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LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

ADN : Acide Desoxyribonucléique

ADNCc . Acide Désoxyribonucléique complémentaire
ARNmM : Acide Ribonucléique messager

BCR : BCR activator of RhoGEF and GTPase

CS : Cellule Souche

CSH : Cellule Souche Hématopoiétique

ELN : European LeukemiaNet

Fig. : Figure

FISH : Fluorescence In Situ Hybridation

g : gramme

g/dl : gramme par décilitre

g/l : gramme par litre

gljr : gramme par jour

K : Potassium

KCI : Chlorure de potassium

ME : Milieu Extracellulaire

mgl/jr : milligramme par jour

MI : Milieu Intracellulaire

mm3 : millimétre cube

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PCR : Polymérase Chain Réaction

Ph : Philadelphie

PM : Poids Moléculaire

PNA : Acide Nucléique Peptidique

Tab : Tableau

TBS - Tris-buffered saline

SOMAO : Société malienne de 1I’ophtalmologie
TDM : Tomodensitométrie

GFAOP : Groupe Franco-Africain d’oncologie pédiatrique
FMOS : Faculté de médecine et d’odontostomatologie
FO : Fond d’(Eil

IOTA : Institut d’Ophtalmologie Tropicale de 1’ Afrique
IRM - Imagerie par Résonance Magnétique
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NO : Nerf Optique

RETCAM® : Camera + Ordinateur pour la visualisation des fonds des yeux
CME : Conseil médical des enseignants

CEV . Carboplatine-Etoposide-Vincristine

FDH : Facteur de Risque Histologique

RB : Rétinoblastome

CHU : Centre Hospitalier Universitaire
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1. INTRODUCTION

Le rétinoblastome (RB) est une forme de tumeur oculaire qui se manifeste frequemment a bas age,
et exceptionnellement a I’age avancé, secondaire a une mutation du géne RB1, géne suppresseur de
tumeur. C’est le cancer de I’eil le plus fréquent chez I’enfant avec une incidence annuelle d’environ
1/15000 a 1/30000 naissances. Il s’agit donc d’une maladie rare [1].

Au Mali, I’incidence était de 2,66 nouveaux cas pour 100.000 naissances vivantes entre 2010 et
2014 selon les données du registre des cancers [2].

Il existe deux principales formes génétiques de rétinoblastome : héréditaire (également appelé
lignée germinale) et non héréditaire (sporadique ou somatique). Dans la forme héréditaire du
rétinoblastome, une mutation du géne RB1 existe déja dans le génome du zygote et sera présente
dans chaque cellule du corps, il existe donc un risque plus élevé de maintien d'une mutation
somatique secondaire dans la rétine et du développement ultérieur d'un rétinoblastome. Le
rétinoblastome héréditaire représente 40 % de tous les cas ; 80 % d'entre eux sont bilatéraux, 15 %
unilatéraux et 5 % trilatéraux [3].

Environ 10 % des cas sont dus a des délétions moléculaires de grande taille. Les délétions peuvent
impliquer les genes environnants délimitant un syndrome génétique contigu caractérisé par le RB,
des anomalies de développement et des dysmorphismes faciaux particuliers [4].

La forme non héréditaire résulte généralement de la perte des deux alleles du géne RB1 et
exceptionnellement d’une amplification du géne MYCN (oncogene) dans une cellule de la rétine
alors que la forme héréditaire résulte essentiellement d’une inactivation des deux alleles du geéne
RBL1, la premiere mutation (inactivation) est constitutionnelle et la seconde est acquise.

Cette prédisposition génétique constitutionnelle peut éventuellement aboutir a d’autres types de
cancers notamment celui du cerveau, de la vessie [5].

Quelle que soit la forme de la maladie, le pronostic dépend de la rapidité du diagnostic et de la prise
en charge. Un diagnostic précoce permet de contréler la tumeur et donc réduire la comorbidité car
les tumeurs de petit volume répondent favorablement au traitement par le laser.

L’analyse génétique portant sur la mutation du gene RB1 est 1’élément clé pour prédire 1’apparition
de la maladie, réduire les risques et surveiller la progression du cancer.

Les récentes avancées dans I’étude des anomalies génomiques dans la tumeur ont permis de mettre
en évidence les mécanismes de développement du cancer, d’identifier les oncogénes et les genes
suppresseurs a 1’origine de la progression de la maladie, et enfin offrent de nouveaux horizons vers
un traitement personnalisé qui prend en compte le profil mutationnel du cancer et la constitution

génétique de 1’hote [6].
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Au Mali, le rétinoblastome revét un intérét capital a cause de 1’augmentation de sa fréquence dans
ces dernicres années au service oncologie pédiatrique du CHU Gabriel TOURE. D’ou I’intérét d’une
enquéte genetique pour déterminer la fréquence de cas héréditaires, d’identifier le profil
mutationnel, corréler le profil clinique au profil génétique, élaborer une stratégie de dépistage et de
diagnostic précoce des sujets potentiellement prédisposés afin de proposer une prise en charge
adéquate et donc améliorer le pronostic vital et de conservation des yeux [7].

Hypothése de recherche :

Le degré de malignité (sévérité de la maladie) et la progression de la tumorogénése du
rétinoblastome sont en partie influencés par I’instabilité génomique notamment les altérations

chromosomiques.
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2. OBJECTIFS :
2.1 Objectif général :

e FEtudier le profil des altérations chromosomiques de rétinoblastome.

2.2 Objectifs specifiques :

Caractéristiques Socio-démographiques de rétinoblastome.

Décrire des caractéristiques cliniques de rétinoblastome.

Déterminer le profil mutationnel somatique de RB1 dans le rétinoblastome par la technique FISH.

Etudier le profil des mutations germinales de RB1 dans le rétinoblastome par la technique FISH.
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3. GENERALITES

3. 1. Rappel Anatomique :

3.1.1. Embryologie de la rétine : [8] [9]

» Au cours du ler mois (embryon jusqu’a 9 mm) :

La cupule optique provient par évagination de la vésicule optique primitive. Elle comprend deux
feuillets :

Le feuillet externe : dont le pigment apparait trés précocement de la 3ieme semaine au debut du 2ieme
mois simultanément, les cellules s’aplatissent en une couche unique qui ne s’accroitra qu’en surface.
Le feuillet interne : se développe en deux principes :

* Le processus évolutif de différentiation part toujours du p6le postérieur pour gagner la périphérie.

* La différentiation dans 1’épaisseur du feuillet progresse des zones les plus profondes vers les zones les
plus externes.

» Au cours du 2ieme mois (embryon de 9 a 30 mm) : la fente embryonnaire se ferme. Le mésenchyme
qui formera le vitré primitif et I’artére hyaloide y ont précédemment pénétré.

Le processus de fermeture commence au cours de la 5éme semaine et se poursuit jusqu’a la 6iéme
semaine.

» Le 3iéme mois (embryon de 30 a 70 mm) : Au début du 3iéme mois, commence la différentiation
de la couche neuroblastique externe. Les eléments les plus profonds vont générer :

- Les cellules bipolaires,

- Les cellules horizontales, qui migrent dans la couche transitoire de Chievitz et vont rejoindre la partie
superficielle de la couche neuroblastique interne pour donner la couche nucléaire interne.

» Au cours du 4iéme mois : une différenciation poussée des cellules rétiniennes et a la fin du 4eme
mois les cones et batonnets ont leur physionomie presque définitive.

» A la fin du 5ieme mois : la rétine adulte est alors constituée au pdle postérieur et les différentes
couches progressent vers I’area, de sorte qu’au 9iéme mois, la rétine est completement formée. Seule
la région maculaire subira des modifications jusqu’au 4€éme mois post natal.

» A partir du 7ieme mois : cette région s’amincit progressivement, du fait du rejet latéral des

différentes couches. A ce niveau, la couche de chievitz persiste jusqu'a la naissance.
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3.1.2. Anatomie de I’ceil :[10]

L’ceil comporte trois principales tuniques (Figure 1) :

e Latunique externe : regroupe la cornée et la sclére :

> La sclére (sclérotique) : appelée le « blanc » de I’il, est une tunique fibreuse de collagéne dense.
Elle aide le globe oculaire a conserver sa forme et protege contre les lésions.

» La cornée : c’est une structure transparente non vascularisée, assure la transmission de la lumiére.
La cornée est séparée de la sclére par le limbe, structure richement innervée et vascularisée qui adhere a
la conjonctive. La conjonctive est une fine membrane qui recouvre la face interne de la paupiére et une
partie de la sclére.

e La tunique moyenne : appelée uvée, se compose de 1’iris, des corps ciliaires et de la choroide :

» L’iris, donne sa couleur a I’eil, est formé de fibres pigmentées qui entourent la pupille. La pupille
s’adapte a la lumiére en se contractant et en se dilatant par I’intermédiaire du sphincter de 1’iris.

» Lescorps ciliaires créent la jonction entre I’iris et la choroide. Les corps ciliaires assurent la sécrétion
d’une substance liquide, ’humeur aqueuse.

» La choroide : c’est une structure qui se trouve entre la rétine et la sclére. C’est un tissu vascularisé
qui nourrit les corps ciliaires, I’iris et la partie externe de la rétine.

e Latunique interne : correspond au tissu nerveux, la rétine. Ces différentes tuniques, enferment trois
milieux transparents formant une lentille convergente :

» L’humeur aqueuse : c’est un liquide transparent produit par les corps ciliaires. La pression
intraoculaire dépend entre autres de cette production.

» Le cristallin : c’est une lentille biconvexe incolore, transparente et non vascularisée. Sa structure lui
permet de dévier les rayons lumineux sur la rétine.

» L’humeur vitrée (ou corps vitré) : c’est une substance gélatineuse transparente composée
principalement d’eau, qui occupe les deux tiers du volume de I’eeil. La voie visuelle comprend la
rétine, le nerf optique, le chiasma optique, les tractus optiques, les corps géniculés latéraux, les

radiations optiques et I’aire visuelle primaire du cerveau.

Sclérotique

Choroide
Nert
oplique Retine

Humeur
/ aqueuse
Cristallin

tache jaune

(fovea) Pupllie

Iris

Humeur
vitrée

Figure 1 : Anatomie de I’ceil [10]
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3.1.3. Anatomie et physiologie de la rétine :[11]

La rétine est la premiére étape importante du traitement des stimuli lumineux, gréace a plusieurs couches
de neurones. Cette étape est ensuite suivie d’un message ¢électrique qui va traverser le nerf optique pour
finalement atteindre les voies optiques jusqu’au lobe occipital du cerveau, ot ils sont pergus comme une
image.

La rétine tapisse la surface intérieure du fond de I’ceil et se prolonge pour former le nerf optique. Au
fond de I’eil a travers la pupille, nous pouvons observer les principaux éléments de la rétine qui sont le
disque du nerf optique (ou papille optique), les vaisseaux sanguins de la rétine et la macula (Figure 2).

La macula est la zone dont dépend la vision centrale.

Figure 2 : Fond d’ceil [11]
Les principaux €léments constituants la rétine sont : la neurorétine (qui comprend I’ensemble des cellules

nerveuses), les cellules gliales, le systéme vasculaire.

La neurorétine

On retrouve dans la rétine cing types de neurones qui sont : les photorécepteurs, les cellules horizontales,
les cellules bipolaires, les cellules amacrines et les cellules ganglionnaires.

La rétine est une structure organisée en dix couches alternées (Figure 3) :

- L’épithélium pigmentaire rétinien, la couche des photorécepteurs, la membrane limitante externe, la
couche nucléaire externe, la couche plexi forme externe, la couche nucléaire, la couche plexi forme
interne, la couche des cellules ganglionnaires, la couche des fibres nerveuse, la membrane limitante

interne.
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Figure 3 : Anatomie de la rétine [11]
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Figure 4 : Couches histologiques identifiées de I’extérieur vers ’intérieur de la rétine [12] .

Couches histologiques : épithélium pigmentaire rétinien (EPR) ; couche des segments externes (SE) des
photorécepteurs, en contact avec I’EPR ; segment interne au contact avec la membrane limitante externe
(mle) ; couche nucléaire externe (CNE) ; couche plexiforme externe (CPE) ; couche nucléaire interne
(CNI) ; couche plexiforme interne (CPI) ; couche des corps des cellules ganglionnaires (CG) ; couche
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des axones ganglionnaires (AG) qui convergent vers le nerf optique ; membrane limitante interne (mli).
[12]

Les cellules gliales :

Les cellules gliales exercent de nombreuses fonctions physiologiques essentielles et sont impliquées
dans la réponse aux Iésions et dans plusieurs pathologies rétiniennes. La rétine posséde trois types de
cellules gliales représentées par un type de cellules micro gliales et deux types de cellules macro gliales,
les astrocytes et les cellules gliales de Miiller.

Le systeme vasculaire :

La rétine est alimentée en oxygeéne et nutriments par deux systemes vasculaires distincts, qui sont les
réseaux choroidiens et rétiniens. Ces deux réseaux sont issus de I’artére ophtalmique, une des branches

de ’artére carotide interne.

Figure 5: représentation schématique de I'architecture vasculaire et de la circulation du sang de la rétine.

A : artériole ; V : veinule ; fleches : circulation du sang (Figure adaptée de Paques, Tadayoni et al. 2003)

3.2. Rétinoblastome :

3.2.1. Définition :

Le rétinoblastome est une tumeur maligne de la rétine apparaissant pendant la petite enfance a la suite
de mutations inactivatrices des deux alleles du gene de susceptibilité au rétinoblastome, RB1 [13].
3.2.2. Epidémiologie :

Le rétinoblastome est une tumeur maligne, rare, de la rétine mais la plus fréquente chez 1’enfant. Son
incidence est de 1/15 000 a 1/ 30 000 naissances, sans une predominance de sexe [1]. Elle apparait
habituellement avant I'age de 5 ans. Dans environ 60 % des cas, la tumeur est unilatérale avec un age
médian au diagnostic de 2 ans et la plupart de ces formes sont non héréditaires. Dans 40 % des cas, la
tumeur est bilatérale et est toujours héréditaire, mais pas forcement familiale. Il est alors decouvert a un

age médian au diagnostic de 1 an.
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Le rétinoblastome est familial dans 10 % des cas, et dans ce cas le plus souvent bilatéral et multifocal,
de révélation précoce (la moitié avant I'dge d'un an) avec une pénétrance élevée, de plus de 90 %. La
maladie se comporte donc dans ce cas comme une maladie autosomique dominante [14].
3.2.3. Aspects Cliniques :
3.2.3.1 Circonstances de découverte :
3.2.3.1.1 Signes d’appels du RB :
Les signes d’appels empiriques sont au nombre de deux : la leucocorie et le strabisme.
X La leucocorie : d’origine grecque leukos= blanc, koré=pupille (pupille blanche). Ce signe donne
’aspect classique de I’ceil de chat amaurotique décrit pour la premiére fois par Beer en 1918 [14].

Cet aspect est créé par la réflexion de la lumiére incidente sur une Iésion rétinienne dans la zone

pupillaire lorsque le fond est directement éclairé.
C’est le signe d’appel le plus fréquent présent dans 56-80% des cas et est révélateur d’un stade tumoral

assez tardif et est le plus souvent constatée par les parents et I’entourage.

Figure 6: Leucocorie bilatérale dans les yeux[14]
% Le strabisme : le 2iéme signe par ordre de fréquence, révélant la maladie dans 19-30 % [15] . Il est
trés précoce traduisant une atteinte maculaire. Ce signe est souvent banalisé par les parents et confondu

avec le strabisme accommodatif du nourrisson par certains médecins.

Figure 7: Strabisme de I’ceil gauche chez un RB négligé découvert au stade de leucocorie bilatérale

tumeur de I’ceil gauche derriére le cristallin [15].
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3.2.3.1.2. Les signes d’appels atypiques :

Dans 10% des cas, le RB s’annonce par des signes d’appels trompeurs qui traduisent souvent un stade
tardif de la maladie : une buphthalmie, une hétérochromie, un nystagmus, une hypertonie oculaire, un
hyphéma spontané, un hypopion (Fig. 8), uvéite antérieure, hyalite, décollement de rétine, hémorragie

du vitré, cellulite orbitaire, exophtalmie (Fig. 9) ou méme phtysis bulbi [16] .

Figure 8: un hypopion [16] Figure 9 : exophtalmie [16]

3.2.4. Confirmation du diagnostic :
Le diagnostic de RB reste clinique, fondé sur I’examen du fond d’ceil sous anesthésie générale grace a
la visualisation de la lésion tumorale qui apparait en relief, blanche et hyper vascularisée lors de

I’examen en ophtalmoscopie indirecte (Fig. 9).

Figure 9: vascularisation de la lIésion tumorale qui apparait en relief, blanche et hypervascularisée
[17]

Cet examen permet le bilan précis des leésions intraoculaires pour lesquelles une nouvelle classification
internationale est en cours et constitue une aide pour I’orientation thérapeutique initiale [17]. La
mémorisation des images du fond d’ceil a été améliorée grace & la camera spécifique grand angle

RETCAM®. Dans le méme temps d’anesthésie, on réalise en milieu spécialisé une échographie oculaire
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qui permet de mesurer les dimensions tumorales et de confirmer le diagnostic de RB par la présence
fréquente de calcifications intra tumorales.

3.2.5. Formes cliniques :

3.2.5.1. La forme endophytique :

Est de loin la plus fréequente. Elle se présente comme une masse blanchétre dont la taille varie d’un a
plusieurs millimetres, voire parfois supérieure & 15 mm. Sa forme est irréguliére fréqguemment
polycyclique. Elle présente souvent au centre des calcifications spontanées d’un blanc beaucoup plus
dense. Dans les formes héréditaires, il s’agit le plus souvent d’une 1ésion plurifocale. La vascularisation
de la tumeur est toujours importante : les vaisseaux afférents présentent une dilatation angiomatose,
caractéristique, plus la lésion est saillante plus elle a tendance a envahir le vitré.

3.2.5.2. La forme exophytique : est plus rare, elle se développe sous la rétine et entraine rapidement
un décollement exsudatif, d’abord localisé au pourtour de la tumeur puis évoluant vers le décollement
total.

3.2.5.3. Des formes mixtes endophytique et exophytique peuvent se voir.

3.2.5. 4. Forme infiltrant diffuse : Elle est trés importante a connaitre car pouvant orienter a tort vers
une hyalite. En 1’absence d’un diagnostic précoce, 1’évolution se fait vers un envahissement de la

chambre antérieure avec hypopion.

3.2.5.5. Retinocytome :

C’est une forme rare bénigne encore appelée retinome. Cliniquement le retinocytome peut ressembler a
une tumeur irradiée : il a un aspect translucide peu saillant et ne présente pas de vaisseaux dilatés ; des
calcifications centrales sont fréquentes. Les formes spontanément régressives sont exceptionnelles. Il

faudra les rechercher chez les parents des enfants atteints pour éliminer une forme familiale.

Figure 10: Retinocytome chez un enfant .[18]
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3.2.5.6. Formes évolutives :

Forme précoce : Elle est le plus souvent diagnostiquée lors d’un examen systématique du fond d’ceil
lorsqu’il existe un antécédent familial de RB. Cette forme débutante est difficile a voir au fond d’ceil ;
elle se présente comme une lésion peu saillante, transparente, pouvant mesurer moins de 1 mm de
diametre chez les nourrissons de moins de 3 mois, les lésions sont presque toujours localisées au niveau
du pole postérieur. Apres 1’age de 6 mois, elles se développent de plus en plus au niveau de la périphérie
rétinienne et vers 1’age de 1 an, elles sont souvent voisines de 1’Ora serata.

Plus tardivement : A un stade ultérieur, le RB prend un aspect plus caractéristique.

3.2.5.7. Rétinoblastome trilatéral :

Le rétinoblastome trilatéral est défini comme un rétinoblastome bilatéral associé & une tumeur neuro-
ectodermique primitive centrale de la région pinéale (pinéaloblastome) ou supra sellaire. Il s’agit d’une
cause rare de second cancer apres rétinoblastome, survenant le plus souvent vers 1’age de 4-5 ans, mais
parfois plus précoce, voire concomitant au diagnostic de rétinoblastome. Son pronostic demeure fatal
malgré le traitement palliatif avec un temps de survie de 6 a 11 mois, indépendamment de la localisation
de la tumeur, de la nature sporadique ou familiale, de 1’uni ou de la bilatéralité du rétinoblastome [19].
Le pinéaloblastome ou rétinoblastome trilatéral ne doit pas étre considéré comme une métastase mais
comme 1'un des cancers auxquels sont prédisposés les patients atteints de forme héréditaire de

rétinoblastome [20]. Nous n’avons pas retrouvé un cas de rétinoblastome trilatéral dans notre série.

Figure 11: Enfant de deux ans atteint d'un rétinoblastome trilatéral et d'une tumeur cérébrale
(fleches) (A) avant et (B) 2 mois apres une chimiothérapie systémique a haute dose.[18]

3.2.6. Les bilans para cliniques :

3.2.6.1. Echographie oculaire : en mode B est un moyen simple, accessible, sensible et sans sédation
complétant I’examen ophtalmoscopique en cas d’opacification des milieux.

Elle montre, dans les formes typiques, une ou plusieurs images échogenes et hétérogénes par la présence

de calcifications trés caractéristiques (Fig. 12).
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Calcifications
atumorale

Figure 12: aspect al’échographie B d'un RB : masse tumorale tissulaire hétérogene par la présence
de calcification [21] .

Elle permet aussi de mesurer ses dimensions. Cependant I’échographie est moins sensible a I’évaluation
du nerf optique a cause des ombres dérivant des calcifications tumorales [21] [22] . L’échographie avec
doppler est tres intéressante, permet souvent a elle seule de faire le diagnostic différentiel avec d’autres
pathologies malformatives, notamment la persistance du vitré primitif. Cependant 1’échographie B est
limitée dans certaines affections imitant le RB et présentant des calcifications ainsi que dans la forme
infiltrante diffuse.

3.2.6.2 Lescanner : malgré ses avantages a la détection des micros calcifications (Fig. 13), Il est

de moins de moins utilisé dans le RB.

Figure 13:calcification intra tumorale unilatérale d'un RB bien visible a la

TDM (Tomodensitométrie) [21].

Le scanner a une faible résolution au contraste et sa sensibilité est insuffisant a la détection de 1’extension
débutante au nerf optique en plus de son effet néfaste d’irradiation sur un terrain de prédisposition
génétique a la mutation RB1 [21] [23] .

3.2.6.3. Imagerie par résonnance magnétique a haute résolution (IRM)

C’est I’examen radiologique de choix dans le RB. Réalisée sous anesthésie générale, elle permet
I’exploration du globe, du nerf optique de I’orbite et de I’encéphale. Le seuil de sensibilité de cet examen
est les tumeurs supérieures ou égales a 2 mm [24] [25].

L’IRM montre une tumeur en iso ou hypo intense en T1 avec rehaussement important apres injection de

gadolinium et en hypo signal sur les sequences de pondération T2 [21].
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Cet examen permet :

De déceler les facteurs de risque de dissémination a savoir : I’atteinte choroidienne massive et
I’infiltration du nerf optique qui apparait €largi et rehaussé apres 1’injection du produit de contraste sur
une longueur supérieure a 3 mm (Fig. 14) [26]. De rechercher des anomalies malformatives cérébrales
associées a une délétion du chromosome 13q14 [27]. De rechercher surtout un pinéaloblastome dans le
RB trilatéral.

Infiltration du nerf
optique par la tumeur

.-

>

Figure 14: Extension tumorale du nerf optique d'un RB a I'lRM [21].

3.2.7. Anatomopathologie :[28]

L’examen anatomopathologique de la piéce d’énucléation comporte un aspect macroscopique et
microscopique

3.2.7.1. Aspect macroscopique :

A P’ouverture du globe, le RB se présente comme une masse friable, de la consistance d’une purée de
pois blanc gris, parfois rosé, homogene ou granuleuse par la présence de calcifications blanches
crayeuses, parfois parsemée de petites cavités correspondant a des foyers de nécroses (Fig.15) Sastre-
Garau X. 2009[29]. L’étude macroscopique permet aussi la distinction entre les différentes formes

d’évolution de la tumeur : endophytique, exophytique, mixte et infiltrante.

Figure 15 : Aspect macroscopique du RB de la piece énuclée ; la tumeur blanche friable

endophytique [31].
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3.2.7.2. Aspect Microscopique :
Le tissu tumoral du RB est formé de cellules avec un noyau rond, ovale ou en fuseau. Ce noyau est hyper
chromatique entouré d’un cytoplasme trés peu abondant. L’activité mitotique est élevée. C’est une
tumeur de haute malignité a fort index mitotique.
Chaque tumeur est entourée d’une vascularisation trop dense ce qui crée des images de nécrose avec
formation de rosettes de Flexner Winter Steiner (cellules tumorales viables entourant un vaisseau). La
rosette est caractérisée par une seule rangee de cellules en forme de colonne avec cytoplasme éosinophile
et un noyau situé en périphérie.

La formation de rosettes de Flexner-Winter Steiner, bien organisées, est un trait caractéristique du RB
que I’on ne voit pas dans les autres tumeurs neuroblastiques [33]. Cette tumeur présente plusieurs
niveaux de différentiation : bien, moyen, peu et indifférencié.

Le RB bien différencié : il est caractérisé par une densité cellulaire importante et uniforme avec une
disposition péri vasculaire en fleurettes qui sont des amas curvilignes de cellules composées de segments
internes de cones et de batonnets (traduisant un haut degré de différenciation) ou une organisation en
rosettes (rosettes de Flexner et Winter Steiner) (Fig. 16). Ces dernieres sont tres caractéristiques du RB
et sont trés fréquentes dans les tumeurs tres jeunes. Cette forme est lentement évolutive, elle est réputée

d’étre trés peu chimio sensible et radiosensible.

Figure 16: Aspect histologique d'un RB bien différencié : Prédominance des formations en rosette

de Flexner Winter Steiner (fleche rouge) [33].

Les RBs moyennement différenciés, peu ou indifférenciés se présentent avec une perte progressive de
cet aspect en fleurettes et en rosettes.

Certains auteurs comme Mendoza PR (2015) et Suryawanshi P (2011) considérent le degré de
différenciation de la tumeur comme un indicateur pronostic important et que ces formes indifférenciées
sont pourvoyeuses de récidives et de métastases [34].

Les cellules du RB libérées par la tumeur restent viables dans le vitré et dans 1’espace sous rétinien et
vont donner de nouvelles tumeurs. Sur le plan histologique, il est difficile de différencier un RB
multifocal par mutation génétique (héréditaire) d’un RB non héréditaire dont les foyers de la

dissémination I’ont rendu multifocal [32].
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3.2.7.3. Facteurs de risque histologique :

Dans la littérature plusieurs auteurs ont porté une grande importance a 1’évaluation des facteurs de risque
histo pathologiques [35] [36] [37].

Divers facteurs ont été pris en considération : le degré de différenciation, I’index mitotique, la nécrose
mais surtout le degré d’extension.

Cette extension est recherchée au niveau du nerf optique (pré-laminaire, laminaire, rétro laminaire,
tranche de section), au niveau de la choroide (superficielle ou profonde), de la scléere et de la chambre
anterieure.

Il existe 3 types de facteurs de risque histologiques (FRH) de gravité croissante : FRH minimes, FRH
moyens, FRH majeurs.

Cependant, il n’existe pas de consensus quant a 1’évaluation de ce risque.

Les FRH minimes : regroupent 1’atteinte choroidienne minime inférieure a 3 mm isolée ou associée a
I’atteinte pré-laminaire et laminaire du nerf optique [36]. Tous ces FRH ne nécessitent pas de traitement
adjuvant.L’atteinte choroidienne massive isolée est considérée par certains auteurs comme Aerts |
(2013) et Chantada GL (2004) comme FRH minime [37].

Les FRH moyens : regroupent 1’atteinte rétro-laminaire, I’atteinte de la chambre antérieure et 1’atteinte
choroidienne massive [35] [37] [38].

Les FRH majeurs : tous les auteurs s’accordent sur I’atteinte sclérale et ou I’atteinte des gaines
méningées et ou de la tranche de section du nerf optique comme des facteurs de haut risque de métastase
[39] .

3.2.8. Diagnostic différentiel :

De nombreuses affections du fond d’ceil chez I’enfant en bas age peuvent simuler un RB. Certaines sont
de diagnostic facile, d’autres par contre posent un réel probleme pouvant aller jusqu’a I’énucléation.
Les affections qui posent le plus de probléme de diagnostic sont la maladie de Coats, la persistance de
vitré primitif, la toxocarose et la rétinopathie des prématurés.

La maladie de Coats [40] [41] [42] :

C’est une pathologie idiopathique non héréditaire probablement congénitale, d’origine vasculaire,
unilatérale dans 95%. Elle débute chez les gargons vers 1’dge de 3-4ans. Les signes d’appels les plus

fréquents sont la leucocorie ou le strabisme parfois I’hypertonie oculaire.
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Figure 17: maladie de Coats stade tardif (télangiectasies compliquées de décollement de rétine
exsudatif (Balmer A 2005), I'hyperplasie du vitré primitif [43].

C’est une malformation congénitale non héréditaire, le plus souvent unilatérale, due au défaut de
régression de la vascularisation feetale (vitré primitif). La microphtalmie et 1’étirement des proces

ciliaires sont les signes les plus constants et les plus caractéristiques.

Figure 18: persistance de vitré primitif. A gauche échodoppler oculaire montrant la vascularisation
hyaloidienne. A droite étirement des proces ciliaires caractéristiques [42].

3.2.9. Classifications du RB :

Il existe plusieurs groupes de classification du RB : Un premier groupe de classification qui se base sur
I’extension tumorale a I’intérieur de I’ceil, il a une valeur prédictive sur la conservation de I’ceil et de la
vision. Un deuxiéme groupe de classification qui se base sur I’extension intra et extra oculaire et permet
d’émettre une évaluation sur le pronostic vital [44].

3.2.9.1. Classification selon Reese et Ellsworth :

Elle fait partie du ler groupe qui se base sur 1’extension intra oculaire de la tumeur. Cette classification
a été élaborée en 1963 par le Dr Algernon Reese et le Dr Robert Ellsworth pour évaluer les résultats de
la radiothérapie externe dans le traitement du RB et prédire la probabilité de conserver I’ceil avec un
certain degré de vision. Elle est basée sur la taille de la tumeur (en diamétre papillaire), le nombre de

tumeur (mono ou multifocalité) et leur localisation par rapport a I’équateur (Tab.1)[45].
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Tableau 1:Classification de Reese et Ellsworth du RB [45] [46]

Groupe | : tres favorable
Tumeur unique, <4 DP, en arriére de I’équateur
Tumeurs multiples, < 4 DP, en arriére de I’équateur

Groupe |1 : favorable
Tumeur unique, 4-10 DP, en arriére de I’équateur
Tumeurs multiples, 4-10 DP, en arriére de I’équateur

Groupe 111 : incertain
Toutes 1ésions antérieures a I’équateur
Tumeur unique, > 10 DP, en arriére de I’équateur

Groupe 1V : défavorable

Tumeurs multiples, certaines, > 10 DP

Toutes lésions antérieures a I’ora serrata

Groupe V : trés défavorable

Tumeurs massives touchant plus de la % de la rétine
Essaimage dans le vitré

DP : diamétre papillaire=1,5 mm

3.2.8.2 Classification de Murphree ou classification ABC :

Cette classification fait partie toujours du 1* groupe qui se base sur I’extension de la tumeur a I’intérieur
du globe oculaire. L ancienne classification de Reese était congue spécialement pour le traitement des
tumeurs par radiothérapie externe. Depuis ’utilisation de la chimio réduction pour préparer 1’ceil aux
différents traitements conservateurs locaux, une autre classification a été élaborée en 2003 par un comité
d’expert des grands centres spécialisés dans le RB a travers le monde [47] [48].

Cette classification se base sur la taille de la tumeur, sa localisation par rapport a la macula et au nerf
optique, le décollement rétinien péri tumoral et I’ensemencement vitréen.

La fig.19 et le Tableau 1 expliquent les différents stades de la classification internationale ABC du RB :
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Tableau 2: Classification de Murphree (ABC) du RB [45] [46].

Groupe A Tumeurs < 3 mm de hauteur et distante de plus de 1,5 mm de la
papille et de plus de 3 mm de la macula

Groupe B Tumeurs >3 mm de hauteur
Décollement de rétine <5 mm de la base de la tumeur
Pas d’essaimage sous rétinien
Pas d’essaimage vitréen

Groupe C Présence d’un essaimage vitréen localisé autour de la tumeur (focal)
Décollement peritumoral > 5 mm

Groupe D Essaimage vitréen massive et ou décollement de rétine étendu Avec
essaimage sous rétinien.

Groupe E En plus des signes retrouvés dans le groupe D, présence d’un ou plusieurs
des signes suivants :
Tumeur dans le segment antérieur
Glaucome néo vasculaire
Hyphéma
Buphthalmie, cellulite orbitaire

Figure 19 : Classification internationale du RB. (A) petite tumeur confinée a la rétine et distante de la
macula et NO (nerf optique) (fleche noire). (B1) deux petites tumeurs confinées a la rétine et adjacente
au NO. (B2) petite tumeur entourée d’un DR minime. (C) tumeur entourée d’un DR plus étendu et
essaimage vitréen focal. (D) essaimage vitréen diffus. (E) la tumeur remplie 2/3 du globe. Rodriguez-
Galindo 2015.
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Figure 20 : Chimiothérapie intra-artérielle pour le rétinoblastome du groupe D avec ensemencement

sous-rétinien étendu, montrant le contréle (A) avant et (B) apres le traitement [18].

Figure 21 : Chimiothérapie intra-artérielle pour le rétinoblastome du groupe E avec ensemencement
sous-rétinien étendu pendant toutes les heures d'horloge et aucune vue du disque optique, montrant le

controle (A) avant et (B) aprés le traitement [18].

3.2.10. ASPECTS THERAPEUTIQUES :

Les plus grandes nouveautés thérapeutiques dans le domaine du RB concernent les traitements
conservateurs. Dans les pays industrialisés, ces traitements sont presque toujours choisis au moins pour
un coté dans les formes bilatérales. Ils sont également tentés de plus en plus souvent dans les formes
unilatérales en cas de petites tumeurs épargnant la macula (laissant donc espérer une préservation
visuelle de I’ceil atteint), ou survenant chez un tres jeune enfant, notamment dans le cadre d’un dépistage,
et donc dans un contexte de risque de développer un RB bilatéral métachrone, c¢’est-a-dire décalé dans

le temps.
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3.2.10.1. Les principes de base des traitements conservateurs sont les suivants :

e Diminuer le plus possible le recours a I’irradiation externe en raison de ses risques :
Retentissement sur la croissance orbitofaciale, cataracte (méme si elle est opérable), rétinopathie
radique, risque aujourd’hui rare d’irradiation de I’axe hypothalamo-hypophysaire et de retentissement
endocrinien, et surtout majoration du risque de second cancer dans le territoire irradié.

e Préserver le plus possible la vision :

L’indication des traitements conservateurs doit impérativement étre posée en milieu onco-
ophtalmologique spécialisé en raison de leur complexité. Une phase initiale de chimiothérapie
néoadjuvante peut étre utile lorsque le volume tumoral initial ne permet pas 1’accessibilité directe aux
différentes techniques de traitements locaux conservateurs ou en cas de décollement rétinien pour

favoriser une ré-application rétinienne et une meilleure vision [49] [50].

3.2.10.2. Moyens :

Nous avons tenu a faire une description plus détaillée de la thermo chimiothérapie et de I’injection intra
vitréen de melphalan parmi tant de traitements conservateurs qui malheureusement sont pour la plus
encore non réalisables chez nous.

Thermo chimiothérapie :

C’est actuellement le traitement conservateur le plus utilisé dans le RB.

Ce mode de traitement associe 1’administration du carboplatine dont I’action est potentialisée par la
chaleur émise par le laser diode. Il consiste a administrer une perfusion de carboplatine 1 a 2 heure avant
le traitement de la ou des tumeurs par le laser diode sous anesthésie générale [51] .

La thermo chimiothérapie est indiquée dans les tumeurs ne dépassant pas 10-12 mm de diamétre siégeant
au pole postérieur et en rétro-équatorial a distance de la fovéa et du disque optique et sans essaimage
vitréen. Le réglage du laser doit répondre aux caractéristiques suivantes : une taille du spot de 0,8-1,2
mm, une puissance entre 200-600 mW et une durée de quelques secondes a 20 minutes. Ces paramétres
sont réglés en fonction de la taille de la tumeur et du degré de pigmentation de 1’épithélium pigmenté.
Chaque tumeur est ainsi traitée au laser jusqu’au blanchiment de sa surface. On réalise en général 3
cycles a 1 mois d’intervalle. Cette technique permet une cicatrisation de la tumeur dans 86% des cas,
laissant une cicatrice atropho-pigmentaire le plus souvent calcifiée [52] [53].

Injection intra vitréenne de Melphalan :

Les injections intra vitréennes de melphalan sont indiquées comme complément au traitement des RBs
avec un essaimage vitréen localisé ou diffus primitif ou récurent qui n’a pas répondu a la chimiothérapie
systémique [54] [55]. Ce traitement est préconisé comme une derniére alternative pour sauver le globe
oculaire avant 1’utilisation de la radiothérapie externe et de procéder a I’énucléation [56] [57].

La technique se fait en différentes étapes suivantes :
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Le repérage soigneux a I’ophtalmoscopie indirecte du bon endroit de I’injection (I’absence de nodule
rétinien et d’un essaimage vitréen diffus). La ponction de la chambre antérieure de 0,1 ml d’humeur
aqueuse pour hypotoniser le globe et éviter ainsi le reflux et I’essaimage apres 1’injection (la chambre
antérieure doit étre normale) [57]. Une cytologie de I’humeur aqueuse ainsi retirée est obligatoire pour
vérifier I’absence de son infiltration.

L’injection se fait a I’aide d’une aiguille 31 gauge a 2,5 - 3,5 mm du limbe (en fonction de 1’age de
I’enfant), d’une quantité de 20-30 ug/0.1 ml de melphalan (préparation stérile faite par le pharmacien de
I’hopital et gardée au frais et a I’abri de la lumiére) en prenant soins d’injecter une petite quantité en
sous conjonctivale au retrait de 1’aiguille. Cette injection est suivie par une cryo application au point
d’injection (triple gel dégel). Ces injections intra vitréennes peuvent étre répétées toutes les 2-3 semaines
voire plusieurs fois en fonction de I’importance de 1’essaimage vitréen. Traitement du RB intraoculaire
Bilatérale (recommandation du protocole GFAOP)

Enucléation du coté le plus atteint aprés 2 cures CEV. Traitement conservateur de 1’ceil controlatéral

(Thermo-chimiothérapie et/ou Melphalan en intra vitréen)

Cure CEV Melphalan intra vitréen
Vincristine (1,5 mg/m?) alJl - Indication : Essaimage vitréen

. Carboplatine (600 mg/m?) a J1 - Melphalan 40 pg en intra vitréen (4-6 cycles)
Etoposide (300 mg/m?) 3 J1 - application de de cryode au point d’injection

Thermo-chimiothérapie
- Chimiothérapie : Carboplatine 560 mg/m?
Perfusé entre 1 et 3 heures précédant le

Laser.

Hyperthermie du lit tumoral sous anesthésie générale au bloc avec le laser diode Trans

Pupillaire 3 cycles (tous 28 jours).

Dans les mois et les premieres années qui suivent la fin du traitement, la surveillance ophtalmologique
se poursuit sous anesthésie générale au rythme mensuel, puis progressivement espace, mais maintenu au
moins au rythme trimestriel. Le but de ce suivi est de dépister le plus précocement possible les récidives
intraoculaires ou les nouvelles tumeurs, afin d’augmenter les chances de préservation oculaire et

visuelle.
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3.2.10.3. Indications :

Les indications des différentes techniques des traitements conservateurs sont posées en fonction de
I’évaluation de chaque tumeur diamétre, épaisseur et situation par rapport a la papille et la macula (cette
topographie conditionne le pronostic visuel et le type de traitement utilisable pour ne pas compromettre
la vision). On prend également en compte 1’existence d’un envahissement vitréen (localisé en regard
d’une tumeur ou diffus dans toute la cavité vitréenne), ainsi que ’existence d’un envahissement pré
rétinien et d’un décollement de rétine, partiel ou total.

En avant de I’équateur de 1’ceil, les tumeurs peuvent étre traitées par cryothérapie ou curiethérapie
interstitielle (par disque d’iode ou de ruthénium radioactifs). Cette technique étant indiquée en cas de
tumeur plus volumineuse ou avec envahissement vitréen localisé.

En arriere de 1’équateur de 1’ceil, une technique de traitement par laser seul ou en combinaison avec de
la chimiothérapie par carboplatine a été introduite il y a plus de 10 ans par Murphree et a permis un
changement radical dans la prise en charge du RB en rendant possible la préservation oculaire sans
irradiation externe dans les cas, tres fréquents, de tumeur du pble postérieur [58]. Lorsqu’il existe une
atteinte tres étendue de la rétine ou du vitré, le seul traitement conservateur possible est 1’irradiation
externe, mais les progres dans la réalisation de cette technique (technique conformationnelle, utilisation
de faisceaux de protons) permettent également d’espérer en diminuer les effets secondaires en
minimisant I’irradiation des tissus orbitaires, ainsi que le risque de second cancer en territoire irradié.
Actuellement, la majorité des patients atteints de RB bilatéral doit encore subir une énucléation
unilatérale et un traitement conservateur controlatéral : seul un tiers des patients peut bénéficier d’un
traitement conservateur bilatéral [56] [57].

3.2.10.4. Les effets secondaires de la chimiothérapie :

Les médicaments de la chimiothérapie ont en commun d’entrainer certains effets secondaires, plus ou
moins accentués selon les produits.

Ces effets régressent a I’arrét des produits, mais peuvent étre prévenus ou corrigés lors de leur
apparition.

Les nausées et vomissements : redoutés par les malades, ils sont heureusement aujourd’hui moins
intenses grace aux médicaments utilisés et I’action préventive d’antiémétiques.

La diarrhée : il faut boire abondamment d’eau, bouillon, ou des boissons gazeuses pour éviter tout
risque de déshydratation. En cas de persistance, des médicaments anti diarrhéiques peuvent étre prescrits.
La constipation : assez frequente, elle est liée a la chimiothérapie, aux medicaments antiémetiques, ou
encore a I’inactivation physique, elle sera soulagée par un traitement spécifique.

Les aphtes ou mucines buccales : relativement rares, ils varient selon le protocole utilisé et seront

prévenus par des bains de bouche aprés les repas. Lorsqu’ils sont nombreux, ils peuvent étre la
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conséquence d’une diminution du nombre de globules blancs, dont le taux doit étre contrdlé par une
prise de sang.

La chute des cheveux ou alopécie : elle peut étre fréquente mais pas systématique. Elle est le plus
souvent progressive, démarrant 2 a 3 semaines apres la premiere perfusion. Elle est toujours temporaire,
les cheveux repoussant toujours a la fin de la chimiothérapie.
La diminution de certains globules blancs : le nombre de neutrophiles diminue souvent ; la
neutropénie sévere source de complications infectieuses bactériennes et ou virales et ou parasitaires.
Cependant, une surveillance par prise de sang réguliére est effectuée car en cas de chute trés importante
(aplasie), le malade court un risque d’infection.

L’anémie : peut survenir en fin de traitement et est responsable de fatigue importante.

La diminution des plaquettes : la thrombopénie est responsable des complications hémorragiques
imposant des hospitalisations parfois prolongées.

L’asthénie : la fatigue est un effet secondaire fréquent de la chimiothérapie. Elle est généralement liée
a plusieurs facteurs : la maladie elle-méme, les traitements associent entre eux, la baisse des globules
rouges lors de la chimiothérapie, mais aussi le stress et 1’angoisse.

En outre, on peut observer des neuropathies a la vincristine, une toxicité myocardique de 1’adriamycine.
Le pronostic du RB a considérablement changé au cours de ces derniéres années. Il est devenu 1’un des
cancers les plus curables de I’enfant. Cependant les chances de guérison sont inégalement réparties dans
le monde.

Le plus grand nombre de déces est enregistré en Afrique avec 40-70% alors qu’il n’est que de 1-3% au
Canada et au Japon [58] [59] [48]

La survie apres traitement du RB est de 30% en Afrique, 60% en Asie, 80% en Amérique latine et 95-
97% en Europe, Amérique du nord et au Japon [60]. Selon le registre national des cancers de I’enfant
de 0-14 ans durant la période de 2000-2007 ; le taux de survie a 5 ans des RBs en France, est le plus
élevé parmi tous les cancers de I’enfant de cette tranche d’age avec 97,9%.

Cependant, les survivants du RB héréditaire sont menacés par le grand risque de survenue d’autres
tumeurs malignes primitives secondaires durant leur vie dans le cadre du syndrome de prédisposition
génétique au cancer. Ce risque est majoré dans les formes familiales et chez les malades qui ont recu de
la radiothérapie externe. Plusieurs localisations tumorales ont été décrites, par ordre de fréquence : les
sarcomes osseux, les tumeurs cérébrales, sarcomes des tissus mous et les mélanomes. Environs 40%
d’entre elles surviennent avant 1’age de 30 ans [61] [62] [63].

Selon Marees et al (2010), les survivants du RB héréditaire et d’un cancer primaire secondaire, sont
prédisposés a faire un troisiéme cancer primaire dans leur vie surtout s’ils sont traités par la radiothérapie

externe [63].
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4. GENETIQUE DU RETINOBLASTOME :

L’existence de délétions constitutionnelles partielles du chromosome 13 chez des patients atteints d’un
rétinoblastome bilatéral, d’un retard du développement psychomoteur et d’une dysmorphie faciale, a
permis de localiser le locus de la prédisposition génétique en 13q14 [64].

En 1986, I’identification d’un geéne dans la région 13q14 siége de mutations constitutionnelles chez des
enfants atteints de rétinoblastome bilatéral, a permis de retenir qu’il s’agissait du géne responsable de la
prédisposition au rétinoblastome, ainsi appelé RB1 [65].

La pathologie moléculaire de RB1 est trés variée car plus de 500 mutations distinctes ont été décrites a
ce jour [66] [67]. Le spectre des mutations constitutionnelles est dominé par les mutations non-sens, les
insertions ou délétions de quelques bases décalant le cadre de lecture, les anomalies d’épissage et les
délétions d’un ou plusieurs exons, voire de la totalité du géne. Ce géne code pour une protéine RB de
localisation nucléaire et d’expression ubiquitaire intervient dans la régulation du cycle cellulaire en
séquestrant certains facteurs de transcription mais aussi dans le contréle de la terminaison de la
différenciation cellulaire. C’est d’ailleurs probablement cette seconde action de la protéine qui explique
la spécificité des risques tumoraux associés aux mutations constitutionnelles de RB1.
Ainsi, le géne RB1 a été le premier géne suppresseur de tumeur et le premier gene de prédisposition
génétique a un cancer mis en évidence et a permis de confirmer I’hypothése que KNUDSON avait
proposée en 1971 concernant le modéle de transmission de rétinoblastome. Selon la théorie de
KNUDSON, la survenu du rétinoblastome nécessite 2 mutations du gene avec inactivation des 2 alleles.
Deux formes sont possibles (Figure 22) :

Y La forme héréditaire souvent bilatérale et multifocale:

La lere mutation est germinale, transmissible a la descendance selon un mode autosomique dominant
avec une penétrance élevée de 90 % (risque de transmission a la descendance de 45 %).

La 2iéme mutation est somatique au niveau du rétinoblaste, acquise pendant la vie feetale ou dans les
premiers mois de vie.

) La forme sporadique toujours unilatérale uni focale:

v’ Les 2 mutations sont somatiques et surviennent au niveau de la méme cellule rétinienne. Cette forme
est non transmissible a la descendance.

En 1973, Comings compléta I’hypotheése de Knudson en postulant que les deux mutations nécessaires a
I’apparition d’un rétinoblastome correspondaient a 1’inactivation des deux alleles d’un méme gene, alors
inconnu [69] .

L’hypothése de I’existence de geénes suppresseurs de tumeurs, déja suspectée, devenait trés probable.
Dans les cas familiaux, la mutation constitutionnelle a ét¢ transmise par I’un des parents. Dans les cas
sporadiques, bilatéraux et parfois unilatéraux multifocaux, la mutation constitutionnelle correspond le

plus fréquemment a une néomutation apparue dans les gametes de 1’'un des deux parents (prézygotique)
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ou a un stade précoce apres la fécondation (post-zygotique). Il est a noter que les néomutations
prézygotiques sont associées a un age paternel élevé.

Dans certains cas, le caractére apparemment sporadique de 1’atteinte est 1i¢ a un défaut de pénétrance
chez un parent cependant porteur.

En effet, le risque tumoral étant majeur, mais incomplet, il peut arriver qu’un parent soit porteur d’une
mutation constitutionnelle et n’ait pas développé de rétinoblastome dans 1’enfance ou qu’il ait été atteint
d’un rétinoblastome spontanément régressif pouvant laisser une cicatrice rétinienne ou retinome. C’est
dire I’importance de 1’examen du fond d’ceil chez chaque parent, a la recherche d’un retinome dont la
présence dévoilerait une histoire familiale méconnue et modifierait alors le conseil génétique. Dans les
cas unilatéraux, le plus souvent, il s’agit de deux mutations survenues seulement au niveau somatique.
On estime néanmoins que pres de 10% des patients atteints d’un rétinoblastome unilatéral sont porteurs

d’une mutation constitutionnelle.

Rétinoblastome non lié a une Rétinoblastome lié a une
prédisposition génétique (sporadique) prédisposition génétique

Mutation

constitutionnelle

’ du géne RB
M\ £\

L'un des deux exemplaires . segl évé.nem.e "

010000 (==

dans une cellule

PV Ty

Un second événement
génétique inactive le
second exemplaire du géne RB

Prolifération cellulaire
excessive conduisant
a un rétinoblastome

Prolifération cellulaire
excessive conduisant
3 un rétinoblastome

Figure 22:modele de transmission de rétinoblastome selon la théorie de Knudson.
4.1. Conseil génétique du rétinoblastome :
4.1.1. La consultation génetique :
Elle a pour objectif :
» De répondre aux problématiques suivantes :
v Le risque d’avoir un enfant atteint lorsqu’on a ét¢é traité dans I’enfance pour un rétinoblastome
v' Le risque d’avoir un second enfant atteint

v' Le risque de second cancer
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v" Et de guider le suivi des enfants a risque.

Le jeune age au diagnostic, le caractéere bilatéral ou multifocal de la tumeur, des antécédents familiaux
de rétinoblastome chez un des parents et rarement la présence d’un retard psychomoteur ou d’un
syndrome malformatif associ¢é sont des arguments en faveur d’une prédisposition génétique au
rétinoblastome. Des tests sont proposés aux prédispositions génétiques au rétinoblastome. Des tests sont
proposés aux parents du patient afin de comprendre s’il existe un risque de récurrence pour un nouvel
enfant du couple. L’identification d’une altération du géne RB1 peut faire discuter un diagnostic post-
natal mais aussi un diagnostic prénatal. Dans certaines situations 1’option du diagnostic préimplantatoire
peut aussi étre abordée [70] .

4.1.2. Indications des études génétiques :

Devant tout cas de rétinoblastome bilatéral ou unilatéral, il est possible d’évoquer une prédisposition
génétique sous-jacente. Ainsi, il est recommandé pour les apparentés d’un patient qui a eu un
rétinoblastome (enfant, fratrie, cousins) une surveillance ophtalmologique trés contraignante : fond d’ceil
dés la premiere semaine de vie, réalisé en milieu spécialisé, & un rythme rapproché et nécessitant une
anesthésie générale des le deuxieme ou troisiéme examen [71]. La proposition d’une étude génétique a
tout patient atteint d’un rétinoblastome puis a ses apparentés peut permettre, en fonction des résultats,
de lever la surveillance d’un certain nombre d’enfants.

4.1.3 Diagnostic moléculaire de la prédisposition génétique du rétinoblastome :

4.1.3.1. Etude moléculaire directe 2 partir de ’ADN moléculaire :

Elle permet la recherche d’une altération constitutionnelle du géne RB1 (Figure 23)
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Etude directe RB1:

recherche de mutation proposée a tous les cas de rétinoblastome

[ I

Mutation jdentifiée Pas de mutation identifiée

, Test possible

- dans la fratrie du sujet porteur - des parents de I'enfant porteur 1 - étude cytogénétique
- des enfants du sujet porteur * FISH de RB1 sur chromosome en métaphase:
1- Mutation présente 1 - Mutation présente 2 - Etude indirecte (avec ADN tumoral si
» diagnostic prénatal ou postnatal possible ~ disponible)
« test dans la fratrie du parent porteur * réalisée surtout dans la famille nucléaire de
poursuite du suivi ['enfant atteint
« permet de lever la surveillance d'un enfant
2 - Mutation absente 2 - Mutation absente : :,1"" ;! . tpaﬂs _d?llele RE1 commu gvec
- + diagnostic postnatal proposé SR P
* prénatal discuté , .
‘ : - (hypothése de mosaique genminale) : - Etl:ge ?lrecte chez les jeunes enfants
arrét du suivi * pas de test dans la fratrie des parents Sy

* hypothése de mosaique somatique

4 - Etude directe sur ADN tumoral a
discuter

Figure 23:Etude moléculaire directe [72]

4.1.3.2. Etude moléculaire indirecte :
Elle est proposée lorsque aucune mutation constitutionnelle du géne RB1 n’a été mise en évidence ou en
attendant le résultat de 1’étude directe du géne RB1. Cette étude consiste a analyser les marqueurs
génétiques polymorphes localisés dans et autour du gene RB1 chez I’enfant atteint et ses parents, et a
repérer 1’alléle RB1 porteur ou porteur putatif d’une prédisposition. En cas de forme familiale et si deux
cas sont accessibles, I’étude indirecte permet de rapidement mettre en évidence 1’allele du gene RB1
porteur de la mutation. I1 est alors possible par cette méthode de détecter si les apparentés ont recu 1’all¢le
arisque. Dans ce cas, cette étude peut étre la base d’un diagnostic prénatal. En cas de forme sporadique,
I’objectif alors est de lever la surveillance d’un enfant qui n’aurait aucun alléle du géne RB1 en commun
avec son frére ou sa sceur atteint d’un rétinoblastome (c’est-a-dire dans un cas sur quatre). Il faut
souligner que, si I’enfant est porteur d’un allele en commun avec le patient, la probabilité qu’il soit
porteur d’une altération du géne RB1 reste tres faible, mais, par prudence, la surveillance

ophtalmologique sera poursuivie. Dans ce cas, le diagnostic prénatal ne peut pas étre envisagé.
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4.1.3.3. Etude cytogénétique : [73]

L’étude cytogénétique comprend un caryotype standard et une étude du géne RB1 par la technique
d’hybridation fluorescente in situ (FISH). L’approche cytogénétique est irremplagable pour la détection
de translocations, de délétions a 1’état de mosaique, et pour estimer la taille de trés grandes délétions.
Elle met donc en évidence des situations rares. Actuellement, elle est proposée en premiere intention
devant un retard mental ou un syndrome malformatif associé, ou dans un second temps, avec une étude
du géne RB1 par FISH, lorsque I’¢tude moléculaire directe s’est avérée négative, en particulier dans les
formes bilatérales. L’obtention des résultats est rapide.

4.1.3.4. Signification des tests :

» Lorsque le rétinoblastome est bilatéral (un tiers des rétinoblastomes) :

» Soit des antécédents familiaux affirment le mode autosomique dominant de la transmission d’une
mutation RB. Le risque est alors de 50% pour chaque enfant. La mise en évidence d’une micro-délétion
apporte parfois (5% des rétinoblastomes) une preuve diagnostique de forme familiale et favorise le
dépistage intrafamilial des sujets porteurs de la méme anomalie chromosomique.

En absence de modifications chromosomiques, une analyse des marqueurs biologiques (RFCP : les
rhrizobacteries Favorisant la croissance des plantes) peut reconnaitre le chromosome porteur de la
mutation germinale des rétinoblastomes, a condition que I’on puisse étudier deux sujets malades. Une
mutation ponctuelle n’est identifiée que dans 12% des cas.

» Soit il n’existe pas d’antécédents familiaux, ni de délétion. Il s’agit alors d’une mutation de novo
germinale (30% des rétinoblastomes) retrouvée chez le patient dont seule la descendance est menacée.
» Lorsque le rétinoblastome est unilatéral (deux tiers des rétinoblastomes) :

L’absence d’antécédents familiaux, d’anomalie cytogénétique, de bilatéralité et de plurifocale et I’age
tardif de I’apparition, plaident en faveur d’une forme sporadique. En cas de tumeurs précoces, il faut se
méfier d’une mutation de novo chez un enfant qui a mis longtemps pour présenter une deuxieme
mutation.

La biologie moléculaire pourrait étre rassurante en ne retrouvant aucune mutation dans les cellules
somatiques de I’enfant. Une telle recherche parait difficilement réalisable si les mutations de la tumeur
du sujet ne sont pas clairement définies.

Récemment, Lohmann et al ont retrouvé une mutation germinale du gene RB1 dans 17% des cas de
rétinoblastomes unilatéraux ou la double mutation Rb1 tumorale avait été identifiée.

) Risque pour L’enfant dont un parent a été atteint de rétinoblastome:

e Chez un futur parent, atteint de rétinoblastome dans 1’enfance et présentant une histoire familiale,
I’allele RB1 & risque peut étre mis en évidence de facon indirecte dans la majorité des cas et on peut
proposer (sous réserve de I’accessibilité des prélevements d’au moins deux membres atteints de la

famille) un dépistage prénatal ou postnatal qui se révélera positif dans 50% des cas.
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e Devant une atteinte bilatérale sans histoire I’approche indirecte au niveau tumoral, si elle est possible,
permet en moyenne dans un cas sur quatre de repérer I’all¢le a risque. Si le diagnostic de prédisposition
est retenu, ou si ’analyse génétique est non informative, la surveillance ophtalmologique du nouveau-
né est indispensable dés la période néonatale, et a poursuivre chaque mois jusqu’a 18 mois et tous les 3
mois jusqu’a 4 ans.
e Devant une atteinte unilatérale sans histoire familiale, I’approche indirecte réalisée au niveau tumoral
permet d’éviter la surveillance dans environ un cas sur quatre ; on ne léve pas la surveillance dans trois
cas sur quatre alors que celle-ci n’est utile que dans moins de 10% des cas. En effet, dans les formes
unilatérales isolées, la probabilité de mutation constitutionnelle du parent atteint est inférieure & 10%.
) Dans la fratrie d’un enfant atteint de rétinoblastome:
e Avec au moins deux cas dans la famille, le risque de prédisposition dans la fratrie est de 50%.
e Devant un cas bilatéral ou multifocal, sans histoire familiale, le risque est faible (inférieur a 5%) et la
surveillance, mensuelle jusqu’a 2 ans puis semestrielle jusqu’a 4 ans, ne peut étre levée que si ’enfant
n’a pas d’allele en commun avec la sceur ou le frére atteint ou s’il n’est pas porteur de 1’alléle non perdu
au niveau tumoral.
e Devant une atteinte unilatérale uni focale, sans histoire familiale, le risque est trés faible (inférieur a
1%), mais la encore, dans la majorité des cas, la surveillance ne pourra étre évitée.
4.2. Généralités sur I'hybridation in situ en fluorescence

4.2.1. Definition :
L'hybridation in situ en fluorescence (FISH) est une technique de cytogénétique moléculaire qui utilise
des sondes fluorescentes qui se lient uniquement aux parties d'une séquence d'acide nucléique avec un
degré élevé de complémentarité de séquence. La FISH est souvent utilisée pour détecter et localiser la
présence ou I’absence d’une séquence d’ADN ou d’ARN spécifique dans des cellules interphasiques ou
sur des cellules en métaphase [74].
4.2.2. But:
Le but de la FISH est de déterminer la présence, 1’absence, le changement du nombre de copies ou le
réarrangement d’une séquence d’acide nucléique. Cela se traduit sur le plan cytogénétique par la
détermination d’anomalies chromosomiques telles que des délétions, des duplications, des
amplifications, des inversions, et des translocations, etc. [75].
4.2.3. Principe :
Le principe de la technique FISH est fondé sur la propriété de réassociation spécifique des acides
nucléiques. La séquence cible (ADN ou ARN) et une sonde (acide nucléique modifié ou non) ont un
degré de complémentarité trés élevé d’un ou de leurs brins. La sonde qui est couplée a un fluorochrome
et la séquence cible sont rendues monocaténaires par la dénaturation et mises en contact dans des

conditions permettant leur hybridation. L hybridation a lieu grace a la complémentarité¢ des bases
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nucléotidiques de la sonde et de la séquence cible, et leur appariement se fait par des liaisons
d’hydrogene établies selon les criteres de Watson et Crick. Les hybrides infideles et les molécules de
sonde non hybridées sont éliminées par des lavages successifs. Enfin I'observation s'effectue au
microscope a épi fluorescence qui permet de visionner la séquence cible marquée par un fluorochrome

dans des noyaux ou sur des métaphases. (Voir Figure 24).
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Figure 24 : illustration du principe de FISH [74].

4.2.4. Sondes utilisées :

Les sondes constituent I’élément essentiel de la technique FISH. Les sondes de FISH peuvent provenir
d’une séquence d’ADN, d’ARN ou d’acide nucléique modifiée tel que I’acide nucléique peptidique
(PNA) ou « locked nucleic Acid » (LNA) et elles peuvent se présenter en double brins (sonde d’ADN)
ou simple brin (sondes d’ARN, de PNA ou de LNA). La taille minimale d’une sonde cliniquement viable
pour FISH est d’environ 50 Kb, tandis que des sondes plus grandes peuvent couvrir jusqu’a 1 Mb, mais
la plupart des sondes sont généralement entre 200 a 400 Kb. Actuellement, les sondes sont directement
marquées par un ou des fluorochromes qui ont des spectres d’émission et d’excitation leur permettant
d’étre visualisées par un microscope a fluorescence.

Les sondes les plus couramment utilisées en FISH sont classifiées en trois groupes et cette classification

est faite en fonction de la cible de la séquence d’ADN [75].
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» Les sondes spécifiques de loci :

Ces sondes ciblent un ou des loci spécifiques du génome. Ces sondes sont les plus fréquemment utilisées
dans la détermination des anomalies chromosomiques. La combinaison de deux ou trois sondes
specifiques de loci marquées par des fluorochromes différents est de regle pour la détection des
anomalies chromosomiques en oncologie. Cette combinaison sert de controle interne de 1’hybridation et
permet d’interpréter efficacement les profils de signaux. Pour la détection des translocations ou des
inversions surtout en oncologie, la combinaison de sonde appelée « Break-part » ou les « dual color
fusion » sont les plus couramment utilisées parce qu’elles sont plus spécifiques pour détecter des cellules
cancéreuses présentant ces anomalies.

> Les sondes répétitives :

A T’opposé des sondes spécifiques de loci, elles sont composées de séquences spécifiques d’ADN
répétées. Ces sondes ciblent généralement les régions centromériques et telomériques.

» Les sondes de peinture chromosomique :

Ces sondes s’hybrident & un chromosome entier ou un bras chromosomique. La combinaison de
plusieurs sondes de peinture chromosomique permet de faire le caryotype spectral.

4.2.5. Etapes:

> Echantillons :

La FISH peut étre faite a partir des préparations cytologiques et histologiques provenant de tout
échantillon d’origine humaine. Les cellules interphasiques obtenues a partir d’une fixation au méthanol
et a I’acide acétique ou d’une coupe tissulaire (tissus frais ou enrobé a la paraffine) sont les préparations
les plus utilisées. En outre, des chromosomes obtenus a partir d’une préparation métaphasique peuvent
étre aussi la cible d’une FISH.

» Prétraitement de I’échantillon :

Cette etape permet une meilleure pénétration de la sonde dans la cellule, le noyau ou dans le ou les
chromosomes cibles. Pour des préparations cytogénétiques telles que les métaphases ou les noyaux
interphasiques issus d’une récolte directe, le prétraitement a la chaleur ou dans une solution saline permet
de rendre la chromatine plus accessible a la sonde. Pour des préparations histologiques telles des coupes
de tissus frais ou enrobés dans la paraffine, une digestion protéolytique est nécessaire pour mieux
perméabiliser les cellules, les noyaux et la chromatine afin qu’ils soient plus accessibles a la sonde.

» Dénaturation de la séquence cible et de la sonde :

Cette étape qui consiste a séparer (généralement par la chaleur) les deux brins d’ADN par rupture des
liaisons hydrogenes. Une température a 75°C est généralement utilisée pour la plupart des sondes a ADN.
Cette température a I’avantage d’étre au-dessus de la température de fusion de I’ADN et empéche aussi

la formation de structure secondaire de I’ADN monocaténaire lorsque la sonde est dénaturée.
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» Hybridation :

Durant cette étape les brins d’ADN se réassocient de fagon spécifique, ce qui permet a ’ADN de la
sonde de s’hybrider a I’ADN cible. Cette étape est faite dans un environnement humide et généralement
a 37°C. Elle peut durer de 1 heure a 48 heures dépendamment du type de sonde et de la cible.

» Lavage :

Cette étape permet d’éliminer les hybrides infidéles et les sondes non hybridées. Elle est faite a une
température au-dessus de la température d’hybridation et dans une solution saline associée a un
détergent.

» Contre-coloration :

La coloration de I’ADN nucléaire est souvent nécessaire pour localiser avec précision la séquence cible
dans un noyau interphasique ou sur un chromosome. La contre-coloration est diluée dans une solution
qui retarde la diminution de I’intensité de la fluorescence de la sonde. Elle se fait généralement avec le
DAPI (4, 6-diamidino-2-phénylindole), qui colore le noyau et les chromosomes en bleu permettant la
visualisation simultanée de la plupart des fluorochromes utilisés avec les sondes.

» Conservation :

Les lames hybridées peuvent étre conservées dans un congélateur a -20 °C jusqu’au moment de
I’observation. La fluorescence est plus stable a une température basse. Les lames doivent étre aussi
protégées de la lumicre. Une température €levée et la lumiere diminuent I’intensité du signal de la sonde.
» Observation et interprétation :

L’observation de 1’échantillon se fait a partir d’'un microscope a fluorescence qui est équipé de filtres
appropriés pour visionner la séquence cible. En général, le microscope est équipé d’une caméra qui
permet la prise d’images, essentielle pour I’interprétation des échantillons utilisés en clinique pour le
diagnostic, le pronostic ou le suivi thérapeutique. L’interprétation des patrons de signaux se fait en
fonction de la sonde utilisée, de la séquence cible, du type d’échantillon et de la pathologie.

4.2.6. Application :

La FISH est une technique de cytogénétique moléculaire complémentaire aux techniques de la
cytogénetique conventionnelle telle que le caryotype. La FISH est utilisée en recherche ou en clinique
pour la détection des réarrangements des séquences d’ADN ou d’ARN. En général, I’utilisation clinique
de la FISH a pour but de déceler des anomalies chromosomiques constitutionnelles ou acquises. Elle
permet le diagnostic des syndromes génétiques au cours du diagnostic prénatal ou aprés la naissance.
L'étude des anomalies chromosomiques acquises sur les tumeurs a largement bénéficié du
développement de la FISH parce que les aberrations chromosomiques sont souvent nombreuses et
complexes d’une part, et d'autre part, les préparations chromosomiques sont parfois de qualités
insuffisantes ne permettant pas une analyse compléte avec les techniques conventionnelles. Certaines

hémopathies malignes et tumeurs solides peuvent se caractériser par un remaniement chromosomique
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spécifique (translocation, inversion) facilement détectable par la FISH. Les anomalies détectées
notamment dans les leucémies ont fréqguemment un intérét diagnostique, pronostique et parfois dans le
suivi du traitement pour en contrdler 1'efficacité. La FISH est I’une des approches moléculaires les plus
utilisées en cytogénétique et pathologie moléculaire du fait de sa précision et de sa facilité.

4.2.7. Avantages et limites :

L'analyse cytogénétique classique des tumeurs est parfois difficile : culture cellulaire aléatoire, qualité
médiocre des métaphases obtenues, index mitotique faible, contamination des cellules tumorales par du
tissu sain, etc. La FISH permet en partie de limiter les inconvénients de ce type de culture de cellules
tumorales notamment par le grand nombre de cellules pouvant étre examinées aussi bien en métaphase
qu'en interphase. La FISH est une approche rapide qui permet d’obtenir des informations de diagnostic
précieuses en 2 jours au lieu d’attendre trois a quatre semaines avant d’obtenir des caryotypes de bonne
qualité en cas de cultures des cellules des tumeurs solides. La FISH est applicable sur des cellules a
n'importe quel stade du cycle cellulaire ainsi que les tissus archivés et sa résolution de détection des
anomalies chromosomiques est plus élevée que celle du caryotype. En fin ’analyse des résultats se fait
cellule par cellule permettant de déterminer la clonalité et le pourcentage de cellules cancéreuses parmi
les cellules saines.

L’une des limites majeures de la FISH est que la sonde ne peut fournir que des informations sur la
séquence cible. En outre, il faut connaitre ou supposé au préalable I’anomalie chromosomique avant de

choisir la sonde.

Figure 25:FISH interphasique montrant des résultats normaux :2sgnaux rouges du locus 13914.[75].
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5. METHODOLOGIE :

5.1. Cadre de I’étude :

Notre étude s’est déroulée conjointement a 1’unité d’oncologie pédiatrique du CHU Gabriel Tour¢ et au
service d’ophtalmologie pédiatrique de 1’Institut d’Ophtalmologie Tropicale d’Afrique (CHU-IOTA) et
au laboratoire de la Neuroscience de la FMOS du Point "G". La partie technique de 1’étude s’est déroulée
dans le Service de neuroscience de la FMOS et I’évaluation microscopique et 1’analyse ont été faites
dans le méme laboratoire de la Neuroscience de la FMOS du Point "G”.

5.2. Type et période d’étude :

11 s’agit d’une étude prospective, descriptive et analytique, qui s’est déroulée sur une période de 15 mois
allant du 16 Mai 2022 au 16 Juin 2023.

5.3. Population d’étude :

Note étude a porté sur les enfants atteints de rétinoblastome choisit de fagon aléatoire a 1’unité oncologie
pédiatrique du CHU Gabriel Touré.

5.4. Critere d’inclusion :

- Enfantde Oa 15 ans

- Présente un RB uni ou bilatéral

- RB cliniqguement et histologiquement confirmé

- RB n’ayant recu aucun traitement au préalable

- RB non métastatique au diagnostic

- Consentement éclairé des parents ou du représentant légal.

5.5. Critere de non inclusion :

- Enfant d’age supérieur a 15 ans

- RB antérieurement traité par chimiothérapie ou radiothérapie

- RB cliniquement et histologiquement non confirmé.

- RB métastatique extra orbitaire

- Refus parental ou du représentant légal.

5.5.1. L’information :

Les médecins oncologues, les ophtalmologues et également les patients étaient tous informés du but, des

objectifs et de la portée de 1’étude.

5.5.2. Enr6lement et consentement :
Les parents ou le représentant Iégal ont recu des informations détaillées sur modalités théoriques et

pratiques de 1’étude. Leur consentement par rapport a 1’adhésion a été a été demandé verbalement.
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5.5.3. L’examen génétique :

5.5.3.1. Lacollecte du sang :

Le sang du patient était recueilli dans deux tubes a héparine de 4 ml.

Le prélévement a été effectué dans I'unité oncologie pédiatrique du CHU Gabriel Toure.

5.5.3.2. Mise en culture cellulaire :

Le protocole standard du service pour la mise en culture cellulaire a été suivi (cf. appendice 1). Le
principe de la mise en culture est de multiplier des cellules hors de leur environnement naturel, et pour
cela le nouvel environnement doit contenir un minimum de nutriments et de gaz (acides animés, glucose,
CO2, etc.). En général, deux tubes d’exploration génétique du rétinoblastome au Mali contenant chacun
5 ml de milieu de culture et 200-400 pl (en fonction de la cellularité des leucocytes) du sang périphérique
pour chaque patient ont été mis en culture dans un incubateur a 37°C.

5.5.3.3. La récolte cellulaire :

La récolte cellulaire a également été effectuée suivant le protocole standard de notre laboratoire (\oir
Appendice 2). La récolte des cellules s’est faite suivant le principe suivant :

Dans un premier temps, il s’agit d’empécher le raccourcissement des cellules par le bromure d’éthidium.
Le bromure d’éthidium est un intercalaire d’ADN, il s’intégre a I’intérieur des chromosomes et les
empéche ainsi qu’ils se raccourcissent rendant leur analyse difficile.

Ensuite, il faut arréter la division des cellules a la métaphase par la colchicine. La colchicine est un agent
antimitotique qui permet d’arréter la division cellulaire a la métaphase en étant toxique pour les
microtubules et inhibant ainsi la formation du fuseau de division ou fuseau mitotique. Les microtubules
formés en début de la métaphase se rétractent a la fin de la métaphase en attirant les chromosomes vers
les pdles et permettent ainsi le passage a I’anaphase, donc leur inhibition permet de maintenir la division
cellulaire a la métaphase.

e La troisiéme étape est de faire le choc hypotonique par le chlorure de potassium (KCI). L’ion K est
plus abondant dans le milieu intracellulaire (MI) que dans le milieu extracellulaire (ME). Ainsi, I’ajout
de I’eau faiblement concentrée en KCl va entrainer une augmentation de la concentration du M1 et
provoquer ainsi la turgescence de la cellule.

e Enfin, on fixe les cellules par un mélange d’acide acétique et de méthanol. La fixation est une étape
trés importante car elle permet une bonne préservation de la morphologie (structure) cellulaire tout en
inhibant sa fonction. Le fixateur est constitué¢ d’acide acétique et de méthanol. L’acide acétique va
provoquer une désintégration de la membrane plasmique par la perte d’une grande partie des protéines
et une stabilisation des chromosomes se fait grace a la propriété fixatrice du méthanol.

5.5.3.4. La phase de preétraitement :

Le protocole standard du service pour le traitement des lames, dans lequel sont cités les matériaux et les

solutions a été observé pour toutes les lames.
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La phase de prétraitement permet 1’accessibilité de la sonde a sa cible. Les lames sont laissées pendant
96 heures a une température comprise entre 25-30°C. Ensuite, la solution saline tamponnée tris (TBS)
qui est une solution tampon isotonique de stabilisation du pH couramment utilisée dans les procédures
d'immun essai est utilisée pour équilibrer les cellules se trouvant sur la lame. Enfin, on fait une
déshydratation des cellules dans des bains successifs d’éthanol dilué¢ a 80%, puis a 90% et a 100%.
55.35. LaFISH:

La technique FISH est la principale technique employée a la recherche du géne RB1. Pour cela, tous les
échantillons sont mis en culture pendant 24 a 48 heures, puis récoltés et étalés sur une lame. La sonde
RB1 est utilisée pour I’identification du gene RB1 du locus 13914 avec un temps d’hybridation de 24h a
48h.

5.5.3.6. Lavage :

On utilise la solution TBS (Tris-buffered saline) avec un détergent la « Tween 20 » pour le lavage des
lames afin d’enlever les hybrides infideles et sondes non hybridées sur la lame

5.5.3.7. Observation :

Les lames sont observées a I’aide d’un microscope a fluorescence. Ainsi, 20 chromosomes
métaphasiques ainsi que 200 noyaux interphasiques sont observés et analysés pour chaque échantillon.
Le résultat est donné en termes de pourcentage, c’est-a-dire le nombre de cellules présentant un
réarrangement RB1 sur le nombre total de cellules examinées, autant pour les cellules inter phasiques
que pour les cellules métaphasiques.

5.5.4. Lesvariables :

5.5.4.1. Variables sociodémographiques : L’age et le sexe étaient les principales variables étudiées.
5.5.4.2. Variables cliniques : le motif de consultation et les caractéristiques cliniques étaient les
principales concernées.

5.5.4.3. Variables génétiques : le pourcentage de cellules inter phasiques et/ou métaphasiques
présentant la fusion RB1 et les différents de patrons signaux indiquant la translocation RB1 ont été
enregistrés comme variables génétiques.

5.5.5. Recueil et analyses des donnees :

Les données ont été recueillies dans un fichier Excel. Le traitement de texte a été fait par Word 2016.
Les figures et les tableaux ont été faits par Excel 2016. Les moteurs de recherche et de citation
bibliographique ont été effectués sur : Bio santé, Google, Google scholar, PubMed.

5.5.6. Aspect éthique :

La confidentialité des données a été garantie. Le nom des patients ne figure dans aucun document relatif
aux résultats de notre étude. Pour chaque patient, un consentement éclairé d’un des parents ou un tuteur

légal a éte obtenu.
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6. RESULTATS:
Cinq patients ont été inclus.

6.1. Caractéristiques socio-demographiques :

6.1.1. Sexe:

Feminin 60% Masculin 40%

M Masculin  ® Feminin

Figure 26 : Répartition des patients en fonction du sexe

Sur les 5 patients enregistrés 60% étaient de sexe féminin et 40 % de masculin. Dans notre étude la sex-
ratio est de 0,67 H/F.

6.1.2 Age :

Tableau 3 : Répartition des patients en fonction de I’age.

Patients Age(mois)
P1 15
P2 20
P3 48
P4 6
P5 4

Dans notre étude des patients avaient un 4ge compris entre 0 a 15 mois avec une moyenne de 18,6

mois et les deux extrémes de 4 et 48 mois (4 ans).
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Tableau 4 : Répartition des patients en fonction de I’Age du pére.

. ’ Pourcentag
Age du pére (ans) Fréquence
e (%)
30-40 4 80
> 40 20
Total 5 100

Dans notre étude 80% des peres avaient un age compris entre 30 et 40 ans

Tableau 5 : Répartition des patients en fonction de I’Age de la mere.

Age de la mére (ans) Fréquence Pourcentage (%)
<30 3 60
30-40 2 40
Total 5 100

Dans notre étude 60% des méres avaient un age inférieur a 30 ans

6.1.3. Ethnie:

Tableau 6 : Répartition des patients en fonction de I’ethnie.

Fréquence Pourcentage (%)
Bambara 2 40
Bozo 1 20
Malinké 1 20
Mossi 1 20
Total 5 100

Sur les 5 cas enregistrés nous avons retrouvé une fréquence élevée de bambara soient 40% des cas.
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6.1.4 : Provenance :

Tableau 7 : Répartition des patients selon la provenance.

Provenance Fréquence Pourcentage (%)
MALI 3 60
BURKINA 1 20
GUINEE 1 20
Total 5 100

Dans notre étude nous avons retrouvé une fréquence élevée de 60% des patients maliens soient 3, 10%

venant de Burkina et de la Guinée.

6.2. Caractéristiques cliniques :

6.2.1. Diagnostic :

Tableau 8 : Répartition des patients en fonction des manifestations de découverte.

Manifestation de Fréquence Pourcentage (%)
découverte

Leucocorie 3 60
Strabisme 1 20
Buphthalmie 1 20

Total 5 100

Dans notre étude la leucocorie a été le symptome initial chez 60% de nos patients.

Tableau 9 : Répartition des patients selon la forme du rétinoblastome.

Forme du rétinoblastome Fréquence Pourcentage (%)
Rétinoblastome unilatéral 4 80
Rétinoblastome bilatéral 1 20
Total 5 100

Dans notre étude 4 patients présentaient la forme unilatérale soit 80% et un de nos patients

présentait la forme bilatérale soit 20%.
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Tableau 10 : Répartition des patients selon I’Age d’apparition de la maladie.

Patients Age d’apparition de la

Maladie (mois)

P1 11
P2 13
P3 24
P4 3

PS 18

Sur les 5 enregistrés, 80% étaient diagnostiques a un age compris entre 10 a 20 mois. Avec un age moyen
de 13,8 mois.

Tableau 11 : Répartition des patients en fonction du délai de consultation.

Patients Délai de consultation
(mois)

P1 4

P2 7

P3 3

P4 3

P5 30

Dans notre série, 4 patients avaient un délai de consultation de moins de 8 mois. La moyenne était de

9,4 mois.

Tableau 12 : Répartition des patients en fonction de la classification ABC.

Patients Grade
P1 OD=E
0OG=B
P2 E
P3 B
P4 E
P5 D

Dans notre série d’étude il a été retrouvé respectivement 60% de grade E, 20% de grade D,20% de
grade B.
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Tableau 13 : Répartition des patients selon le devenir.

Etat de I'enfant Effectif Pourcentage (%)
Vivant sous traitement 4 80
Décéedé 1 20
Total 5 100

Quatre patients étaient vivants et sous traitement (80%). Un patient est décédé a la suite de progression

tumorale (Grade E).
6.3 Résultats génétiques :

Tableau 14 : Répartition des patients en fonction des résultats de la FISH

Effectif Pourcentage (%)
FISH Patient Patient
Présence de deux 5 100
Loci RB1
Noyau cellulaire 5 100

contenant deux

signaux RB1

Chez tous les cing échantillons dont nous avons fait la technique FISH nous avons remarqué la
présence du gene RB1 dans tous les noyaux interphasiques (fig. 26) et ainsi que dans toutes les cellules
en métaphase (fig. 27). A noté que nous n’avons pas retrouvé de cas de mosaicisme car tous les

noyaux présentaient les mémes profils phénotypiques.
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Figure 27 : représentation de patients en fonction de leurs noyaux interphasiques
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Figure 28 : représentation des patients en fonction de leur métaphase.
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Figure 29 : Représentation schématique de Pedigree du patient P1, P2, P3, P4.
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Figure 30 : Représentation schématique du pedigree du patient P5.
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7. Commentaires et discussion :
La prise en charge d’un enfant atteint d’un RB est trés complexe. Chaque cas est unique de par le nombre,
la taille, la localisation des tumeurs, la latéralité, 1’hérédité de la maladie, I’existence d’éventuelles autres
anomalies associées, 1’dge de D’enfant et son milieu social. C’est un mod¢le d’une approche
multidisciplinaire de la maladie.
Dans notre étude, tous les patients ont été référés pour rétinoblastome ou pour le suivi des cas déja
diagnostiqués a CHU-IOTA.

7.1. LaFréquence :
A T’unité d’oncologie pédiatrique de Bamako, nous avons une moyenne de 40 nouveaux cas/an [76].

Sow a Dakar a rapporté une fréequence trés inférieure a notre étude soit 2,36 par an [77] .

En Cote d’Ivoire de 2013 a2016, la fréquence hospitaliere annuelle était évaluée a 20,75 cas par année
[78].

L’incidence est également variable dans les pays industrialisés, estimée de 1/15000 a 1/20000 naissances
vivantes [79].

En inde avec environ 1500 nouveaux cas chaque année de RB, la forme bilatérale représente environ
30% des cas. Par ailleurs, notre étude est inférieure a celle réalisée en inde soit 20% de rétinoblastome
bilatéral [80].

En Oman 75 % avaient des tumeurs unilatérales et 25 % des tumeurs bilatérales [81].Par ailleurs, elle
était plus élevée dans les pays en développement que dans les pays développés. Cette différence de
fréquence en Afrique de I’Ouest pourrait s’expliquer par le niveau de recrutement ainsi que

I’implication des centres de prise en charge de rétinoblastome.

7.2. Les caractéristiques socio-démographiques :

7.2.1. L’age :
Le rétinoblastome est une tumeur intraoculaire maligne touchant essentiellement le nourrisson et le jeune

enfant, sa survenue est exceptionnelle chez le grand enfant et I’adulte.

La tranche d’age la plus représentée dans notre étude a été celle de 0-15 mois soit 60% des cas.

Ce résultat différe de celui de AY. Sidibé en 2021 dans lequel elle représentait de 0-10 mois soit 31,7%.
Ceci serait due au nombre restreint d’échantillon dans notre étude. L’age moyen de diagnostic dans notre
étude était de 18,6 mois et ce résultat est supérieur a ceux retrouvés en France en 2013 avec un age
moyen de 12 mois [82].

Durant notre étude, 100% des malades avaient 4gés de moins de 5 ans, ce qui rapprochait les données
de la littérature.

Dans les pays développés le diagnostic du rétinoblastome se fait a un age plus précoce par rapport aux
pays en voie de développement en raison d’un systeme de santé défaillant et un diagnostic tardif lié a
la méconnaissance de la pathologie [83] [84].
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7.2.2. Sexe :
Dans notre série, nous avons retrouvé une prédominance de sexe féminin avec sex ratio (H=2) /F=3) a

0,67 (Figl). Ce résultat est différent a une étude réalisée a Bamako entre 2011-2015 [76].

Cependant, la notre est similaire a certaines études menées en Turquie, en Jordanie, en Chine, en
Australie, en Inde, en Equateur, au Zimbabwe, en Colombie et au Portugal ont révélé une incidence plus
élevée chez les hommes, tandis que d'autres études menées en Suéde, en Suisse, au Costa Rica, au Brésil
et en Algérie ont signalé une incidence plus élevée chez la femme [84].

Dans une étude réalisée en Moyen-Orient ,Oman, il a été retrouvé une fréquence élevée du sexe féminin
[81].

Ainsi, une grande étude multicentrique réalisée par MOLL et al. Recherchant une correlation entre le
rétinoblastome et le genre n’a pas trouvé de différence significative. Elles confirment que le

rétinoblastome surviendrait aussi bien que chez les sujets de sexe masculin que chez le sujet sexe féminin

7.2.3. Provenance :
Dans cette étude 60% des patients étaient des résidents d’ici (Mali) et ceux du Burkina et de la Guinée

représentaient pour chacun 20% des cas. H Touré au Mali avait rapporté un effectif élevé entre 2011-
2019 ,84% soit 15 patients [86] .

Les patients référés par d’autres pays pourraient s’expliquer par le fait que le Mali abrite le CHU-IOTA
(institut ophtalmologique Tropicale de I’ Afrique) qui est la structure de référence.

En effet, le Mali dispose depuis des années d’un programme de prise en charge du RB a travers le
soutien continu des partenaires comme le GFAOP (Groupe Franco-Africain d’Oncologie Pédiatrique),
AOP (Ateliers d’Ophtalmologie Pratiques), MACC (Alliance Mondiale Contre le Cancer). Ce soutien a
permis au fil des années de disposer des équipements adéquats et des acteurs de soins formés et qualifiés

pour suivre un protocole de suivi validé, pour une bonne prise en charge du RB.

7.3. Caractéristiques cliniques et para cliniques :

7.3.1. Symptoémes initiaux :
Dans notre série la leucocorie arrive en téte des signes d’appel puisqu’elle a été retrouvée dans 60% des

cas, le strabisme 20% et la buphthalmie 20%. Plusieurs études dans différent pays ont montré que la
eleucocorie est le premier signe d’appels dans le rétinoblastome [87].

Par ailleurs notre résultat est superposable a celui de Sow F et supérieur pour Sidibé H qui ont retrouvé
respectivement 60,1% et 38,2% dans le service en 2015 et 2009, etudes portant sur le RB unilatéral
intraoculaire [88] [89].

Dans une étude réalisée par Balmer A et al, la leucocorie est représentée comme signe d’appel dans 60%
des cas de rétinoblastome [90]. En Asie, Taiwan une étude a rapporté 78% de cas de leucocorie et 13 %

de strabisme.
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7.3.2. Délai de consultation :
La majorité des données de la littérature rapporte que la constatation du premier signe annonciateur de

la maladie est faite par la famille et I’entourage et que la détection est rarement faite par le personnel
soignant [91,92].

Dans notre série d’étude, le délai de consultation en moyenne était 9,4 mois.

Selon de nombreux auteurs, le délai pour consulter aprés 1’apparition du premier signe d’appel refléte la
qualité de la culture médicale du pays et le niveau de sensibilisation des parents [93] [94], ce délai
conditionne le pronostic visuel, esthétique et surtout vital de la maladie [95] [96]. A noté que nous

n’avons pas eu un cas d’antécédents de rétinoblastome familial.

7.4. Génétique :
Au total, nous avons recruté 5 patients diagnostiqués et suivis.

Nous avons pu effectuer pour la premiére fois au Mali I’analyse cytogénétique chez les 5 patients afin
d’observer la présence du phénoméne de délétion dans le rétinoblastome. Ce nombre restreint est li¢ a
un manque de moyen car les réactifs utilisés coutaient chers et notre thése n’étant pas financée.

La technique FISH a été la principale technique de laboratoire utilisée pour tous les patients.

Dans une étude cytogénétique en Argentine par la technique FISH , il a été retrouve trois grandes
délétions, qui représentent probablement des délétions entiéres de génes, et deux petites délétions de 1
pb de longueur [97].

Environs 6% a 8% des personnes atteintes du rétinoblastome présentent une délétion chromosomique de
13g14. De telles anomalies chromosomiques sont souvent associées a un retard de développement et a
des malformations congénitales [98] [99].

Dans une étude réalisée en suisse, la forme syndromique du Rb caractérisée par une délétion du bras
long du chromosome 13, associée a une dysmorphie faciale et a un retard mental chez environ 5% des
patients avec Rb. Cette anomalie se situe dans la région 13q14.1 — 13g14.2[100] [101].

Ces patients présentent un front bombé, une ensellure nasale enfoncée, un philtrum long et marqué, une
lévre supérieure fine, une lévre inférieure charnue, des grandes oreilles avec des lobules larges et repliés.
Sur un plan neurologique, le handicap est directement proportionnel a I’ampleur de la délétion [102]
[103].

La reconnaissance clinique de ce syndrome peut précéder a I’apparition du RB [104].

Le pronostic vital n’est pas différent de celui du RB classique. Par ailleurs sur le plan clinique nos
patients ne présentaient pas de dysmorphie faciale ni de retard mental.

La technique FISH nous a permis de voir le nombre de copies du géne RB1 sur le chromosome 13 grace
a I’hybridation de la sonde locus spécifique du RB1 dans les noyaux interphasiques et dans les
métaphases. Aprés I’analyse cytogénétique, nous n’avons pas observer de délétion du géne RB1 car tous

les échantillons tous les métaphases et les noyaux interphasiques présentaient deux copies du génes RB1.
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Cette méthodologie nous a permis de faire la mise en place de la technique FISH dans le rétinoblastome
au Mali pour une premiere fois. Mais par ailleurs nous ne pouvons pas tirer une conclusion décisive de
nos résultats car notre échantillon était de petite taille et nous n’avons pu faire la FISH que chez patients
Ainsi I’idéal est dans les jours a venir de faire la cartographie génomique et le séquencage afin d’affiner
le r6le précis des régions adjacentes au locus de RB1.
A noté que nous n’avons pas pu avoir les blocs opératoires pour mettre en évidence le profil mutationnel
somatique du gene RBlcar il n’y avait pas une collaboration fluide entre le service anapath et la
neuroscience.
Nous n’avons pas pu avoir des données par rapport a 1’age parental de nos patients.

7.5. Difficultés et limites de I’étude :
Notre objectif était d’effectuer la FISH sur 10 patients, vu les difficultés ci-dessous nous nous sommes
limite a 5 patients.

Les difficultés sont de I’ordre :

7.5.1. Sur le plan financier : la majeure partie des patients n’avaient pas de moyens pour le
déplacement afin d’effectuer le prélévement.

7.5.2. Sur le plan de la culture cellulaire :

» Deficit en personnel au laboratoire.

> Deficit en réactifs (le cout elevé de la sonde RB1ainsi que d’autres réactifs pour la FISH).

7 .5.3. Sur le plan organisationnel :
Difficulté d’acces des pieces opératoire pour le profil mutationnel somatique du gene RB1.

8. CONCLUSION

Le rétinoblastome est une maladie rare mais dont on peut guérir la majorité des cas, d’ou la nécessité
d’une détection précoce. Les signes d’appel principaux sont la leucocorie et le strabisme et doivent
conduire a un controle ophtalmologique du fond d’ceil sans délai, méme si les symptomes sont
intermittents. En cas de doute ou si I’examen ophtalmologique est difficile, il faut adresser I’enfant & un
centre spécialisé.

Il faut connaitre les régles génétiques d’un rétinoblastome pour adopter une stratégie thérapeutique
adéquate en attendant de disposer des analyses génétiques et de leur diffusion.

Dans le rétinoblastome héréditaire, il est indispensable d’établir le diagnostic précoce dans la fratrie ; il
faut également éviter au maximum les mauvaises habitudes de vie ainsi que les médications pouvant

donner des effets mutagenes dans les formes heréditaires.

Theése de médecine 2022-2023 Seydou COULIBALY 50



Rétinoblastome : Description clinique et cytogénomique par la technique d’hybridation fluorescente in situ (FISH) au CHU Gabriel Touré (a propos de 5
cas)

9. RECOMMANDATIONS

Au terme de cette étude, nous formulerons les recommandations suivantes :

Aux autorités politiques et sanitaires

v" Financer les études de recherche sur le rétinoblastome.

v" Développer la recherche et I’enseignement de la biologie moléculaire et de la génétique.

v Améliorer le plateau technique des structures de recherche clinique et biomédicale.

v" Développer des stratégies de dépistage et de diagnostic précoce du rétinoblastome.

v’ Mettre en place une structure spécialisée, équipée et pluridisciplinaire dans la prise en charge des
patients atteints du rétinoblastome au Mali.

v" Renforcer la communication et la sensibilisation sur le rétinoblastome.

v" Favoriser la collaboration étroite entre 1’ophtalmologie pédiatrique et oncologie pédiatrique et

généticien et pathologiste pour une meilleure prise en charge de tout cas de rétinoblastome.

A la communauté scientifique et au personnel de santé

v" Explorer davantage la génomique du rétinoblastome dans la population malienne.

v Etre a ’avant-garde de la recherche biomédicale sur le rétinoblastome.

v’ Etablir des équipes multidisciplinaires de recherche sur le rétinoblastome.

v" Chercher systématiquement les premiers signes cliniques du rétinoblastome lors des consultations.
v' Toujours guider les patients vers des structures spécialisées pour mieux diagnostiquer et faire la prise
en charge adéquate du rétinoblastome.

v" Sensibiliser la population sur les facteurs de risques du rétinoblastome.

A la population

v' Faire un dépistage périodique du rétinoblastome.

v Demander un avis médical approprié des les premieres manifestations cliniques du rétinoblastome
v' Participer aux études de recherche sur le rétinoblastome.

Aux parents :

v Amener I'enfant dans une structure de santé, si possible spécialisée dés 1'apparition d’une leucocorie
ou d’un strabisme.

v" Ne pas se laisser influencer par les préjugés entourant cette pathologie
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ANNEXE 1:

1. Titre : Protocole standard de mise en culture cellulaire de cellules sanguines cancéreuses

2. Objectifs et domaine d’application :

Ce protocole a essentiellement pour but de permettre a toute personne de comprendre et de réaliser
facilement et sans intervention d’une tierce personne, la mise en culture dans notre laboratoire. Ce
protocole s’applique seulement pour la mise en culture de cellules sanguines non cancéreuses et
s’adresse aux personnes ayant eu un minimum de requis en Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL) pour
travailler dans le laboratoire.

3. Principe :

La culture cellulaire est un ensemble de procédures permettant aux cellules de croitre hors de leur
environnement naturel. Cela nécessite la présence dans le nouveau milieu des conditions de température
(37°C) et de Ph (7,4) optimales, des substances nutritives nécessaires a la multiplication et a la croissance
des cellules (les ions minéraux, les acides aminés, le glucose, le sérum de veau foetal...), mais aussi des
antibiotiques (pénicilline G, streptomycine, amphotéricine B) pour limiter la contamination et la mort
accélérée des cellules.

4. Responsabilité :

Il incombe au responsable du laboratoire d’assurer la formation du personnel qui exécutera cette
procédure. Il incombe au personnel de laboratoire qui utilise cette procédure de lire, de comprendre, de
recevoir une formation et de convenir de suivre la procédure décrite dans ce protocole.

5. Définitions et abréviations :

Marrow Max ou Bone Marrow Medium : milieu de culture a utiliser (se référer au protocole de
préparation de Marrow Max)

Flasque : falcon multi flaque

T15 : tube de 15 millilitres T50 : tube de 50 millilitres

VIDE : éthanol diluée & 10%, soit a 50%

ml: millilitre

pl: microlitre

6. Exigences relatives aux échantillons :

Au moins 3ml de sang périphérique dans un tube hépariné a température piéce pendant sans dépasser un

délai de 24 heures avant la mise en culture.
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7. Contrdle de qualité : ?
8. Réactifs et produits chimiques :

Produit Emplacement Condition de stockage

Bromure Sur la paillasse qui fait face a laporte Endroit frais et sec loin des
oxydant

Colcémide Dans réfrigérateur (3eme étage) Entre 2 et 8°C

KCI Sur la paillasse qui fait face a la porte  25°C

Meéthanol Sur la Paillasse a cote du 25°C

réfrigérateur

Acide Acétique Glacial Sur la Paillasse a cote du 25°C

réfrigérateur

9. Instruments and équipements :

Matériels Emplacements

Flasques (Flacons de cultures) Dans le carton sous la paillasse qui fait face a la porte
Pipettes pasteur Dans le carton sous la paillasse qui fait face a la porte
Pipettes (P1000ml) A c6té de la hotte a droite

Embouts de 1000ml A cOté de la hotte a droite

Etuve Sur la paillasse de droite

Hotte Sur la paillasse de gauche

Vide A préparer et le mettre dans la hotte

10. Procéedure :

Etape 1 : s’assurer que les échantillons sont identifiés, sinon les identifier et les enregistrer dans la base
des données.

Etape 2 : s’assurer que la hotte est propre, sinon laver la hotte comme indiqué dans la procédure de
lavage de la hotte préétablit.

Etape 3 : mettez le Marrow Max dans 1’étuve & 37°C pendant 1 heure et puis passe au step4 avant le
délai.

NB : la quantite de tube choisit dépend du nombre d’échantillon a mettre en culture (chaque échantillon
pour 5ml de Marrow Max).

Etape 4 : mettez seulement les matériels nécessaires dans la hotte, & savoir : le nombre de pipettes
pasteur qu’il faut, le paquet d’embouts de 1000ml, la pipette de 1000ml, le vide, les flasques identifiés ;

qui sont préalablement nettoyés a I’éthanol 70%.
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NB : Pour chaque échantillon une pipette pasteur.

Etape 5 : aprés le délai de 1 heure écoulé, enlevez le Marrow Max dans 1’étuve et le mettre dans la hotte.
Etape 6 : mettez Sml de Marrow Max dans le flasque ensuite ajoutez 500 pl dans moelle ou de sang
périphérique dans le flasque sur le milieu de culture.

Etape 7 : homogénéisez doucement le mélange dans le flasque de fagon horizontale, puis desserrez un
peu la fermeture du flasque et mettez-le dans I’étuve 24 heures, et passez chaque jour pour
I’homogénéiser si possible 12 a 18 heures apres la mise en culture.

NB : le Flasque doit étre légerement incliné dans I’incubateur.

11. Sécurité et précautions :

Porter une blouse blanche a manche longue, des gants et aussi des lunettes et une bavette lors de
la manipulation du sang et du milieu de culture.

12. Documents reliés :

Protocole standard de préparation du RPMI.

Protocole de Lavage de la Hotte

13. Références :

14. Historique de la révision : Création du document
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Résumé :

Cette étude de diagnostic de rétinoblastome par la technique FISH concerne les patients présentant du
rétinoblastome suivis pour chimiothérapie a I’unité oncologie du CHU Gabriel Touré, prélevés pour
exploration cytogénomique au service de neuroscience du CHU du Point G du 16 Mai 2022 au 16 Juin
2023.

Elle s’¢était déroulée en deux phases : une premiere phase technique et une seconde phase d’évaluation
microscopique.

Nous avons appliqué la technique FISH pour diagnostic cytogénomique sur les cing patients.

Parmi les 05 patients enroulés dans 1’étude, 100% des patients avaient des métaphases et ainsi que des
signaux de leur noyaux interphasiques. Nous n’avons pas eu de délétions au niveau du locus du géne
RB1.
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