hyperdiploides» Par la
2éme technique, 93,4 des mitoses étaient normales, 3,5" étaient hypo-
-diploides et 3,1 hyperdiploides» Du point de vue statistique, une

comparaison entre les numeérations de la moelle normale et de la moelle
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leucémique au moygn de test de chi2 (avec 2d.l.) montre, comme on
pouvait s'y attendre, que les différences observées sont hautement sigi
-ficatives (p<0,001), Le méme test effectué entre les numérations de
sang normal et de sang de sujets leucémiques, n'est pas significatif.
Ces résultats montrent bien que I'étude des chromosomes des leucémies
doit se faire, pour en augmenter la signification, sur des cellules
de la moelle osseuse,
b)- Etude des caryotypes obtenus a partir de cellules médullaires.

Chez les patients dont la moelle osseuse a pu étre étudiée, cer-

-tains montraient un caryotype normal et d'autre la présence d'aneu-

-ploidies.

-Patients a caryotype normal; 12 analyses sur 22, soit 5k,5%,

ont montré la présence de cellules a 46 chromosomes dont le
caryotype était normal. Nous avons pu cependant observer un
certain nombre d'anomalies telles que cassures chromatidiennes
ou chromosomiques, fragments acentriques et une fois un chro-
-mosome en anneau. Ces anomalies toutefois sont dites "aspécl-
-fiques" parce qu'elles peuvent se rencontrer chez des sujets
normaux. Le cas n° 44 a retenu notre attention. Le nombre de
cellules aneuploides est assez élevé (I67). Deiix caryotypes de c«
-lules a 47 chromosomes ont montré la présence d'un chromosome
du groupe G surnumeéraire; il ne nous est cependant pas possible,
vu le petit nombre de ces mitoses anormales a 47 chromosomes, de
décider s'il s'agit d'une lignée aneuploide ou d'accidents dus
a la technique. C'est pourquoi, nous l'avons inclus dans la sé-
-rie des patients a caryotype normal. Les mitoses a 45 chromoso-
-mes montraient chaque fois l'absence d'un chromosome différent,
ce qui évoque plus l'artefact que la lignée hypoploide. La pre-
-miere analyse du cas n®33 (leucémie a monocytes chez une femme
de 74 ans non traitée au moment de l'examen cytogénétique) éetait

entiéerement normale. Deux mois plus tard, aprés un traitement peu
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effioace a la Prednisolone, me lignée aneuploide (conmentée Ei-

dessous) est apparue.

-Patients a caryotype anormal; 10 analyses effectuées chez 8 patients
différents ont montré la présence de lignées aneuploidés. 1l con-
-vient de préciser que nous avons admis la présence d'me lignée
lorsque 3 caryotypes au moins de cellules a méme nombre anormal de

chromosomes étaient identiques. Ces analyses étaient les suivantes:

cas n° 32; leucémie aigué a monocytes chez un homme de 67 ans, qui
Nn'‘a jamais été traité auparavant. L'analyse cytogénétique
fut effectuée par la technique du squash, et montra m
grand nombre de mitoses avec nombre de chromosomes diffe-
-rents. Les cellules a 46 chromosomes avaient un caryotype
normal. Trois caryotypes de cellules a 47 chromosomes ont
montré ion G surnuméraire; 2 autres caryotypes de cellules
a 47 chromosomes ont montré un D surnumeéraire; un caryo-
-type d'une cellule a 45 chromosomes a montré l'absence
d'un autosome du groupe A. D'aprés les critéres que nous
avons utilisés, il semble bien exister une lignée a 47

chromosomes 47,XY, G+ mais toutes les cellules a 47 chro-

-mosomes ne présentent pas ce caryotype.

cas n° 33;(2éme analyse): patiente de 74 ans, présentant une leucémie
aigué a monocytes depuis 6 mois et recevant un traitement
a base de Prednisolone depuis 3 mois. La premiére analyse
s'était révélée normale du point de vue cytogénétique. Lors
de la 2éme analyse, on voit apparaitre ime lignée a 47

chromosomes avec un chromosome du groupe G surnumeéraire.

cas n° 40; leucémie myéloblastique aigué chez un homme de 37 ans; ce
patient aurait été traité au 32P pour une maladie de Vaquez

mais nous n'avons pu obtenir plus de précisions concernant
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son passé pathologique» Au moment de l'analyse cytogénétique, il
ne recevait aucun traitement» La majorité des mitoses examinées
montraient 2 chromosomes surnuméraires du groupe C» Tous les au-
-tres chromosomes avaient leur morphologie habituelle (notamment les

chromosomes du groupe G)» (fig» 6b)»

cas n°4ltleucémie aigué de type lymphoblastique chez une femme de 53 ans
ayant subi un traitement radiothérapique a la suite d'un cancer
du sein» On note dans ses cellules la présence d'une lignée a

47 chromosomes, avec un chromosome E surnuméraires

cas n°42;leucémie aigué lymphoblastique chez un homme de 43 ans» On note
la présence prédominante d'une lignée a 50 chromosomes avec des
surnuméraires dans les groupes B,E,F et G» 1l convient de souli-
-gner que ces chromosomes en surnombre ont une morphologie iden-
-tique aiox chromosomes "normaux"; c'est d'ailleurs pourquoi nous

les appelons "surnuméraires"”, (fig. 60)

cas n°47;patient de 52 ans présentant une leucémie aigué a cellviles souches»
Quatorze mitoses seulement ont pu étre retenues pour l'analyse
des chromosomes» Huit avaient 45 chromosomes; les caryotypes ont
permis de montrer I'absence d'un chromosome du groupe G» Au nNni-
-veau des cellules a 44 et 43 chromosomes, les caryotypes n‘ont
montré aucune anomalie constante nous permettant d'affirmer lI'exis-
-tence de lignées aneuploides; elles peuvent étre la résultante

d'artefacts dis a la technique»

cas Nn°49; leucémie aigué a promyélocytes chez un patient de 56 ans, traité
avant la premiére analyse par la Prednisolone» Ce traitement a
été poursuivi par la suite. La premiéere analyse a montré l'exis-
-tence d'une lignée hypodiploide a 45 chromosomes. Les caryotypes
effectués ont permis de noter lI'absence d'un chromosome du groupe

E (fig» 6d). Les deux analyses suivantes ont montré la persistance
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de cette lignée a 45 chromosomeso Le nombre de mitoses hypoploides
cependant a diminué progressivement; 40" lors de la premiére ana-
-luse, 28% lors de la deuxieme analyse, 18% lors de la troisiéeéme
analyse» Parallélement, I'état clinique du patient évoluait favora-
-blement. Le décés est survenu 2 mois aprés la derniere analyse
cytogénétique, sans que l'on puisse l'attribuer a une aggravation

de son état leucémique (DRUEZ, 1967?)»

cas n° 50; leucémie aigué lymphoblastique chez un patient de 21 ans non trai-
-téo Toutes les mitoses sont tétraploides» Le grand nombre de
chromosomes est la cause de multiples superpositions. Nous n'‘avons
pu dénombrer de fagcon exacte chaque mitose» Nous pouvons cependant
affirmer que le nombre de chromosomes se situait chaque fois entre
85 et 950 Six mitoses "favorables” nous ont montré la présence de
92 chromosomes dans des cellules téraploides» Chaque chromosome est

présent 4 fois, comme I'ont montré les caryotypes.fig» 7)

é. Etude des caryotypes obtenus a partir de cultures de sang périphérique.

Toutes les analyses effectuées (Tableau XIV) se sont révélées normales»
Pour la malade n® 51, jeime femme de 34 ans présentant me leucémie a cellules
souches non traitée, nous avons examiné les mitoses aprés 48 et 72 heures de
séjour in vitro. Le nombre modal fut de 46 dans les 2 cas, et les caryotypes
furent normaux» Mais le nombre de cellules aneuploides, ou présentant des ano-
-malies du type radioinduit (cassures, fragments acentriques, etc») est plus
grand aprées 48 heures» On sait que les premiéres mitoses de sang périphérique
stimulé in vitro par la phytohémagglutinine apparaissent aprés une incubation
de 40 heures environ (MacKINNEI et al», 1962)» On peut penser qu'aprés 48 heures
nous avons observé les cellules effectuant leur premiére division, alors qu'a-
-prés 72 heures nous avons observé des cellules effectuant une 2éme division in
vitro. Il est possible que les cellules présentant une anomalie chromosomique
Nn'‘ont pu mener leur premiére division a bien, et que seules les cellules "nor-

-males” ont pu effectuer une 2eéme division et &tre observées.

d. Différenciation cytogénétique de 2 types de leucémie aigué»
Comme pour la phase dite de '"crise blastique" de la leucémie myéloide

chronique, nous avons distingué pour nos analyses de moelle osseuse de leucémie
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aigué, indépendamment de toute considération clinique, celles dont le nom-
-bre modal était normal et celles montrant une lignée aneuploideo Les pre-
-miéres ont 92,9% de cellules a 46 chromosomes (373 mitoses provenant de

12 analyses effectuées chez des sujets différents), les secondes k2,2% de
cellules a 46 chromosomes, 39% de cellules hyperdiploides et 18,8" de mitoses
hypodiploides (numération de 337 mitoses provenant de 10 analyses effectuées
chez 8 patients différents)» Ces données sont portées au Tableau XVI» Si I'on
compare les numérations de la moelle normale et celles de Cellules médullaires
provenant de sujets leucémiques mais dont la numération et les caryotypes
étaient nomaux par le test de chi2, on constate que les différences ne sont
pas significatives (p=0,I180; 0,70>p=>0,50)» En d'autres termes, plus de la
moitié de nos analyses de moelle osseuse de sujets leucémiques ne se distin-

-guent pas de nos témoins normaux.

TABLEAU XIV
Date ana- Sexe Age Numeérations chromosomiques. Total
lyse 44 45 46 47 48 49 50

15-10-63 F 65 1 3 44 2 - > 50
18- 9-64 M 26 - - 36 2 | | - 40
7- 9-64 M I [ 1 36 1 - I 40
I1- 5-65 M 8 - 1 49 - “ - - 50
I- 2-66 F 34 - 2 43 5 — - 50
1 1 1 - I 48 I - o - 50
TOTAUX 2 8 256 10 2 | 1 280

Numérations effectuées sur des mitoses provenant de cultures de
sang péirlphérique stimulé par la phytohémagglutinine de malades
atteints d'une forme de leucémie aigué (la premiére numération
du cas n“ 55 a été faite aprés 48 heures de séjour in vitro.

la seconde aprés 72 heures).
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TABLEAU  XV.

Numérations chromosomiques.
43 44 45 46 47" 48 49 50 Totaux
6 7 67 480 66 30 5 39 700
(0,9) (1,0)(9,6) (68,5) (9.4) (4,2) (0,7) (5.7) (100)
- 2 8 256 4 2 1 | 280
(0,7) (2.8) (93.4) (1.,4) (0,8) (0,4) (0,4) (100)
Comparaison entre les numérations effectuées a partir de
la moelle osseuse et de sang périphérique. Les chiffres
entre parenthéses indiquent les pourcentages.
TABLEAU XVI.
Nombre d'ana- Numérations Chromosomique s.
-lyses 43 44 45 46 47 48 49 50 Total
12 3 2 13 342 10 2 - 373
(0,9 (0,6) (3,6) (92,1) (2,9 (0,6) (100)
9 3 5 54 137 56, 28 5 39 337
(0,9 (1,5 (@16,4) “42,2) (17,2) (8,8) €1.2)(1,8) (100)

Comparaison entre les analyses ayant montré une mmeéra-
-tion normale (euploide) et celles ayant mis en évidence
la présence d'une lignée aneuploide (aneuploide). Les

chiffres entre parenthéses indiquent les pourcentages.
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B, Etude des anomalies de la mitose.
Nous envisagerons successivement la genése possible des non-disjonctions

puis l'apparition des endoréduplécations dans nos cultures.

a)-Dis,jonction des chromosomes a 0N'anaphasej le cas n® 34 a présenté
une série d'anomalies particuliéres au niveau des cellules de la
moelle osseuse, incubée 10 heures in vitro suivant notre technique
habituelle. Certaines mitoses montraient un allongement de la région
centrométique de certains chromosomes. De plus, au lieu de se rejoin-
Tdre en cet endroit, les chromatides au contraire étaient écartées
l'une de l'autre, alors que les zones télomériques étaient toujours
unies. Une analyse détaillée de 23 mitoses montrant cet aspect particu-
-lier "en losange" nous a permis de constater un synchronisme entre
chromosomes homologues. Nous avons rapporté cette observation
(KOULISCHER, 1966) et nous n'en rappellerons ici que les points prin-

-cipaux (fig. 8).

Une étude préliminaire sur des mitoses provenant de
sujets normaijx, dont les lymphocytes stimulés par la phytohémaggluti-
-nine n'avaient été traités ni par la colchicine ni en milieu hypo-
-tonique (de facon a conserver intacte la disposition des chromoso-
-mes au cours de la division cellulaire), nous avait permis de noter
la présence d'images "en losange", fort semblables a celles que nous
avons observées par la suite dans notre cas n® 34» Des chromatides
de certains chromosomes, au lieu de se rejoindre au niveau du centro-
-meére, étaient séparés a cet endroit. Nous avons interprété ces ima-
-ges comme représentant le tout premier stade de l'anaphase: les
chromatides, fixées par le centromére sur le fuseau, commencaient leur
ascension vers les po6les. Pour employer un terme souvent utilisé en
cytogénétique, il s'agissait du début de la disjonction des chromatides

mitotiques.

Si I'on transpose cette observation dans le cas de notre

enfant leucémique, c'est-a-dire que si I'oOn suppose que les images
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montrant des chromatides séparées au niveau du centromeére représen-
-tent le début de l'anaphase, une remarque s'impose immédiatement;
I'ascension vers les pbles se fait de facon asynchrone=. La reconsti-
-tution des caryotypes permettrait dés lors d'étudier I'ordre d'ascen-
sion anaphasique des chromosomeso Cet "ordre" a été reconstituée de la
facon suivante: nous avons observé que, si dans une mitosej 2 chromo-
-somes seulement montraient une image en losange, il s'agissait toujours
des 2 chromosomes de la paire n° I7<> Si 4 chromosomes montraient cette
image caractéristique, le caryotype permettait d'identifier, outre les
chromosomes de la paire 17, ceux de la paire 50 Lorsque 6 chromosomes
commencgaient leur ascension vers les podles, les paires 17 et 5 étaient
toujours intéressées, ainsi qu'une nouvelle paire, la paire n° 2» Cha-
-que image en losange supplémentaire était due a un chromosome qui ve-
-nait s'ajouter a ce\nc qui l'avaient précédé, ce qui évoque une idée
de continuité et d'ordre rigoureux» En outre, la synchronisation des
mouvements des deux chromosomes d'une méme paire était telle que pour
la premiére fois nous avons pu classer les chromosomes en adoptant la

numeérotation de Denver par paires et non celle de Chicago par groupes

(fig. 8)

L'analyse de 23 mitoses nous a permis de constater que les
chromosomes de la paire n® 17 étaient ceux qui présentaient le plus
souvent une "image en losange" au niveau de la zbne centromérique, sui-
-Vvis successivement par ceux des paires 5,2,13,6,11, 8,3,10,12,19,20,22,
4, puis toutes les autres paires d'autosomes» Les chromosomes sexuels
X et Y n'ont jamais montré d'image en losange» Cet asynchronisme dans
I'ordre d'ascension des chromosomes vers les pobles nous en rappelle un
autre: celui de la fin de synthése d'ADN telle qu'on peut I'étudier par
autoradiographies aprés incorporation de thymidine tritiée>» Les paires
montrant les premiéres des images de dissociation centromérique sont

également celles qui terminent le plus tot leur synthése d'ADN»

La relation possible entre la syntheése d'ADN, la disjonction def
chromatides et la genése de certaines aneuploidies observées dans les

leucémies aigués sera développée dans la discussion»
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b, Endoréduplication.
Nous avons recherché la signification des endoréduplications

dans notre matériel de 3 facons différentes:

-nombre d'endoréduplications par la méthode du choix; nous
avons relevé la présence d'endoréduplicatiens lorsque nous faisions
nos analyses de routine, c'est-a-dire lorsque nous repérions les
"belles” mitoses pour en faire lI'analyse chromosomique deétaillée a
I'aide de caryotypes. Nous voyons d'emblée que le nombre d’endoreé-
-duplications est trés faible pour les cultures de lymphocytes de
sujets non leucémiques et pour les analyses de moelle osseuse de
sujets leucémiques, alors qu'il est plus élevé pour les cultures

de fibrocytes, qui séjournent plus longtemps in vitro - (Tableau XVII).

TABLEAU XVin..

Cellules Nombre Nombre de Nombre de Nombre
de cas cas avec end. mitoses d'endo
LySiphocytpe™ ' 1000 10 43.940 10
Fibrocytes 16 29 2.914 36
Gel. médull. 64 | 2.434 |

Nombre d'endoréduplications rencontrées
dans 3 types de cultures différents (par
la méthode du choix).
Abréviations; end: endoréduplications
Gel. médull.: cellules de moelle

osseuse leucémique.
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-Nombre d'endoréduplications par une méthode aystématique; nous

avons recherché la fréquence des endoréduplications en abandonnant

la méthode du choix. Nous avons repris les lames des 10 cultures de
sang périphérique nous ayant montré des endoréduplications lors de
I'analyse par la méthode du choix. Nous avons examiné en outre

les lames provenant de 10 sujets dont le diagnostic clinique était

le méme que celui des cas avec endoréduplications; 3 normaux,2 tri-
-somies 21, | syndrome de Klinefelter XXY, 2 délétions des bras
courts d'iin chromosome 5 et 2 sujets atteints de sclérose en plaques.
Nous avbha enfin examiné les lames de cultures de sang périphérique
de 5 sujets présentant vine forme de leucémie aigué et de 5 sujets
non-leucémiques dont les leucocytes avaient été au contact de la
colcémide (I microgramme par ml de milieu) toute la durée de la cul-
-ture, soit 72 heures. Nous avons observé sans choisir les 1000
premiéres mitoses ou, s'il n'y avait pas 1000 mitoses sur la lame,
toutes les mitoses présentes et nous avons noté le nombre d'endoré-
-duplications (Tableau XVIII). Nous n'avons trouvé de cette facon aucun
endoréduplication dans les cultures de sujets leucémiques ou dans cel-
-les de patients n'ayant pas montré d'endoréduplications lors de
1'analyse par la méthode du choix. Dans les cultures effectuées au
contact de la colcémide 72 heures, un seul cas a montré 12 endorédu-
-plications pour mille mitoses comptées. Il s'agissait d'un enfant
agé de 10 jours, porteur d'une trisomie 21 présentant ime malforma-
-tion cardiaque et décédé 2 semaines plus tard; aucune culture sans
colcémide n'a pu étre effectuée chez ce patient. L'absence d'endoré-
-duplications dans les autres ciiltures de cette série ne permet ce-
-pendant pas d'affirmer que la colcémide soit responsable directement
des endoréduplications observées chez ce trisomique 21,

Chez les patients ayant montré une endoréduplication lors
de l'analyse par la méthode du choix, d'autres endoréduplications ont
été mises en évidence. Ces résultats montrent: que la méthode du
choix est suffisante pour repérer les endoréduplications; que, dans

notre série, et contrairement a d'autres, les leucémiques ne montrent
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pas plus d'endoréduplications que les sujets non leucémiques d'une
série témoin et, enfin, qu'une série témoin identique par le diagnostic
clinique a \ine série ayant permis d'observer des endoréduplications

ne montre pas ces images mitotiques particuliéres, ce qui suggere que
les endoréduplications ne semblent pas caractéristiques d'un syndrome

déterminé.

TABLEAU  XVIII.

Diagnostic Nombre de Nombre de Nombre d'E

cas mitoses
Cas "E+" 10 6593 20
Cas "témoins" 10 9330 0
Leucémies 5 3565 0

Nombres d'endoréduplications dans des cultures de

sang périphérique provenant de 10 cas avec une endo-
-réduplication mise en évidence lors de l'analyse par
la méthode du "choix", de 10 cas "témoins" dont le
diagnostic clinique était le méme que celui des cas
avec endoréduplications, mais ou aucune de ces figures
mitotiques particulieres n'avait été mise en évidence
lors de l'analyse par la méthode du choix, et de 5
cas leucémiques dont le sang périphérique a été mis en

culture.
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-nombre d'endoréduplications en fonction de la durée du sé.jour

in vitro; une différence nous est apparue a la lecture de nos re-
-sultats suivant la méthode du choix. Les cultures de fibrocytes

en effet présentaient un nombre d’endoréduplications trente fois plus
élevé que les cultures de sang. On sait que les cultures de fibrocy-
-tes impliquent un séjour in vitro plus long que celui requis pour
les cultures de sang périphérique et les incubations de moelle os-
-seuse. Elles impliquent aussi un nombre de divisions cellulaires
hors du contrbéle de lI'organisme, et par ce point précis se rappro-
-chent des divisions des cellules leucémiques, qui semble s'effec-
-tuer également en dehors du contr6le habituel de ijorganisme. Nous
avons étudié le rble de la durée du séjour in vitro de la facon
suivante: nous avons choisi 20 cultures de fibrocytes provenant de 20
cas différents. Les cellules de tous ces cas ont été maintenues

in vitro au moins 2 mois. Nous avons compté le nombre d"endorédupli-

-cations pour les mémes cultures aprés la premiére transplantation

TABLEAU XIX.
Séjour in vitro N° mitoses n° endoréduplications.
Moins de 4 semaines 2114 10
Plus de 4 semaines 2197 13

Nombre d'endoréduplications aprés im séjour in vitro
de moins de 4 semaines et de plus de 4 semaines de

fibrocytes provenant de 20 cas différents.

(moins de 4 semaines jn vitro) et apres la 4éme transplantation
(plus de 4 semaines iNn vitro, et au moins 2 semaines de plus que
la premiére analyse). Les résultats (Tableau XIX) ont été comparés

entre eiix au moyen du test de chiz; avec Id.l. ,p=0,I180 ce qui
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n'‘est pas significatif (0,70=p=0,50)» Nous ne pouvons pas attribuer de cause
précise au nombre élevé d'endoréduplications observé dans les cultures de
fibrocytes mais nous pouvons préciser que si la durée du séjour in vitro est
prolongée, le nombre d'endoréduplications n‘augmente pas de facon significati-

-ve.

C« Etude de la stabilité des mosaiques constitutionnelles»
Nous avons étudié 2 types de mosaicismes,
a)- Mosaiques par non disjonction chromosomique.
Trois sujets différents porteurs de mosaiques constitutionnelles par

non disjonction ont été étudiés de la facon suivante:
-sujet 46,XY/47,XI 18+: 5 cultures de lymphocytes du sang périphérique
ont été effectuées entre le I18-11-63 et le 3-3-66. Les résultats sont
portés au tableau XX. La proportion de celliiLes trisomiques 18 a oscille

entre 18 et 267", celui des cellules nomales entre 65 et 80.

TABLEAU XX.
Date de l'analyse Numérations chromosomiques.
.-
44 45 46 on Total.
18-11-63 — — 40 10 50
(80) (20) (100)
24-1-64 - 15 5 20
(75) (25) (100)
13-10-64 I 2 25 10 38
3 (6) (65) (26) (100)
2-4-65 — | 55 13 69
3) (79) (18) (100)
3-3-66 L 4 33 13 50
(8) (66) (26) (100)

Nmeérations chromosomiques effectuées a divers intervalles réguliers sur
cultures de sang périphérique d'un sujet porteur d'une mosaique constitutionnel-

-le 46,XY/47"Xy 18+. Les chiffres entre parenthéses indiquent les pourcentages.
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-su.jet 46.XX/47*XX 21+. 2 cultures de lymphocytes a Il moins d'intervalle ont
montré des mmiérations chromosomiques presqu'identiques: lors de la premiére
on a noté 80" de cellules nomales et 20" de cellules trisomiques, lors de la

seconde 77% de cellules normales et 22% de celliiles trisomiques (PETIT, 1967).

- su.jet 46.XX/47.XX 2I-»~t me culture de fibrocytes a été entreprise chez cette pa-
-tiente et a été maintenue in vitro pendant 25 semaines* Douze passages ont eu lieu
et des lames ont été préparées pour l'analyse cytogénétique aprés chaque passage.
Les numérations effectuées sont portées au Tableau XXI. On remarque que progres-
-sivement les cellules trisomiques 21 ont disparu: me sélection en faveur des
cellules normales a 46 chromosomes s'est effectuée. Aprés la 12éme transplantation,
le fragment n'a plus présenté de croissance et la culture a été abandonnée. Dans

ce cas, on constate me sélection en faveur des cellules normales* Celle-ci ce-

-pendant n'est manifeste qu'aprés 8 semaines de séjour in vitro.

TABLEAU XXI.
Date de N'analyse Numérations chromosomiques.
TRF BEER

44 45 o) 47 4B 49 Total
3-11-63 I | I 25 5 33
5- 1-64 2 10 22 - - 34
19- 4-64 2 - 15 7 - - 24
26- 4-64 - 3 34 18 - - 55
2- 5-64 2 4 33 4 I - 44
12- 5-64 — 12 — - 12

Numérations chromosomiques effectuées dans des cultures de
fibrocytes provenant du méme fragment de tissu, chez m

sujet 46,XX/47,XX 2I+.
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b)- Mosaiques chez des su.jets porteurs d'un chromosome en anneau.

Trois sujets porteurs de chromosomes en anneau ont été étudiés.
Chez deiix d'entr'etix cette anomalie s'est révélée trés stable. L'un
présentait un chromosome 18 en anneau (46,XX,I8r); 120 mitoses ont été
analysées (PETIT et PONCELET, 1967): toutes montraient 46 chromosomes
dont le 18r. L'autre sujet présentait un chromosome en anneau du groupe
G (46,XY Gr); ici encore, me grande stabilité fut observée: 70 mitoses
avaient 46 chromosomes dont le Gr. Un 3éme patient présentait un chro-
-mosome du groupe D en anneau (Dr). L'analyse de 100 mitoses a montré
la présence de cellules a constitution chromosomique différente au sein
de la méme culture de sang périphérique. Ces variations cependant étaient
assez limitées et concernaient exclusivement lI'anneau: il était présent,
absent, présent en double exemplaire”®, sous fome de chromosome "géant”,
traduisant de la sorte des erreurs de réplication et de répartition a

I'anaphase (Tableau XXII).

TABLEAU XXII.
type cellulaire 46 ,XX Dr 46,XX 46,XX D"R" 45,XX Dr- 47 , XX DrDr+ Total
n® mitoses 83 3 7 2 5 100

Divers caryotypes rencontrés chez un sujet porteur d'un
chromosome D en anneau.

Abréviations: D"R": chromosome D en anneau "géant".
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111. DISCUSSION.

L'ctude des chromosomes mitotiques de cellules provenant de sujets
leucémiques d'une part, la comparaison des anomalies leucémiques aiix anomalies
observées dans des systemes cellulaires non leucémiques, d'autre part, ne nous
ont pas permis de mettre en évidence une seule anomalie spécifique. Toutefois,
sans étre spécifique”™ les images anormales des leucémies sont slrement origi-

nales: c'est cette originalité que nous soulignerons au cours de notre discussion,

1.-Technique et mise en évidence des aberrations chromosomiques des leucémies:

L'importance des techniques utilisées pour étudier les chromosomes
mitotiques des cellules leucémiques a été soulignée a l'occasion de l'ex-
-posé de nos résultats concernant les LMC. Comme pour les LMC, nous avons
pu observer que l'incubation a court terme de moelle osseuse telle que nous
I'avons pratiquée n'a pas eu d'influence sélective en faveur de cellules
a caryotype normal. Certains cas ont montré presqu'exclusivement des cellu-
-les porteuses d'une aneuploidie (cas n* 40,41,42,48). Les variations nu-
-mériques observées dans d'autres cas (n® 33 et 49) l'ont été par I'emploi
des mémes techniques d'tane analyse a l'autre. Cette absence de sélection nous
incite a penser que la présence exclusive dans certains cas de cellules a
caryotype normal correspond a un fait réel: il existe des leucémies aigués a
caryotype normal, et inversement un caryotype anormal n'est pas une condi-
-tion nécessaire a l'apparition d'une leucémie aigué. Le cas n® 33 nous
parait intéressant a cet égard. Une premiére analyse, alors que la patiente
présentait tous les signes d'une leucémie aigué a monocytes a montré un
caryotype normal. Six semaines plus tard I'état clinique s'est aggravé malgré
un traitement a la Prednisolone et on note l'apparition d'une lignée aneu-
ploide. L'aneuploide semble ici étre apparue aprés l'installation de la leu-
-cémie aigué; d'autre part le traitement n'a pas empéché la lignée a 47
chromosomes de proliférer.

Nos données globales concernant les analyses faites a paurtir de
moelle osseuse correspondent a celles de SANDBERG (1966) et de KIOSSOGLOU

et al. (1965) : ces auteurs trouvent comme nous que 55% environ des cas dé

leucémies aigués de leurs séries, étudiées par une méthode "directe", ne
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montrent aucune anomalie chromosomique, décelable par les techniques
habituelles, HUNGERFORD et NOWELL (1962) ne remarquent aucune différence
du point de vue cytogénétique entre des préparations de moelle osseuse par
la méthode "directe" ou aprés incubation de 24 heures in vitro. Chez un
patient trisomique 21 atteint de leucémie myéloide aigué&, VINCENT et al.
(1963) observent dans des cultures de sang périphérique: des cellules a

49 chromosomes; ces cellules sont plus nombreuses apres 3 et 4 jours
d'incubation, La sélection in vitro semble s'étre faite ici en faveur
des cellules aneuploides. Notons encore que lI'évolution clonale décrite
par LEJEUNE et al. (1962) concernait une culture de moelle osseuse de 4
Jours (BERGER, 1964), Ces données démontrent tout l'intéré&t des incuba-
-tions a court terme, contrairement a lI'opinion exprimée par SANBERG et al,
(1962). La (t)gschnique de culture de sang stimulé par la phytohémaggluti-

-nine n'estln"satisfaisante: nous confirmons ici nos résultat obtenus lors

de lI'analyse des LU).

2.-Absence de spécificité des aberrations chromosomiques des leucémies aigués.
Nous avons constaté, comme d'autres chercheurs, la diversité des

caryotypes dans les leucémies aigués. Dans notre série, les aneuploidies
varient de cas a cas, méme lorsque le diagnostic clinique est le méme.
Ces variations peuvent étre trés étendues, et aller pour les leucémies
lymphoblastiques aigués du caryotype normal a la tétraploidie compléte.
Nous avons eu l'occasion d'étudier les chromosomes de 2 patients présentant
une leucémie aigué a promyélocytes. Chez I'un (n® 35), le caryotype était
normal; chez lI'autre on notait la présence d'une lignée a 45 chromosomes,
haplo-21. Cette lignée a semblé régresser aprés traitement. 1l est cepen-
-dant malaisé d'établir Tine relation entre le traitement et les données
cytogénétiques. En effet, cette patiente est décédée 2 mois aprés la
derniére analyse qui montrait une nette diminution du nombre des mitoses
aneroploides (DRUEZ, 1967), Une lignée haplo-21 a été observée par RUFFIE
et al, (1962) dans 3 cas de leucémie myéloblastique aigué&, LEJEUNE (1965)
se demandait s'il ne s'agissait pas la d'une "délétion totale”™ du 21, arix
conséquences plus graves qu'une délétion partielle caractéristique de la
LMC. Deux cas de leucémie a promyélocytes ont été rapportés par KIOSSOGLOU

et al. (1965): I'un avait une lignée hypotétraploide a 87 chromosomes
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avec des surnumeéraires dans tous les groupes, l'autre me lignée a 45
chTOmosomes haplo-G, Une observation concernant également me leucémie
a promyélocytes, faite par PILERI et al, (1966), fait état de 2 lignées: I'me
normale a 46 chromosomes, l'autre hypodiploide a 44 chromosomes, haplo-I16
et haplo-20. L'absence d'm chromosome 21 telle que nous l'avons observé chez
notre patiente atteinte de leucémie a promyélocytes ne se retrouve pas dans
d'autres cas semblables, mais a été signalée dans quelques cas de leucémie
aigué myéloblastique: on ne peut donc pas parler d'aberration spécifique»

A la suite d'm grand nombre d'observations montrant cette ab-
-sence de spécificité, SANDBERG avait conclu que l'aneuploidie des leuceé-
-mies aigués correspondait plutdét a m épiphénoméne, chaque sujet réagis-
-sant a l'agent oncogéne en fonction de son génotype (voir page 50)o
Effectivement, l'aneuploidie n'apparait pas comme m élément essentiel dans
I'acquisition des propriétés leucémiques de la cellule» A ce point de vue,
les leucémies aigués, quelle que soit leur forme, se distinguent de la
leucémie myéloide chronique, ou la délétion du chromosome 21 semble étroi-

-tement lieée a la transformation maligne»

Si elles ne sont pas spécifiques, les aberrations chromosomiques
des L,A. sont d'm type particulier. Le plus souvent, elles se manifestent
par le gain ou la perte de chromosomes. Ce n'est gqu'exceptionnellement que
I'on observe des remaniements plus complexes tels que cassures chromosomi-
-ques ou chromatidiennes, translocations, chromosomes en anneau, chromosomes
dicentriques, images tri- ou quadriradiées, si souvent observées apres
I'action d'agents mutagénes chimiques, physiques (irradiations ionisantes)
ou biologiques (virus). D'autre part, le nombre de chromosomes surnumeérai-
res ou manquants peut étre tres élevé, ce qui implique des altérations tres
importantes de la balance génique, La cellule leucémique cependant semble non
seulement bien tolérer ces altérations, mais encore en retirer m certain
avantage. Nous examinerons comment les aneuploidies peuvent survenir, en-

-suite comment la cellule peut les supporter.
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3.- Mécanismes possibles impligués dans la genése des aberrations chromoso-
-miques des L.A»

Du point de vue théorique, l'origine des aberrations chromoso-

-miques des LoA» peut étre multiple. Un certain nombre d’hypothése ont

été proposées: nous retiendrons surtout celles qui sont basées sur des

observations cytogénétiques.

a)- Sénescence et non-disjonction chromosomique; 1’acqiiisition ou la
perte de chromosomes dont la morphologie est "normale" peut s’expliquer
le plus simplement par une "non-disjonction" mitotique. Deux chromosomes,
au lieu de séparer a I’anaphase pour migrer chacun vers un pdle op-
-posé, restent accolés et sont englobés dans la méme cellules fille.
C'est un mécanisme de ce type qui est le plus souvent invoqué pour
expliquer l'apparition des trisomies humaines; s'il survient a une
mitose aprés fécondation, il y aura apparition d’une mosaique tis-
-sulaire constitutionnelle. L’association des chromosomes acrocentri-
-ques des groupes D et G a la mitose (FERGUSON-SMITH et HANDMAKER,
1961) et la participation de ces chromosomes a 0’élaboration des
nucléoles a l'interphase avaient suggéré a OHNO (1961) que la fonction
d'organisateur nucléolaire pourrait étre responsable des non-disjonc-
-tions et des translocations intéressant les chromosomes acrocentri-
-ques. Ceux-ci en effet seraient étroitement associés pendant la

période interphasique, ce qui favoriserait les accidents tels que

translocations et non-disjonctions.

Quel que soit le réle de la fonction interphasique des chro-
mosomes acrocentriques, il convient de souligner I’importance de
I'Age dans les processus de non-disjonction conduisant a la naissance
d'enfants trisomiques G. Plus une mére est agée, plus grand est le
risque pour elle de mettre au monde un enfant trisomique 21 (PENROSE
et SMITH, 1966)0 Dans la population générale, on a noté (JACOBS et al.
1963), au niveau de cultures de lymphocytes (et donc des mitoses),

un nombre d'aneuploidies plus élevé chez les sujets agés. L’analyse des

caryotypes a montré la perte "préférentielle” d’un chromosome X chez
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les femmes et d*un chromosome Y chez les hommeso Ces observations
peuvent étre rapprochées de celles de HAYFLICK et MOORHEAD (1961)
concernant les cultures diploides in vitro» Aprées quelques mois, ces
cultures entrent dans une phase dite de sénescence ou dégénérative”,

au cours de laquelle les cellules perdent leur aptitude a se multiplier
en méme temps qu'apparaissent un nombre élevé de cellules aneuploides
(SAKSELA et M30RHEAD, 1963)o Ces "cell-strains” sont a distinguer des
"cell-lines"; les premiéres conservent in vitro toutes les propriétés
des cellules dont elles dérivent® elles conservent leur caryotype d'o=
-rigine et elles ont im pouvoir de multiplication limitée Les secondes
au contraire ont un pouvoir de multiplication qui semble illimit&, ne
conservent pas leur caryotype d'origine, et injectées a un héte proli-
férent et souvent métastasient, ce qui n'est pas le cas des '"cell-strains”
(HAYFLICK, 1965)0 Ces propriétés les rapprochent des cellules cancéreu-
ses, La sénescence favorise-t-elle le passage de "cell-strain”™ a "cell-
line"? Et les cellules leucémiques sont-elles des cellules "vieillies”
précocement? On ne peut encore l'affirmer>» On a cependant pu constater
que la transformation des cellules aprés contamination virale pap le
virus SV40 est beaucoup plus rapide au niveau de "nell-strains” sénes-

-centes qu'a celui de "cell-strains” Jeunes (JENSEN et al» , 19637

TODARO et_ale, 1963? WOLMAN, 1964? MOORHEAD et SAKSELA, 1965)»

b)-Fin de synthése d'ADN et non-disjonction chromosomique; on sait que la

synthése d'ADN par les chromosomes est asjmchrone; les chromosomes ne
terminent pas tous leur synthése d'ADN en méme temps (SCHMID, 19637?
MOORHEAD et DEFENDI, 19637 KIKUCHI et SANDBERG, 1964)» Nous avons montré
dans un cas que l'ascension des chromosomes vers les pbles paraissait
également asynchrone, et cet asynchronisme pouvait étre facilement relié
a celui de la fin de synthése; les chromosomes "tardifs" semblent étre

les derniers a migrer vers les pbles»

Etudiant la mitose au niveau de cultures a long terme provenant
de cellules leucémiques, ZURHAUSEN (1967) a noté que certains chromosomes
déspiralés ne migraient pas vers les pobles a lI'anaphase, mais au contraire

restaient a I'équateur de la cellules» Une étude autoradiographique
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aprés incorporation de thymidine tritiée a montré que ces chromosomes syntheé-
-tisaient de I'ADN longtemps apres les autres, qui étaient normalement spi-
-ralés. Ces observations semblent confirmer notre hypothése qui avait été
formulée de la facon suivante (KOULISCHER, 1966); "plus tard un chromosome
termine sa période de synthése, plus tard il migre vers les pbles a lI'ana-
-phase, ce qui suggére une corrélation entre la ssmthése d'ADN, les proces-
-sus mitotiques et les aneuploidies"» Les facteurs oncogénes pourraient inter-
férer avec la synthése d'ADN, altérer en plus le cycle normal de spiralisa-
-tion des chromosomes (KOULISCHER, 1963), et provoquer de la sorte un retard
de migration vers les podles a l'anaphase» Les chromosomes polaires seraient
dids a un phénomene équivalent, mais survenant a la prophase et empéchant la
formation d'me plaque équatoriale» A la télophase, ces chromosomes ''tar-
-difs" seraient soit inclus dans la méme cellule, soit perdus, avec forma-
-tion de cellules aneuploides, hyperdiploides dans le premier cas, hypodi-
-ploides dans le second» Cette hypothése permet de montrer de facon tres
nette que l'origine du phénomene que lon observe a un moment donné (absence
de migration vers les péles ou mitose aneuploide, peut étre tres éloignée
dans le temps; elle souligne également l'interdépendance de' diverses phases
de la vie du noyau. Toute atteinte pathologique d'ime de ces phases peut se

traduire ultérieurement par lI'apparition d'une cellule aneuploide.

c)-Endoréduplications et aneuploidies; une non disjonction chromosomique au
niveau d'une cellule a 46 chromosomes suppose la formation d'une cellule
a 47 chromosomes (type "hyper") et d'une cellules a 45 chromosomes (type
"hypo"). Dans pn cas d'évolution clonale, LEJEUNE et al. (1962) ont été
frappés par l'absence de cellules de type "hypo"; I'évolution semblait se
faire par lI'acquisition de surnumeéraires. La présence d'endoréduplications
dans des cultures de aellules leucémiques (voir page 67) a suggéré a ces
auteurs un mécanisme particulier d'acquisition de surmunéraires; l'endoreé-
-duplication sélective d'un seul chromosome. Certaines observations ont
fait état d'endoréduplications limitées a un ou deux chromosomes, chez des
leucémiques (WAHRMAN et al.,1962). chez des cancéreux non-leucémiques
(FRIEDMAN et al.. 1964), et au niveau de cellules provenant de sujets nor-

-maux (LEJEUNE et al., 1966; de GROUCHI et al.. 1967). La fréguence de ces
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anomalies serait pour les tissus normaux de 1/5000 a |000O00 mitoses. Nous
n'‘avons jamais observé d'images semblables. Nous en avons peut-étre observé

les conséquences, dans les cellules a deux anneaux de notre cas 46,XX Dr.

L'endoréduplication sélective est un moyen possible pour la cel-
-lule d'acquérir des surnuméraires. Nous avons cependant montré que les
endoréduplications de tout le génome ne sont pas spécifiques des leucémies,
et nous n'avons pas observé, dans des cultures in vitro a long terme, d'ef-
-fet di au temps. Les aneuploidies par endoréduplication sélective ne pa-
-raissent donc pas liés directement aux facteurs oncogénes ou a la sénescence

cellulaire.

d)-"Agents cancérigenes" et aberrations chromosomiques des L.A.; il est diffi-
-cile, pour plusieurs motifs, de comparer les aneuploidies observées dans
les L.A. a celles induites expérimentalement par les agents dits cancérige-

-nes. Comme il s'agit d'un probléeme assez vaste, nous le considérerons dans

un paragraphe séparé.

4«- Agents "le'ucémogenes" et L.A, chez I'Homme; apport de la cytogénétique.

Sont réputés leucémogéenes chez I'Homme des agents d'ordre chimique, com-
-me le benzéne (CONKRITE, 196l; VIGLIANI el SEITA, 1964; FORNI et MDREO, 1967?),
ou physique, comme les radiations ionisantes (CONKRITE, 196l). A premiére vue,
I'action de ces agents sur les chromosomes de cellules cultivées in vitro est
caractérisée par l'apparition de mitoses avec de nombreuses cassures chromo-
-somiques ou chromatidiennes, de fragments acentriques, de chromosomes dicentri-
-ques ou en anneau, ou de réarrangements plus complexes avec formation d'ima-
-ges tri-ou quadriradiées, de translocations avec apparition de chromosomes
"marqueurs” ne ressemblant pas aiix chromosomes normaux, et de tétraploidies ou
d'endoréduplications. Les réarrangements complexes sont surtout observés aprés
irradiation ou action de radiomimétiques, les cassures et fragments acentriques
apres infection virale (NICHOLS et HENEEN, 1965). Pour mieiix pouvoir comparer
les observations entre elles, BUCKTION et al. (1962) ont proposé xine nomencla-
-ture simple; ils distinguent les aneuploidies stables des aneuploidies insta-

-bles. Les premiéres peuvent se transmettre aux cellules filles et n'affectent



-95-

pas gravanent la vie de la cellule, les secondes au contraire ne se trans—
-mettent pas, par suite d'une répartition profondément anormale des chromoso-
-mes atteints lors de l'anaphase (norabreiix fragments acentriques ne pxsuvant

se fixer au fuseau).

BUCKTON et al, (1962) ont noté, aprés irradiation de la colonne
aux RX chez des patients atteints de spondylaril®ite ankylosante, au niveau
de cultures de sang périphérique stimulé par la PHA, une augmentation rapide
des aneuploidies instables. Un pic est atteint aprés 2 a 3 semaines, puis
ces anomalies disparaissent rapidement. La proportion de cellules avec ano-
-malies stables au contraire reste constante, et peu™j™ se retrouver jus-
qu'a 20 ans aprées l'irradiation, chez des sujets qui n'ont pas développé de
leucémie. La méme observation peut étre faite apres exposition au benzéne
(TOUGH et COURT BROWNj 1965): les aneuploidies du type stable persistent long-
-tempa aprés la disparition des aneuploidies de type instable. Sans utiliser
la méme nomenclature, STICK et al. (1964) notent aprés infection de cellules
de Hamster in vitro par l'adénovirus de type 12* l'apparition de cellules
avec de nombreuses anomalies du type instable; 15 jours plustard, elles ont
disparu et n'ont survécu que des cellules a caryotype normal. MOORIffiAD et
SAKSELA (1965) ont infecté in vitro des cellules diploides humaines par le
virus oncogene SV40; dans leurs expériences également, les anomalies de type
instable (cassures, fragments acentriques) apparaissent de 4 a 6 semaines apres
I'infection et disparaissent ultérieurement pour faire place a\ix aneuploidies
de type stable (chromosomes dicentriques, chromosomes surnuméraires et tétra-
ploldies). 1l semble bien, d'aprés ce qui précede, que si les agents dits
leucémogenes jouent effectivement un rbéle dans l'installation des leucémies
chez I'Homme, ce ne soit pas par leur effet cytogénétique immédiat, spectacu-
-laire certes, mais de peu de durée. Quant aux effets stables, ils ne sont
pas oncogenes par eux-mémes: on connait un certain nombre d'observations
effectuées chez des radiologues et des techniciens en radiologie, qui mon-
-trent des remaniements chromosoaiques importants au niveau des lymphocytes
du sang péirLphérique, sans leucémie (CONEN et al.. 1966; KOULISCHER, 1967;
NORMAN et al.. 1964)
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Des anomalies chromosomiques semblables avix anomalies instables
de BUCKTON et al. ont été décrites par COX et alo (1965) et par LUBS et ab
(1966) au niveau de tumeurs gliales chez I'enfant: ces auteurs observent des
chromosomes "minute" multiples; les images suggérent la présence de nom-
-breux fragments. Des cassures chromatiéiennes et chromosomiques peuvent
étre observées aprés infection cellulaire in vitro au moyen des virus de la
rougeole (NICHOLS et al., 1962), de la rubéole (BOUE et al.” 1964)~ ches des
patients vaccinés contre la fieévre jaune (HARNDEN, 1964), au niveau de lym-
-phocytes normaux mis au contact de plasma de sujets atteints d'hépatit"e
infectieuse (EL-ALFI et al., 1965), mais aussi aprés traitement in vitro
(NICHOLS et HENEEN, 1965) ou in vivo par ion analogue des déoxyribosides,
1'srabinosylcytosine (BELL et al.. 1966), chez des sujets déficients en
acide folique ou vitamine BI2 (RYAN et al.. 1965; MENZIES et al.» 1966;
SANDBERG, 1966), %u niveau de cultures de cellules de Hamster infectées par
le virus de I'herpést(HAMPAR et ELLISON, 1961), dans des leucocytes d'en-—
-fants atteints de varicelle (AULA, 1963), aprés n'importe quel type d'ir-
-radiation in vivo ou in vitro, chez des patients cancéreux traités.
Pour GRIPENBERG (1965), l'augmentation des cassures, la présence de frag-
-ments acentriques sont les témoins d\ine réaction aspécifique des chromo-
-somes contre une agression. Leur association avec une forme de leucémie
(MAKINO et AWA, 1965) ne révélerait pas un phénomene particulier a cette

forme de cancer.

L'existence de ces réactions aspécifiques des chromosomes souli-
-gnent la difficulté qu'il y a de trouver une cause aiix aberrations observées
dans les leucémies. L'action transformante des virus telle qu'on la suppose
dans cancers induits par un virus oncogene, que ce soOit son incorporation
au génome cellulaire ou son action sur des génes réegulateurs de la division
cellixlaire sans incorporation réelle au génome, ne ressemble en rien a ce
que les cytogénéticiens observent. NICHOLS (1963) signale que, s'il s'est
intéressé au virus de la rougeole, c'est parce qu'il a eu "lI'impression”
qu'aprés \me épidémie rougeoleuse particulierement séveére a Philadelphie
en 1956, le nombre de leucémies aigués a augmenté. Cet auteur a du reste

observé dans une ciiLture de leucocytes infectés par le virus de la rougeole,
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une délétion des bras courts d'un chromosome G, qui devenait de la sorte
identique a un chromosome Ph”. Mais est-ce suffisant pour dénontrer qu'il
existe lien entre la leucémie myéloide chronique et la rougeole? Nous

ne le pensons pas. Le lien entre les observations cytogénétiques et les cau-
-ses des anomalies observées est encore a recherchen L'effet "premier" de
tous les agents dits leucémogéenes est plutdt de détruire que de transformer
la cellule, et c'est cet effet que nous obsenrons, parfois au moyen de cer-
-tains artifices: par exemple, la stimulation des lymphocytes par la PHA
nous permet d'observer leur premiére division depuis le moment ou ils ont

été atteints® Si celle-ci s'était produite spontanément plus t&t, ces lym-
-phocytes n'auraient vraisemblablement pas survécu et nous n'‘aurions pu les
observer. Les expériences de NICHOLS et HEINEEN (1965) concernant la trans-
-formation des cellules par le SV40, de méme que les observations de NICHOLS
(1963) et de AULA et SAKSELA (1966) concernant la pulvérisation des chro-
-fflosomes de 10 a 60 minutes aprés l'infection virale, montrent qu'il est éga-
-lement difficile d'établir un lien direct entre lI'action de I'agent mutagéne
et la synthése de I'ADN cellulaire® Un vaste domaine de recherches est en-
-core a deéfricher, et la cytogénétique, sans indiquer les mécanismes intimes,

peut certainement aider valablement les travaux futurs®

5.-La stabilité des mosaiques constitutionnelles® Comparaison avec les mosaiques
leucémiques.

Un sujet leucémique possede au moins deux populations cellulaires
dans son organisme: la population normale et la population leucémique® Cette
derniére peut parfois se distinguer de la normale par un caryotype aberrant®
1l se crée alors tine situation qui n'est pas sans présenter quelqu'analogie
avec les mosaiques constitutionnelles. Cette analogie toutefois semble d'or-
-dre morphologique: contrairement aux cellules leucémiques avec aneuploidie,
les lignées aneuploides des mosaiques constitutionnelles soit sont trés

stables, soit ont une tendance a disparaitre spontanément®

a)- Stabilité des mosaiques constitutionnelles; l'existence démontrée d'a-
-dultes porteurs de mosaiques constitutionnelles montre que plusieurs

dizaines d'années aprés la formation de la mosaique des cellules a ca-
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ryotype différent continuent d'exister. Des numérations a intervalles
réguliers d'un méme tissu au moyen de la méme technique permettent
de suivre de facon plus précise cette stabilité. FERRIER (1966) rap-
-porte des mmiérations effectuées a 5 ans d'intervalle sur des lym-
-phocytes d'un enfant porteur d'une mosaique XO/XY; la proportion de
cellules avec l'une ou l'autre formule sexuelle est sensiblement la
méme lors des 2 analyses. Nous avons rapporté dans le présent travail les
numérations effectuées chez un enfant porteur d'une mosaique 46,XY/47,
XY I8+: en 3 ans, nous n'‘avons constaté aucune altération de la pro-
-portion des cellules normales par rapport aux cellules aneuploides.
Chez un autre enfant, 46 XX/47 XX 21+, la proportion de cellules tri-
-somiques 21 est restée la méme a 1 an d'intervalle. L'aneuploidie ne
semble pas conférer a ces cellules un avantage ou un désavantage quel-

-conque sur les cellules euploides.

b)-Instabilité des mosaiques constitutionnelles; tendance a la dispari-
-tion des lignées aneuploides; lorsqu'une instabilité est constatée
chez un porteur d'une mosaique constitutionnelle, on observe toujours
la disparition progressive de la lignée aneuploide in vivo. Celle-ci
semble s'effectuer de la méme maniére que celle qui s'est produite in
vitro avec les cellules d'une petite fille a mosaique 46,XX/47jXX 2I+,
que nous avons rapporté plus haut. L'aneuploidie, loin d'avantager la
cellule, parait au contraire la défavoriser. BOCK et al. (1963) rap-
-portent la diminution du nombre de cellules triploides dans des cul-
-tures de fibrocytes effectuées a 3 ans d'intervalle chez un sujet di-
ploide/triploide: de 84" a I'dge d'un an, elles ne sont plus que de
1055 a I'dge de 4 ans. Lorsque la mosaique comporte dans l'une de ses
lignées un chromosome en anneau, celle-ci tend également a disparaitre
avec le temps (ATKINS et al., 1966; GRIPENBERG, 1966). Ea présence d'im
anneau peut toutefois créer \me mosaique, a cause sans doute de son
instabilité. LEJEUNE et al. (1966) notent 3 lignées différentes chez

un enfant porteur d'un chromosome 18 en anneau: une lignée a 45 cnro-

-mosomes sans anneau, une lignée a 46 chixDmosomes avec anneau, et une
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lignée a 47 chromosomes avec 2 anneaux. Nous avons constaté que la présence
d’un anneau peut soit s’accoppagner d'ime grande stabilité, soit au con-
-traire favoriser l'apparition d'aneuploidies mais qui sont toutes des "va-
-riations autour d'un anneau": pas d'anneau dans des cellules a 45 chromo-
-somes, 2 anneaxix dans des cellules a 47 chromosomes, un anneau "géant", 2
anneaux ''géants", mais jamais d'aneuploidies intéressant d'autres chromo-

-somes que celui en anneau.

c)-Comparaison avec les cellules leucémiques: I'état d'instabilité du caryotype
desccellules leucémiques et leur aptitude a se multiplier de fagcon incontrb6-
-lée ne peut étre comparée a la stabilité ou a la disparition des cellules
aneuploides des mosaiques constitutionnelles, méme quand le caryotype est
apparemment identique. La patiente n“ 41 de notre série montrait dans presque
toutes ses cellules une lignée trisomique 18, semblable morphologiquement a
la lignée trisomique 18 de notre mosaique constitutionnelle suivie pendant
3 ans. Mais dans ce cas, la lignée aneuploide semblait avoir envahi toute la
moelle osseuse, et la patiente est décédée 2 mois apres l'analyse de ses chro-
-mosomes. Dans la mosaique constitutionnelle au contraire, la lignée aneuploi-
-de semblait en parfait équilibre avec la lignée normale. On est tenté de
penser que les propriétés leucémiques des cellules dans le premier cas ne

dépendent pas directement de la présence d'un chromosome 18 surnumeéraire.

6.- Signification des aberrations chromosomiques des L.A.

Les cas rapportés par d'autres chercheurs et nos observations personnelles
montrent que les aberrations chromosomiques ne sont pas nécessaires a la
transformation leucémique des cellules du systtme hématopoiétique. De plus,
lorsqu'une aberration chromosomique est présente, elle ne semble pas spécifique
d'une forme de L.A, déterminée. Tout semble indiquer, comme I'a souligné
SANDBERG (1966) que les aneuploidies des L.A. sont un épiphénomeéne de la mala-
-die. L'apparition des aneuploidies pourrait traduire une adaptation des cel-
-lules a leur nouvel état, la quantité de génes actifs intéressés étant faible,
puisqu'il s'agit d'un tissu différencié. La cytogénétique dans ce cas a eu pour
mérite de mettre en évidaice la différence existant entre les LMC, a aberration

chromosomique spécifique, et les L.A, sans anomalie spécifique.
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Le grand nombre de caryotypes différents observés dans les LoA» peut étre
expliqué de la facon suivante: on sait que les chromosomes, par 'ADN qu'ils
contiennent, peuvent étre considérés comme les dépositaires du message héredi-
-taire. Lors du développement embryonnaire, la totalité de ce message sera né-
cessaire pour é€élaborer un organisme harmonieux. La plus petite anomalie du gé-
-nome pourra avoir des répercussions importantes au niveau des tissus dont I'in-
-formation génétique sera altérée. Au dela d'une certaine limite, vite franchie,
les malformations seont telles qu'elles entraineront la mort du foetus et lI'ex-
-pulsion avant terme. Dans les tissus différenciés, au contraire, une toute pe-
-tite partie du génome, environ 27,sera active (IZAWA et al.. 1963): ce sera
celle dont I'information est requise pour un fonctionnement normal de la cel-
-lule. Si tous ces génes actifs étaient groupés sur le méme chromosome, celui-ci
aurait les dimensions d'un chromosome 18 de la nomenclature de DENVER (1960). On
ne connait pas encore le mode de répartition des génes actifs sur les chromosomes:
il est certain cependant qu'ils ne se trouvent pas tous sur le méme chromosome
mais sont répartis sur un nombre plus ou moins grand d'autosomes différents. Par
conséquent, il est fort probable qu'une aberration chromosomique ne représente
pas, au niveau d'un tissu déterminé, un déséquilibre génique fonctionnel aussi
important que pourrait le laisser supposer I'anomalie morphologique du caryotype.
Si I'on admet cette hypothéese, on peut admettre également les conséquences sui-
-vantes:

-d'une part, des anomalies morphologiques trés importantes du caryotype,

comme celles observées au niveau des cellules leucémiques, peuvent
étre bien tolérées par la cellule parcequ'elles ne représentent pas
une altération grave du génome actif;

-d'autre part, des génes a méme fonction régulatrice peuvent se re-
-trouver sur des chromosomes différents. Des aberrations chromoso-
-miques a morphologie différente pourraient avoir la méme significa-
-tion, ce qui expliquerait que pour une méme forme de leucémie plu-

-sieurs types d'aberrations puissent se rencontrer.

Les hypothéses exposées ci-dessus nous paraissent utiles dans
la mesure ou elles soulignent lI'extréme prudence qui s'impose dans l'interpréta-

-tion des faits observés. Par exemple, on peut espérer que le nombre de combinai-
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-sons génétiques trés grand, observé au niveau des cellules leucémiques, nous per-
-mettra de fixer plus facilement la "carte des génes" chez I'Homme, ce qui est

le but final de la cytogénétique humaine (LEJEUNE, 1965)® Mais on doit envisa-
-ger l'inverse également: les aberrations chromosomiques ont été possibles parce
qu'elles ne jouent aucun rble dans la vie de la cellule; elles ne sont donc

d'aucune utilité pour dresser la carte factorielle de 'Homme®

Ce qui apparait comme un fait important pour la cellule leucémique,
c'est la propriété de pouvoir se multiplier a un rythme qui semble échapper aux
mécanismes régulateurs habituels. De nombreuses hypothéses peuvent étre formu-
-lées pour expliquer ce fait, n'impliquant pas une altération du caryotype. Une
mutation somatique punctiforme, l'incorporation au génome cellulaire d'un génome
ou d'une partie de génome viral, un changement de la régulation par les histones
de lI'activité de I'ADN peuvent étre responsables sans modification visible des
chromosomes. Des changements extranucléaires pourraient aussi intervenir dans
I'acquisition de propriétés nouvelles. On peut rappeler a ce propos (GURDON,
1967) les expériences de transplantations de noyaux embryonnaires introduites
par BRIGGS et KING (1959). Lors du développement embryonnaire de l'oeuf la du-
rée de la période de synthése S des noyaiox varie; elle est de 2 heures environ
aprés la fécondation, de 20 minutes au stade morula, pour s'allonger ultérieure-
-ment et atteindre 24 heures environ. Un noyau dont la période de synthése est
de 6 heures, comme celui d'une gastrula. Implanté dans un ovule vierge énucléé,
se verra imposer un rythme de synthese propre aux noyaux des stades précédents

L'information contenue dans ce cytoplasme, sous forme de ARN mes-
sager produit par les chromosomes maternels, est suffisante pour provoquer ce
changement trés important. Si I'on généralise cette notion, on peut imaginer
que de I'ARN messager qui ne soit pas produit par le noyau cellulaire puisse
imposer au noyau un rythme de ssmthése anormal, qui pourrait a son tour déter-
-miner ur™e croissance de type leucémique, sans aucun changement du caryotype.
Des réactions de type immunologique, comme celles évoquées pour les leucémies

lymphoides chroniques, pourraient également étre la cause d'une croissance anor-

-male sans altération vi£)i|3le du caryotype.

La cytogénétique des leucémies aigués est cependant intéressante,

apres que l'on ait situé exactement son rbéle. Lorsqu'une aneuploidie existe.
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elle est un des témoins facilement repérables de la transformation leucémique.
La persistance ou la disparition d'une lignée aberrante pourra étre suivie chez
un patient donné: on aura des indications concernant l'efficacité du traite-
-ment entrepris, et des corrélations utiles pourront étre établies entre 1%i—
-mage cytogénétique et I'évolution clinique de la maladie. Les cas "privilé-
giés", pour employer l'expression de LEJEUNE, permettront de reconstituer I'e-
-volution clonale du caryotype et d'étudier certains mécanismes de la production
des aneuploidieso Enfin, il n'est pas impossible que”par un raffinement des
techniques,!"'on parvienne a mettre en évidence des variants commijns non-

décelés a I'heure actuelle.

IVV. CONCLUSION.
De lI'ensemble de nos résultats, les points suivants nous paraissent pouvoir
étre dégagés:
1. Une altération du caryotype n'est pas une condition nécessaire a la trans-
-formation leucémique d'une cellule du systeme hématocgiétique. Plus de
la moitié des cas de leucémies aigués étudiés, tant dans notre série que

dans d'autres, ont un caryotype normal au niveau des cellules médullaires.

2. 1l n'y a pas, a ce jour, d'aberration chromosomique spécifique d'une forme
de L.A. Le caryotype varie de sujet a sujet pour une méme forme clinique de

leucémie.

3. Les aberrations chromosomiques des L.A. apparaissent comme un épiphénomeéne.
Le fait qu'elles surviennent au niveau de tissus différenciés permet de
supposer que l'altération génique active n'est pas aussi importante que ne le

laisserait supposer I'analyse morphologique,

4. L'origine des aneuploidies observées est difficile a déterminer. Nous avons
proposé xm meécanisme possible; l'ascension retardée vers un des péles a
I'anaphase pourrait faire inclure m chromosome avec son homologue dans une
méme cellules fille. L'ascension vers les pdles semble asynchrone et cet
asynchronisme parait lié a l'asynchronisme de la fin de synthése d'ADN par
les chromosomes. Les aneuploidies intéressant plus particulierement ces
chromosomes '"tardifs" seraient fréquemment observées (trisomies ou monoso-

mies C et G). Les endoréduplications ne sont pas spécifiques des L.A., et
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le nombre d'endoréduplications n'‘augmente pas avec la durée du séjour in vitro
hors du contrb6le de lI'organisme. Nous n'avons pas observé d'endoréduplications

sélectives d'un seul chromosome.

5.Les mosaiques constitutionnelles sont soit trés stables, soit présentent une
tendance a I'élimination de la lignée aneuploide. Elles sont a ce point de vue
a l'opposé des mosaiques leucémiques. On peut en conclure que ce qui détermi-
-ne la prolifération anarchique des cellules leucémiques Nn'est pas étroitement
dépendant de l'aneuploidie. Nous avons pu le démontrer de la facon suivante:
chez deinc sujets, une lignée aneuploide trisomique 18 a été mise en évidence.
Chez I'un, leucémique, cette lignée avait envahi la moelle osseuse; chez I'au-
-tre, i1l s'agissait d'une lignée constitutionnelle sans aucune tendance a

I'envahissement,

6,11 n'est pas impossible qu'avec un raffinement de nos techniques une aberration
spécifique d'ime forme de L.A, puisse étre mise en évidence. Actuellement, il
convient d'admettre que la transformation d'une cellule normale en cellule leu-
-cémique puisse se faire avec ion caryotype normal. Les L.A. sont donc différentes

a ce point de vue des LMC, et la cytogénétique est un moyen de le démontrer.



-104-

CHAPITHE V.

LES CHK)M)SOMES DANS LES DESORDRES HEMATOLOGIQUES NCW-LEUCEMIQUES.

INTRODUCTION;

Dans le cadre d'ime étude concernant les leucénies, l'analyse des chromosomes
de cellules médullaires de patients atteints d'affections hématologiques non-leucémi-
-ques se révele importante. En effet, il est bien connu que certaines de ces maladies
peuvent se transformer en leucémie (myélosclérose, maladie de Vaquez, etc«)« Il a paru
intéressant dans ces cas de rechercher une corrélation éventuelle entre lI'apparition

d'aneuploidies et la transformation en leucémie,

I»-Désordre myéloprolifératifs.

On a I'habitude de grouper sous ce terme (DAMESHEK et GUNZ, 1958) les meéta-
-plasies myéloides, la polycythémie ou maladie de Vaquez (que nous considérerons
plus en détail au paragraphe suivant), la rayélosclérose et certaines thrombocytoses.
Les chromosomes des désordres myéloprolifératifs ont été étudiés principalement
pour démontrer I'absence du chromosome Ph" et par la exclure le diagnostic de leu-
-cémie nyéloide chronique. NOWELL et HUNERFORD (1962) ont observé les chromosomes
de 13 malades présentant im syndrome myéloprolifératif ou d'autres "désordres myéloi-
-des atypiques". Dans 9 cas, ils n'ont pas décelé d'anomalies; les aberrations vi-
-sibles dans les 4 autres caB étaient difficiles a interpréter a cause de traite-
-ments préalables au Aucun des 13 cas ne montrait de chromosome Ph”. Chez 16
malades atteints de prolifération importante de la lignée myéloide avec le iiagnos-
-tic clinique de myélofibrose, métaplasie myéloide, polycythémie ou LMC "atypique",
SANDBERG et al. (1962) n'observent pas de chromosome Ph”. De méme, dans une série
de patients présentant une meétaplasie myéloide,avec une image sanguine et médullaire
proche de la LMC, GOH et SWISHER (1964) n'ont trouvé auc\me anomalie chromosomique.
Ces résultats étayent encore, s'il en était besoij) la notion de spécificité do
chromosome de Philadelphie vis-a-vis de la LMC et démontrent I'intéré&t des études

cytogénétiques du point de vue du diagnostic différentiel (ELVES et ISRAELS, 1967).
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Quelques rares cas de désordres myéloprolifératifs avec aberrations chro-
-mosomiques ont été rapportés. Chez sujet présentant un "désordre myéloproli-
-fératif inhabituel” (unusual myéloproliferative disorder) avec une thrombocyteae
élevée, HEATH et MOLONEY (1965) ont mis en évidence un Ph ; ces auteurs rappellent
que TOUGH et al. (1963) et KEMP et al. (1964) ont fait des observations analogues.
KEMP et al. (1964) ont du reste observé une transformation en LMC de la maladie
myéeloproliférative de leur patient. Par analogie, on peut se demander si, dans ces
cas de désordres myéloproliféeratifs, l'apparition du Ph n'est pas le signe pré-
curseur d'une transformation en LMC. Chez une patiente de 69 ans avec une métaplasie
myéloide et une "leucémie possible" (diagnostic de leucémie effectué lors de I'au-
-topsie mais non lors du vivant de la patiente) SANDBERG et al. (1964) notent un
chromosome surnuméraire du groupe C; chez 19 autres sujets présentant \an désordre

myéloprolifératif, les mémes auteurs ne constatent aucune anomalie chromosomique.

En résiomé, les chromosomes des désordres nyéloprolifératifs sont normaux sauf

guelques rares exceptions.

2)-Polycythémie vraie ou maladie de Vaquez.

Les études cytogénétiques entreprises chez des patients présentant une poly-
-cythémie vraie ou maladie de Vaquez se sont montrées en général normales. KEMP
et al. (1961), BUtAUNSTEINER et_al. (1964), McDIARMID (1965), n'ont observé auciane
anomalie sauf si la maladie du sujet examiné s'était transformée en leucémie aigué.
KAY et al. (1966) ont étudié les chromosomes de 43 patients atteints de polycythé-
-mie; la proportion de cellules porteuses d'anomalies chromosomiques aspécifiques,
telles que cassiu?es” fragments acentriques et chromosomes dicentriques, est plus
grande dans cette série que chez des sujets normaux. En outre, 6 des 43 patients
montraient un chromosome F plus petit que les autres du méme groupe; toutefois, on
ne peut pas considérer cette anomalie, d'aprés les auteurs, comme étant spécifique
de la polycythémie vraie. Chez 10 patients différents, nous n'avons trouvé aucune
anomalie, sauf chez ceux dont la maladie s'était transformée soit en LMC, soit en
L.A, (KOULISCHER et al.. 1967). LEVIN et al. (1967) observent, chez 2 fréres tous

deux polycythémiques, un chromosome semblable au Ph”, sans LMC au moment de l'analysi
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D'une facon générale, pour l'ensemble des polycythémiques, lI'ap-
-parition d'une lignée aberrante semble toujours annoncer la transforma-
-tion en leucémie aigué; si cette lignée aberrante comporte un Ph#, il
pourrait s'agir du premier signe d'une transformation en LMC, précédant
la symptomatologie clinique de plusieurs mois ou méme de plusieurs années.
La présence d'aberrations chromosomiques aspécifiques, du type "instable",
dans un certain nombre de mitoses, et celle d'un "petit chromosome F", n‘ont
pas pour le moment de signification spécifique, et pourraient étre dues

. 32
au traitement par le P.

3.- Anémies d'origines diverses.

Certaines anémies peuvent étre un symptdme associé a une trans-
-formation maligne de la moelle osseuse: c'est pourquoi les chromosomes de
ces états ont été étudiés. ROWLEY et al.(1966) qualifient "d'état préleuceé-
-mlque'di trois formes différentes d'anémie: l'anémie aplastique, lI'anémie
sidéroachrestique et lI'anémie avec thrombocythémie "idiopathique". Chez 3
patients présentant chacun I'un de ces 3 désordres, les auteurs ont noté
la présence de 2 chromosomes C surnuméraires; 1l n'y avait pas de leucémie
du point de vue clinique, et I'état de ces malades n'avait pas évolué depuis
2 ans. LEEKSMA et al. (1965) ont isolé un état dit de "leucémie prémyéloide™:
outre lI'anémie de type sidéroblastique ou réfractaire (acquise), ils notent
une augmentation des cellules plasmatiques dans la moelle osseuse, une hypo-
gammaglobulinémie et la présence de paraprotéines dans le sérum et dans les
urines. Les sujets présentant cette entité morbide, le plus souvent ageés,
peuvent présenter des lignées cellulaires anormales a 47 chromosomes avec
un C surnumeéraire pouvant évoquer du point de vue cytogénétique, mais non
du point de vue clinique, la transformation en leucémie aigué&. SANDBERG _et
al. (1964) notent la méme anomalie chromosomique chez 5 sujets agés dont
la symptomatologie est proche de celle décrite par LEEKSMA. Dags les anémies
toxiques induites par le benzéne (VIGLIANI et SAITA, 1964; FORNI et MOREO,
1967) des aneuploidies ont été décrites simultanément a lI'apparition clinique
d'une leucémie aigué. Rappelons que des aberrations chromosomiques "insta-

-bles" ont été décrites chez des sujets ayant manipulé du benzéne (COURT

BROWN et al.. 1965), mais ne présentant pas d'anémie.
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D'autres formes d'anémie, qui ne sont pas décrites comme préleuce-
-miques ont été étudiées du point de vue cytogénétique, avec la découverte
fortuite d’aberrations chromosomiques» ASTALDI et al» "(1962) rapportent un cas
de thalassémie et un cas d'anémie pernicieuse avec aneuploidies aspécifiques.
Chez des malades déficients en acide folique ou vitamine HEATH (1966)
note dans plusieurs mitoses des anomalies de structure des chromosomes, telles
que cassures ou "étalement de la région centromérique” (centromere spreading)
identique a celui que nous avons observé dans le cas n“ 37 de notre série de
patients atteints de L»A.: dans 14 cas, 0,7 a 8,3” des mitoses examinées pré-
-sentaient cette image particulieére» Dans son travail, HEATH signale que
NOWELL avait également remarqué cet étalement centromérique dans un cas d'ané-
-mie pernicieuse. Comme nous l'avons déja mentionné, SANDBERG (1966) a fait
la méme observation chez malade atteint de leucémie myéloblastique aigaé

apres traitement a l'arabinosyl-cytosine»

Le lien qui pourrait exister entre une forme d'anémie et sa trans-
-fomation en leucémie peut se justifier du point de vue cytogénétique de la
facon suivante: I'étude des LMC a montré que le Ph® existait au niveau des
celliiles souches des lignées blanche/, rouge, rouge et plaquettaire, suggérant
par la une origine commune a ces trois types de cellules sanguines. On peut
donc penser que certaines formes d'anémie, se traduisant cliniuement par I'at-
-teine de la lignée rouge, représentent un désordre plus profond intéressant

les cellules "ancestrales” aux 3 lignées et pouvant se manifester ultérieure-

-ment par me leucémie caractéristique de la lignée blanche»

Maladie de Waldenstrom et autres dysprotéinémies»

Les lymphocytes d'un certain nombre de patients présentant la ma-
-ladie de Waldenstrom ont montré, dans m nombre variable de mitoses (de 2 a
507) un grand chromosome surnuméraire de la taille de ceiix du groupe A, souvent
désigné comme chromosome W (BOTTURA et al», 196l; GERMAN et al, 1961;
BENIRSCHKE et al>». 1962: PFEIFFER et ai:. 1963; HENI et SIEENER, 1963; FERGUSON
et MACKAY, 1963; de GROUCHY et al» ,196%). On a cimi que les lymphocytes por-
-teurs du chromosome anormal pourraient étre responsables de la sécrétion de
la macroglobuline» Mais on a pu montrer mm chromosome semblable chez des su-

-jets présentant me forme de gammopathie différente de celle de la maladie
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de Waldenstrom, sans macroglobuline (HOUSTON et al., 1967), ou chez des su-
-jets sains appartenant a une famille comprenant des individus avec une ma-
-croglobulinémie (BROWN et al., 1967?), che* un patient atteint de malformations
bénignes des extrémités (HAUSMAN-HAGEMEIER et al., 1966), chez une personne

de 86 ans asymptomatique (SCHMID et HATFIELD, 1962), chez la mére d'm enfant
trisomique 21 dont les gamma-globulines étaient légérement élevées (ELVES et
ISRAELS, 1963). D'autre part, SFENEER gt al. (1966) ont observé chez une pa-
-tiente avec macroglobuline un autosome surnumeéraire de la taille de ceux

du groupe F tandis que sa soeur jxmelle monozygote avait un caryotype normal
et N'était pas malade. La signification du chromosome surnuméraire dans la
maladie de Walderistrom n'apparait pas encore clairement. Toutefois, sans
pouvoir encore établir une corrélation entre la sécrétion de protéine normale
et lI'aneuploidie, la présence d'iin chromosome surnximéraire serait a rapprocher
de la tendance fréquente des macroglobulinémies a se transformer en désordre
malin du type lymphome: une fois de plus aneuploidie et malignité seraient

associés.

Dans un cas de myélomatose, LEWIS et al. (1963) notent la présence
cote a cobte d'une lignée normale a 46 chromosomes et d'une lignée pathologique

a 53 chromosomes avec des summéraires dans les groupes A,B,D,F et G.

Anomalie de Pelger-Huet.

Cette anomalie des polynucléaires, transmise par voie héréditaire,
n'a jjamais été considérée comme étant état préleucémique. Des études cyto-
-génétiques ont néanmoins été entreprises, a la suite de considérations d'or-
-dre théorique. Suivant I'hypothése de travail de TOUGH et al. (1961), un ou
plusieurs geénes intéressant la leucopoiése pourraient se trouver sur le chro-
-mosome 21, Deés lors, il paraissait légitime d'étudier les chromosomes de su-
-jets présentant une anomalie congénitale des polynucléaires, et plus particu-
-lierement d'observer les chromosomes de la paire 21. SIEBNER et al. (1963)
ont observé chez m frére et une soeur présentant I'anomalie de PELGER-HUET
une lignée normale a 46 chromosomes au niveau de la moelle osseuse et des

lymphocytes, et me lignée a 47 chromosomes avec'un G surhuméraibe. Ces don-

nées n'‘ont pas été confirmées.
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I11.— OBSERVATIONS CYTOGENETIQUES CONCERNANT S DESORDRES HEMTOLOGIQ®ES_NON-
LEUCEMIQ”"S.

Nous avons étudié une série de 40 patients présentant des dé-
sordres hématologiques divers, dans le but d'étudier la spécificité du Ph
et la corrélation éventuelle entre lI'apparition d'une lignée aneuploide et

la transformation de la maladie en leucémie.

1.- MATERIEL.

Les patients étudiés présentaient I'un des symptbmes, ou plu-
-sieurs des symptbmes, suivants: cellules jeunes de la lignée blanche
dans le sang cirdulant (promyélocytes et myélocytes), augmentation inex-
-pliquée de la leucocyte se avec une image meédullaire normale, thrombocytese
importante, anémie grave d'origine inconnue, ou bien leucopénie ou méme
aplasie médullaire.

Les données cliniques détaillées concernant les patients atteints de
maladie de Vaquez ont été précisées ailleurs (KOULISCHER et al.. 1967).

Nous ne citerons ici que 2 observations qui nous paraissent par-
-ticulierement caractéristiques. La premiére concerne une petite fille de
2 ans (Dr. HARIGA), présentant, le 29-6-65, sur un tableau de pyélonéphri-
-te grave avec complications nerveuses, 19.900 .globules blancs dans le
sang périphérique, dont 67~ de neutrophiles, 12~ de métamyélocytes,
de myélocytes, 4~ de prbmyélocytes et 3% de myéloblastes. Le 1-7-65, la
moelle osseuse contient 4;5" de myéloblastes, 31,5" de promyélocytes et 20JE
de myélocytes. L'étude des chromosomes est entreprise a ce moment, dans
le but d'éliminer le diagnostic de LMC; on notait I'absence de réaction
ganglionnaire généralisée et la rate n'était pas augmentée de voliame.
Les chromosomes furent normaux (cas 72, Tableau XXIV). L'absence de chro-
-mosome Ph faisait exclure le diagnostic de LMC. Dés le 6-7-65, la for-
-mule sanguine tend a revenir a la normale, orientant le diagnostic vers
celui de réaction myéloide sur pyélonéphrite. La deuxieme observation con-
-ceme un malade de 75 ans (Dr. GAUCHIE), présentant une forte splénomeé-
-galie, des formes jetines de la série rouge et de la série blanche dans
le sang circulant, une hyperplaquettose, une anémie normochrome. Le tatix
des phosphatases alcalines des leucocytes est normal. Les chromosomes

sont normaux. L'évolution ultérieure de I'état clinique se fait vers la
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guérison, aprés un traitement au fer et a la testostérone»

Beaucoup d'observations cliniques sont semblables a celles-ci
et l'analyse cytogénétique a été entreprise surtout pour éliminer de facon

formelle le diagnostic de LMI.

Six analyses ont été faites a partir de sang périphérique de su-
-jets atteints de macroglobulinémie de Waldenstrom; une de ces analyses
toutefois concernait tm sujet asymptomatique, fils d'une macroglobuliné-

-mique, présentant lui-méme dans le sang une macroglobuline.

Enfin, 2 analyses concernent 2 sujets non-apparentés porteurs de

I'anomalie de Pelger-Huet.

RESULTATS.

Les résultats ont été répartis en 4 tableaux: maladies de Vaquez,
désordres hématologiques autres que la maladie de Vaquez (le diagnostic
clinique est indiqué pour chaque cas), maladie de Waldenstrom et anomalie

de Pelger-Huet.

a)-Maladie de Vaquez.
Dix patients différents ont pu étre étudiés du point de vue cyto-
-génétique a 12 reprises. Les numérations chromosomiques sont indiquées

au tableau XXIIl. Elles seront brievement commentées, ayant déja fait

I'objet d'une communication (KOULISCHER et al». 1967). Les renseignements

cliniques concernant les autres malades nous ont été communiqués pei'-
-sonnellement (nous remercions ici les Docteurs GAUCHIE, DRUEZ, HARIGA,

KENIS, LUSTMAN et MAURUS pour leur amabilité).



Date

2-65
3-65
3-65
8-65
3-65
12-65
4-66
6-66

4-67
8-65

3-65
8-65

Tech.

SQ
SQ
IM
IM
IM
IM
IM
IM

M
M

IM
IM

TAHLEAU XXIII.

Numérations chromosomiques Remarques.

43 44 45 46 47 48 49 Total

» 3 24 27
- _ 14 1 I - 16
- - 5 1 - - 6
- - 383 3 - - 36
- - 9 - - 9
| 2 46 1 - - 50
- 2 31 1 - - 34
- - 59 1 “ - 60 Cassures chromatidiennes.
Phi?
- 1 48 1 - - 50 Disparition des anomalies.
I 7 40 2 - - 50 LMC Ph"+ au moment de 0’ana-
lyse.
12 | 7 2 = - 24 L.A. lors de NK’analyse.
- - 18 1 - | 20

Numérations chromosomiques effectuées chez des patients présentant une

maladie de Vaquez.

Sept patients n’ont montré aucune anomalie du caryotype. Trois autres ont

montré les aberrations suivantes:

-cas n°

62:

lors d’une premiere analyse, cette patiente de 75 ans, non-traitée
et dont le diagnostic venait d'étre posé, a montré au niveau de
15% de ses mitoses des cassures chromatidiennes. En outre, dans
guelques mitoses un chromosome identique au Ph était observé.

Une analyse 10 mois plus tard a montré la disparition de ces ano-
-malies; la patiente avait été traitée au 32P, Celui -ci aurait
donc favorisé la disparition des cellules anomales. En outre, le

|
chromosome semblable au Ph nNn’a plus été retrouvé.



-cas n° 63; ce patient, suivi depuis 5 ans pour maladie de Vaquez, a vu
son affection se transformer en LMC, Au moment de l'analyse,
celle-ci était caractéristique. Confiimant le diagnostic cli-
-nique, l'analyse des chromosomes permettait de mettre en évi-
-dence au niveau de 72"~ des mitoses examinées un chromosome
Ph”. Les 7 mitoses a 45 chromosomes n'ont pas montré d'anomalie
constante du caryotype; on ne peut donc parler de lignée a leur

propos.

-cas n° 64; les numérations ont mis en évidence 2 nombres modaux. Les cel-
-lules a 46 chromosomes avaient m caryotype normal. Dans cel-
-5.es a 44 chromosomes, on remarquait l'absence d’m chromosome
du groupe A et d'un autre du groupe G: il s'agissait donc d'une
lignée hypodiploide. Au moment de l'analyse, la maladie de
Vaquez, qui évoluait depiois 8 ans, s'était transformée en leucé-

-mie aigué.

b)-Désordres myéloprolifératifs autres que la maladie de Vaquez, et états ané-
-miques.

L'analyse des mitoses de la moelle osseuse de 23 patients, atteints
de désordres myéloprolifératifs ou d'altérations de la formule sanguine
intéressant le nombre de globules blancs ou rouges, a été effectuée. Les
numeérations, ainsi que le diagnostic clinique ayant motivé I'analyse cytogé-
-nétique, se trouvent au tableau XXIV. L'ensemble des résultats est normal:
00,9% des mitoses ont 46 chromosomes, 5&% sont hyperdiploides et 5,5 sont
hypodiploides( Les cas ayant montré le plus grand nombre de mitoses s'écar-
-tant du nombre modal normal (mais sans signification statistique) sont
ceux dont le diagnostic clinique était de réaction leucémoide ou de "leucocy-
-tose inexpliquée”. Aucun de ces malades n'a développé de leucémie depuis le

moment de l'analyse; le recul actuel est de 10 a 40 mois suivant les cas.

Les numérations de certains patients seront commentées brievement:
-cas n° 67; métaplasie myéloide. Six mitoses sur 21 ayant été analysées

ont montré 47 chromosomes. Les caryotypes ont mis en évidence



-cas n°

-cas n°

-cas n°

73;

78;

87:
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2 fois la présence d'un chromosome C surnuméraire, 2 fois celle d'un
surnuméraire et la mitose a 48 chromosomes montrait 2 chromosomes

du groupe D surnuméraires» Cette "instabilité” apparente ne corres-
-pondait pas, du point de vue clinique, a une transformation maligne
de la maladie. D'autre part, les critéres que nous avons utilisés

ne nous permettent pas d'affirmer la présence d'une lignée anormale.
réaction leucémoide. Cingq mitoses sur 60 ont 45 chromosomes. Les
caryotypes ne permettent toutefois pas de mettre en évidence une
lignée particuliére, le chromosome manquant variant de mitose a mito-

-Se.

leucocytose inexpliquée. Quatre mitoses sur 50 ont 45 chromosomes.
Comme pour le cas n° 73, l'analyse des caryotypes ne permet pas de

mettre en évidence une aberration constante.

aplasie médullaire et anémie rebelle a tout traitement. Les agents

thérapeutiques utilisés ont été nombreux et pourraient étre respon-
-sables des anomalies constatées, qui sont essentiellement des cagr
-sures chromatidiennes, des chromosomes surnumeéraires dans les grou-

-pes D ou G, et dans ime mitose, un chromosome E en anneau.



66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

87
88
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TAELEAU XXIV.

Numeérations chromogomiques Diagnostic clinique.

45 46 47 48 49 Total

[ 27 2 - » 30 Métaplasie myéloide agnogénique.

- 14 6 | - 21 Métaplasie myéloide.

- 39 | - - 41 Métaplasie myéloide (rate +++).

- 47 2 | - 50 Syndrome myéloproliféeratif (myélosclérose”
- 19 2 - | 22 Syndrome myéloprolifératif.

| 43 - - - 45 ~yélofibrose.

- 25 - 1 - 27 Réaction myéloide sur pyélonéphrite.

5 50 I - 1 59 Réaction "leucémoide".

- 24 2 1 - 27 Réaction "leucémoide".

- 12 - - - 12 Leucocytose inexpliquée (12.000 blancs)
5 26 - - - 32 Leucocytose inexpliquée (15.000 blancs)
2 25 2 - - 30 Leucocytose inexpliquée.

- 45 4 - - 50 Leucocytose inexpliquée.

3 32 | - - 37 Eosinophilie.

| 18 I - - 20 Thrombocyto se.

2 34 1 | - 39 Polyglobulie (6,10 rouges) sans Vaquez.
- 38 2 - - 40 Anémie cryptogénique.

- 21 - 1 - 23 Anémie. Moelle riche en cellules souches.
1 26 1 1 - 29 Anémie.

2 26 - - - 29 Anémie aplastique d'origine inconnue.

- 18 - - - 18 Anémie grave.

| 42 4 - - 50 Aplasie médullaire.

3 44 2 - | 50 Leucopénie.

Nximérations chromosomiques effectuées chez des patients atteints de
désordres myéloprolifératifs autres que la maladie de Vaquez et d'a-

némies de types divers.



n®

89

90

91
92

93
94
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c)— Mar-.rngTnbiilinémi e de Waldenstrom»

Les chromosomes de 6 patients présentant me macroglobuline dans
leur sang périphérique Ont été étudiés. Cing de ces patients (cas n° 89
a 93 du tableau XXV) montraient la symptomatologie clinique caractéristi-
-que de la macroglobulinémie de Waldenstrom. Le 6éme, quoique présentant
une macroglobulinémie, é&tait en bonne santé au moment de l'analyse. 1l est
le fils de la patiente n“ 93, et la protéine anormale a été décelée lors

d'un examen systématique de la famille (LUSTMAN et al., 1962),

Chez un malade (n® 89) le sang et la moelle osseuse ont été analysés
chez les autres seul le sang périphérique a été utilisé. Les numérations sont

portées au tableau XXV. Deux patient (n® 92 et 93) ont montré m grand autosom

TABLEAU XXV.

Techn. Numérations chromosomiques Remarques.
44 45 46 47 48 Total
IM I 2 57 - 60
SG - | 9 - - 10
SG - - 40 - - 40
SG - I 47 2 - 50
SG - - 54 6 - 60 Grand autosome surnimiéraire dans

les cellules a 47 chromosomes.

SG - | 31 4 — 37 "
SG 1 47 2 - - 50 Translocation du type D/D.

Numérations effectuées chez des patients présentant \me macroglobuline dans
le sang périphérique.
Abbréviations: IM: incubation de moelle osseuse.

SG: culture de sang périphérique.

surnumeéraire dans les mitoses a 47 chromosomes, de la taille d'un chromosome
du groupe A, I'un dans 10" des mitoses examinées (cas n® 92, PETIT et al..

1967), l'autre dans 10" également (fig« 9a). Le caryotype des patients n® 89
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a 91 était normal. Les mitoses du patient n® 94 ont montré vin nombre modal

de 45 chromosomes (fig. 9b); on notait I'absence de 2 chromosomes du groupe
D, et la présence d'm chromosome du groupe C surnumeéraire; celui-ci a été
considéré comme le résultat d'une translocation entre les 2 chromosomes D
manquants. Nous n'avons pas examiné les chromosomes provenant de cellules
d'un autre tissu. Néanmoins, nous pensons qu'il s'agit d'une aberration chro-
-mosomique constitutionnelle. Le patient est pére de 2 petites filles norma-
-les, ce qui semble indiquer que la translocation ne concerne pas les 2

homologues d'une méme paire,
d)- Anomalie de Pelger-Huet.
Les deux patients étudiés n'ont montré aucune anomalie du caryotype

au niveau des Braiphocytes du sang périphérique (Tableau XXVI).

TABLEAU XXVI.

n® Nmnérations chromoeomiques.

45 48 Total,
95 2 37 - | 40
96 1 21 - - 22

Nimiérations effectuées sur les lymphocytes de

2 sujets présentant 'anomalie de Pelger-Huet.

111.-DISCUSSION.

Aucune anomalie spécifique n'a pu étre mise en évidence dans le groupe
varié de désordres du systeme hématopoiétique que nous avons étudié. Nos résultats
semblent indiquer que les aneuploidies sont exceptionnelles en dehors des leucémies.

Les remarques suivantes peuvent étre faites;

1. Maladie de Vaquez;
Dans lI'ensemble les résultats sont normaux. Nous n'‘avons pas observé

d'anomalie des chromosomes du groupe F, comme KAY et al. (1966), Lorsque



nous avons constaté la présence d'une lignée aneuploide, dans 2 cas la
transformation leucémique était évidente: 1'\in é€tait une LM3 caractéris-
-tique, l'autre une leucémie aigué de type myéloblastique» Dans un 3éme cas,
nous avions observé, outre des anomalies du type "instable", la présence
d'un chromosome identique au Ph”, en lI'absence de toute symptomatologie

de LMC, La maladie n'a pas évolué vers la LMC, et les anomalies n'‘ont plus
été retrouvées lors d'une analyse 10 mois plus tard» 1l pouvait s'agir d'un
des rares cas de polycythémie avec Ph* sans UC (LEVIN et al», 1967)» On
peut supposer soit que la délétion n'intéresse pas un chromosome 21 soit,
suivant notre hypothése, que le géne récessif responsable de la LMC ne se
trouvait pas sur le chromosome intact- 1l est curieux de constater la dis-
-parition des mitoses anormales apres un traitement au phosphore radioactif:
ce traitement a la réputation d'exercer une action délétére sur les chromo-
-somes. 1l semble qu’'il ait eu plutdt pour effet dans ce cas-ci d'éliminer

les cellules aneuploides»

Désordres myéeloprolifératifs autres que la maladie de Vaquez et anémies de
types divers.
Aucune anomalie spécifique n'a pu étre relevée dans ce groupe»
L'absence de chromosomes Ph" a toujours confirmé l'absence de trans-
formation en LMC. Quelques rares cas de métaplasie myéloide avec Ph”
(FORRESTER et LOURO, 1966; NICOARA et al. .1967). ont été rapportés» En fonc-
-tion de la cytogénétique et en tenant compte de ces cas, NICOARA et al.

(1967) ont proposé la classification suivante des désordres myéloprolifératif

a) -LMC;Ph" positive: forme typique
Ph™ négative: formes atypiques»
b) -Métaplasie myéloide et myélosclérose: sans Ph : formes primitives
formes secondaires
avec Ph”: forme secondaire a par-
tir d'une LMC ou transi-
tion vers une LMC.
c) -Polycythémie: sans Ph” avec caryotype normal: forme typique
avec anomalies chromosomiques: formes atypiques
32

et altérations dues au traitement (RX, P, etc)

avec Ph”; forme de transition vers la LMC.
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d.)-Thrombocytose essentielle; sans Ph : forme typique
avec Ph : forme de transition vers la
LMCo

La LMC pouvant elUe-méme évoluer vers un autre désordre myélo-
-proliféeratif (GOH et al» ,1964), les was avec Ph a un certain moment,
puis ne montrant plus ce chromosome, pourraient se ranger dans la caté-

-gorie (trés rare) des LMC transformées,

La tentative de NICOARA est peut-étre criticable, mais elle mon-
-tre comment appliquer a la clinique les données cytogénétiques récen-

-tes.

Nous avons observé un petit nombre de mitoses avec anomalies
chromosomiques dans notre série. Jamais cependant nous n'avons mis en
évidence de lignée pathologique. Ces mitoses aberrantes ne semblent

pas avoir une grosse importance dans I'évolution de la maladie,

3.-Macroglobulinémie de Waldenstrdm,
Deux patients sur les 5 présentant cette affection ont montré un grand
chromosome surnuméraire ressemblant au chromosome W décrit par certains
chercheurs, La présence de ce surnuméraire n'est pas présente dans tous les

cas (TANZER et al,. 196?; BROUSTET et al,. 1967); de plus la spécificité

de cette anomalie n'apparait pas clairement, comme nous l'avons remarqué plus

haut. Aussi,c'est a un autre point de vue que nos résultats nous paraissent

intéressants.

Nous avons rappelé quUELVES et ESRAELS (1963) avaient mis en évidence
un grand surnumeéraire chez la meéere d'un trisomique 21, Cette femme présen-
-tait un taux de gamma-globulines légérement élevé. 11 nous semble que no-
-tre observation concernant line mére avec macroglobuline et surnuméraire et
son fils porteur d'me translocation constitutionnelle, se rapproche de cel-

-le des auteurs anglais. Pour FIALKOW (1964, 1967?) il pourrait exister une
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corrélation entre le taijx d'anticorps antithyroidiens et la fréquence des
non-disjonctions méiotiques chez 'Homme. Pourrait-on étendre cette notion a
d'autres altérations dé I'équiilibre protéique sanguin? Par exemple, la pre-
-sence d'une macroglobuline dans le sang altére-t-elle les mécanismes normaux
de la méiose? Malheureusement, dans notre série, aucun des autres patients
étudiés n'a eu d'enfants. Des observations plus nombreuses seront nécessaires
pour étudier cette hypothéese, d'autant plus que dans notre cas la naissance

de I'enfant porteur d'une aberration chromosomique a eu lieu trente ans au-
-paravant, alors que la meéere était en bonne santé et que la nature de ses glo-

-bulines sanguines nous était inconnue.

.4.-Anomalie de Pelger-Huet.
Nous”™avons pu confirmer les données de SIEBNER et al. (1963); les
2 cas que nous avons eu l'occasion d'étudier étaient en effet normaux du point
de vue cytogénétique. Une fois de plus, il s'avere difficile de démontrer

une relation directe entre le chromosome 21 et la leuco”iésco

V. CONCLUSION,

L'étude des chromosomes de 41 cas de désordres hématologiques divers non-leuceé-
-miques nous permet de formuler les conclusions suivantes;

1. - Des cellules aberrantes peuvent exister en petit nombre dans la moelle
osseuse de sujets présentant des désordres hématologiques non-leucémiques
(désordres myeéeloprolifératifs, altérations du nombre de globules rouges
ou blancs dans le sang circulant). Elles ne paraissent pas, aprés un reciiL
de 10 a 40 mois, jouer un rble quelconque dans lI'évolution de la maladie
ou dans \me transformation en leucémie

2. - Des lignées aberrantes ont indiqué, dans notre série et notamment dans le
groupe de maladies de Vaquez, une transformation leucémique de l'affec-
-tion. Dans m cas de transformation en LMC, le Ph a été mis en évidence.
Un cas cependant a montré xin chromosome Ph”; lors d'une analyse ultérieure,
ce chromosome avait disparu: ce serait un cas exceptionnel (le 3éme publié
a I'heure actuelle) de maladie de Vaquez avec Ph” ne se transformant pas

ultérieurement en LMC,
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3. - Sauf notre cas "exceptionnel”, le Ph n'a pas été mis en évidence
dans les désordres myéloprolifératifs dont la symptomatologie cli-
-nique peut étre proche de la LMC. La notion de spécificité du Ph
Vvis-a-vis de la LMC semble donc réelle, et I'intéré&t des recherches

cytogénétiques en clinique évident.

4. - D'aprés la théorie de FIALKCW, une corrélation poiarrait exister entre
un déseéquilibre protéique sanguin intéressant les gamma-globulines
et la genése de certaines aberrations chromosomiques constitutionnel-
-les par perturbation de la méiose. D'aprés nos données, il serait
intéressant de veérifier si cette théorie, qui concerne les auto-
anticorps, ne pourrait pas étre étendue aux altérations du taux: des

globulines en général.

5. - L'aberration chromosomique de la raaldie de Waldenstrom (présence d'un
grand autosorae surnumeéraire) n'est pas suffisamment spécifique pour

permettre de poser un diagnostic en utilisant I'analyse cytogénétique.
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CHAPITRE VI.

CONCLUSION: SIENMFICATION DES ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES DES LEUCEMIES HUMAINES.

L'hypothése siu-vant laquelle un ou plusieurs facteurs d'ordre génétique
pourraient jouer un réle dans la genése des cancers, que ce soOit par transmission
héréditaire d'un ou plusieurs géenes mutants ou par altération du génome de cellule
cancéreuse, est déja ancienne (KOLLER, 1967). La mise en évidence du chromosome Ph"
dans la leucémie myéloide chronique apportait un argument important en faveur de la
théorie de BOVERI. Depuis 1960, de nombreuses recherches ont été consacrées aux chro-

-mosomes des leucémies, des désordres hématologiques et des cancers en général. Nous
tenterons de dégager la signification de huit années de travaux concernant les chro-

-mosomes des leucémies humaines.

I. &~ chromosome de Philadelphie.

1l nous parait logique de commencer ce "bilan" de la cytogénétique des leuce-
-mies humaines par la découverte la plus significative: le chromosome Ph
1. Spécificité du Ph™.

Nous avons montré précédemment que B'on peut considérer la présence
du Ph comme spécifique de la LMC. Jusqu'a présent, aucun autre désordre
hématologique, malin ou non, n'‘a montré de chromosome marqueur semblable. C
Certains marqueurs ont pourtant été décrits: un grand autosome surnuméraire,
le chromosome "W" (BENIRSCHKE et kl. , 1962), dans une certaine proportion
de mitoses provenant de lymphocytes de patients atteints de macroglobuli-
-némie de Waldenstrom (BOTTURA et al., 1961); \in chromosome G, le chromo-
-some Ch” (pour (hristchurch, Nouvelle-Zélande), avec tine délétion des bras
courts dans la leucémie lymphoide chronique (GUNZ et al., 1962); -un chro-
-mosome 18, le chromosome (Melbourne), avec délétion des bras courts
dans la maladie de Hodgkin (BAIKIE et al., 1964); un chromosome F avec
délétion dans certains cas de maladie de Vaquez (KAY et al., 1966). La
spécificité de ces chromosomes marqueurs n'a jamais été confirmée et I'on

peut dire que le "cas" du Ph® est encore unique. Comme on I'a souligné
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plusieurs fois, me délétion de lI'importance de celle du Ph pourrait
exister, mais passer inapercue, au niveau d'm autre chromosome. On ne
peut donc exclure la présence de marqueurs dans d'autres affections heé-
-matologiques que la LMC. Une des premiéres conclusions qui s'impose est
qu’'il convient d'améliorer les techniques actuelles d'analyse des chromo-

-soraes pour progresser dans la voie ouverte par la mise en évidence du

Chromosome Ph et carte de génes, ou carte factorielle, chez I'Homme.

Le but recherché en génétique humaine est certes d'établir la carte
des geénes. La cytogénétique se présente, par analogie avec les travaux
effectués chez d'autres espéces, comme m moyen possible d'y arriver. Plus
particulierement, les leucémies, par la diversité de caryotypes qu'elles
permettent d'observer, sont intéressantes puisqu'elles offrent un nombre
plus grand de combinaisons génétiques que n'importe quél autre état patho-

-logique (LEJEUNE, 1965).

Nous avons rappelé I'hypothése de travail de TOUGH et al. (196])
attribuant la localisation d'un ou plusieurs génes intéressant la leuco-
-piése au niveau du chromosome 21. La biochimie a été utilisée pour étu-
-dier cette hypothése. On sait (VALENTINE, 1951) que la teneur en phos-
-phatases alcaline des leucocytes est tres abaissée dans la LMC. Chez les
trisomiques 21, par la technique semi-quantitative de KAPLOW (1957), on a
montré que la teneur en phosphatases alcalines était augmentée dans les
proportions de 3/2 par rapport a la normale (ALTER et al., 1962; TRUBOIf/ITZ
et al., 1962). 11 était dés lors tentant de supposer une relation directe
géene-enzyme (Vvoir page 15). MELLMAN et al. (1964) ont noté chez les triso-
-miques 21, outre lI'élévation du taux de phosphatases alcalines au niveau
des polynucléaires, une augmentation du taux de glucose-6-phosphate-déhydro-
-génase, dont le géne se trouve sur le chromosome X: ces auteurs en ont
conclu que les techniques utilisées ne permettaient pas d'affirmer cette

relation geéne-enzyme. De méme, BRANDT et al. (1963) trouvent une augmenta-
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-tion du taux de galactose-l-phosphate-uridyl-transférase chez les trisomique
21, confirmée par MELLIAN et al. (1964); mais WANG et DESFORGES (1967) ne
trouvent pas de différence pour cette enzyme entre des sujets porteurs

d'un Ph" et des sujets témoins normaux, ce qui rend toute localisation gé-
-nique aléatoire. Dans lI'état actuel de nos connaissances, il parait dif-
-ficile de localiser des génes au niveau des autosomes. On comprend néan-
-moins que pareille aatreprise soit tentée par ceux qui possedent les tech-
-niques adéquates; la cytogénétique apparait alors comme im complément a

d'autres techniques visant toutes a connaitre un jour la carte des génes

chez I'Homme.

Du Doint de vue théorique, il convient d'utiliser pour dresser la
carte factorielle toutes les délétions connues (y compris bien entendu
le Ph?™). 1l est évident toutefois qu'il convient encore toujours d'envisa-
-ger que le Ph” ne soit oas la résultante d'une délétion, mais bien d'une
translocation, comme l'avaient supposé dés la premiere publication NOVEEL
et HUNGERFORD (1960). Dans ce cas, une altération enzymatique pourrait aussi
étre ]e fruit d'un effet de position des génes, et non d'une perte pure
et simple, ce qui modifierait certaines interprétations déja proposées.

La LMC est-elle due a lI'expression de génes mutants récessifs?

ELIDRE et al. (1966) ont décrit, chez un enfant, un syndrome polymal-
-fomatif associé a une délétion des bras courts d'un chromosome 22. La
méme anomalie chromosomique se retrouvait chez le peéere et deux des trois
fréres et soeurs du patient; ces derniers sujets étaient tous normaux.

Les auteurs ont alors proposé, comme explication des malformations chez

le propos!tus, une hémizygotie pour un ou plusieurs genes anormaux, reces-
-sifs, mais pouvant s'exprimer suite a la délétion du segment ixirteur des
alleles normaux. Nous nous sommes inspirés de cet exemple pour proposer
notre explication "délétion chromosomique/mutation ponctuelle" comme cause
de la LMC (pages 39-41). Nous avons vu les conséquences théoriques entrai-
-nées par cette hypothése: l'existence de sujets porteurs de genes récessifs

déterminant la LMC. RANDALL et al.(I965) ont décrit un syndrome familial.
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héréditaire, transmis suivant un mode mendélien récessif, s'accompagnant

d'un tableau identique a celui de la LMC, apparaissant trés t&t au cours de

la vie (dans les 2 premiéres années). Ultérieurement, I'évolution se fait de

2 facons différentes: il y a soit me transfomation vers un tableau de leu-
-cémie aigué et un déces rapide (3 cas sur 9 décrits), soit une stabilité ou
méme un amendement de la symptomatologie clinique. Le recul est de 10 a 12 ans.
Les auteurs ont proposé le terme de "maladie myéloproliférative familiale"
pour désigner ce nouvel état. lls précisent qu'il s'agit "d'un nouveau syn-
drome ressemblant tres fort (closely simul;6ating) la leucémie myéloide de

I'enfance". La phosphatase alcaline des polynucléaires est abaissée tant chez

les malades que chez les parents indannes.

Il est évident que si la LMC peut étre considérée comme l'expression
de génes mutants, on est en droit de supposer des alléles normaux localisés
au méme endroit. Des génes intéressant la leuco”iese se trouveraient donc
bien sur la partie distale des bras longs du chromosome 21. On peut conclure
que 1 'étude chromosomique de la LMC se présente en tous cas comme un modeéle
permettant de montrer par quels raisonnements théoriques et par quel ensemble
d'informations I'on peut utiliser un chromosome marqueur pour établir la
carte des génes chez I'Homme. Si le méme modéle est utilis€é dans le cas d'une
mutation dominante déterminant l'apparition d'ixne leucémie, aucune modifica-

-tion primaire du caryotype ne sera observée.

Chromosome de Philadelphie et agents mutagénes.

L'expérimentation in vivo et in vitro a permis d'observer l'apparition
de cassures chromosomiques a la suite de l'action de nombreux agents chimiques,
physiques ou biologiques (virus). L'hypothése la plus simple concernant la
formation du Ph® est celle d'une délétion provoquée par une cassure chromo-
-somique au niveau des bras longs d'un 21. Dans quelle mesure peut-on faire
un rapprochement entre les faits expérimentaux et la présence d'un Ph" au ni-
veau des cellules de la moelle osseuse de sujets atteints de leucémie myéloide
chronique? Pour répondre a cette question nous nous référerons surtout aux
travaux de NICHOLS et de ses collaborateurs, qui étudient ce probléeme depuis

1961.
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Dans line tentative d'unifier I'hnypothése de BOVERI, suivant laquelle
les (Big/lsrrations chromosomiques seraient directement responsables de la
cancérisation d'une cellule, et la théorie proposant comme cause du can-
-cer l'incorporation au génome cellulaire du génome dlun virus oncogeéne,
NICHOLS et al. (1967) accordent plus d'importance aux cassures chromoso-
-miques qu'aux autres manifestations cytogénétiques des agents mutagéenes.
Ces auteurs reconnaissent que les cassures sont le plus souvent mortel-
-les pour la cellule. Cela se comprend aisément: lors de la division cel-
-lulaire, la répartition des fragments acentriques ne s'effectue pas corf
-rectement, les cellules filles ont un génome déséquilibré et ne peuvent
survivre. Seules des cassures de tres faible amplitude, comme celle pre-
-sentée par le Ph”, permettraient une survie de la cellule. Pour NICHOLS,
I'intérét des cassures serait le suivant: elles peuvent servir d'Indica-
-teur de l'action de l'agent mutagéne, au niveau moléculaire. Autrement dit
quand on constate la présence de cassures, la probabilité de mutations ponc
-tuelles au niveau des cellules apparemment intactes est grande. Et ces
mutations peuvent étre tolérées par la cellule, tout en la rendant apte
a se transformer en cellule cancéreuse. La leucémie myéloide chronique
serait donc un cas exceptionnel de survie de la cellule a iJine cassure

chromosomique bien tola'ée.

Nous pensons que le point de vue défendu par NICHOLS soutient par-
-faitement notre hypothése de "délétion chromosomique et mutation ponc-
-tuelle™ que nous avons déja exposée. Nous n'en aurons la preuve que lors-
qu'il sera possible d'étudier le patrimoine héréditaire humain a I'échelle

du geéne.

Phase chronique et crise blastique de la LMC: deux "étapes" différentes
de la méme maladie.

En général, la phase chronique d'une LMC se caractérise par
caryotype composé de 46 chromosomes; 45 sont normaux, un seul est altéré:
un n® 21, dit chromosome Ph . Aprés une durée plus ou moins longue de la
phase chronique, une '"crise blastique" peut apparaitre. Le caryotype

de la crise blastique peut étre inchangé par rapport a la phase chronique.
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Mais trés souvent on constate des aberrations chromosomiques graves,
dues a un gain, ou une perte, de chromosomes, La persistance du Ph per-
-met toutefois d'établir xme 'filiation"; les cellules aneuploides de la
crise blastique sont issue des cellules 46, Ph" de la phase chronique.

La crise blastique coincide toujours avec une exacerbation de la sympto-

-matologie clinique et peut emporter le malade.

#0n s'est demandé (TOUGH et al.. 196l; BAIKIE, 1965) s'il n'y avait
pas deux étapes dans la maladie, objectivables par la cytogénétique. La
premiére correspondrait a lI'apparition du Ph . La cellule devient leucémi-
-que et acquiére un état d'instabilité chromosomique, mais sa croissance
est encore plus ou moins sous contréle de l'organisme. La d”ieme étape
correspondrait a lI'apparition de lignées aneuploides. La cellule deviendrait
"franchement concéreuseé, et I'évolution clinique serait alors trés rapide.
Ces opinions sont fort schématiques. Elles ne tiennent pas compte du fait
que lI'on a décrit des caryotypes inchangés au cours de la crise blasti-
que. D'autre part, nous avons montré que la présence du Ph" est liee a
I'instabilité chromosomique indépendamment du stade évolutif de la maladie,
ce qui tend a montrer qu'il n'y a pas plusieurs étapes. Nous avons néan-
-moins exposé les vues de ces auteurs parcequ'elles constituent ime ap-
-proche au probléme du début de la concérisation cellulaire. Que se passe-
—t—il au moment précis ou ime cellule cesse d'étre normale pour devenir
cancéreuse? Peut-on mettre en évidence un état "précancéreux"? Il ne
semble pas que la cytogénétique puisse aider a résoudre ce probleme dans le
cas de la LMC. Au contraire, elle permet de montrer un état de continuité

entre la phase chronique et la crise blastique.

Chromosome de Philadelphie et différenciation tissulaire.

Le chromosome Ph a été mis en évidence, nous l'avons vu, au ni-
veau des érythroblastes et des mégacaryotytes. Ceci suppose une cellule
souche ancestrale commune aux trois lignées hématopoiétiques de la moelle
osseuse. Du point de vue génétique, il en découle 2 possibilités intéres-

-santes a examiner:
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a) -Suite a la différenciation tissulaire, le fonctionnement du chromo-
some 21 n'est pas le méme au niveau des myéloblastes, des érythroblas-
tes et des mégacaryocytes. La délétion ne concerne par conséquent que
des génes intervenant dans la leuco”iese. On jDourra dés lors supposer
que les globules rouges et les plaquettes seront normaux dans la LMC

b) -Certains génes intéressant le métabolisme des érythroblastes ou des
mégacaryocytes se trouvent au niveau de la partie manquante du chro-
-mosome 21. Les globules rouges et les plaquettes montreraient certai-
-nes anomalies. On pourrait peut-étre expliquer de la sorte les anémies
ou les thrombocytoses passageres souvent observées lors des premiers
stades de la LMC. 1l s'agirait alors vraisemblablement de genes de
fonction, réglant la multiplication cellulaire, mais non leur structure

intime.

Il nous parait difficile dé choisir actuellement entre ces deux
hypothéses, qui ont en commun d'utiliser une délétion chromosomique

pour tenter de dresser la carte des génes chez I'Homme.

7 .- CONCLUSIEr.

Nous avons montré, au cours de cette discussion de synthése, que la
découverte du Ph a de nombreuses applications théoriques ou pratiques rele-
-vant de diverses spécialités. La spécificité de ce chromosome permet un
certain nombre d'applications cliniques utiles au médecin. Mais l'existence
du Ph permet surtout de poser une série d'hypothéses qui sont autant de voies
de recherche possible. La tache du cytogénéticien apparait lieée a celle de
chercheurs d'autres disciplines avec lesquels il convient de collaborer de

facon suivie.

I1.>> Les chromosomes des leucémies aigués et de la leucémie lymphoide chronique.

Nous ne disposons pas, pour les leucémies aigués (L.A.)); ou la leucémie
lymphoide chronique (LLC), d'un variant commun semblable a celui de la LMC, Nous
savons, au contraire, que l'image chromosomique des L.A. est variable de cas a

cas; SANDBERG (1966) en a conclu que les aberrations chromosomiques constatées

dans les L.A. représentent un épiphénoméne de la maladie, chaque individu réagis-



-128-

-sant a l'agent oncogéne suivant son propre génome. Nous nous proposons de recher-
-cher la signification possible des aberrations chromosomiques des L.A. en nous
basant sur les possibilités que nous avons mises en évidence; les L.A. sans aber-
-ration: chromosomique décelable (et nous incluerons dans ce paragraphe les LLC),
les L.A, avec aberrations chromosomiques chez des sujets a caryotype constitution-
-nel normal et les L.A, chez les porteurs d'aberrations chromosomiques congéni-

-tales,

1,-Leucémie sans aberrations chromosomiques.

Nous avons vu (page 6l1)et nos résultats nous I'ont confirmé, que
plus de la moitié des cas de leucémies autres que la LMC ne présentent
pas d'anomalies chromosomiques. 11 est utile de rappeler a ce propos que
nos techniques sont encore imparfaites. Une anomalie caryotypique de fai-
-ble amplitude peut facilement passer inapercue si elle concerne certains
chromosomes, notamment ceux du groupe G, qui sont difficiles a apparier
et a identifier. Par conséquent, im caryotype décrit comme "normal” peut ne
pas I'étre. Cependant, dans la présente discussion, nous considérerons,
puisque nous ne disposons pas de moyens pour démontrer le contraire, que
toute cellule a caryotype apparemment euploide est effectivement normale
du point de vue chromosomique. Deux possibilités sont alors a envisager:
ou bien le génome est intact et la transformation leucémique n'intéresse
pas I'ADN cellulaire, ou bien la cellule présente une altération de son
génome, soOit par mutation ponctuelle, soit par incorporation du génome, ou
d'une partie de génome viral, et cette altération est a la base de sa

transformation, sans pour autant modifier le caryotype.

a)-Leucémies avec génome cellulaire intact; I'on accepte que la proliféra-
-tion apparemment incontrélée soit I'une des caractéristiques essen-
-tielles de la cellule leucémique, on peut admettre, d'un point de
vue théorique, que cette prolifération puisse se produire sans aucune
modification du génome. Un modéle de cette conception peut étre fourni,
nous l'avons vu, par le systéeme biologique phytohémagglutinine (PHA)/

lymphocytes in vitro. La PHA provoque, ou induit, la division des lym-
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-phocytes (NOWELL, 1960) en faisant appel exclusivement avix proprietés
physiologiques de ces cellules immuno-compétentes. Toute substance agissant
comme la PHA peut étre a la base d'ime multiplication importante des
lymphocytes (ou d'autres cellules hématopoiétiques). Des recherches s'im-
-posent dans cette voie, d'une part pour reconnaitre des substances "excito-
mitotiques”, d'autre part pour étudier leur réle dans la leueémogeneése,

ce terme englobant toutes les formes de leucémie et pas seulement les
leucémies lymphoides chroniques. 1l est possible que les cellules stimulées
de la sorte perdent certains de leurs caractéres "normaux". 1l a été montré
(BERNARD et al.. 1964; WINTER et al.. 1964;ASTALDI et al.. 1965) que les
lymphocytes de leucémie lymphoide chronique (LLC) ne sont pas stimulés,

ou moins bien stimulés par la PHA que les lymphocytes normaux. Mais il
s'agit la d'une propriété aspécifique; les lymphocytes de patients atteints
d'autres affections que la LLC ne répondent pas au stimulus de PHA,;

ceux de sclérose en plaques en phase évolutive (KOULISGHER et al., 1966,1967)
d'ataxie-télengectasie (OPPENHEIM et al.. 1966; LEVIN et al., 1966), lors
de la période post-opératoire. Ceci ne diminue pas, pensons-nous, l'intée-
-rét du systeme lymphocytes/PHA en tant que modéle de croissance cellulaire

anormale sans atération du génome.

Un autre modeéele d'acquisition par la cellule de propriétés nouvelles
sans modification du génome nous est donné par ce que nous savons du sys-
-téeme de régulation génique par les histones. On sait que toutes les cel-
-lules de l'organisme, descendantes d'une méme cellule initiale (I'ovule
fécondé par un spermatozoide) sont porteuses du méme équipement génique.
Celui-ci, par suite de la différenciation tissulaire, s'exprime différem-
-ment de tissu a tissu. Une grande partie du génome tissulaire est inacti-
-vée, sans doute par les histones au niveau de I'ADN (ALLFREY et al. .
1963). Une altération dans la régulation par les histones peut permettre
a la cellule d'acquérir des propriétés nouvelles sans altération du génome.
Pour illustrer ce modeéle, on peut prendre comme exemple le cancer du
poimion a petites cellules en grains d'avoine. On a constaté (LIPSETT, 1965;
BOVER et GORDON, 1965) au niveau de ces cellules cancéreuses \me sécrétion

réservée normalement aux glandes endocrines. On peut expliquer cette sé-
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-crétion anormale par une dérépression de génes normalement inactives,

sans avoir besoin d'invoquer une altération quelconque de lI'équipement
génique de la cellule» Une dérépression du méme type, concernant par exem-
-ple les mécanismes régulateurs de la multiplication ou un systeme enzyma-
-tique de "protection" contre une infection virale, pourrait transformer
une cellule normale en cellule ayant toutes les caractéristiques de la
cellule cancéreuse, sans altération aucune de I'ADN cellulaire» Bien en-
-tendu, i1l s'agit ici d'une hypothése, qui montre combien une connaissance
des mécanismes génétiques de la cellule a 1"échelle moléculaire sont indis-

-pensables a la meilleure compréhension de la transformation de la cellule

normale en cellule cancéreuse»

b.-Leucémies avec mutations géniques sans altération du caryotype; comme le

souligne LEVAN (1967?), une cellule peut avoir toutes les caractéristiques
de la malignité sans changement apparent du caryotype ("'cells can be fully
malignant vdthout any discemible changes in stemline karyotypes™)» Des
changements, ou mutations, a lI'échelle moléculaire ont néanmoins pu se
produire» Comme on ne peut les objectiver, on ne peut qu'émettre des hy-
-pothéses concernant la nature de ces mutations» L'hypothése la plus simple
est celle qui envisage une mutation directement responsable de la malignité,
parce qu'elle intéresse par exemple les mécanismes régulateurs de la crois-
-sance. Mais on peut postuler lI'existence d'un grand nombre de mutations
n'‘ayant qu'une cause indirecte avec la transformation cancéreuse» Un exem-
-ple est fourni par la "théorie immunologique” du cancer, trés clairement
exposée récemment par FIALKOW (1967)» Par une mutation ponctuelle, la cel-
-luJde peut devenir immunocompétente et réagir a la stimulation d'un anti-
-géne déterminé» Ou encore, une mutation peut rendre \me cellule inapte a
neutraliser un antigéne déterminé; celui-ci induirait une multiplication
ayant toutes les caractéristiques de la prolifération cancéreuse» Le point
de départ de cette transformation n'intéresse pourtant pas directement
'oncogéne”™» Un autre exemple peut étre donné par I'étude de maladies trans-
-mises suivant iln mode mendélien classique, et s'accompagnant souvent de

processus tumoraux» LYNCH (1965) en énumére quelques unes: maladie de von
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Recklinghausen et transformations sarcomateuses, exostoses multiples et
chondrosarcomes, polypose colique et leur transfomation cancéreuse, sclé-
-rose tubéreuse de Bourneville et gliomes, syndrome de Bloom et leucémie,
anémie aplastique de Fanconi et leucémie ou tumeurs solides, agammaglobu-
linémie du type Bruton et leucémie aigué lymphatique, ataxie-télengectasie et
cancers lymphoréticulaires, syndrome de Chediak-Higashi et lymphomes malins,
syndrome de Sjdgren et lymphomes malins. Une mutation génique a la base
d’vin tableau clinique déterminé semble associée a une fréquence élevée de
cancers chez les sujets porteurs. Un troisieme exemple peut étre fourni par
une mutation induisant des aberrations chromosomiques, qui a leur tour peu-
-vent favoriser l'implantation ou la transformation cancéreuse, comme le
géene "sticky" du maiz ou "sd" (segragation distorter) de la Drosophile.
Enfin, par nos techniques cytogénétiques il serait impossible de mettre

en évidence l'incorporation partielle ou totale d'un génome viral dans le

génome cellulaire,

Nabsence d'aberrations chromosomiques n'implique pas pour autant
que le génome cellulaire ait conservé son intégrité. La tdche du cytogéné-
-ticien est malheurement trés limitée dans les cas de cancers avec caryotype
normal. 1l n'est pas impossible cependant qu'ultérieurement, avec l1'accu-
-mulation des observations, les leucémies aigués a caryotype normal puissent
avoir me autre signification (clinique ou étiologique) que celles avec

caryotype aneuploide,

2,- Leucémies avec aberrations chromosomiques chez des sujets a formule chromoso-

-mlque constitutionnelle normalei
L'altération du caryotype des cellules leucémiques chez des sujets pre-

-sentant des chromosomes normaux dans leurs autres tissus est la démonstration
que le génotype cellulaire n'est pas quelque chose de stable, d'immuable qui
ne changera plus aprés la fécondation. Au contraire, sous l'influence de cer-
-tains facteurs, il peut varier de facon considérable. Deux alternatives sont
a envisager dans ce cas; ou bien l'aberration chromosomique est le facteur
piGmaire. déclenchant la leucémie, ou bien c'est m phénoméne secondaire, une

réaction de la cellule a I'agent oncogéne.
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a)-Aberration chromosomique, facteur primaire?; en principe, toute
aberration chromosomique s'accompagne d'une altération de la balance g
génique de la cellule. Ce déseéquilibre peut avoir trois conséquen-
-ces: soit il désavantage la cellule, qui est éliminée, soit il
n'a aucune action sur la vitalité de la cellule, soit il donne un
avantage a la cellule, ce qui se traduira ultérieurement par un en-
-vahissement progressif du tissu dont elle fait partie. Ce dernier
aspect pourrait expliquer, théoriguement, qu'une aberration chromo-
-somique soit responsable de la transformation maligne d'une cellule
normale. Un exemple en a été donné par le chromosome de Philadelphie
dans la LMC. Par analogie, si une forme donnée de leucémie (autre
que la LMC) était déterminée par une aberration chromosomique, cette[
aberration chromosomique devrait étre spécifique de cette forme de
leucémie . Or, nous avons vu qu'il n'est pas possible a I'heure ac-
-tuelle de démontrer qu'il existe une forme de leucémie autre que
la LMC a présenter une anomalie chromosomique spécifique. 1l est
compréhensible, dés lors, que I'on hésite a attribuer a une aberra-

-tion chromosomique quelconque une fonction primaire dans l'instal-

-lation d'une leucémie.

En fait, le probleme est complexe. La cellule peut réagir a
un exces de matériel génétique di a une hyperdiploidie, et se "pro-
-téger" en inactivant les chromosomes surnxmiéraires par transformation
de N'euchromatine en hétérochromatine. Ce phénoméne a tout d'abord
été montré chez les plantes et évoqué des 1939: "comme il est bien
connu, il est assez probable que 1'hétérochromatine est génétique-
-ment inactive. De sorte que nous pourrions dire qu'il existe des
plantes-dont les narcisses- ayant la facudlté de contréler leur quantit
de chromatine active. Ces plantes seraient donc défendues des désé-
quilibres géniques que la polysomie peut provoquer" (FERNANDEZ, 1939).
Cette hypothése n'est pas sans rappeler la théorie de LYON (196l)
concernant l'inactivation des chromosomes X surnuméraires chez les
mammiferes. 1l est trés probable qu'une aberration chromosomique n'a
pas la signification dramatique que ses dimensions pourraient laisser

supposer. Peu de génes portés par un chromosome (ou plusieurs chromo-
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somes) surmiméraire seraient actifs. Notre hypothése personnelle est

alors la suivante: toute aberration chromosomique peut n'avoir comme effet
réel qu'im effet identique a celui d'une mutation ponctuelle. Elle aurait
donc la méme signification qu'une altération génique, tout en étant vi-
-sible au microscope optique. Dés lors, tout raisonnement concernant leur
rGle ‘'oncogeéne serait identique a celui tenu plus haut pour les mutations
ponctuelles.

L'étude systématique du caryotype d'un grand nombre de sujets
pourrait aider a éclaircir ce probleme. Les patients chez qui une aberra-
-tion chromosomique serait décelée au niveau de la moelle osseuse unique-
-ment seraient suivis du point de vue clinique, et lI'apparition d'une leu-
-cémie notée. Peu de cas semblables ont été décrits. Nous avons mentionné
(p.107-etl0O9)une série d'états (désordres myéloprolifératifs et anémies de
types divers) avec aberrations chromosomiques ne s'étant pas transformeés
en leucémie chronique ou aigué. A l'opposé, outre le cas de KEMP et al.
(1964) avec chromosome Ph précédant I'apparition clinique de la LMC,
HONDA et al. (1964) ont rapporté un exemple d'aberration chromosomique
au niveau de la moelle osseuse 25 mois avant l'installation clinique d'une
leucémie aigué chez une enfant de 26 mois, et DEMAYO et al. (1967) ont noté
chez vin trisomique 21 des aneuploidies de la moelle osseuse 3 mois avant
la symptomatologie caractéristique de leucémie aigué. Cependant, vu le
petit nombre de cas rapportés, rien ne permet d'affirmer qu'a une aneuploi-
-die correspond la transformation ultérieure de la cellule en cellule leu-

-cémique.

b)-Aberrations chromosomiques, facteur secondaire: les aberrations chromoso-
-miques des cellules leucémiques autres que la LMC pourraient représenter
une réaction secondaire du noyau, une "adaptation" a leur nouvel état.
Chaque individu réagirait a I'agent oncogene en fonction de son génotype
(SANDBERG, 1966), les cellules atteintes '"recherchant" la meilleure com-
-binaison génétique leur permettant de survivre. Une analogie avec lI'évo-
-lution des espéces a été proposée (LEJEUNE, 1965; LEVAN, 1967). Il y
aurait, a partir du génotype constitutionnel une évolution, avec des cel-

-lules ancestrales, des rameaux abortifs et d'autres représentant un succes

du point de vue compétitif. Pour LEVAN, si cette microévolution est rapide.
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alors qu'a lI'échelle de l'individu I'évolution se compte en milliers, si
pas en dizaine de miilliers, d'années, c'est parceque les cellules somati-
-ques ne connaissent pas l'obstacle de la méiose, avec appariement des

segments homologueso

LEJEUNE (1965) a proposé des "lois d'évolution clonale" s'ap-
-pliquant au caryotype des cellules leucémiques. On peut les résumer de
la facon suivante: tout d'abord, l'auteur postule l'existence d'une évolu-
-tion clonale progressive "entre la lignée néoplasique a caryotype entie-
-rement remanié et la cellule normale”. Une des taches du cytogénéticien
est de reconstituer cette évolution, par des démarches "qui ne sont guere
différentes de la pratique des paléontologistes". LEJEUIE note ensuite
la tendance a la duplication des surnuméraires, normaux ou anormaux. Cette
duplication peut se faire par non-disjonctions successives. Dans cette
optique, le patient que nous avons eu l'occasion d'étudier (p.?Oets<]|. ;
voir également KOULISCHER, 1966) est intéressant parcequ'il montre que
I'ascension anaphasique est asynchrone et qu'une non-disjonction peut at-
-teindre en premier lieu les derniers chromosomes a migrer vers les Odles,
La duplication des surnximéraires peut se produire a la suite d'une endoré-
-duplication d'un seul, ou de quelques, chromosomes, comme nous l'avons
mentionné. Cette hypothése a justifié une recherche de notre part, qui ne
nous a pas permis de montrer que les endoréduplications étaient plus fre-
-guentes au niveau des cellules leucémiques qu'au niveau des cellules nor-
-males. LEJEUNE signale ensuite I'hypothése des "variants communs": comme
pour la LMC, il y aurait des anomalies spécifiques pour certaines formes
de leucémies ou de cancers; il conviendrait d'étudier leurs mécanismes d'ap-
-parition. Par exemple, y aurait-il uin point fragile au niveau de certains
chromosomes, favorisant les délétions ou les remaniements? Enfin, LEJEUNE
propose l'hypothése des "combinaisons interdites"”. Ce sont celles qui pro-
-voqueraient des changements tels que la survie de lac cellule ne serait
plus possible, soit a cause de besoins métaboliques nouveaux impossibles a
satisfaire, soit encore parceque la cellule mutante serait "reconnue", et

éliminée, par les réactions immunitaires de l'organisme.

D'ime facon générale, et quelles que soient les "lois" d'évolution

clonale(pour employer le terme de LEJEUNE), 1'hyperploidie, et surtout le
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polyploidie (LEVAN, 1967?7) permettraient une meilleure adaptation de la
cellules a son environnement. Il convient de souligner qu'il s'agit ici

de polyploidie en tant que phénoméne d'adaptation au processus néoplasique.
La polyploidie physiologique, comme celle des mégacaryocytes, ne meéne pas
vers une prolifération leucémique de ces éléments meédullaire. LEJEUNE (1965)
se demande si I'hybridation somatique telle qu'elle a été décrite par
BARSKI et al. (1960) et SORIEUL et EPHRUSSI (1961) n'est pas un des proces-

-sus capables d'accélérer I'adaptation de la cellule a son nouvel état.

En conclusion, le génome cellulaire est loin d'étre fige; il peut
évoluer sous lI'effet de nombreux stimuli, dont certains sont des agents
oncogenes. L'exposé ci-dessus indique que la voie qui s'offre au cytogéneé-
-ticien est de tenter de découvrir les causes qui régissent lI'apparition
des aneuploidies des cellules leucémiques, et de tenter de les systématiser.
Les perturbations peuvent se situer a de nombreiix moments de la vie cellu-
-laire. L'accumulation des données permettra de contribuer a résoudre ce
probleme. D'autre part, comme nous l'avons souligné, nous pensons, d'un
point de vue fondamental, que lI'effet des aberrations chromosomiques n'est
pas tellement différent de celui des mutations punctiformes. En effet, si I'(
tient compte de l'inactivation de I'ADN par suite de la différenciation tis-
-sulaire, peu de génes seraient actifs au niveau des chromosomes sumumeé-
-raires. Nous aurions dés lors, par le truchement des leucémies, un moyen
aisé de repérer ces mutations et d'étudier leurs conséquences, ce qui n'est

pas le cas pour les mutations punctiformes.

3.- Leucémies chez les porteurs d'aberrations chromosomiques constitutionnelles.

Le probléeme des leucémies chez les porteurs d'aberrations chromosomiques
constitutionnelles nous permettra de situer les leucémies hmaines dans le

contexte général des maladies par aberration chromosomique €t de conclure no-

tre travail.

a)-Trisomie 21 et leucémies aigués.
La notion d'ime association entre le mongolisme et les leucémie ai-

-gués est devenue classique déja avant la découverte de la trisomie 21.
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KRIVITT et GOOD (1956) avaient calculé la fréquence théorique de l'as-
-sociation mongolisme/ leucémie. lls se basaient sur un taux de nais-
-sances d'enfants mongoliens de 1/500 (chiffre exagéré pour rendre la
démonstration plus évidente) et un nombre de décés entre 0 et 4 ans par
leucémie de 5/100.000. D'apres ces chiffres, l'association mongolisme/
leucémie aurait di s'observer chez I enfant sur 10.000.000 a&gés de O
a 4 ans. Or en l'espace d'un an, ces auteurs avaient examiné 4 enfants
mongoliens atteints de leucémie aigué; d'aprés les chiffres théoriques,
un tel événement aurait di0 survenir une fois tous les 25 ans dans leur
service (Minnesota, U.S.A.). Dans le but d'avoir des chiffres d'une va-
-leur statistique indiscutable, KRIVITT et GOOD (1957) envoyeérent un
questionnaire a 300 institutions pour arriérés mentaux; les réponses
plaidaient en faveur d'une association entre les 2 affections. D'autres
chercheurs confirmerent ces données (MERRIT et HARRIS, 1956; STEWART
et al., 1958; DOLL et al., 1962). 1l est admis depuis que la fréquence
des leucémies chez les trisomiques 21 est environ 20 fois plus élevée

que dans la pojbulation de méme age.

Les trisomiques 21 ne présentent pas une forme spécifique de
leucémie aigué. Celle-ci peut étre myéloblastique, mais aussi lympho-
blastique ou a cellules souches (FENROSE et SMITH, 1966). En fait, la
trisomie 21 semble plutdt perturber la régulation de la leucopolése
que déterminer de facon directe la transformation leucémique des cel-
-lules. Confirmant cette opinion, certains auteurs ont décrit chez le
nouveau-né mongolien des états cliniques proches de la leucémie, s'amen-
-dant spontanément (ROSS et al., 1963: "Ineffective régulation of granu-
lopoiesis masquerading as congénital leukemia"; ENEL et al, 1965: "tran-
-sient congénital leukemia"; GERMAIN et al., 1967). On sait d'autre part
(TURPIN et BERNYER, 1947) que la lobulation des polynucléaires des tri-
-somiques 21 est anormale. Ces faits plaident en faveur de la présence
de génes intervenant dans la Ieucoj(}iése, qui seraient situés sur le
chromosome 21, mais il s'agirait plutdét de génes de régulation que de

génes de structure.
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L'image cytogénétique des leucémies aigués des trisomiques 21 est varia-
-ble. Le caiyotype des cellules atteintes peut étre inchangé et ne montrer aucu-
-ne autre anomalie que le chromosome 21 surnumeéraire, ou bien il peut étre alte-
-ré: on noterait dans ce cas souvent le gain d'un chromosome G ou d'un chromo-
-some G (CONEN et ERKMAN, 1966)» A ce point de vue, la situation n'est gueére
différente de celle qui existe chez les leucémiques a formule chromosomique cons-
-titutionnelle normale (nous avons vu que la moitié d'entre eux environ ne mon-
-tre aucune anomalie au niveau des cellules leucémiques). Rappelons que c'est

chez un trisomique 21 leucémique que LEJEUNE et al» (1962) ont le plus clairement

observé "l'évolution clonale”,

b)- Leucémies chez les porteurs d'aberrations chromosomiques constitution-
-nelles autres que la trisomie 21.

Des leucémies aigués ont été décrites chez ces sujets, mais en
petit nombre, SCHADE et al. (1962) ont observé une leucémie aigué& chez
un trisomique D,ENCEL et al. (1967?) une LMC avec Ph" chez une femme
porteuse d'une translocation D/D, et quelques leucémies ont été rap-
-portées chez des patients avec aberration chromosomique constitution-
-nelle sexuelle (LEWIS et al.. 1963; TOUGH et al., 1963), Deux faits
viennent compliquer l'interprétation de ces résultats. Tout d'abord,
les sujets porteurs d'iine aberration chromosomique sexuelle ne sont nas
rares. D'aprés les données de MACLEAN et al. (1964) portant sur
20.000 nouveaux-né écossais, la fréquence des porteurs d’anomalies chro-
-mosomiques sexuelles serait environ de 2 pour mille. Dans ces condi-
-tions, il est encore trop tdt pour déceler un lien entre aberration
sexuelle et leucémie: les cas rapportés peuvent étre une simple coinci-
-dence. La méme explication peut étre donnée pour les porteurs d'autres
aberrations chromosomiques constitutionnelles; sauf la trisomie 21,elles
sont mal tolérées et rapidement fatalespour l'individu porteur, Gelui-
-Cci ne survit peut-étre pas assez longtemps que pour développer une
leucémie. Des anomalies des poljuiucléaires ont été décrites ches les
trisomiques D (HUENS et al., 1964) sous forme de projections nucléai-
-res. Si lI'on raisonne par analogie, les trisomiques 21 présentent éga-
-lement des anomalies de la lobulation des polynucléaires; mais leur

durée de survie est grande, alors que celle des trisomiques D n'est
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que de quelques jours (EEJEUNE" 1965), et ils ont le temps de dévelop-

-per une leucémiec«

Nous avons étudié ce probleme en suivant au cours du temps plu-
-sieurs enfants porteurs d'aberrations chromosomiques constitutionnel-
-les, et notamment de mosaiques» Nous avons montré (p» 98 )la grande
stabilité de ces mosaiques, La présence, au niveau de la moélle osseuse,
de cellules de constitution chromosomique différente, ne suscite aucune
compétition, alors que si I'aberration est due a un processus leucémique,
les cellules aneuploides envahissent rapidement l'organisme. Aussi, nous
proposons I'hypothése suivante: HALL (1965) s'est attaché a montrer que
des malformations communes se retrouvent chez tous les enfants porteurs
d'aberrations chromosomiques intéressant les autosomes; retard statutxD-
pondéral, retard mental, micrognatie, malformation de lI'oreille externe,
malformations cardiaques, etc. Nous nous demandons si des anomalies
de la leucoqgiése ne rentreraient pas dans le cadre de ces anomalies as-
-pécifiques, favorisant la transformation leucémique des cellules hémato-
-poiétiqueSo Ceyye aspécificité pourrait expliquer pourquoi, chez les
trisomiques 21, les leucémies peuvent se présenter sous plusieurs formes
différentes. Une fois de plus, c'est I'accumulation patiente des données
qui permettra d'éclaircir ce probleme, et notamment la recherche systéma-

-tique de toute réaction pathologique des leucocytes chez les porteurs

d'aberrations chromosomiques constitutionnelles,

4.- Les déterminants prézygotiques des leucémies»

BORGES et al» (1967) ont proposé le terme de "déterminant prézygotique"
pour désigner I'élément causal des leucémies survenant chez des porteurs d'aber-
-rations chromosomiques constitutionnelles, quelle que soit leur nature» Ce
terme se justifie parceque I'anomalie chromosomique est due dans ces cas a une
erreur de répartition meéiotique chez I'un des deux parents» donc avant la for-
-mation du zygote» Cette notion de "déterminant prézygotique" se retrouve au
sein de certaines familles chez lesquelles un ou plusieurs membres sont porteurs
d'une aberration chromosomique constitutionnelle alors que d'autres sont atteints

de leucémie. Dans une famille dont les parents sont normaux, de leurs quatre
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enfants décede aprés avoir présenté une leucémie lymphoblastique aigué&, un
autre xme leucémie myéloblastique aigué, le 3éle a la suite d'une broncho-
pneumonie et le 4éme est une mosaique de constitution Xi/XXY (BAIKIE et al.
1961). Dans ime autre famille, la meére est porteuse d'une translocation de
type 15/21: elle a eu 4 enfants, dont un mongolien a 46 chromosomes et un
autre décédé a la suite d'une leucémie aigué (BUCKTON et al..l1961), Nous avons
rapporté l'observation de GUNZ et al. (1962), concernant ime accumulation

de cas de leucémie lymphoide chronique dans 2 familles présentant un chromo-
-sme G anormal auquel avait été donné le nom de chromosome Ch”» HUNGERFORD et
NCWELL (1961) ont rapporté lI'existence d'une famille dont le pére était at-
-teint de leucémie lymphoide chronique, le fils présentait une formule sexuelle
XXXXY alors qu'une tante et une cousine étaient trisomiques 21.. On connait
encore une famille dont un sujet est mongolien et est atteint de leucémie
lymphoblastique aigué&, alors que sa tante est trisomique 21 (TroMPSON et al.
1963) et une remarquable famille ou une mére est une mosaique normale/trisomie
21, son fils un trisomique 21 standard, alors que son pére et deux oncles

paternels ont développé une leucémie myéloide chronique (VERREESEN et al.,1964)

La cytogénétique se présente dans tous ces cas comme un moyen de
recherche a employer dans I'étude des facteurs héréditaires dans les leucémies
humaines. Certains de ces facteurs cependant doivent &tre examinés avec pru-
-dence. 1l est évident que dans les familles ou se transmet une translocation
intéressant un chromosome 21, ou les naissances de trisomiques 21 sont frée-
quentes, la probabilité d'observer des sujets développant une leucémie aigué
est plus grande que dans une population témoin a caryotype nomal. D'autre
part, si la fréquence des naissances de trisomiques 21 augmente avec l'age
de la meéere (PENROSE et SMITH, 1966), la fréquence des leucémies chez les en-
-fants augmentera avec lI'dge de la meére. Quoi qu'il en soit, envisagées sous
cet angle, il est possible de replacer les leucémies dans le cadre des mala-
-dies humaines par aberrations chromosomiques. La prédisposition a certaines
formes de leucémie pourrait étre présente déja dans les gameétes des parents,

avant la fécondation.
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Il ressort de ce qui précede que lI'étude des chromosomes des
leucémies ne peut se limiter aux cellules leucémiques. Nous avons vu, a la
fin de notre exposé, que nous rejoignions en un certain poiht les maladies
par aberrations chromosomiques constitutionnelles, et quelques maladies trans-
-mises héréditairement suivant un mode mendélien. Existe-t-il un, ou plu-
-sieurs facteurs commims a la tératogénése et a l'oncogenése? Nous avons eu
I'occasion (PETIT et al.. 1968) d'étudier une leucémie aigué chez un trisomi-
-que 21. Les cellules leucémiques montraient un chromosome 5p- identique a
celui de la maladie du cri du chat (LEJEUNE et al., 1963). Est-ce suffisant poui
conclure que le méme agent (viral?) participe a la transformation d'une cel-
lule normale en cellule leucémique, et a la formation d'une anomalie chromo-
-somique responsable d'un syndrome polymalformatif? La réponse a cette ques-
-tion, comme a bien d'autres que nous avons posées, ne pourra se faire qu'en

poursuivant les recherches entreprises pour accumuler les données.
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KESUME.

Les chromosomes de la moelle osseuse ou des lymphocytes de sujets pré
-sentant des affections hématologiques leucémiques et non-leucémiques ont été étu-
-diés, soit par une méthode directe, soit apres un séjour de quelques {jeures in

vitro. Les faits observés ont été rassemblés en 4 groupes distincts,

1, LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE;

Le chromosome de Philadelphie (Ph?), spécifique de la leucémie myéloide
chronique (LMC), a été mis en évidence lors de 38 analyses effectuées chez 25
patients atteints de LMC, Dans la présente série, aucim cas de LMC sans Ph n’a
été observé, La proportion de mitoses avec Ph™ a varié suivant les analyses de
12 a 100 Plus la proportion de mitoses avec Ph" était élevée, plus le nombre
de cellules s'écartant du nombre normal de 46 était grand: la présence du chro-

-mosome Ph semble donc liée a un facteur d'instabilité chromosomique cellulaire.

Lors de la phase chronique de la maladie, le nombre modal observé était
de 46 et le caryotype était normal, exception faite de la présence du Ph” La
moitié des cas étudiés lors d'une crise blastigue ont montré un caryotype inchang
par rapport a la phase chronique: la crise blastique ne s'accompagne pas néces-
-sairement d'un changement décelable du caryotype. La présence de lignées cellu-
-laires aneuploides a été mise en évidence dans certains cas de crise blastique;
les caryotypes variaient de patient & patient. La présence du Ph permettait né-
-anmoins de rattacher le caryotype de la phase chronique a ce\ix, altérés, des

crises blastiques.

Du point de vue génétique, la LMI peut étre enviagée comme étant la résul-
-tante de lI'expression de génes récessifs mutants sur un chromosome 21. Ceux-ci
s'expriment suite a la perte des alléles dominants normaux par la délétion du
chromosome homologue, qui devient "chromosome Ph ". Cette hypothése est compatibl

avec les cas rapportés de LM] sans Ph* et de Ph® sans LMC.

2. IE£UCEMIE 1ymphoide CHRONIQUE.

L'obtention de mitoses de mymphocytes provenant de sujets atteints de leu
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-cémie lymphoide chronique (LLC) aprés stimulation par la phytohémagglutinine
(PHA) n'est pas aisée. Le sahg de 16 patients a été mis en culture: 6 seule-

-ment ont montré des mitoses convenant a l'analyse cytogénétique. Les caryoty-

-pes dans ces 6 cas se sont révélés normaux.

Une aberration chromosomique n'est pas indispensable pour expliquer
1 'apparition d'une LLC, En effet, par analogie avec la stimulation par la PHA,
on peut supposer le "réveil" des propriétés mitotiques des lymphocytes par un
agent, encore inconnu et faisant intervenir les propriétés immmologiques des

lymphocytes. 11 s'en suivrait un tableau clinique de leucémie lymphoide chroni-

-que.

LEUCEMIES AIGUES.

Les chromosomes de 25 patients atteints de leucémie aigué (L.A.) ont
été étudiés. La moelle osseuse a été examinée chez 20 patients, le sang péri-
-phérique chez 5 autres patients. Toutes les analyses faites a partir du sang
périphérique, de méme que 12 analyses sur 22 (soit 54,5") effectuées sur moelle
osseuse, ont montré des caryotypes apparemment normaux. L'altération du caryo-
-type n'est donc pas une condition essentielle a I'apparition d'une L.A. Dix

analyses de moelle osseuse ont montré la présence de lignées aneuploides, va-

-riant de 44 a 92 chromosomes. L'absence d'anomalies spécifiques a été notée.

Des recherches complémentaires ont été entreprises pour tenter de pré-
-ciser l'origine possible des aberrations chromosomiques des L.A,,, en tenant
compte d'une part que les anomalies les plus fréequemment observées sont des
anomalies de nombre plutdt que de structure, d'autre part que tout sujet leu-
-cémique porteur d'une lignée aneuploide médullaire peut étre considéré comme

une "mosaique" tissulaire.

a)- Erreur de répartition chromosomique a la mitose: un cas de L.A.
a permis d'étudier l'ascension anaphasique des chromosomes. Celle-ci semble
asynchrone: les paires terminant le plus t6t leur période de synthése d'ADN

au cours de la période "S" (comme on a pu lI'étudier au moyen de N'incorporatior
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a la thymidine tritiée) sont les premiéres a commencer la migration vers
les pdéles. Les chromosomes "tardifs™ (les chromosomes sexuels X et Y et les
autosomes 15,16,18 et 21) auraient de ce fait plus de risques d'étre mal

répartis; les aneuploidies devraient les concerner le plus souvent.

-Endoréduplication d'une partie ou de la totalité du génome; les endorédupli-
-cations sont nettement plus fréquentes au niveau des cultures de tissus a

long terme impliquant un grand nombre de générations cellulaires (fibrocytes
sujets non-cancéreux), que dans les cultures a4 court terme (lymphocytes) ou

dans les incubations de moelle osseuse leucémique. On pourrait y voir un effe
de ‘'vieillissement”, a rapprocher des aneuploidies plus fréquentes chez le si;
agé comme au niveau des tissus cancéreux. Cependant, le nombre d'endorédupli-
-cations au niveau des fibrocytes n'augmente pas avec la durée du séjour in

vitro; le "vieillissement" seul ne parait pas suffisant pour expliquer l'apps
-rition d'endoréduplications. Les endoréduplications signalées chez de nombre
leucémiques au niveau des cellules du tissu hématopiétique sont vraisemblable

-ment d'ime autre origine.

-Comparaison des mosaiques tissulaires constitutionnelles et acquises; des n
-aiérations chromosomiques a intervalles réguliers ont été effectuées chez des
sujets porteurs de mosaiques constitutionnelles composées de 2 lignées cellu-
-laires, lI'une normale, lI'autre aneuploide.Lors de chaque analyse, on a cons-
-taté la stabilité des 2 populations cellulaires, alors que chez les leucémi-
-ques les lignées aneuploides envahissent rapidement I'organisme. On peut en
conclure que l'aberration chromosomique ne parait pas suffisante a elle seule
pour expliquer cet envahissement par les cellules leucémiques (d'autant plus
qu'il peut se produire en l'absence de toute anomalie visible du caryotype).
Une exception a été observée dans le cas particulier d'un chromosome en année

il convient cependant de souligner que les aneuploidies ne concernaient que

1 'anneau.

D'aune facon générale, les cellules leucémiques tolérent les aneuploidies

bien mieux que les cellules embryonnaires: c'est pareequ'il s'agit de cellules

différenciées dont ime petite partie du génome est active. Les aberrations chre

-mosomiques, de ce fait, n'ont pas de répercussions génétiques aussi importants
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que la morphologie pourrait laisser prévroir. D'autre part, si I'on admet que
les géenes de régiilation sont en nombre élevé, on peut penser que certains genes
ayant le méme effet régulateur se retrouvent sur des chromosomes différents.

Des aneuploxdies différentes pourraient avoir le méme effet, ce qui expliquerait

la variété des images observées dans les leucémies.

4. AFFECTIONS HEMATOLOGIQUES NON-LEUCEMIQUES.

Dans les désordres myéeloprolifératifs, aucune anomalie chromosomique n'a été
observée, sauf chez 2 patients atteints de maladie de Vaquez transformée en leucémie.
Un de ces 2 patients montrait un chromosome Ph , ce qui démontre que la maladie de
Vaquez peut se transformer en LMC avec Ph”. Dans les autres cas, l'absence de Ph”

a été utilisée comme élément du diagnostic difféerentiel.

Aucune anomalie n'a été relevée chez des patients présentant mune anémie.

Deirx patients sur 6 atteints de macroglobulinémie de Waldenstrom ont montré
dans mune certaine proportion de leurs lymphocytes la présence de cellules a 47 chro-
-mosomes avec un grand autosome du groupe A en surnombre. Le fils d'ione patiente
avec un A surnumeéraire, présentant \me macroglobuline dans son sang sans atteinte
clinique, était porteur d'une aberration chromosomique..constitutionnelle (translocati

du type B/D).

5. CONCLUSION_OTERALE.

La LMC semble étre, a I'heure actuelle, la seule forme de leucémie hiomaine a
présenter une aberration chromosomique spécifique. On connait la tendance des triso-
-miques 21 a développer une forme de L.A.; certains géenes (de régulation et/ou
de structure) intervenant dans la leucopiése pourraient se trouver sur un chromoso-
-me 21. Il semble en tous cas exister un lien entre une maladie par aberration chro-
-mosomique constitutionnelle et les leucémies. L'existence de familles dont cer-
-tains sujets sont porteurs d'une aberration constitutionnelle et d'autres sont
atteints d'une forme de leucémie permet de supposer, dans certains cas, l'existence
de facteurs commms a l'oncogenése et a la tératogénese. Des recherches futures de--.'

vraient permettre de préciser lI'exactitude de cette hypothese.
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LEGENDE DES FIGURES,

1,; caryotype hximain normal.(a): caryotype masculin dont les chromoso-

2t

3«

mes sont classés suivant la classification de Denver par paires,
La formule sexuelle est XY.

(b)icaryotype féminin normal,dont les chro-
mosomes sont classés par groupes,de A a G.Les chromosomes sexuels

sont de la dimension des autosomes du groupe C.

Caryotypes de leucémie myéloide chronique (phase chronique et cri-
ses blastiques). (a)iPatient en phase chronique.Le chromoso-
me Ph" est désigné par une flechejil s'agit d'un ohromoeome G ayan”
perdu la plus grande partie de ses bras longs,

(b)Crise blastique chez un patient avec un*
lignée a 47 chromosomes»on note la présence de 2 Ph~.

(o)«Patiente en crise blastique avec une
lignée a 47 chromosomes,ccmportant un Ph® et un G surnxunéraires.

(d) «Lignée a 49 chromosomes chez un patien’

montrant,outre le Ph™Mun C,un E et un P surniiméraires.

(a) «caryotype d'un fibrocyte de la peau d'une patiente atteinte
de LMC.On note l'absence du Ph”,qui ne se retrouve qu'au niveau
des cellules leucémiques.

(b) «Caryotype d'une cellule leucémique de la méme patiente«on re
marque le Ph~.

(0) «caryotype d'une autre cellule de la méme patiente,apres trai-
tement au P.0Gn remarque un chromosome dioentrique du groupe A,
un chromosome B présentant une cassure,et un fragment aoentrique,
ainsi que l'absence d'\in chromosome du gooupe G.

(d) «chromosome 2Ilg- semblable au Ph® chez un enfant ploymalfor-

mé ne présentant pas de LMC.
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Fig. 4l1graphigue montrant que,lorsqu'on groupe les cellules d'un cas dé-
terminé en ne tenant compte que de la proportion de mitoses aveo
le chromosome de Philadelphie,plus cette proportion est élevée,plus
grand est le nombre de cellules aneuploides.Ce phénoméne est sur-

tout évident lorsque la proportion de mitoses avec Ph” dépasee 607.

Fig. 5«graphique montrant la nette différenoe existant entre les numéra-
tions chromosomiquea effectuées lors de la phase chronique de la
LMC et lors des crises blastiques.Les cellules aneuploides sont

beaucoup plus nombreuses lors des crises blastiques.

Fig. 6;caryotypes provenant de cellules médullaires ée patients présentant
diverses formes de leucémie aigué.
(a) Tlignée a48 ohrcmosomes avec 2 G surnuméraires chez vine femme.
(b)slignée a48 chromosomes avec 2 G surnuméraires chez xin homme.
(c) :lignée a49 chromosomes avec un B,un E et un F surnuméraires ne
se distinguant en rien des chromosomes normaoix des groupes corres-
pondants.

(d) :lignée hypodiploide a 45 chromosomes avec un E manquant.

Fig. 7«mitose tétraploide chez \in patient de 21 ans non traité atteint de
leucémie aigué lymphoblastique.

Fig. 8:mitose d'un cas de leucémie aigué&,montrant tin étalement centromeé-
rique des chromosomes et une séparation des ohromatides a ce ni-
veau. Ces images sont identiques pour les 2 chromosomes d'une méme
paire,ce qui permet de classer les chromosomes suivant la numérota-

tion de Denver et non pas par groupes.

Fig. 9»(a)imitose d'une patiente présentant une maladie de Waldenstrém.On
note la présence d'un grand autoaome surnuméraire au niveau du
groupe A.
(b)«xmitose du fils de la malade précédente«45 chromosomes et une

translocation D/D.
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