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Alléle : Variante donnée a un gene

Allogreffe : greffe pratiqué entre deux individus d'une méme espéce génétiquement différent.
Anémie : diminution du taux de d’hémoglobine dans le sang.

Anémie normocytaire normochrome : Lesanémies normocytaires normochromes non
régénératives sont causées par une maladie de la moelle osseuse primitive (états pré-
leucémiques, aplasie médullaire, fibrose de la moelle) ou secondaire (envahissement médullaire
par un processus cancéreux).

Asthénie : diminution du pouvoir fonctionnel de I’organisme.

Autogreffe : greffe dans laquelle le greffon est prélevé sur le sujet elle-méme.

Cellules souches : les cellules sont les plus petites entités vivantes de 1’organisme qui
constituent les tissus et organes du corps humain. Les cellules souches situées dans la moelle
osseuse se multiplient, puis se spécialisent pour former I’ensemble des cellules et ¢léments du
sang : globules blancs, globules rouges et plaquettes.

Exon : Segment d’un geéne représenté dans I’ARNm mature et inclus dans la séquence codant
pour la proteéine.

Gene : Unité de base de la génétique. Défini comme une région contigiie d’ADN qui inclut un
nombre défini d’exons et d’introns.

Génotype : L’ensemble des geénes d’un individu. Terme également utilisé pour décrire une
paire d’alléles a un locus (endroit sur un chromosome) spécifique.

Hémogramme : numération des cellules sanguines.

Interféron : substance de lI'organisme dotée propriétés antivirale, anticancéreuse.

Intron : Séquence d’ADN non codante qui sépare les exons d’un géne

Mutation : Variation dans la séquence d’ADN a un locus donné présente avec une fréquence
allélique de moins de 1 % dans une population

Oncogeéne : est un géne dont l'expression favorise la survenue d'un cancer. Il résulte de la
modification ou de la surexpression d'un gene normal

Phénotype : L’expression du génotype d’un individu (traits observables chez I’individu)
résultant de I’expression des alleles. Il peut varier en fonction de facteurs extrinseques, comme
I’alimentation, 1’environnement, [’exposition a un médicament, etc. Exemple : couleur des
yeux, taille, réponse a un médicament.

Polymorphisme génétique : L’existence de plusieurs alléles d’'un méme geéne. Le terme
polymorphisme est employé lorsque la fréquence d’un allele est supérieure a 1 % d’une

population


https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-gene-151/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-cancer-108/
https://www.futura-sciences.com/sante/dossiers/genetique-gene-adn-proteines-1130/

Polymorphisme : Variation dans la séquence d’ADN présente avec une fréquence allélique
d’au moins 1 % dans une population

Thrombopénie : elle correspond a une chute du taux de plaquettes sanguines
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Le myélome multiple ou la maladie de Kahler est une hémopathie caractérisée par la
prolifération médullaire d’un clone plasmocytaire anormale sécrétant une immunoglobuline
monoclonale. A I’heure actuelle le myélome multiple reste une maladie incurable.

Ces derniéres années la médecine alternative occupe une place importante afin de
soulager et guérir plusieurs maladies.

Ce travail consiste a évaluer I’activité anti-myélomateuse du pissenlit (Taraxacum
officinale) chez les rats wistar et réaliser une étude sur le profil épidémiologique, clinique,
biologique et biochimique portant sur I’intérét des dosages sériques et urinaires dans le
diagnostic et le suivi thérapeutique du myélome multiple et aussi voir la place de I’autogreffe
comme une stratégie thérapeutique.

A cet égard, nous avons réalisé une étude expérimentale sur des rats wistar et une étude

épidémiologique rétrospective sur 419 patients myélomateux.

L’étude épidémiologique a révélé que I’hypoalbuminémie, I’hyper-protidémie et
I’hypercalcémie sont fréquents chez la majorité des patients. Aussi nous avons noté une
migration prédominante des immunoglobulines dans la zone gamma. D’autre part, sur le plan
hématologique nous avons enregistré une anémie, une leucopenie, la présence des hématies en
rouleaux et des plasmocytes malins.

La greffe des cellules souches hématopoiétiques est considérée comme le protocole
standard chez les patients moins de 65 ans. L’analyse des données montre des résultats
significatifs entre I’age du patient et le nombre de CD34+. D’autre part, les résultats obtenus
révelent une corrélation hautement significative entre la cryothérapie et la survie globale. De
plus cette étude montre un taux de survie globale de 5 ans.

Les résultats obtenus par I’étude pharmaco-botanique aupres de 1000 personnes
montrent que 70% des personnes questionnés ne connaissent pas la plante. Les feuilles et les
racines constituent les parties les plus utilisees. Cette étude révele que la majorité des
utilisateurs consomment la plante pour traiter les affections hématologiques en premiere
position suivi par les affections gastriques.

L’¢étude de la toxicité d’extrait de racines a montré une perturbation tres significative
(p<0.01) des transaminases. Aucune différence significative n’a été observée pour les
parameétres hématologiques et lipidiques. D’autre part, cette étude a démontré que I’extrait de
racines de pissenlit est faiblement toxique par voie intrapéritonéale avec une DL50 comprise
entre 500-5000 mg/kg

L’induction du myélome multiple chez le rat wistar a été réalisée avec succes. En effet,
des perturbations hautement significatives des différents parametres biochimiques, lipidiques
et hématologiques ont été observées. Cependant, nous avons enregistré une hyperprotidémie,
hypoalbuminémie, augmentation des transaminases, hypercréatinémie, hypercholestérolémie,
leucopénie et anémie. D’autre part, 1’¢lectrophorése des protéines sériques a montré un pic
monoclonal dans les zones gamma et béta. L’analyse du frottis sanguin et myélogramme a
montré la présence des hématies en rouleaux et des plasmocytes malins. En outre, chez les rats
traités par I’extrait de racines et I’extrait combiné (feuilles et racines) nous avons noté une
amélioration tres significative. Le taux de globules blancs, d’hémoglobine, d’albumine, des
protides totaux s’est normalisé. L’électrophorése des protéines sérique a montré que 75% des
rats traités avec I’extrait de racines avaient un profil normal contre 50% des rats traités avec
I’extrait combiné.

Mots clés: myélome multiple, plasmocytes malins, dosages sériques et urinaires, suivi
thérapeutique, Taraxacum Officinale.



Multiple myeloma or Kahler's disease is a haemopathy characterised by the proliferation
of an abnormal plasma cell clone secreting monoclonal immunoglobulin in the marrow. At
present, multiple myeloma remains an incurable disease.

In recent years, alternative medicine has played an important role in alleviating and
curing many diseases.

This work consists of evaluating the anti-myeloma activity of dandelion (Taraxacum
officinale) and realized out a study on the epidemiological, clinical and biological profile
concerning the interest of serum and urinary assays in the diagnosis and follow-up of multiple
myeloma and also see the place of autotransplantation as therapeutic strategy.

In this regard, we conducted an experimental study on wistar rats and a retrospective
epidemiological study on 419 myeloma patients.

The epidemiological study revealed that hypoalbuminemia, hyperproteinemia and
hypercalcaemia are common in the majority of patients. In our series we noted a predominant
migration of immunoglobulins in the gamma zone. On the other hand, on the haematological
level we recorded the presence of anaemia, leukopenia, the presence of rolled red blood cells
and malignant plasma cells.

Hematopoietic stem cell transplantation is considered the standard protocol in patients
under 65 years old. Data analysis shows a significant correlation between the patients age and
the CD34+ count and a highly significant correlation between cryotherapy and overall survival
rate that was about 5 years.

The results obtained by the pharmacobotanical study with 1000 people show that 70%
of the population questioned do not know the plant. Leaves and roots are the most used parts.
This study shows that the majority of users use the plant to treat hematological conditions in
the first position followed by gastric conditions.

The obtained results reveal a very significant (p<0.01) disruption of transaminases but
not in renal, lipid and hematological parameters. The acute toxicity study demonstrated that
dandelion roots extract has low intraperitoneal toxicity with a LD50 ranged between 500 and
5000 mg/kg.

The induction of multiple myeloma in wistar rats was successfully achieved. Indeed,
highly significant disturbances of various biochemical, lipid and haematological have been
noticed. Howver, we have recorded hyperproteinemia, hupoalbuminemia, increased
transaminases, hypercreatinemia, hypercholesterolemia, leukopenia and anemia. On the other
hand, serum protein electrophoresis showed a monoclonal peak in the gamma and beta regions.
Blood smear and myelogram analysis showed the presence of rolling red blood cells and
malignant plasma cells. In addition, in rats treated with the root extract and the combined extract
(leaves and roots) we recorded a very significant improvement. The level of white blood cells,
hemoglobin, albumin, total proteins has normalized. Serum protein electrophoresis showed that
75% of rats treated with the root extract had a normal profile compared to 50% of rats treated
with the combined extract.

Keywords: multiple myeloma, serum and urinary assays, therapeutic follow-up, Taraxacum
Officinale, malignant plasma cells.
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INTRODUCTION GENERALE

Le myélome multiple (MM) également maladie de Kahler est une hémopathie maligne
qui se caractérise par la multiplication dans la moelle osseuse des plasmocytes tumoraux avec
souvent la sécrétion d’une immunoglobuline monoclonale (chaine légére libre) (Anne C,
Michel A D, 2013).

Le myélome multiple représente 80% des gammapathies monoclonales malignes et
environ 10% des cancers hématologiques et environ 2% de tous les déces par cancer (Smith et
al, 2013). La plus forte incidence est enregistrée dans les régions industrialisées d’Asutralie,
Nouvelle Zelande, Europe et Amérique du Nord (Nicolaus, 2011).

Le my¢lome multiple (MM) touche un peu plus d’hommes (45%) que de femmes (46%),
I’age médian au moment du diagnostic est d’environ 70 ans. D’autre part, il peut toucher les
sujets jeunes avec un pourcentage de 2.8% (Facon T, 2006).

L’incidence annuelle en Algérie est de 0.9 a 1.1/100 000 habitants par an (Bekadja MA
et al, 2009 ; M Saidi, 2013).

L’¢étiologie du myé¢lome multiple reste encore inconnue, plusieurs publications ont été
consacrés aux facteurs de risques, des conclusions souvent incertaines et controversées (Facon
T, 2006). Le seul facteur de risque clairement identifié est I’exposition aux radiations ionisantes
(S. Manier, X Leuleu, 2011 ; Kayel RA, Raykumar SV, 2013). Une étude cas-témoins
réalisée par Dalus Baris et al en 2004 révele que 1’exposition professionnelle aux pesticides ne
présente pas un risque accru de myelome multiple tandis que certains virus animaux peuvent
étre impliqués dans le risque de MM pour les travailleurs d’élevage ou les résidents (Dalus B
et al, 2004).

Le myelome multiple se manifeste par des douleurs causées par des atteintes osseuses
(58%), une anémie (73%), une hypercalcémie (13%) et une insuffisance rénale (20 a 40%)
(Lambach J et al, 2016 ; Kyle RA et al, 2003).

Les critéres de diagnostics ont été actualisés par « international Myelome Working
Groupe » en 2013. Cependant, les criteres reposent sur I’infiltration médullaire plasmocytaire
monoclonale ensuite I’identification du type de myélome s’il s’agit d’un myélome
symptomatiqgue ou asymptomatique, la détermination des infections et le syndrome
d’hyperviscosité (Anne C, Michel A D, 2013).

La majorité des patients atteints de myélome multiple passent par un état transitoire pre-
myélomateux dont les principaux types sont la gammapathie monoclonale indéterminé

(MGUS) et le myélome multiple asymptomatique (Jean Batiste et al, 2012).
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La biologie joue un role important dans le diagnostic et la prise en charge des patients
myélomateux. Les examens biologiques permettent la classification des patients en différents
groupes dont découle la prise en charge et le suivi thérapeutique. Le bilan intial des patients
myélomateux comprend une analyse de la formule de numération sanguine (FNS), un frottis de
sang périhérique, un examen de chimie complet comprennent le dosage des électrolytes, le
dosage de I’albumine ainsi ’évaluation de la fonction hépatique et rénale (Anne C, Michel A
D, 2013).

D’autre part, le diagnostic de myélome multiple repose sur une définition précise : la
présence d’une immunoglobuline monoclonale sérique ou urinaire, une plasmocytose
médullaire avec un taux > 10 % et /ou la présence de lésion organique directement attribuables aux
plasmocytes dystrophique (Kyle RA, Rajkumar SV, 2009). Cependant, 1’¢électrophorése des protéines
sériques et urinaires, I'immunfixation sérique et le dosage des chaines légeres libres sériques sont tres
important pour le diagnostic de myélome multiple (Anne C, Michel A D, 2013).

Malgre le développement de nouvelles approches thérapeutiques, le myelome multiple
reste encore une pathologie incurable et devient progressivement résistantes a tous les
traitements (G. Foquet et al, 2017).

Le traitement du myélome multiple est basé sur plusieurs protocoles, le choix du
traitement dépend de 1’age, de 1’état général du patient et des criteres pronostiques de myelome
multiple (G. Foquet et al, 2017), les criteres symptoématiques ou non et les anomalies
génétiques détectees (Riccardi et al, 2000).

Le traitement du MM repose sur I’utilisation de plusieurs substances. Cependant, on cite
agents alkaylants et corticostéroides, inhibiteurs de protéasome, bisphosphonate et
immunomodélateurs (Anne C, Michel A D, 2013).

D’autre part, I’autogrefte reste le traitement de premiere ligne chez les sujets de moins
de 65 ans (Alexis G, 2016).

Ces dix dernieres années, sont apparues des médicaments trés performants, issus du
regne végétal comme les dérivés du taxotere ou de la camptothécine. Le recours a la médecine
alternative est largement répandu et plusieurs remeédes naturels a base de plantes ou bien de
fruits utilisés en combinaison avec les traitements chimio thérapeutiques sont recommandés
pour le traitement des hémopathies malignes. En effet il y’a environ 500.000 espéces de plantes
qui renferment des propriétés médicinales (Quyou, A, 2003).

Parmi des milliers de plantes on s’est intéress¢ a I’évaluation de I’effet thérapeutique du

pissenlit.
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Le pissenlit est une plante comestible et médicinale que I’on peut trouver tout au long
de I’année, elle fait partic des plantes sauvages, elle poussera un peu partout, on la trouve
généralement dans les regions tempérées du monde (Katy D et al, 2018).

Cette plante fait partie de la famille des Asteraceae que I’on trouve naturellement en
Europe, Amérique du Nord et du Sud et en Asie (S.Quershi et al, 2017) et qui fait partie de la
liste des plantes médicinales d’intérét pour SNS (RENISUS) (Faria.T et al, 2019).

Les études phytochimiques ont démontrés la présence des phénylpropanoides,
polysaccharides (Eric et al, 2019), des flavonoides, des acides hydroxycimaniques, d’acide
chlorogénique, des coumarines, les feuilles sont riches en vitamines dont B caroténe, elles
contiennent également la choline et les oligo-éléments dont essentiellement le fer, le
magnésium, le silicium, le sodium, le potassium, le cuivre, le zinc et le phosphore (Tabassum
F et al, 2018). D’autres part, les racines sont riches en glycosides amers, tanins, stérols, huiles
volatiles, taraxacine, taraxacérines, triterpenes, asparagine et insuline (Sheezan R ; Bharti S,
2014).

Les vertus de cette plante poussent les chercheurs a faire des études afin de tester les
différentes activités que posséde cette derniere. Ces recherches sont principalement liées a
’activité antioxydante, anti-inflammatoire et antidiabétique.

Les études toxicologiques qui portent sur le pissenlit sont trés limités, cependant il existe
quelques recherches qui ont montré une légere hypotension ainsi que la possibilité de dermatite
de contact chez les personnes qui présente une hypersensibilité vis-a-vis les lactones (Fariat et
al, 2019).

C’est a la lumiére des travaux suscités que nous nous sommes intéressé a étudier cette
plante et voir I'intérét thérapeutique qu’elle peut apporter pour limiter 1’évolution voir méme
guérir le myélome multiple. Nous avons évalué ’activité anti-myélomateuse de cette derniere
chez le rats wistar rendu myélomateux.

Afin de répondre a nos suppositions de départ nous avons fixé une série d’objectifs
secondaires suivant ’ordre chronologique ci-apres :

+ Etudier le profil épidémiologique, clinique, biologique et biochimique des
patients myélomateux et voir I’intérét des dosages sériques et urinaires dans le
diagnostic et le suivi thérapeutique du myélome multiple.

+ Voir la place de I'autogreffe dans la prise en charge des patients souffrant du

myélome multiple.



INTRODUCTION GENERALE

+ Réaliser une enquéte pharmacobotanique sur 1’utilisation de pissenlit dans la
région Ouest d’Algérie

= Identifier les différents composants et évaluer ’activité antioxydante des racines
et des feuilles de pissenlit

4 VU I’absence d’études toxicologiques concernant les extraits a base de pissenlit
nous nous somme proposé de réaliser une étude expérimentale pour évaluer la

toxicité aigiie d’extrait de racines de pissenlit
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I. Cancer
Le cancer est une maladie caractérisée par une dérégulation des mécanismes de division

cellulaire d’un organisme (Vidal M et al, 2001). La croissance cellulaire incontrdlée affecte le
fonctionnement normal de la machine biologique, et peut aboutir a des déficiences graves d’un
ou plusieurs organes vitaux . Il se révele réellement que les cancers sont devenus la premiere
cause de mortalité dans les pays développés (Djamel A et al, 2005).

Le nombre de nouveaux cas de cancer enregistrés chaque année en Algérie est de 53076 et
plus de 29000 déceés selon les derniers chiffres du Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC), qui dépend de 'OMS. En 2018, 18.1 millions de nouveaux cas et 9.6 millions de déces
enregistré a I’échelle mondiale (GHRIEB S ; MEBARKI F, 2019).

Global cancer

incidence
Europe
The Americas 23.4%
21.0% 1 AL Gt
Number of cases: 4 230 000
3 792 000 ’

3 Asia
48.4%
4., Number of cases

umbe:
8 751 000

18.1 million
new cancer cases

Africa
5.8%
Number of cases >
1 055 000 ’

Oceania
1.4%

252 000
Estimated number of Incident cases, both sexes.

all cancers including non-r

fo

Figure N°1 : L’incidence du cancer dans le monde en 2018 (Ghrieb S ; Mebarki F,
2019).

Global cancer
mortality

The Americas
14.4%

Number of deaths:
1371000
Africa
o)
7.3% .
[Number of deaths: !
693 000

Oceania
0.7%
Number of deaths:
70 000

Europe
20.3%

Number of deaths:
1943 000

Asia
4 57.3%
%, Number of death:

4 5 477 000

9.6 million
cancer deaths

Figure N°2 : la mortalité par cancer dans le monde en 2018 (Ghrieb S ; Mebarki F,
2019).
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En Europe I’estimation des nouveaux cas est de 1.43 millions cas pour les hommes et 1.21
millions cas pour les femmes avec 716 000 décés pour les hommes et 561 000 déces pour les
femmes (J,schuz et al, 2015).

e Meécanisme du développement tumoral

Les tumeurs malignes sont décrites comme étant monoclonale ¢’est-a-dire chaque tumeur
provient d’une seule cellule (Miller EC ; Miller JA, 1979). Il existe plusieurs mécanismes qui
permettent de réguler la population des cellules en favorisant leur prolifération (les genes codant
ainsi pour la division cellulaire sont appelés proto-oncogénes), ou au contraire en la freinant
(les génes correspondants sont appelés suppresseurs de tumeurs) (Pardee A.B et al, 1978).

D’autre part, ’ensemble de ces mécanismes permet de garder I’équilibre entre le nombre
de cellules mortes et le nombre de cellules résultantes de la division cellulaire. Lorsqu’il y’a un
déséquilibre cela conduit a une multiplication anarchique de certaines cellules, lesquelles
peuvent se concentrer, formants des tumeurs (Sporn M.B, 1996).

Les particularités des cellules tumorales sont liees a des mutations d’un ou de plusieurs
proto-oncogenes, qui sont alors appelés oncogeénes. Ces altérations sont le plus souvent acquises
au cours de la genése tumorale (Cantley L.C et al, 1991). Le développement tumoral est
souvent di a une surexpression de protéines exprimees par les proto-oncogenes mutés en
oncogenes ou bien par la mutation d’un ou de plusieurs genes suppresseurs de tumeurs,
aboutissant a la diminution ou la disparition de biomolécules chargées de réparer ou d’éliminer
les cellules endommageées (Weinberg R.A, 1991 ; Greenblatt M.S et al 1994).

I1.  Myélome multiple

11.1 Définition

Le myélome multiple (MM), également appelé maladie de Kahler, est une hémopathie
maligne classée selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) parmi les tumeurs a
cellules B matures sous la rubrique « plasma cellneoplasms » (Swerdlow et al, 2008).

Le myélome multiple est une affection maligne caractérisée par la prolifération clonale
de plasmocytes tumoraux envahissant la moelle osseuse, avec souvent la sécrétion d’une
immunoglobuline monoclonale ou un fragment d’immunoglobuline monoclonale (chaine
Iégere libre) (HAS, 2010).

11.2 Epidémiologie

Le myélome multiple représente environ 1% de tous les cancers mondiaux et environ
2% de morts liées au cancer, d’une fagon générale, I’incidence augmente rapidement avec I’age,

et les hommes sont les plus touchés, le ratio étant de 2/3. La médiane d’age est de 72 ans, mais
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se traduit a 65 ans dans les séries hospitaliéres, la survenue chez des adolescents et de jeunes
adultes reste exceptionnelle (S. Manier, X. Leleu, 2011).

Les Afro-Américains semblent étre au plus haut risque pour la maladie, alors que les
Asiatiques sont au plus faible risque. Une étude a montré que I’incidence du myélome chez les
Afro-Américains est de 9,5 par 100.000 personnes tandis que parmi les Américains Caucasiens,
les tarifs sont de 4,1 pour 100,000 personnes.

Dans la population Afro-Américains, le myélome est parmi les dix principaux cancers
entrainant la mort (M. Ananya, Mandal, DM, 2020).

L’incidence annuelle en Algérie est de 0.9 a 1,1 /100.000 habitants/ an avec une
augmentation du nombre de cas des sujets jeunes moins de 65 ans (Bekadja MA, 2009 ; M.
Saidi, 2013).

La prévalence de MM chez les sujets moins de 65 ans en Algérie est de 64% (Bekadja
MA, 2009). Le MM est plus fréquent chez ’homme que chez la femme avec des incidences
respective de 5,3/100.000 h/an et de 3,5/100.000 h/an (Brown LM et al, 1999). Le sexe ratio
en Algérie est de 1,4 (Bekadja MA, 2009).
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Figure N°3 : Mortalité ajustée a I’dge par lymphomes et myélomes multiples pour
100 000 habitants (Persons, all ages, 2009)
11.3 Etiologie
L’étiologie du MM est pour I’instant inconnue et aucun facteur de prédisposition n’est
actuellement identifié (Charlot-Lambreacht | et al, 2011). Le seul facteur de risque clairement

identifié est I’exposition aux radiations ionisantes. Les pesticides utilisés dans les professions



CHAPITRE | MYELOME MULTIPLE

agricoles ont étaient aussi incriminés. 11 existe des cas familiaux, faisant discuter des facteurs
génétiques (S. Manier, X. Leleu, 2011 ; Kayel RA, Rajkumar SV, 2007).

Le myélome multiple est la conséquence de plusieurs évenements oncogéniques
concernant la lignée lymphocytaire B. I’apparition du myélome est liée a la survenue
d’événements chromosomiques et moléculaires supplémentaires comme la translocation t
(4 ;14), la surexpression de ’oncogéne c-Myc, la mutation ponctuelle de N-Ras observée dans
50% des cas au diagnostic et dans 80% des formes avancées, ou encore la mutation ponctuelle
de T’anti-oncogene p53 retrouvée dans 30% des myélomes avancées. Les plasmocytes
présentent de nombreuses anomalies cytogénétiques dont aucune n’est constante ou spécifique
du MM.

L’IL6 joue un role primordial dans la prolifération tumorale. Elle induit la
différenciation des cellules B en plasmocytes et inhibe leur mort par apoptose. C’est le facteur
de croissance essentiel des cellules myélomateuses (Charlot-Lambreacht | et al, 2011).

11.4 Physiopathologie

Le MM est caractérisé par I’émergence et I’accumulation dans la moelle osseuse d’un
clone de plasmocytes malins. Des modeéles de plasmocytomes murins ont permis de progresser
dans la compréhension des processus d’oncogenese du plasmocyte.

Aux stades initiaux du MM, la croissance tumorale se fait surtout par accumulation
cellulaire et repose sur I’inhibition de I’apoptose. L’évolution de la maladie est marquée par des
modifications phénotypiques, cytogénétiques et médullaires des cellules myélomateuses.

Ces modifications se traduisent par une capacité croissante de prolifération du clone
plasmocytaire (Chaibi et al, 2000).

a. Nature de la cellule souche tumorale
La cellule cytologiquement reconnue tumorale dans le MM est le plasmocyte qui

s’accumule dans la moelle osseuse (Figure N°4)
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Figure N°4 : Plasmocyte (cellule myélomateuse) (Christian Berthou, 2004)

Les plasmocytes sont des lymphocytes B, ils se trouvent normalement dans tous les
tissus, sauf dans le sang. Ce sont des cellules basophiles, hormis a proximité de leur noyau,
région qui est nommée archoplasme. Cette basophilie est due a la présence de chromatine dans
le noyau.

Ces cellules sont productrices d’anticorps, et elles sont le stade final de différenciations
des lymphocytes B. A la différence d’autres lymphocytes B qui présentent leurs anticorps au
niveau de leur surface membranaire, les plasmocytes sont capable de produire des anticorps
solubles. De plus, ces cellules se caractérisent par une incapacité de prolifération (contrairement
aux autres stades d’activation des lymphocytes). Le marqueur les caractérisant et I’expression
du CD1 38 ou syndecan-1 un récepteur de la matrice extracellulaire. Les lymphocytes B
matures migrent de la moelle osseuse vers la rate. Apres activation par leur rencontre avec
I’antigene, elles se différencient en plasmocytes responsables de la production des anticorps.

Les cellules tumorales du MM ont un phénotype de plasmoblaste mais la nature du
précurseur myélomateux reste inconnue (EI Mezouar L, 2010).

La principale caractéristique des cellules myélomateuses est la production et la sécrétion
dans le sang et / ou les urines d’une protéine monoclonale. Lors de I’évaluation d’un myélome,
il est primordial de savoir si les cellules myélomateuses du patient produisent beaucoup, peu
ou ne secrétent pas de protéine libérée dans le sang ou les urines. Une fois la relation entre le
taux d’une protéine particuliére et la charge de la tumeur. Cette protéine monoclonale est parfois
appelée protéine myélomateuse, para-protéine ou pic-monoclonale. Cette derniére

dénomination est liée a 1’aspect du tracé électrophorétique (ElI Mezouar L, 2010).
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11.5.2 Origine de la cellule myélomateuse

La nature exacte de la cellule a l'origine du MM reste mal connue. Elle est
vraisemblablement, comme c’est le cas pour de nombreuses tumeurs B. Centrogerminative ou
post-centrogerminative, ¢’est-a-dire postérieures aux événements de mutations somatiques de
sélection et de commutations isotypique. En effet la protéine monoclonale impliquée et en
générale une 1gG (60% des cas), seulement trés rarement une IgD (1 a 2% des cas) et
exceptionnellement une IgM. L’expression d’une Ig commutée constitue un argument fort en
faveur du caractére post-centrogerminatif de la cellule (J. Feuillard et M. Raphaél, 2000).

La cellule a I'origine du MM représente une (ou plusieurs) anomalie(s) dans son
génome, mais reste apte a migrer dans la moelle osseuse et a se différencier en plasmocyte
sécretant une Ig. Il existe chez un méme patient des populations de cellules myeélomateuses de
différents degrés de maturité. Il est probable que la fraction plus immature de ces cellules, qui
est la fraction proliférante, soit capable d’auto renouvellement et soit ainsi responsable de
I’expansion du clone malin. L’existence d’un stade plasmoblastes hautement proliférants au
cours de la différenciation plasmocytaire physiologique est en faveur de cette hypothese. Ainsi,
la majorité des cellules myélomateuses ne constituent pas un compartiment de cellules
tumorales prolifératives mais un compartiment d’accumulation de cellules plasmocytaires
matures, alimenté par un petit compartiment de cellules tumorales prolifératives immatures
(plasmoblastes) (G. Jego et al, 1999).

La cause de la prolifération plasmocytaire maligne n’est pas connue, mais une instabilité
génétique est vraisemblablement impliquée, se manifestant par des erreurs au cours des
modifications spécifique de I’ADN des cellules B que sont la recombinaison VDJ, le switch de
classe d’Ig, ou I’hypermutation somatique. Ces erreurs peuvent conduire a des réarrangements
chromosomiques dont la résultante est une activité cellulaire anormale traduisant la malignité.

Finalement les étapes d’apparition du myélome pourraient étre la stimulation
antigénique, la sélection d’un clone anormal, ’expansion de ce clone et la progression vers la
malignité a la suite d’événements génétiques comme 1’activation d’oncogéne (G. Jego et al,
1999).

11.5.3 Oncogenese

L’existence d’anomalies cytogénétiques nombreuses et complexes, numériques et
structurales, est une des caractéristiques du MM, et concourt sans doute a I’oncogenése et a sa

résistance au traitement (T. Facon et al, 2003 ; Bergsagel PL, Keuhel WM, 2001).
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Parmi ces anomalies, les translocations chromosomiques impliquant le locus des chaines
lourdes d’immunoglobuline (IgH), localisé sur le chromosome 14 (14q32) en particulier la
translocation (4 ; 14) (p16 ; g32) (10% des patients) avec surexpression du récepteur 3 pour le
FGFR3 (fibroblasgrowth factor) et de MMSET qui constitue un facteur de mauvais pronostic
(T. Facon et al, 2003 ; Moreau P et al, 2002).

Des anomalies de nombre peuvent occasionner la perte de genes suppresseurs de
tumeurs, comme c’est le cas dans une autre aberration chromosomique essentielle, la délétion
totale ou partielle du chromosome 13 (-13/ 13q). Certaines associations entre réarrangement
14932 et anomalie -13/13g- sont également retrouvées. Ainsi, 85% des patients avec une
translocation t (4 ; 14) présentent une delétion du chromosome 13 et ces patients sont souvent
d’isotype A, avec une 2m basse (Avet Loiseau et al, 2002).

D’autres altérations moléculaires ont été rapportées, telles des mutations (ras, p53), des
méthylations de promoteur de genes suppresseurs de tumeur (pl15, p1l6) ou phosphorylation
d’un oncogéne (STAT3). Des mutations activatrices dans les codons 12, 16, 61 des géenes K-
ras et N-ras sont présentent chez 10 a 40% des patients au diagnostic et 70% des patients en
rechutes (Bezieau S et al, 2001). Elles sont associées a une forte masse tumorale, et constitue
un facteur pronostic péjoratif de survie (T. Facon et al, 2003 ; Liu P et al, 1996).

Les mutations portant sur le gene p 53 sont retrouvees chez 2 a 20% des patients, et sont
associées a la phase terminale de la maladie (Neri A et al, 1993).

I1.5 Conséquences clinico-biologiques et physiologie du myélome multiple

Les eléments cliniques qui caractérisent le MM peuvent étre présents deés le diagnostic,
ou apparaitre au cours de 1’évolution de la maladie. Différents symptémes généraux, non
spécifiques mais habituels et précoces sont présents tels qu’une altération de 1’état général. A
coté de cela, le MM se manifeste par des symptomes plus spécifiques, notamment osseux et
rénaux (Sfiridaki et al, 2011).

11.5.1 : Atteinte osseuse

Une grande partie de la morbidité du myélome est imputable a des douleurs osseuses et
des fractures pathologiques en raison d’un déséquilibre de formation et de résorption de la trame
osseuse. Elles résultent d’une augmentation de Dactivité ostéoclastique au contact des
plasmocytes. En effet, ces derniers stimulent la sécrétion de cytokines activatrices des
ostéclastes, telles que les interleukines (IL) : IL-6, IL-1 et le TNF-B ou encore les MIP-1a, MIP-
1b (macrophages protein inflamatoire) aboutissant a une augmentation a la résorption osseuse

avec ostéolyse diffuse ou multifocale. De plus, il existe une dérégulation du systeme RANK-
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RANK-L (Reseptor Activator of Nuclear Factor-K) et ostéoprotégérine (systéeme essentiel dans
I’activation et la différenciation des ostéoclastes) ¢

Le récepteur RANK est présent a la surface des ostéoclastes et appartient a la famille
des récepteurs au TNF. L’agoniste de ce récepteur RANK est RANK-L (RANK- ligant),
protéine exprimée et libérée par les ostéoblastes et par les lymphocytes T. L’activation du
récepteur RANK induit la maturation et I’activation des ostéoclastes et provoque une résorption
osseuse attribuant a ’apparition de I’ostéoporose.

Les douleurs osseuse sont fréquemment révélatrices du MM, et concernant environ 70%
des patients au moment du diagnostic. Elles sont localisées principalement au rachis et aux
cotes, évocatrices quand elles sont diffuses (Bouscary et al, 2003).

11.5.2 : Atteinte rénale

Les atteintes rénales sont fréquentes au cours des proliférations plasmocytaires et
lympho-plasmocytaire. Elles résultent le plus souvent de la précipitation ou du dép6ét tissulaire
d’une immunoglobuline monoclonale compléte ou d’une chaine monoclonale isolée, légére ou
lourde. On distingue deux catégories d’atteintes, en fonction des données de la biopsie rénale
et notamment de la nature, de la localisation et du caractére organisé ou non des dépots ou
inclusions d’Ig en microscopie électronique (ME) (Preud’homme et al, 1994).

a. Le groupe des néphropathies a dépots organisés d’Ig monoclonales :

Comprend des atteintes tubulaires et glomérulaires. Les néphropathies tubulaires, liées
a la précipitation intratubulaire ou intracellulaire de CL monoclonales formant souvent des
cristaux, sont représentées par la néphropathie a cylindres myélomateux (NCM) et le syndrome
de Fanconi (SF). Les atteintes glomérulaires sont caractérisées par des dépdts organisées soit
en fibrilles (amylose immunoglobulinique a CL et exceptionnellement a chaine lourde), soit en
microtubules  (glomérulopathies a dépots microtubulaires d’Ig monoclonales et
glomérulonéphrites des cryoglobulénémies de type | et I1).

b. Néphropathies a dépots non organisés d’Igmonoclonales :

Constitue de néphropathies glomérulaires, les dépots d’Ig monoclonale, dits amorphes
ne présentent pas d’organisation ultra-structurale. Il s’agit essentiellement de la maladie de
dépots d’Ig monoclonale de type Randall. Plus récemment, il a été décrit des glomérulopathies
a dépodts non organisés d’Ig monoclonale, différentes du syndrome de Randall par localisation
et la nature des dépdts d’Ig et ressemblant a une glomérulonéphrite a dépots de complexes

immuns (Moumas et al, 2011).
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Si la physiopathologie des complications rénales des gammapathies monoclonales reste
mal connue, de nombreux arguments suggeérent que les caractéristiques physicochimiques des
Ig, notamment de leur domaine variable, jouent un réle majeur dans leur néphrotoxicité (Ronc
P al, 2011).

Dans de rares cas, c’est I’activité d’anticorps de Ig monoclonale qui est a I’origine de
I’atteinte rénale (par exemple : activité anti-facteur H du complément) (Jokiranta et al, 1999).

A T’exception de la NCM, compliquant typiquement un myélome multiple de forte
masse tumorale, les néphropathies associées aux gammapathies monoclonales sont souvent
révélatrices d une prolifération plasmocytaire ou lymphoide de faible grade. Le pronostic rénal
dépend alors de la précocité du diagnostic et le pronostic vital dépendant du type et de la
diffusion des atteintes viscérales, en particulier dans I’amylose AL. Des progres récents dans le
diagnostic, le traitement et le suivie de I’efficacité de la chimiothérapie (dosage des CL libres
sériques) ont permis d’améliorer le pronostic de ces néphropathies (Moumas et al, 2011).

11.5.3 : Infection

La diminution des immunoglobulines polyclonales est trés fréquente au cours du
my¢lome multiple. Elle est le reflet d’une suppression des lymphocytes B CD19+ et affecte
spécifiguement les stades précoces et tardifs de la différenciation normal B. L’effet de
I’immunosuppresseur de TGF sur les cellules B, et ’absence de signaux accessoires des
cellules B provenant des cellules T Helper sont les mécanismes les plus souvent impliques
(Hargreaves et al, 1995).

Outre le déficit de I’'immunité humorale, la survenue des infections est favorisée par un
déficit de I'immunité cellulaire (LT, cellule NK), la corticothérapie a fortes doses et la
neutropénie induite par la chimiothérapie. On observe le plus souvent des infections
bactériennes pulmonaires (pneumocoque, Hémophiles Influenza), urinaires ou encore des
septicémies a gram négatif (Paradisi et al, 2001).

11.5.4 : Signes neurologiques

L’atteinte neurologique majeure dans le MM reste I’atteinte médullaire centrale, le
plussouvent par compression liée a une fracture vertébrale mais aussi a une épidurite tumorale
ou un plasmocytome. La symptomatologie d’apparition brutale se manifeste par un syndrome
sous-lésionnel (syndrome pyramidal, troubles sensitifs et trouble sphinctériens). Les atteintes
du nerf périphérique ne sont pas a négliger du fait de leur fréquence élevée, de la morbidité

qu’elles impliquent et leur caractére parfois irréversible (Vital, 2001).
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Le plus fréquemment, il s’agit d’une poly-neuropathie sensitive plus ou moins associée
a des douleurs de type neuropathiques, en particuliers les poly-neuropathies iatrogénes
notamment aprés traitement incriminé. D’autres causes de neuropathies périphériques, cette
fois liees a la dysglobulinémie, doivent étre évoquées, notamment une amylose AL, une activité
cryo-globulinémique ou anticorps anti-nerf de I’immunoglobuline monoclonale. Enfin il est
possible d’observer des neuropathies périphériques d’origine métaboliques dans le cadre d’une
insuffisance rénale chronique (Manier et al, 2011).

11.5.5 : Syndrome d’hyperviscosité

Lorsque le taux d’Ig est important, I’hyperprotidémie peut étre responsable d’un
syndrome d’hyperviscosité et d’une hyper-volémie plasmatique. Différents symptomes sont
alors observés comme un syndrome hémorragique par thrombopathie avec des ecchymoses, des
épistaxis, des hémorragies intestinales. D’autres symptomes neurologiques comme des
céphalées, des troubles de la vision, des bourdonnements d’oreille ou une confusion peuvent
accompagner le MM. Il se rencontre rarement dans le MM (2%) (D. Gramont et al, 1990).

11.5.6 : Anémie

L’anémie est présente chez la moiti€ des patients et peut étre révélatrice du MM. Il s’agit
d’une anémie normocytaire normochrome peu ou pas régénérative. L’envahissement
médullaire par les plasmocytes malins et la présence des cytokines du micro environnement
inhibitrice de 1’érythropoicse (action du TNF et de L’IL1) explique d’une part cette anémie. Le
syndrome inflammatoire et I’insuffisance rénale avec baisse du taux plasmatique de
I’érythropoiétine contribue aussi a I’anémie. Le taux d’hémoglobine se situe le plus souvent
vers 10g/dl (Silvestris et al, 2002).

11.5.7 : Modifications biochimiques

L’hypo-albuminémie est due a I’action de I’'[L6 qui inhibe un facteur nucléaire qui
devrait normalement induire la transcription de géne codant pour la synthése de I’albumine au
niveau des hépatocytes. De méme 1’augmentation des taux de protéine C-Réactive (CRP)
s’explique par la stimulation d’IL6 par un facteur nucléaire dénommé NF-IL6. Ce facteur
entraine la transcription de gene codant pour la synthése de protéine de la phase aigué de
I’inflammation telle que la CRP (Klein et al, 1991).

L’hypercalcémie est principalement due a 1’augmentation de la résorption
ostéoclastique. Cependant pour certains auteurs le peptide apparenté a la parathormone (PHP),

il stimule localement la résorption osseuse en synergie avec les cytokines telles que I’IL6, le
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TNFp. Le PTHrP peut également majorer I’hypercalcémie en diminuant I’excrétion calcique
urinaire (Beaudreuil et al, 1996).

11.6 : Biologie du myélome

La prise en charge de myélome comprend plusieurs analyses biologiques, indispensable
au diagnostic a I’évaluation du pronostic et la décision du thérapeutique (recherche des facteurs
de gravité et de comorbidités associées), et au suivi de la pathologie, notamment de la réponse
vis-a-vis du traitement.

a. Numération formule sanguin (FNS)

L’hémogramme ou Numération Formule sanguine (FNS) est un examen important, elle
montre une anémie chez la majorité des patients, il s’agit le plus souvent d’une monochrome
normocytaire arégénérative

Le plus souvent le taux d’hémoglobine se situe au tour de 10g/dl, il peut exister parfois
une leuco-neutropénie et une thrombopénie due a I’infiltration médullaire (San Miguel et al,
2002).

b. Frottis sanguin

Cette analyse des frottis au microscope reste capitale dans tous les cas pathologiques,
notamment en cas de numération globulaire anormale ou chaque fois que 1’appareil donne des
alarmes. Elle permet la vérification de 1’analyse différentielle leucocytaire et I’identification
des cellules pathologiques de fagon plus précise que celle effectuée par les appareils.

Elle permet aussi une appréciation qualitative des anomalies morphologiques
éventuelles des hématies et des plaquettes. La morphologie des éléments sanguins est étudiée
apres etalement du sang sur une lame de verre.

Dans le cas de myélome multiple le frottis sanguin montre la présence de :

e Hématies en rouleaux témoin d’une hyper-protidémie (Figure N°5)

e Les plasmocytes circulants exceptionnels (Figure N°6)

Figure N°5 : Hématies en rouleaux Figure N°6 : Plasmocytes circulants avec des
(Grossissement x20) rouleaux érythrocytaires (Grossissement x 100)
(San Miguel et al, 2006). (San Miguel et al, 2006).
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c. Médulogramme

Il permet de quantifier ’infiltration plasmocytaire (> 10%) qui est indispensable au
diagnostic et de mettre en évidence les anomalies morphologiques nucléaire et cytoplasmique
des plasmocytes (figure N° 7).

L’aspiration médullaire comprendra aussi des prélévements destinés a I’analyse

phénotypique et cytogénétique des plasmocytes tumoraux.

Figure N°7 : Envahissement plasmocytaire médullaire (grossissement x40) (San
Miguel et al, 2006).

e Anomalies cytoplasmiques :
Cytoplasme flammeé, vacuoles (figure N°8)

Figure N°8 : Plasmocyte a cytoplasme flammeé avec des vacuoles intra-
cytoplasmique (grossissement x100) (San Miguel et al, 2006).

e Anomalies nucléaires : plasmocytes a contours nucléaires irrégulier a
chromatine finement réticulée, et présence de nucléoles (Figure N°9), a noyaux

binucléés ou multi-nucléés (figure N°10)
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Figure N°9: Plasmocyte a chromatine Figure N°10: Plasmocytes a noyaux
finement réticulée, présence de nucléoles binucléés ou multi-nucléés
(grossissement x100) (grossissement x100)

(San Miguel et al, 2006). (San Miguel et al, 2006).

d. Biopsie ostéo-médullaire

Elle n’est pas recommandée systématiquement, elle n’est réalisée que si le doute
persiste aprés réalisation du myélogramme par ponction sternale et notamment si la ponction
médullaire est difficile (myélofibrose) ou si la plasmocytose médullaire est discréte 5a 10%
(figure N°11).
L'analyse anatomopathologique de la biopsie ostéomédullaire fournit des informations sur la
structure ostéomédullaire et permet l'analyse de multiples espaces médullaires (figure N°12).

Figure N°11 : Biopsie ostéo-médullaire (MM) (grossissement x40) (San Miguel et al,
2006).
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Figure N°12 : Schéma d’une biopsie ostéomédullaire (Robert M, 2004).

e. Exploration d’Ig monoclonale

Sauf s’il est non sécrétant (dans de tres rares cas, aucune syntheése ou sécrétion Ig n’a
lieu). Le MM est caractérisé par la présence d’une Ig monoclonale dans le sérum ou les urines
La prolifération d’un seul clone plasmocytaire se traduit en effet par la synthése en grande
quantité d’Ig présentant une identité immunologique (protéine-M), et également une identité de
charge électrique et de structure, a la base de leur mise en évidence et de leur caractérisation.
Le diagnostic du MM est souvent évoqué sur des examens réalisés a partir d’un prélévement de
sang ou bien urinaire (San Miguel et al, 2006).

Lorsque les mesures sont prises dans le sang, toutes les cellules sont retirées de
I’échantillon sanguin pour ne laisser que le composant du sang liquide de couleur jaune appelé
« sérum ». Plusieurs tests permettent de détecter la protéine M, notamment 1’électrophorese des
protéines sériques (EPS), I’électrophoreése des protéines urinaires (EPU) et les analyses de
chaines légeres libres sériques (San Miguel et al, 2006).

. Analyse du sérum

L’étude des protéines sériques fournit des informations sur le composant monoclonal,
la production des Ig polyclonales physiologiques, fréquemment altérée dans le MM, ainsi que
sur ’albuminémie, qui peut étre diminué (San Miguel et al, 2006).

e Dosage des protéines totales :

La protidémie est déterminée par la technique du Biuret, c’est un examen de base qui
permet de vérifier I’existence d’'une gammapathie monoclonale en mettant en évidence une
hyper-protidémie souvent supérieur a 100 g/l, atteignant parfois 120-130 g/l, I’hyper-
protidémie refléte 1’augmentation de la masse protéique circulant dans le sang. Cependant,
notons qu’une hypo-protidémie est souvent trouvée dans les MM a chaines légeres (San
Miguel et al, 2006).
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e Electrophorese des protéines sériques

Examen souvent systématique, 1’électrophorése des protéines sériques (EPS) est
effectuée sur membrane d’acétate de cellulose ou en gel d’agarose plus, sensible (San Miguel
et al, 2006).

L’¢lectrophorese capillaire plus simple d’utilisation, plus rapide et moins couteuse et
cependant moins sensible que les techniques classiques.
Différents fractions protéiques sont identifiées selon leur vitesse de migration électrophoretique
: albumine puis a-1 globuline, B- globuline et enfin y- globuline (figure N°13a). L’analyse est
qualitative, par I’examen visuel des bandes et quantitative par intégration densitométrique.
Ainsi chaque fraction séparée est représentée par un pic dans la surface est proportionnelle a
I’intensité de la « tache »observée. L’ensemble constitue le profil électrophorétique (figure
N°13). La concentration de chaque fraction protéique peut étre extrapolée a partir de la
protidémie (San Miguel et al, 2006).

abumine a, a, By B, Y abumine o, @, By B, Y

< T a ; " b

Figure N°13 : Electrophorese des protéines sériques (San Miguel et al, 2006).

Gel de migration et profils obtenus par intégration densitométrique

a : profil normal, b : profile de gammapathie monoclonale

La présence d’une gammapathie monoclonale est caractérisée par la présence d’une
bande étroite et dense (mobilité électrophorétigue homogene du composant M, du fait de
I’identité de charge électrique), soit un pic étroit sur le tracé électrophorétique, migrant le plus
souvent dans la zone des y-globulines (Figure N° 13 b), mais aussi parfois des B - voire des a
2-globulines. Cependant, le pic monoclonal est parfois absent ou discret lorsque le composant
M a un poids moléculaire suffisamment faible pour franchir le filtre glomérulaire rénal. C’est
le cas dans 15 a 20% des MM qui ne sécretent que des CLL (myélomes a chaines légéres)
(Greipp et al, 2005 ; The IMWG, 2003 ; Kyle et al, 2003).
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Le tracé électrophorétique permet également de déterminer une éventuelle
hypoalbuminémie associée (I’albuminémie est inférieure a 30 g/L dans 15 % des cas) (Kyle et
al, 2003) ou encore la présence d’une hypogammaglobulinémie.

Immunofixation ou immunoélectrophorése des protéines sériques

Une immunoélectrophorese (IEP) ou une immunofixation (IF) est réalisée devant toute
anomalie de I’¢électrophorese (pic monoclonal, hypogammaglobulinémie) ou devant la présence
de symptdmes cliniques évocateurs (EL khalifa Y, 2017).

L’immunofixation est I’examen de choix pour déterminer la présence d’un type donné
de protéine monoclonale, mais sans le quantifier, le plus souvent il s’agit d’une 1gG.

C’est une méthode de détection par précipitation. Son principe repose sur la mobilité
électrophorétique dans un champ électrique et sur le caractére antigénique des protéines (EL
khalifa Y, 2017).

3040 $a00H

Figure N° 14 : Immunofixation (EL KHALIFA YOUSSEF, 2017).

e Dosage des chaines légeres circulantes

Il existe deux types de chaines légeres : kappa (j) et lambda (k). Dans I’espece humaine,
les chaines légéres j représentent environ deux tiers des chaines légeres totales. Les chaines
légeres sont des chaines polypeptidiques d’environ 220 acides aminés. Dans le sérum, les CLL
kappa sont normalement monomériques, alors que les lambdas forment des dimeres.
L’association de la chaine légere a la chaine lourde masque certains épitopes, qui peuvent étre
utilisés pour la production d’anticorps anti-CLL, spécifiques (J. Lopez et al, 2006).

La production quotidienne de CLL chez le sujet sain est voisine de 500 mg, a partir des
plasmocytes de la moelle osseuse et des ganglions. La moelle osseuse normale contient environ
1 % de plasmocytes. Ce contingent peut atteindre 90 % dans le myélome multiple. 1l est
également augmenté (5-10 %) lors d’infections chroniques et de maladies auto-immunes, a

I’origine d’augmentations polyclonales des CLL sériques.
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Le plasmocyte produit un exces d’environ 40 % de chaine 1égere par rapport a la chaine
lourde, pour permettre une conformation correcte de I'immunoglobuline totale. Chez I’individu
normal, les CLL sériques polyclonales sont rapidement épurées et métabolisées au niveau du
néphron : 40 % en 2 a 4 heures pour les chaines monomériques kappa, 20 % en3a6 heures pour
les dimeres lambda (J. Lopez et al, 2006).

Elles sont filtrées au niveau glomérulaire, totalement réabsorbées par le tubule proximal
et 1 a 10 mg par jour sont sécrétés par les muqueuses du tubule distal. Du fait de I’'importance
de la réabsorption tubulaire proximale, les concentrations urinaires en chaines légeres sont plus
dépendantes de la fonction rénale que de la synthése tumorale.

Le catabolisme tubulaire rénal affecte difféeremment les concentrations sériques et
urinaires au cours de 1’évolution d’un myélome multiple a chaines légéres. La concentration de
CLL monoclonales sériques augmente parallelement au développement tumoral. Quand la
synthese dépasse 10-30 g par jour, la réabsorption tubulaire est dépassée et les chaines légeres
sont retrouvées dans 1’urine (J. Lopez et al, 2006).

Ces derniéres precipitent au niveau distal causant la destruction du néphron.
Des concentrations de plus en plus élevées de CLL doivent donc étre filtrées par moins de
néphrons, ce qui accélére ’apparition d’une insuffisance rénale. A ce stade, les concentrations
sériques augmentent rapidement, alors que les concentrations urinaires diminuent (J. Lopez et
al, 2006).

I1 est possible de doser les chaines 1égeres libres (CLL) x et A dans le sérum en utilisant
le test Freelite par technique néphélémétrique ou par technique turbidimétrique (HAS, 2010).
La technique Freelite utilise des particules de latex sensibilisées par des anticorps polyclonaux
spécifiques des CLL « ou A. Ils sont obtenus par immunisation de moutons par des CLL k ou A
purifiées a partir d’urine de patients présentant une protéinurie de Bence Jones. Les immuno-
sérums sont ensuite adsorbés en présence d’immunoglobulines G, A et M purifiées (sélection
négative) avant d’étre purifiés par affinité (sélection positive). Enfin, la spécificité est vérifi¢e
par immunoélectrophorese, western blot et hémagglutination (J. Lopez et al, 2006).

Les valeurs normales sériques ont été définies pour la technique Freelite par Katzmann
et al, sur une population de 282 sujets sains agés de 21 a 90 ans.

Pour le sérum, les CLL j sont comprises entre 3,3 et 19,4 mg/L, les CLL « entre 5,7 et
26,3 mg/L et le rapport /A entre 0,26 et 1,65. Les concentrations en CLL « sériques sont donc
plus faibles que celles des CLL k ; cette différence peut s’expliquer par le fait que les CLL «

dimériques sont éliminées moins rapidement que les CLL A monomériques et donc
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s’accumulent dans le sérum. Il faut noter une augmentation conjointe des valeurs normales des
CLL j et k chez les patients agés de plus de 80 ans, mais le rapport k/ A n’est pas modifié
(probablement par une diminution de leur clairance rénale).

Pour I'urine, les concentrations normales sont comprises entre 1,35 et 24,19 mg/L pour
les CLL A et entre 0,24 et 6,66 mg/L pour les CLL k, avec un rapport «/ A entre 2,04 et 10,37
(J. Lopez et al, 2006).

e.2. Analyse des urines

Dans le myélome multiple, le test thermique a permis vers 1850 de mettre en évidence
dans I’urine les protéines de Bence-Jones qui se sont révélées plus tard étre des chaines Iégéres
libres d’immunoglobulines (CLL) (Denis R, 2012).

Le prélevement des urines de 24 heures s’effectue dans un flacon contenant un
conservateur. La recherche des protéines de Bence-Jones est souvent associée a une prise de
sang pour une étude des protéines sériques.

Le test thermique, peu fiable, est actuellement remplacé (150 ans plus tard) par un
dosage immunochimique. Celui-ci a le grand avantage de pouvoir se pratiquer aussi dans le
sérum grace au développement par Bradwell et coll. D’antisérums contenant des anticorps
dirigés uniqguement contre des déterminants cachés des chaines légeres (figure N°15). Ceux-ci
sont accessibles seulement lorsque les chaines légéres sont a I’état libre (c’est-a-dire non liées
aux chaines lourdes comme dans I’immunoglobuline intacte). Cette technique sensible (de
I’ordre de grandeur du mg/l) permet 1’étude de la production et de la clairance rénale des CLL

dans les conditions physiologiques et pathologiques (Denis R, 2012).

Surface oxpoua
Surface exposée Kappa

Surface cachée

N
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liaison des Surface auparavant

g
antigénes charniére > <«—— cachée, démasquée
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Domaine
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Figure N°15 : Structure moléculaire d’une immunoglobuline (Denis R, 2012).
Structure d’une molécule d’immunoglobuline montrant notamment ses chaines lourdes
et légéres. De la structure des chaines légeéres (K, 1) sont représentés notamment les déterminants
antigéniques exposeés a la surface (surface exposée), communs a la molécule compléte et aux
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chaines légéres libres (CLL), ainsi que les déterminants cachés dans la molécule complete, mais
exposés et cibles d’anticorps dans les CLL (surface auparavant cachée, démasquée et cible
d’anticorps).

f. Autres tests biochimiques

Les autres tests qui peuvent étre effectués dans le cadre d’un diagnostic initial, pour
suivre 1’évolution de la maladie, et pour aider a détecter et a traiter les complications sont les
suivants :

e Vitesse de sédimentation (VS)

Il existe une augmentation de la V'S souvent supérieure a 100 mm a la premiére heure
avec un profil électrophorétique différent de celui d’un syndrome inflammatoire puisque la
fibrine et les a2-globulines sont normales. Elle peut étre normale ou peu augmentée dans le
myélome non ou peut sécrétant et le myélome a chaines légeres.

En effet, I’accélération de la VS reflete un déséquilibre protidique (hyperprotidémie>
60g/l, parfois pouvant dépasser 100g/l) (San Miguel et al, 2006).

e Créatininémie

L’atteinte de la fonction rénale est évaluée par le dosage de la créatinémie sérique et la
clairance de la créatinine.

Une créatinémie > 20 mg/l ou 175 pmol/l est présente chez 20% des patient au moment
du diagnostic (The IMWG, 2003 ; Kyle et al, 2003 ; San Miguel et al, 2006).

e Bilan phosphocalcique

Une hypercalcémie > 100 mg/l ou 2,75 mmol/l est presente chez 20 a 30% des patients

au moment du diagnostic a cause de I’hyper-résorption osseuse (G. Salles, 2008).
e Protéine C- réactive

La protéine c-réactive est une protéine qui est effectuée dans le foie et sécrétée
systémiquement au cours du processus de I'inflammation en réponse a I'lL-6 inflammatoire de
cytokine.

La CRP est souvent augmentée dans le cas de myélome multiple mais elle ne présente
pas un marqueur spécifique de I’activité myélomateuse car cette protéine peut étre augmentée
par de nombreux facteurs (San Miguel et al, 2006).

e pB2-micro-globuline

La B2-microglobuline sérique constitue un facteur pronostique essentiel, elle refléte

I’importance de la masse tumorale, elle est aussi augmenter en cas d’insuffisance rénale

(Bataille R et al, 1992).
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e lactate deshydrogénases (LDH)

Représente un marqueur d’agressivité, L’augmentation du taux de LDH (lactate
deshydrogénases) signe le caractere prolifératif de myélome multiple. Les LDH sont
augmentées chez 15% a 20% des patients atteints de MM (San Miguel et al, 2006).

f. Examens cytogénétique

La cytogénétique du myélome multiple a beaucoup évolué ces derniéres années avec la
possibilité d’enrichissement du prélévement par un tri cellulaire ciblé permettant d’obtenir des
plasmocytes purifiés. La recherche des marqueurs pronostiques s’y effectue majoritairement
par techniques d’hybridation in situ, mais d’autres protocoles alternatifs existent. Les cibles les
plus recherchées sont la délétion 17p avec perte d’un alléle de TP53 et la translocation
t(4;14)(p16;932) avec réarrangement des genes FGFR3 et IGH (Daudignon A et al, 2016).

Si I'age, les comorbidités, I'insuffisance rénale ou I'amylose conduisent a I'adaptation du
traitement, le facteur pronostique le plus puissant est certainement lié aux anomalies génétiques
présentes dans les plasmocytes malins. Plusieurs anomalies ont été reliées au pronostic, et toutes
prédisent une survie plus courte, aucune prédisant une longue survie n’a été encore identifiée
(Tableau N°1) (Hervé A, 2018).

Tableau N°1 : Valeur pronostique des principales anomalies chromosomiques
(Hervé A, 2018).

Anomalies génétiques

Valeur pronostique

Del (17p) High Risk

Del (1p32) High Risk

t(4;14) Intermediate Risk
1g gain Intermediate Risk
t(11;14) Neutral

Parmi ces changements chromosomiques a haut risque, le plus puissant est la délétion
17p [del (17p)]. Le second réarrangement chromosomique identifié associé a un mauvais
pronostic est la translocation t(4;14). Observée chez 12%-15% des patients, cette translocation
est unique au sein des translocations 14932 observées dans les cancers lymphoides B.
Premierement, elle est spécifiqgue du MM. Deuxiemement, elle est la seule a déréguler deux
genes situés a 4p16, FGFR3 et MMSET. Troisiemement, c'est le seul cas montrant un géne de
fusion Eu-MMSET. Méme si la dérégulation de FGFR3 conduit & I'oncogenése dans plusieurs
modeles tumoraux, ce n'est probablement pas la principale cible oncogénétique dans le MM
(Hervé A, 2018).
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La raison principale est l'observation que FGFR3 est perdu chez environ un tiers des
patients avec t(4;14), en raison d'une translocation non équilibrée MMSET a des propriétés de
methyltransférase, entrainant des changements dans la conformation de la chromatine et la
dérégulation de I'accessibilité de la chromatine. Cependant, les changements phénotypiques
détaillés de son activation ne sont pas encore identifiés. Méme si t (4;14) a été associée a un
résultat péjoratif dans plusieurs études, sa valeur pronostique a été contestée dans plusieurs
autres publications (Hervé A, 2018).

La troisiéme anomalie associée & un mauvais pronostic est la délétion de la région 1p32,
ciblant deux génes, FAF1 et/ou CDKN2C. Lequel de ces deux genes est la cible principale de
la délétion est actuellement inconnu. Trés peu d'études ont analysé I'impact pronostique de cette
anomalie (Hervé A, 2018).

La quatrieme anomalie associée a un risque éleveé est le gain de 1qg. Cette anomalie,
observée chez un tiers des patients, n'est pas spécifiqgue a la MM, mais observée dans de
nombreux cancers. Sa (ses) cible(s) moleculaire(s) est (sont) inconnue(s), méme si de nombreux
chercheurs ont concentré leurs analyses sur le géne CKS1B en 1g21, sur la base d'une seule
publication ancienne (Hervé A, 2018).

Enfin, d'autres anomalies rares ont été rapportées comme aggravant le résultat, telles
que les translocations t(14;16) et t(14;20), ciblant les membres de la famille des oncogenes
MAF. Cependant, ces translocations sont tres rares (3% et <1%, respectivement), rendant leur
valeur pronostique difficile a établir, méme si le t(14;16) fait partie du modéle pronostique R-
ISS publié par I'International Myeloma Working Group (IMWG) (Hervé A, 2018).

Tableau N°3 : Recommandations du GFCH pour la prise en charge

cytogénétique du myélome multiple (Daudignon A et al, 2016).

Myélome multiple

Au diagnostic : recommandé pour tout patient avec intention de traitement

Obligatoire : FISH* sur plasmocytes triés

Optionnel : Caryotype

Recommandations Marqueurs Genes — Locus

cytogénétiques

Panel minimum del(17p) TP53
recommandél : t(4;14)(p13;932)2 FGFR3 et
gain 1921 MMSET/IGH
del(1)(p32 CKS1B
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CDKN2C,FAF1,

FAM46C
Optionnel : t(14;16)(932;0923)2 MAF/IGH
t(14;20)(g32;q12)2 MAFB/IGH
t(11;14)(q13:932)2 MYEOV-
hyperdiploidie CCNDY/IGH

del(13q)
t(8;v)(g24;v) 3

chr 3,5,7,9,11,15,19
RB1, D13S319
MYC

En suivi : optionnel

Obligatoire : FISH* sur plasmocytes triés

Optionnel : Caryotype

Tout marqueur cytogénétique
détecté au diagnostic + anomalies plutét
d’apparition secondaire avec valeur

Pronostique

del(1)(p32)

gain 1921
t(4;14)(p13;932)
t(8;v)(q24.v)
del(17p)

CDKN2C,FAF1,
FAM46C

CKS1B

FGFR3 et
MMSET/IGH

MYC

TP53

*d’autres techniques moléculaires peuvent étre utilisées. 1 Le panel minimum

recommandé évolue en fonction des données de la littérature.2 ces translocations sont

exclusives : I’ordre de recherche du marqueur cytogénétique doit tenir compte de la fréquence

de chaque anomalie et du possible changement pronostique qui lui est associé (voir dans le

texte : stratégie FISH pour les t(14q32;v)).3 a rechercher si forme d’emblée agressive,

envahissement médullaire massif (Daudignon A et al, 2016).

g.1. Caryotype

Il reflet de la prolifération plasmocytaire, le caryotype médullaire permet de mettre en

évidence des anomalies chromosomiques clonales dans 30% des myélomes et ce d’autant plus
que le stade de la pathologie est avancé. Il peut s’agir d’anomalies chromosomiques de nombre
ou de structure (Nusrat Pathan et al, 2013).

Le caryotype est effectu¢ a partir d’un prélévement sérique, médullaire ou
ganglionnaire. L’échantillon est mis en culture dans une étuve a CO2 entre 24 et 72 heures. Les

mitoses des cellules sont bloquées en métaphase grace a un poison du fuseau mitotiqgue comme
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la colchicine. Un choc hypotonique entraine le gonflement des cellules et permet la dispersion
des chromosomes. Enfin les cellules sont fixées sur des lames de verre via un mélange de
méthanol et d’acide acétique (Nusrat P et al, 2013).

Le fixateur provoque la rupture de la membrane cellulaire et I’étalement des
chromosomes sur le verre. Aprées dénaturation, et parfois coloration, il apparait alors au
microscope optique une succession de bandes claires et sombres sur tous les chromosomes : il
s’agit de la technique du « banding ». Les chromosomes sont classés selon une nomenclature
internationale (taille, index centromérique, bandes chromosomiques) et constituent le caryotype
(Nusrat P et al, 2013).

g.2. Technique d’hybridation in situ en fluorescence de type FISH

La technique d’hybridation in situ en fluorescence de type FISH repose sur l'utilisation
d'une sonde moléculaire constituée d'une petite séquence d'ADN, dont I'emplacement normal
est connu dans le génome, et qui est marquée chimiquement de fagon a pouvoir étre repéree
par la suite (Yaping S, 2000).

Cette sonde est mise en contact avec les chromosomes en métaphase ou sur des
noyaux en interphase et va s’hybrider spécifiguement au niveau de sa séquence
complémentaire. On peut alors visualiser la sonde au microscope dont I'emplacement identifie
précisement la région chromosomique dont elle est complémentaire. Les sondes sont
marquées par une molécule fluorescente qui est directement visible au microscope a
fluorescence (Yaping Shou, 2000).

g. Biologie moléculaire

Les techniques innovantes de cytogénétique moléculaire pangénomique (CGH-array) et
de biologie moléculaire (SNP-array et puces a expression) semblent mieux préciser les groupes
pronostiques établis par les classifications actuellement utilisées. Cependant, ces techniques ne
sont pas encore du domaine de la routine, nécessitant a la fois une purification des plasmocytes
et des plates-formes de bio-informatique dédiées (Avet-Loiseau H et al, 2011 ; Charles Z,
2015)).

h. Cytométrie de flux

La cytométrie de flux représente une étape essentielle dans le diagnostic et le suivi de la
plupart des hémopathies malignes.

La CMF est donc devenue un outil de choix qui permet d’analyser le phénotype des
cellules afin de sonder le systéme hématopoiétique/immunitaire. De plus, outre la détection de

marqueurs de surface.
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Les cytometres de flux actuellement disponibles permettent l'obtention de résultats
rapides et fiables, avec d'une part des parametres de taille et de structure des cellules, et d'autre
part des paramétres de fluorescence spécifiques gréace a l'utilisation d'anticorps monoclonaux
couplés a des fluorochromes (Lise M, 2010).

h.1. Marqueurs de repérage

L’identification précise des cellules myélomateuses par CMF est cruciale pour la
détermination des caractéristiques phénotypiques particuliéres du MM.

La double expression du CD38 et du CD138 permet d’affirmer la nature plasmocytaire
d’une cellule médullaire, sans préjuger du caractére malin. Les plasmocytes tumoraux sont
traditionnellement identifiés par le profil CD38+++/CD45 faible, ce qui ne permet pas
d’identifier les MM composés pour tout ou partie de plasmocytes CD45+. Finalement, c’est la
combinaison des trois marqueurs CD38/CD138/CD45 qui est reconnue comme étant la plus
efficace pour I’identification des cellules plasmocytaires malignes, en effet, cette « triple
identification » permet :

D’¢éviter la contamination par des ¢léments CD38+ non plasmocytaires (ils seront
CD138-);

De détecter les éléments CD38- ou faible (de rares cas de négativité du CD38 ont été
rapportés dans le MM) ;

De prendre en compte les éléments dont la densité antigénique de CD138 est faible, a
savoir les cellules plasmocytaires apoptotiques (Bataille et al, 2006) ou tres immatures ;

De discriminer les plasmocytes malins des plasmocytes physiologiques par 1’expression
de CD45 (Lise M, 2010).

h.2. Marqueurs de malignité

Une fois les cellules plasmocytaires identifiées, il convient de déterminer leur profil
phénotypique afin de mettre en évidence leur caractére malin, d’identifier des caractéristiques
phénotypiques particulieres (a la base de I’utilisation de I’immunophénotypage dans le suivi de
la maladie) et d’obtenir des ¢léments pronostiques.

L’EMN a publié un concensus quant aux marqueurs phénotypiques a tester dans le MM.
Il propose,outre les antigenes « d’identification » CD38/CD138/CD45 (Tableau N°3) :

Un panel minimum comprenant les marqueurs de malignité CD19 et CD56 ; cette
combinaison serait capable de mettre en évidence la malignité des plasmocytes dans plus de

90% des cas ;
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Un panel de base correspondant au panel minimum auquel il convient d’ajouter CD20,
CD27, CD28 et CD117, afin d’obtenir une combinaison optimale permettant d’identifier et de
caracteriser les plasmocytes malins (Lise M, 2010).

Tableau N°3 : Immunophénotypage plasmocytaire dans le myélome multiple :

marqueurs d’intérét, profils d’expression et valeur pronostique (Lise M, 2010).

Profils d’expression CasdeMM Utilisation
présentant
normal Valeur pronostique pour 'immunophénotypage
(physiologique! un prof dans le MM
réactionnel) aberrant
CD38 44 ++ indispensable
cD138 P 44+ indispensable =~ REPERAGE
CD45 + E > 90% défavorable indispensable
CD19 + - > 95% CD19+ favorable essentielle
MALIGNITE
CD56 - + 60-70% CD56- défavorable essentielle
CD20 - + ~20% favorable recommandée
CD27 + - 40-50% défavorable recommandée
cD28 - + 15-45% défavorable recommandée
MALIGNITE
CD33 - @ ~20% défavorable ?
CD117 - + ~30% favorable recommandée
CcD221 faible + ~75% défavorable ?

11.7. Diagnostic

Le MM peut étre découvert dans un contexte hématologique (syndrome anémique),
syndrome rhumatologique (signe osseux) ou néphrologique (découverte d’une insuffisance
rénale), ce qui rend sa prise en charge multidisciplinaire. La découverte peut aussi étre fortuite,
devant la découverte systématique d’une VS tres élevée ou un pic a I’EPS.

I1.7.1Critére de diagnostic

Les criteres de diagnostic du myélome multiple en été actualisés en 2003 par «
International Myeloma Working Group » ce qui a permis une simplification et beaucoup plus
de clarté dans ce domaine.

Pour poser le diagnostic de myélome multiple, il est nécessaire et suffisant d’objectiver
une infiltration médullaire plasmocytaire monoclonale > 10% et/ou une para-protéine sérique
> 30 g/l (Anne C, Michel A, 2013).

Par la suite, I’essentiel du diagnostic consiste a déterminer s’il s’agit d’un MM
symptomatigue ou asymptomatique. Est considérer comme MM symptomatique, un myélome
présentant une atteinte d’organe cible abrégé selon I’acronyme « CRAB » (calcium,

insufficiency, anemia or bonelesions).
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Les critéres d’atteintes des systémes précités sont précisés dans le tableau N°4. D’autres
atteintes « d’organe cible », plus rare, constituent également un critére de diagnostic de
myélome symptomatique :

e Des infections bactériennes récurrentes (> 2 épisodes en 12 mois)

e Un syndrome d’hyperviscosité

e Une infiltration plasmocytaire peut étre associée a une amyloidose primaire
(AL), ce qui constitue également un critere de traitement. Dans ce cas, le terme
de MM associé est souvent abandonné.

Le MM est caractérisé au moment du diagnostic par un stade tumoral. Le stade 1SS
(International Staging System) est universellement utilisé depuis 2005 et permet de stratifier
simplement le pronostic de survie des patients (tableau N5°).

La classification selon ISS détermine 3 stades en tenant compte de deux variables,
I’albumine et B-2-microglobuline, et est illustrée dans le tableau N°6. La classification
anciennement utilisée selon Durie et Salmon décrite en 1975 reste souvent utilisée en parallele
car elle donne une bonne évaluation de 1’étendue de la maladie (Anne C, Michel A, 2013).

Tableau N°4 : Critéres d’atteintes des systemes CRAB (Anne C, Michel A, 2013).

C Calcium : taux sérique>0.25 mmol/l de la limite supérieure de

I’intervalle de référence ou >2,75 mmol/l

R Insuffisance rénale : créatinine supérieure> 177 pmol/I

Anémie : hémoglobine <100 g/l ou 209/l en dessous de la limite

inférieure de I’intervalle de référence

B Bone Iésions : lésions osseuses lytiques ou ostéoporose avec

fractures et compression

Autre Infection bactérienne récurrentes (> 2 épisodes en 12 mois),

amyloidose, hyperviscosité symptomatique

Tableau N°5 : Classification ISS (International Staging System) (Anne C, Michel

A, 2013).
Stade Taux Taux p-2- Survie
d’albumine microglobuline mediane
Stade Albumine > B-2-microglobuline < 3,5 62
I 35¢/l mg/I mois
Stade Albumine> B-2-microglobuline< 3.5 44
I 35 ¢/l mg/I mois
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ou ou
Albumine> -2-microglobuline< 3,5-
35 g/l 5,5mg/l
Stade -2-microglobuline< 5,5 29
Il mg/I mois
Tableau N°6 : Stade selon Durie et Salmon (Anne C, Michel A, 2013).
Stade
Stade Absence d’anémie significative (Hb> 100g/1)
I Absence d’hypercalcémie (Ca++<3 mmol/l)
Radiographies normales ou ne montrant qu’un plasmocytome
unique
M-protéine : TgA < 30 g/1, IgM <50 g/1, Bences-Jones < 4
g/24h
Stade Stade intermédiaire entre | et 11
I
Stade Anémie < 85 g/l
Il Hypercalcémie > 3 mmol/l
Radiographies montrant de multiples Iésions lytiques osseuses
M-protéine : IgA <50 g/1, IgM <70 g/1, Bences-Jones < 12
g/24h

a. Diagnostic différentielle

Le diagnostic de MM est en regle facile, il repose sur ’analyse de la triade :
plasmocytose médullaire, pic monoclonal et la présence des manifestations clinico-biologiques
qui sont regroupées sous le terme CRAB (hyper-Calcémie, Renalinsufficiency, Anemia and
Bonolesions) (Arnulf B, 2013).

b.1 Gamapathie monoclonal de signification indéterminée (MGUS)

La gammapathie monoclonale de signification indéterminée est considérée comme un
état pré-myélomateux. On ne trouve pas encore les criteres CRAB. En effet, le patient ne
présente aucun symptome clinique et aucune anomalie biologique n’est retrouvée sur
I’hémogramme et I’analyse biochimique (créatininémie, calcémie). Le taux sérique de
I’immunoglobuline monoclonale reste < 30g/L et la plasmocytose médullaire est < 10%

(Arnulf B, 2013).
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L’état général de la personne atteinte n’est, généralement, pas affecté. On considere que
lorsqu’une personne est atteinte de MGUS, le risque d’évolution de la maladie en myélome
multiple est d’environ 1% par an.

Aucun traitement n’est mis en place lors de cet état pré-cancéreux (Arnulf B, 2013).

b.2. Gammapathie monoclonale associée ou secondaire

Une gammapathie monoclonale peut étre révélatrice de pathologies trés différentes d un
myélome multiple. En effet, celle-ci peut étre le résultat d’infections, de maladies auto-
immunes, d’hépatopathies chroniques ou de déficits immunitaires.

La plupart des infections virales (EBV, CMV, VHC, VIH), bactériennes (endocardite,
ostéomyélite, tuberculose) ou parasitaires (leishmaniose, paludisme, toxoplasmose) peuvent
étre associées a une gammapathie monoclonale importante. Les infections aigués provoquent
¢galement, de fagcon temporaire, I’apparition d’une gammapathie monoclonale.

Les maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide, le syndrome de
Goujerot-Sjogren, le lupus érythémateux aigu disséminé (LEAD) peuvent, de la méme maniére,
provoguer une gammapathie monoclonale.

Toutes les hépatopathies chroniques, quelle qu’en soit 1’étiologie (toxique,
médicamenteuse, virale ou auto-immune) peuvent étre associées a une gammapathie
monoclonale.

Un déficit immunitaire, comme le déficit immunitaire commun variable (DCIV), peut
étre paradoxalement responsable de I’apparition d’une gammapathie monoclonale (Zosia C,
2015).

b.3 Maladie de Waldenstrom

La maladie de Waldenstrom est une hémopathie maligne d’évolution lente touchant
principalement les sujets agés et qui reste longtemps asymptomatique.

Elle est responsable de la prolifération anormale des lymphocytes de type B et des
cellules a caractere plasmocytaire au niveau de la moelle osseuse.

Ces cellules tumorales sécretent en quantité élevée une immunoglobuline monoclonale
souvent de type IgM. L’immunoglobuline provoque une hyperviscosité sanguine de par son
haut poids moléculaire et est responsable de nombreux signes cliniques et biologiques (Tableau
N°7) (Zosia C, 2015).
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Tableau N° 7 : Récapitulatif des signes cliniques et biologiques observés au cours
de la maladie de Waldenstrom (Zosia Chustecka, 2015).

Signes cliniques Signes biologiques
Caractéristiques -adénopathies et/ou -anémie normocytaire
splénomegalie, arégénérative avec des hématies
- asthénie, paleur, en rouleaux et VS augmentée,
essoufflement, - hyperleucocytose ou

- troubles hémorragiques | neutropénie,
(épistaxis, gingivorragie...), - infiltration lympho-
- signes neurosensoriels | plasmocytaire > 10% au niveau

dus a ’hyperviscosité sanguine | médullaire,

telle que des céphalées, des - présence d’une
vertiges, des acouphénes, des immunoglobuline monoclonale a
troubles visuels, IgM sur ’EPS (75% des cas),

- prurit a I’eau, - hyperprotidémie et

- neuropathie protéinurie de Bence-Jones,
périphérique, - calcémie normale

- syndrome de Raynaud

et/ou acrosyndrome.

b.4 Maladie des chaines lourdes alpha

La maladie des chaines lourdes(MCL) alpha est une pathologie immuno-proliférative
rare touchant essentiellement les populations jeunes du pourtour méditerranéen. Celle-ci se
manifeste par une infiltration plasmocytaire massive au niveau de la muqueuse digestive, plus
particulierement au niveau de I’intestin gréle.

La particularité de la MCL alpha réside dans le fait que les plasmocytes sécrétent des
chaines lourdes alpha incomplétes, et est dépourvue de chaines légeres.

Les signes cliniques se caractérisent par un syndrome de mal absorption accompagné de
diarrhées chroniques, de douleurs abdominales et d’une perte de poids importante. Des
infections parasitaires chroniques pourraient expliquer D’afflux anormal de cellules
plasmocytaires au niveau jéjunal (Robert K, Dietlind W, 2011).

La prise en charge initiale repose sur le traitement des infections parasitaires récurrentes

puis sur I'utilisation d’une chimiothérapie si nécessaire. L ’évolution de la maladie est variable
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avec la possibilité d’une évolution défavorable en lymphome immuno-blastique (Robert K,
Dietlind W, 2011).

11.7.2 Diagnostic différentiel des Iésions osseuses

Les géodes osseuses ne doivent pas écarter le diagnostic d’une tumeur osseuse primitive
(bénigne ou maligne) ou d’un cancer secondaire des 0s.

De la méme maniére, 1’ostéoporose se manifeste chez les patients par une
déminéralisation diffuse et peut étre confondue avec les lésions du myélome obtenues sur les
clichés radiographiques.

Dans tous les cas, des examens complémentaires biologiques, cliniques et d’imagerie
doivent étre pratiqués pour obtenir le bon diagnostic (Robert K, Dietlind W, 2011).

11.8. Formes cliniques

a. Myélome asymptomatique

Le myélome multiple asymptomatique aussi appelé myélome indolent puisqu’il
n’engendre pas de signes cliniques ou biologiques. Ce type de myélome se situe entre la
gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS, un état précancéreux) et le
myélome multiple actif (symptomatique), il représente 10 a 15% des myélomes (Manier S,
Leuleu X, 2011) et se caractérise par :

e Un pic monoclonal supérieur a 30 g/L,
e Une plasmocytose médullaire supérieure a 10%,
e [’absence de criteres CRAB chez le malade.

En moyenne, les patients présentant un myélome asymptomatique ont un risque annuel
de progression en myélome déclaré de 1 0% (Jo C, Yves B, 2014).

L’IMWG recommande pour ces patients a risque un suivi tous les 3 a 6 mois pendant
un an puis tous les 6 mois a un an en cas de stabilité. Pour vérifier si la maladie évolue vers un
myélome multiple actif (Charlot-Lambrecht I et al, 2011).

b. Myélome multiple symptomatique

Le deuxieme stade lorsque le myélome a évolué, il peut provoquer des signes cliniques
et/ ou biologiques qui font suspecter sa présence et sont donc le « point de départ » d’un bilan
diagnostique. Il peut notamment s’agir d’une ou plusieurs des anomalies suivantes :

e Un pic monoclonal supérieur a 30 g/L,
e Une plasmocytose médullaire supérieure a 10%,
e La présence d’au moins un des critéres CRAB chez le malade (Manier S,

Leuleu X, 2011).
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c. Plasmocytome solitaire
Le plasmocytome solitaire est une forme rare de tumeur, C’est une proliferation
plasmocytaire unique o0sseuse ou extra-osseuse (tractus aerodigestif) avec ou sans
immunoglobuline monoclonale circulante, sans plasmocytose medullaire (Manier S, Leuleu
X, 2011).

Le plasmocytome solitaire osseux est habituellement découvert a I'occasion de douleurs
osseuses, d'une fracture pathologique ou d'une compression médullaire. La distinction avec le
myélome multiple est parfois difficile nécessitant différents critéres, en particulier la normalité
des résultats du myélogramme et de la biopsie ostéomédullaire, et surtout le caractére unique
de cette tumeur est difficile & affirmer sur les examens morphologiques (J. Paccou et al, 2005).

Le diagnostic est fait sur la biopsie. Le traitement par radiothérapies locale suffit.
L’évolution vers un myélome est possible (Manier S, Leuleu X, 2011).

d. Leucémie a plasmocytes

La leucemie a plasmocytes (LCP) est une affection rare qui survient de novo (leucémie
a plasmocytes primitive ou LCP-P) ou dans I’évolution d’un myélome multiple (MM)
(leucémie a plasmocytes secondaire ou LCP-S) (Romain G et al, 2005).

Son diagnostic repose sur une plasmocytose sanguine supérieure a 2 x 10 9/L ou
supérieure a 20 % de la formule sanguine. Néanmoins, il peut étre retenu chez les patients
présentant une plasmocytose plus modérée car ces derniers partagent les mémes
caractéristiques, en particulier pronostiques, que les patients atteints d’authentiques LCP. Par
rapport au MM, la LCP est plus fréeguemment responsable de localisations extramédullaires,
d’anémies, de thrombopénies, d’hypercalcémies, d’insuffisances rénales et de taux sériques
plus élevés de LDH et de B2-microglobuline (Romain G et al, 2005).

Elle comporte également des particularités biologiques liées a la malignité intrinseque
de la maladie : fréquence des anomalies cytogenétiques défavorables (hypodiploidie, délétion
du chromosome 13), faible ADN index et phénotype plus immature. Ces caractéristiques
permettent d’expliquer le caracteére souvent chimiorésistant et le plus mauvais pronostic de la
LCP par rapport au MM (Romain G et al, 2005).

e. Myélome ostéocondensant

Le myélome ostéocondensant (syndrome POEMS) est un trouble rare qui affecte de
multiples systémes et appareils du corps.

Il s’agit d’un acronyme correspondant a I’association d’une :

« Poly-neuropathie périphérique sensitivomotrice ;
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* Organomégalie (hépatosplénomégalie) ;

* Endocrinopathie (diabéte, insuffisance surrénalienne) ;

» Gammapathie Monoclonale (Monoclonal Gammopathy) : il peut s’agir d’une MGUS
(gammapathie monoclonale de signification indéterminée), d un plasmocytome, d’un myélome
multiple ;

« atteinte cutanée (Skin Disease) : dépilation, hyperpigmentation, cedémes importants,
parfois tableau d’anasarque.

Il survient surtout chez I’homme vers cinquante ans. La moyenne de survie est de 165
mois. Le plus souvent, s’y associe une Iésion osseuse unique ou multiple, condensante (Manier
S, Leuleu X, 2011).

f. Myélomes a isotype d’immunoglobuline rare

C’est une complication fréquente des myélomes de forte masse tumorale, il se
caractérise par :

e Excrétion urinaire abondante de chaine légére monoclonale ;
e IgD (2% des cas), a IgM ou IgE ;
e On excrétants (2% des cas) ou biclonaux.

Il peut arriver, dans certains cas ou la température est inférieure a 37°C, que

I’immunoglobuline monoclonale précipite ou forme un gel (Figure N°16). Cela correspond :
e Aune cryoglobuline de type I si I’immunoglobuline monoclonale est isolée,
e Aune cryoglobuline de type II si I'immunoglobuline monoclonale est non isolée

(Bordessoule D, 2013).

Figure N°16 : Cryosyndrome se manifestant au niveau des extrémités des
membres apres exposition au froid (D. Bordessoule, 2013).
Les symptdmes peuvent se manifester, dans les cas extrémes, par la nécrose des

extrémités ou des manifestations de vascularite (purpura vasculaire, glomérulonéphrite). Un
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traitement peut étre mis en place méme si le myélome est caractérisé comme asymptomatique
(Arnulf B, 2013).

11.9. Criteres pronostiques

La durée médiane de survie globale pour le MM est de 3 a 4 ans. Néanmoins, I’évolution
de la maladie est trés variable d’un patient a I’autre, avec une survie allant de moins de 6 mois
a plus de 10 ans. Cette variabilité est due a I’hétérogénéité de la pathologie, de la biologie des
cellules myélomateuses ainsi qu’aux multiples facteurs associés a I’hote. La connaissance des
facteurs pronostiques liés a la tumeur et au patient est indispensable pour prédire 1’évolution de
la maladie, identifier les patients a risque et optimiser la prise en charge.

a. Facteurs pronostiques individuels

Les facteurs affectant le pronostic du MM sont liés a I’hote (un age élevé et un indice
de performance supérieur a 2 sont de mauvais pronostic) et a la maladie elle-méme (masse
tumorale, propriétés intrinséques des cellules myélomateuses).

e Importance de la masse tumorale

Une calcémie élevée, des lésions osseuses lytiques étendues, une plasmocytose
médullaire importante sont corrélés avec un mauvais pronostic.

La B 2m sérique, parametre facilement disponible et reproductible, s’est révélée étre, depuis
son introduction il y a 25 ans, un important facteur pronostique au diagnostic de la maladie.

La B2m est exprimée a la surface des plasmocytes malins et est relarguée dans le sérum
par clivage protéolytique. Ainsi, plus la masse tumorale augmente, plus le taux de f2m sérique
est élevé.

Enfin, beaucoup plus récemment, il a été montré que le dosage des CLL sériques avait
une valeur pronostique majeure dans quasiment toutes les pathologies plasmocytaires, dont la
MGUS, le SMM et le MM (Snozek et al, 2008).

En outre, la mise en évidence d’anomalies moléculaires comme les mutations de ras est
associée a une forte masse tumorale et constitue un facteur pronostique péjoratif.

e Malignité intrinséque

Une CRP élevée (reflet de I'IL-6 endogéne), une albuminémie basse ou des LDH
élevées sont associées a un mauvais pronostic dans le MM.

Le type d’Ig monoclonale a également un impact sur I’évolution de la maladie. II
semblerait que certains sous-types de MM soient de plus mauvais pronostic : MM a IgD, IgA

ou a chaines 1égeres (A plutdt que «).

37



CHAPITRE | MYELOME MULTIPLE

En ce qui concerne la morphologie des cellules myélomateuses, aucune valeur
pronostique n’a pu étre attribuée aux modifications cytoplasmiques (Gardais et al, 2001).

En revanche, plusieurs études ont montré que les modifications nucléaires observées au
myélogramme (anisocytose avec noyau de grande taille, présence de nucléole, chromatine
immature) sont liées au pronostic de la maladie (Goasgen et al, 1999 ; Greipp et al, 1998 ;
Leleu et al, 2005).

Sur le plan cytogénétique, la ploidie a un impact significatif sur le pronostic :
I’hyperdiploidie est favorable et a I’inverse I’hypodiploidie est un facteur défavorable (Fonseca
et al, 2004). L’ impact pronostique des translocations IgH (locus 14q32) sur la survie est discuté
et hétérogeéne. Les translocations t(4;14) et t(14;16) sont associées avec un mauvais pronostic
alors que t(11;14) serait corrélée a une meilleure survie (Fonseca et al, 2004). Les trois
anomalies cytogénétiques couramment recherchées dans le MM, dell3, t(4;14) et dell17p, sont
des éléments de mauvais pronostic (Avet-Loiseau et al, 2007 ; Fonseca et al, 2004).

La chimiosensibilité de la tumeur constitue également un indicateur pronostique.

Ainsi, depuis les années 1960, de nombreuses études ont identifié divers parametres
cliniques et biologiques qui prédisent de fagon indépendante la durée de survie dans le MM. Le
dosage de la p2m sérique est sans doute I’'un des paramétres pronostiques les plus importants
dans le MM. Néanmoins, il ne refléte pas I’ensemble des caractéristiques de la maladie, mais
essentiellement la masse tumorale et les répercussions rénales.

Des combinaisons des différents facteurs pronostiques ont été suggérees, afin d’établir
des systéemes simples et reproductibles permettant de classer les patients atteints de MM en
fonction de leur pronostic.

b.Classification pronostic

b.1 Classification de Durie et Salmon

La classification historique de Durie et Salmon a été publiée en 1975 (Durie BG et
Salmon SE, 1975). Elle permet de refléter I’importance de la masse tumorale dans le MM et
repose sur des criteres cliniques et biologiques simples tel que le pourcentage d’infiltration
médullaire par les plasmocytes, la présence d’'une immunoglobuline monoclonale dans le sérum
ou des chaines légeéres de I'immunoglobuline urinaire, le taux d’hémoglobine, la calcémie,
I’atteinte rénale du patient et enfin le nombre de lésions osseuses ostéolytiques
traditionnellement défini par la radiographie du squelette.

Les patients sont ainsi classés en trois catégories selon I’importance de la masse

tumorale, et de la fonction rénale qui définit des sous-groupes (Tableau N°9).
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Une mise a jour de cette classification a été proposée en 2005 par PINTERNATIONAL
MYELOMA FOUNDATION. Elle se nomme SALMON DURIE et PLUS. En plus des critéres
classiques, cette classification propose d’utiliser les techniques d’imagerie moderne telles que
le scanner, la TEP/CT au [18F]-FDG ou I'IRM de la colonne vertébrale pour apprécier les

Iésions osseuses.

Tableau N° 8 : Classification de Durie et Salmon (Durie BG et Salmon SE, 1975).

Stade Criteres Masse
tumorale
(x102/m?)
I Tous ces critéres sont < 0,6 (faible)
présents :

= Hémoglobine > 10g/dl

= (Calcémie normale < 120
mg/I

= Os normal ou plasmocytome
isolé

= Taux d’Ig monoclonale
faible : 1gG <50 g/L, IgA <

= 30 ¢g/L, Ig monoclonale
urinaire < 4 g/24 h

I Aucun des critéres du 0612
f,tiagf SI:;de | (intermédiaire)

Il L'un au moins des > 1,2 (élevee)
critéres suivants :

= Hémoglobine < 8,5 g/dl

= Calcémie > 120 mg/I

= Multiples Iésions Iytiques
(lésions destructrices ou

= fractures pathologiques)

= Taux élevé d'lg monoclonale
: 1gG > 70 g/l, IgA > 50 g/l
Ig monoclonale urinaire > 12
g/24 h

Sous-classification :
A - Fonction rénale normale (créatininémie < 20 mg/L).
B - Fonction rénale anormale (créatininémie >20 mg/L).

Cette classification reste d’actualité mais il ne faut pas ignorer que sa valeur
pronostique est finalement inférieure a celle de la f2m et des anomalies cytogénétiques.
b.2 International Staging System (ISS)
ISS est un indice pronostique international basé sur la combinaison de deux

parameétres biologiques prédictifs de la durée de survie, facilement disponibles et
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¢valuables de fagon simple et reproductible : la B2m sérique et I’albuminémie. Il en
résulte une classification en trois stades. ( Greipp RP et al, 2005) (Tableau N° 9)

Tableau N°9 : International Staging System (ISS)

Stade Critéere Survie
médiane
I B2m < 3,5 mg/l et 62 mois
albumine > 35 g/l
1 Ni stade I ni stade 111 44 mois
i B2m > 5,5 mg/L 29 mois

b.3 Classifications cytogénétiques et moléculaires

Depuis déja plusieurs années, les anomalies cytogénétiques ont montré qu’elles jouaient
un role important dans I’évolution de certaines hémopathies malignes et avaient méme parfois
un impact dans le choix du traitement de celles-ci.

C’est notamment le cas pour les leucémies aigues et les myélodysplasies. Pour ce qui
est du MM, la mise en évidence de la valeur pronostique de certaines anomalies cytogénétiques
est beaucoup plus récente. A I’heure actuelle, la connaissance de la présence de ces anomalies
nous permet d’avoir une indication sur I’évolution future de la maladie mais n’a a ce jour
toujours aucun poids sur le choix du traitement (Avet-Loiseau. H, 2007).

Une premiére classification génétique, basée sur la ploidie, identifie grossiérement une
catégorie de patients avec un pronostic favorable (hyperdiploides) et une catégorie de patients
avec un pronostic défavorable (non hyperdiploides) (Fonseca R et al, 2004 ; Wuilleme S et al,
2005).

De plus, on peut retrouver des anomalies structurales sous forme de translocations
concernant de nombreux chromosomes et de nombreux locus sur le bras court ou long d’un
chromosome, les plus remarquables font intervenir le chromosome 14, et plus particuliérement
le locus 14932 des chaines lourdes des Ig (IgH) (Fonseca R et al, 2004 ; Wuilleme S et al,
2005).

11.10. Traitement

La prise en charge du patient ayant un myélome est complexe et doit étre
pluridisciplinaire. Les traitements seront décidés en tenant compte du caractére symptomatique
ou non de celui-ci, de I’age et de I’état générale de santé, le type de myélome et les anomalies

génétiques détectées dans les cellules myélomateuses (Riccardi et al ; 2000).
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11.10.1 Historique de traitement du myélome multiple

Inhibiteurs du
Chimiothérapie intensive Protéasome
Autres agents
immuno-modulateurs
(IMiDs)
Bisphosphonates [Cmdomide)

Melphalan Haute-dose

Dexaméthasone Thalidomide
Haute-dose

1962 1983 1984 1986 1996 1999 2000+

Figure N°17 : Historique de traitement (Thierry F, 2017).

11.10.2 Objectif du traitement

L'objectif du traitement est d'obtenir le contréle de la maladie le plus profond et le plus
durable possible ; en effet, malgré les progres majeurs dans la prise en charge du myélome,
cette hémopathie reste incurable et devient progressivement résistante a tous les traitements
existants (Fouquet G et al, 2017).

11.10.3 Principe de traitement

Les patients totalement asymptomatiques, avec un myélome de stade 1 ne sont pas
traités. Une surveillance tous les 3 mois de leur bilan biologique et tous les 6 a 12 mois de leur
radio du squelette permettra de déterminer le moment de commencer un traitement par
chimiothérapie.

La prise en charge du myélome multiple peut se diviser en :

- Traitement des conséquences du myélome sur les différents tissus et organes

- Traitement du myélome lui-méme.

Ces deux traitements sont, le plus souvent, associés. Les premiers permettent

d'améliorer et de maintenir au mieux la qualité de vie ; les deuxiémes visent a controler la
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prolifération des plasmocytes tumoraux, et donc prolonger I'espérance de vie (Anne C, Michel

AD, 2013).

11.10.4 Choix du traitement

Le choix du traitement sera discuté en tenant compte de 1’dge physiologique et des

facteurs pronostiques du MM. Schématiquement :

—avant 55 ans : allogreffe ;

— entre 50 et 65 ans : une autogreffe ou une mini-autogreffe avec recueil de cellules

souches est a discuter ;

—aprés 65ans :

* une mini-autogreffe si I’état général est bon,

« melphalan-prednisone (Fouquet G et al, 2017).

11.10.5 Critére de réponse

a.

Critéres de réponse selon PEBMT
Tableau N°10 : Critéres de réponse selon PEBMT (Bladé J et al, 1998)

Catégorie de | Critéres
réponse
RC Disparition de I’Igm sérique et urinaire (immunofixation) confirmée a 6 semaines.

(présence de
tous les

critéres)

Plasmocytose médullaire < 5% au myélogramme (ou BOM).
Stabilité des Iésions lytiques en nombre et en taille.

Disparition des plasmocytomes extra-médullaires.

RP (présence

Réduction de I’Ig monoclonale > 50%, confirmée a 6 semaines.

de tous les | Réduction de la PBJ > 90% ou <200mg/24h confirmée a 6 semaines.

criteres) Pour les MMNS: diminution de la plasmocytose médullaire > 50%, confirmée a 6
semaines.
Réduction de > 50% des plasmocytomes extramédullaires.
Absence de ’augmentation en taille ou en nombre des 1ésions ostéolytiques.

Réponse Réduction de I’'Igm de 25 a 49% confirmée a 6 semaines.

minime Réduction de la PBJ de 50 a 89% ou >200 mg confirmée a 6 semaines.

(présence de

Pour les MMNS diminution de la plasmocytose médullaire de 25 a 49% confirmée a 6

tous les | semaines.
critéres) Réduction de 25 a 49% de la plasmocytose extra médullaire.

Absence de ’augmentation en taille et en nombre des lésions ostéolytiques.
Stabilité Absence des critéres de réponse minime ou de RP
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Plateau

Valeur du pic £ 25% par rapport a la date d’évaluation de la réponse confirmée a 3 mois

Rechute (un

des criteres

Réapparition de 1’'lgm sérique ou urinaire a I'immunofixation et a 1’éléctrophorése,

confirmée une fois.

suivants) Plasmocytose > 5%.
Apparition de nouvelles lésions ostéolytiques ou plasmocytomes ou augmentation de
leur taille.
Hypercalcémie > 115 mg/l (2,8mmol/l) sans autre cause.

Maladie Augmentation de I'lgm sérique >25%, avec augmentation absolue d’au moins 5g/I,

progressive
(Pour les
patients non
en RC :

des critéres

un

suivants)

confirmée.

Augmentation de la PBJ > 25% avec valeur absolue d’au moins 200mg confirmée.
Augmentation >25% de la plasmocytose médullaire avec augmentation absolue d’au
moins 10%.

Augmentation du nombre ou de la taille des lésions ostéolytiques ou des plasmocytomes,

ou apparition de nouvelles lésions et une hypercalcémie > 115 mg/Il, sans autre cause

b. Critéres de réponse selon 'IMWG
Tableau N°11 : Critéres de réponse au traitement selon IMWG (Durie BGM
et al, 2006)

Catégorie de réponse

Critere de réponse (tous)

RC stringente

RC + rapport x/A normal et absence de cellules clonales médullaires en

immunofixation ou immunohistochimie

RC Immunofixation sérique et urinaire négative -Plasmocytose médullaire < 5% -
Disparition des plasmocytomes

TBRP Igm non détectée a I’électrophorese ou -Diminution > 90% de I’Ig sérique et PBJ
< 100mg/24 h

RP Diminution de I’'Igm sérique > 50% et diminution de la PBJ > 50% ou <

200mg/24h -Si Ig non mesurable : baisse d’au moins 50% de la différence entre
la CL atteinte et celle non atteinte -Si chaines légeres libres non mesurables :
diminution d’au moins 50% de la plasmocytose médullaire (si valeur initiale
>30%) -Diminution d’au moins 50% de la taille des plasmocytomes initialement

présents

Maladie stable

Absence de critere de RC, TBRP, RP ou progression

Catégorie de rechute

Criteres de rechute : 1 ou plus
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Maladie progressive | Augmentation d’au moins 25% par rapport au taux initial pour :

(calcul DDP et SSP) | Ig monoclonale (augmentation d’au moins 5g/1)

PBJ (augmentation d’au moins 200mg/24h)

Différence entre la chaine légére atteinte et non atteinte

Plasmocytose médullaire (au moins 10%)

Apparition d’une hypercalcémie (>115mg/l ou 2,65mmol/l) Apparition de

nouvelles Iésions osseuses ou de plasmocytomes

Rechute clinique Apparition dun ou plusieurs éléments du CRAB

Rechute apres RC -Réapparition de I'Ilgm en immunofixation ou électrophorése, plasmocytose

médullaire. Plasmocytose médullaire > 5% -Hypercalcémie nouvelle Iésion

ostéolytique ou plasmocytome

11.10.6 Substance utilisées

a. Agent alkylants et corticostéroides

Le melphalan reste une molécule essentielle dans la prise en charge du MM que ce soit a
dose intensive chez le sujet jeune ou a faible doses et en association chez le sujet agé. Les
corticostéroides sont partie intégrante de tous les traitements dans le MM, le plus souvent sous
forme de Dexaméthasone ou chez les patients agés de Prednisone. Le cyclophosphamide est
¢galement utilisé en association en traitement d’induction ou en progression (Anne C, Michel
AD, 2013).

b.Inhibiteurs de protéasomes

Le bortezomib et le carfilzomib. L’inhibition du protéasome conduit a une accumulation
intracellulaire de protéines résistantes a la dégradation, a une inhibition du facteur
transcriptionnel NF- B et a un arrét du cycle cellulaire puis a I’apoptose des cellules
myélomateuses (Anne C, Michel AD, 2013).

c.Bisphosphonates
Les bisphosphonates réduisent les complications osseuses dans le MM et diminuent en

particulier les fractures vertébrales. Un effet antitumoral est également attribué aux
bisphosphonates par le biais de différents mécanismes : induction de 1’apoptose, modulation de
molécules d’adhésion et expansion de lymphocytes T cytotoxiques. Leur utilité en paralléle au
traitement est indiscutable et la récente large revue Cochrane de 2012 n’a pas montré de
supériorité des non-aminobisphosphonates mais probablement une supériorité du zoledronate
(Anne C, Michel AD, 2013).

d.Imides (les immunomodélateurs)
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De facon plus récente, des agents immunomodulateurs sont utilisés dans le traitement
du myélome multiple pour leur capacité a stimuler I’activité des cellules de I’immunité aux
propriétés anti-tumorales

Thalidomide, lenalidomide et pomalidomide (pas encore enregistrée en Suisse) sont des
agents antiangiogéniques tres efficaces dans le MM. Ces agents agissent de facon complexe au
niveau des interactions des cellules myélomateuses et du microenvironnement de la moelle
0Sseuse.

d.1 Thalidomide

C’est un ancien médicament utilisé comme un agent sédatif, et retiré du marché en 1962
en raison de ses effets tératogenes.

La thalidomide a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) européenne en
avril 2008 et est de nouveau commercialisé en France depuis octobre 2009 par le Laboratoire
Celgene (gélule a 50 mg). Il est indiqué, en association avec le melphalan et la prednisone, pour
le traitement des patients ages de plus de 65 ans présentant un myélome multiple non traité ou
présentant une contre-indication a la chimiothérapie a haute dose (ANSM, 2013).

d.2 Dérivés de la Thalidomide : Lénalidomide (Revlimid©) et Pomalidomide
(Pomalyst©)

Le lénalidomide (Revlimid) est un medicament immunomodulateur semblable a la
thalidomide. C’est un dérivé structural de la thalidomide, a laquelle on a rajouté un groupe
amine et enleve un groupe carbonyle Comme il est plus puissant que la thalidomide, ses effets
secondaires ont tendance a étre différents et pires. On administre le plus souvent du
Iénalidomide quand le myélome récidive ou ne réagit plus au traitement.

POMALYST® (pomalidomide) en association avec la dexaméthasone
(POMALYST®+LD-dex) est indiqué pour les patients atteints de myélome multiple (MM)
chez qui le bortézomib et la lénalidomide ont échoué, qui ont déja recu au moins deux formes
de traitement et dont la maladie a progressé lors du plus récent traitement (Pomalyst, 2018).

e. Anticorps monoclonaux

Le concept de I'utilisation d’anticorps a visée thérapeutique a émergé apres 1899, date a
laquelle, pour expliquer la réponse immunitaire, Paul Ehrlich a développé la « Side Chain
Theory », théorie selon laquelle des récepteurs capables de lier spécifiqguement des antigenes
existent a la surface des cellules immunitaires. De cette liaison résultent 1’activation de la cellule
immunitaire et la production d’anticorps libres sanguins, capables de neutraliser 1’antigéne,

comme représenté sur la figure ci-dessous (figure N° 18) (Peret-Phichitkul A, 2017).
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Figure N°18 : Représentation de la liaison récepteur-antigéne et production d’anticorps
(Peret-Phichitkul A, 2017).

b.Anticorps monoclonaux anti-CD38

Le daratumumab, anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le CD38, marqueur
exprimé a la surface des plasmocytes myélomateux, est le premier anticorps monoclonal ayant
montré, en monothérapie, une activité dans le myélome (Lionel K, 2016).

Le mécanisme d’action de cet anticorps dirigé contre la protéine CD38 est multifactoriel
et implique une composante de cytotoxicité médiée par les anticorps et une autre liée a son
activité immunomodulatrice. Une fois I’anticorps li¢ a la cellule myélomateuse, I’activation du
systeme du complément, I’activation de cellules NK, la phagocytose dépendante des anticorps
et I'apoptose par réticulation provoquent la lyse tumorale. La protéine CD38 s’exprime
également a la surface de cellules B et T régulatrices de sorte que I’administration du
daratumumab entraine une augmentation du nombre de lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et
de lymphocytes T auxiliaires CD4+ (Pierre L et al, 2018).

c.Elotuzumab

L’¢lotuzumab est un anticorps humanisé dirigé contre CS1 (encore appelée SLAMF7),
glycoprotéine de surface exprimée a la surface des plasmocytes tumoraux mais également par
les cellules NK. Il exerce son action d’une part en activant directement les cellules NK,
stimulant alors leurs activités cytotoxiques, et d’autre part en se fixant sur les plasmocytes
tumoraux, exercant ainsi un mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
(ADCC) médiee également par les cellules NK (Lionel K, 2016).

Le mécanisme d’action de 1’¢lotuzumab est médié par les cellules NK qui se trouvent
activées de facon directe et indirecte afin d’arriver a I’extermination des cellules du myélome
(Pierre L et al, 2018).

d. Corticostéroides

Les corticostéroides comme la dexaméthasone ou la prednisone sont utilisés en

association avec les autres molécules pour leur activité a la fois anti-inflammatoire et anti-
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my¢lomateuse. Ils provoquent 1’apoptose de nombreuses cellules immunitaires, dont les
plasmocytes. Ils permettent également de réduire certains effets indésirables comme les nausées
et vomissements provoqués entre autres par la chimiothérapie, mais peuvent induire une
augmentation du poids, 1’apparition ou I’aggravation d’un diabéte, des problémes d’insomnie,
ou encore de I’ostéoporose (Peret-Phichitkul A, 2017).
11.10.7. Stratégies thérapeutiques dans la prise en charge du myélome multiple

Les patients présentant un myélome multiple symptomatique doivent étre traités. En
revanche, des essais cliniques randomisés ont montré que le traitement des myélomes multiples
asymptomatiques (Stade I de Salmon Durie) ne permettait pas d’améliorer la survie par rapport
a un traitement au stade symptomatique (Armoiry X, 2007).

a.Myélome asymptomatique

En dehors de protocoles de recherche, les patients asymptomatiques relévent d’une
abstention thérapeutique avec surveillance réguliére de 1’évolution de la maladie.
Pour la surveillance des patients, les recommandations en 2010 de 'IMWG préconisent de
répéter le bilan 2 a 3 mois apres le diagnostic puis tous les 4 a 6 mois pendant un an puis tous
les 6 a 12 mois (Kyle RA et al, 2010).

Un traitement peut étre discuté en cas de myélome de stade | (selon la classification de
Durie - Salmon) rapidement progressif (Mateos MV et al, 2013).

b.Myélome symptomatique

Deux groupes de patients sont distingués, I’un est ¢ligible pour une autogreffe et ’autre
non éligibles a une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

b.1 Traitement du patient éligible pour une autogreffe

Seuls les patients atteints d’un myélome symptomatique relévent d’un traitement adapté
a I’age, aux comorbidités et potentiellement aux facteurs pronostiques (ISS, cytogénétique).
Pour les patients éligibles a une intensification (< 65 ans), le traitement d’induction doit
préserver les cellules souches hématopoiétiques et permettre d’obtenir la meilleure réponse
possible avant la greffe.

Ce traitement d’induction s’étale, en général, sur 3 a 4 mois et est constitué souvent de
2 ou 3 médicaments. Cette phase de traitement est ambulatoire. S’en suit la chimiothérapie a
haute dose et l'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques qui nécessitent une
hospitalisation d’environ 3 semaines. Pour renforcer I’efficacité du traitement intensif le patient
peut recevoir encore 2 cycles du traitement d’induction aprés la greffe (6 a 8 semaines de

traitement). Pour limiter le risque de rechute ultérieure, un traitement de maintenance par
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Thalidomide ou Revlimidest possible. Si la maladie ne répond pas bien a ce plan de traitement
ou que le myéelome a des caractéristiques biologiques péjoratives, il peut étre proposé ensuite
une transplantation de cellules souches allogéniques (Rousel M, 2008).

b.2 Traitement des patients non éligibles a une autogreffe de cellules souches

hématopoiétiques

Pour les patients de plus de 65 ans ou ne pouvant bénéficier d’une intensification, le
traitement repose sur le melphalan et la prednisone (MP) en association avec la thalidomide.
Cette association a été approuvée par 1’Afssaps aprés validation dans deux grandes études
multicentriques de phase I1l. Les associations MP-bortézomib ou MP-Iénalidomide semblent
¢galement intéressantes. Les protocoles sont en cours d’analyse (Rousel M, 2008).

c.Traitement de rechute

Tous les patients présentant un MM sont amenés a rechuter. La durée de rémission

subséquente diminue avec chaque nouvelle ligne de traitement et est d’autant plus courte si le
patient devient réfractaire au bortezomib ou «aux imides». Des schémas de traitement associant
bortezomib et lenalidomide sont habituellement utilisés. D’autres agents comme la
doxorubicine liposomale ou la ribomustine peuvent étre efficaces dans le MM en progression
ou réfractaire. A I’avenir, les derniéres générations «d’imides» comme la pomalidomide ou
d’inhibiteur du proteasome comme le carfilzomib, qui ne sont pas encore enregistrés en Suisse
mais qui font ’objet des derniers essais cliniques, feront partie de I’assortiment thérapeutique
pour traiter le MM (Anne C, 2013).

d.Traitement symptomatique

d.1 Traitement de I’anémie

Lorsque cela est nécessaire, les transfusions de globules rouges peuvent étre indiquées,
les agents stimulant I’érythropoic¢se suffisent le plus souvent pour corriger les anémies du
myélome multiple (Facon T et al, 2002).

d.2 Traitement des infections

Le myélome est responsable d’infections qui peuvent étre séveres principalement par la
mauvaise production des bonnes immunoglobulines.
Les germes les plus retrouvés au diagnostic sont les bacilles gram positifs et plus tardivement
les bacilles gram négatives chez les patients sous chimiothérapie.

Les infections évolutives ont été traitées par une antibiothérapie empirique apres
réalisation des prélevements bactériologiques, avec adaptation en fonction de I’antibiogramme,

tout en évitant si possible les antibiotiques néphrotoxiques.
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La vaccination contre certaines infections bactériennes ou virales peut étre nécessaire
(pneumocoque et grippe).

d.3 Traitement des thromboses

Pendant la phase active de traitement, il y a un risque majoré de thrombose surtout
veineuse ou une embolie pulmonaire qui se marque habituellement par le gonflement
douloureux d’une jambe. Pour prévenir ce risque, une prévention par une petite dose d’aspirine

ou par une injection sous-cutanée d’héparine (Clexane, Fraxiparine, Innohep,..) sera prescrite.

d.4 Traitement de la maladie osseuse
La maladie se développe dans la moelle osseuse et les plasmocytes anormaux peuvent
abimer 1’os, le rendant plus fragile est responsable d’un exces de calcium dans le sang. Pour
combattre les conséquences osseuses du myélome, plusieurs solutions existent :
e Traitement local de I’os malade :
La radiothérapie qui détruit les cellules cancéreuses est trés efficace pour traiter la
douleur ;
La chirurgie orthopédique est trés utile pour stabiliser une fracture pathologique et
protéger la moelle épiniére en cas de tassement vertébral ;
La radiologie interventionnelle, peut corriger un tassement vertébral en injectant par voie
percutanée du ciment consolidateur dans la vertebre (techniques de vertébroplastie ou
cyphoplastie). Traitement général de I’os malade : les biphosphonates (Aredia, Pamidronate,
Zometa, Bonefos) (Leigh BR et al, 1993).
e e.Traitement de ’hypercalcémie
L’hypercalcémie est une urgence thérapeutique, elle met en jeu le pronostic vitale du
patients. Son traitement repose sur L ’hyperhydratation et les biphosphonates, en intraveineux,
les corticoides et la mise en route de la chimiothérapie (Facon T et al, 2003).
f.Traitement de ’insuffisance rénale
Le traitement de I’insuffisance rénale est essentiel, il vise a corriger les facteurs
favorisant la déshydratation, ’hypercalcémie et les infections urinaires, il permet aussi
d’obtenir un pH supérieur ou égal a 7 pour empécher la formation des dépots des chaines
Iégeres.
Dans la moitié¢ des cas 1’altération de la fonction rénale se fait au bout de 6 semaines
mais des récupérations plus tardives sont possibles (Facon T et al, 2003).

g.Traitement du syndrome d’hyperviscosité
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Le traitement du syndrome d’hyperviscosité associe les échanges plasmatiques
(plasmaphéreéses) et la mise en route rapide de la chimiothérapie (Facon T et al, 2003).
11.10.8 La greffe de cellules souches hématopoiétiques

La greffe de cellules souches hématopoiétiques est une intervention complexe non
dénuée de risque. Avant de procéder a la greffe proprement dite, on détruit la moelle osseuse
malade a I’aide d’une chimiothérapie a haute dose et/ou une irradiation du corps entier. C’est
ce que I’on appelle le conditionnement pré-greffe. L’objectif est qu’un maximum de cellules
cancéreuses soit éliminé avant la greffe.

Types de greffe

e Greffe autologue

Appelé aussi autogreffe, ce sont les cellules souches du patient qui sont utilisées. Ces
cellules souches sont prélevées au moment ou les effets de la maladie ont été atténués le plus
possible.

A T’heure actuelle, les CSH utilisées pour les greffes autologues proviennent du sang
périphérique. L’utilisation des CSH issues de la moelle osseuse est devenue exceptionnel
(Jouet J.P, 2007).

Généralement, la greffe autologue est pratiquée si le patient peut recevoir un traitement
de chimiothérapie et/ou de radiothérapie de forte intensité.

e Greffe allogénique

L'allogreffe de cellules souches hematopoiétiques (CSH) constitue un traitement curatif
des hémopathies malignes et a pour but Il'éradication du clone malin grace au conflit
immunologique inhérent a l'installation des CSH du donneur chez le receveur (Mauricette M
et al, 2001).

Dans le cas d’une allogreffe on utilise les cellules souches d’un donneur compatible
c’est-a-dire le donneur et le receveur sont deux personnes différentes. Il s’agit de préférence
d’un donneur apparenté (frére ou sceur).

Le receveur subira une chimiothérapie et/ou une radiothérapie dans le but de réduire sa
maladie au minimum et de détruire sa moelle osseuse. On lui injectera par la suite les CSH du
donneur qui reconstitueront le systeme immunitaire (Jouet J.P, 2007).

e Greffe syngénique

Appelé aussi isogreffe : les cellules souches sont prélevées aupres du jumeau vrai

(monozygote) du patient.
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Les systemes HLA du donneur et du receveur sont donc totalement identiques ce qui
permet dans certains cas de s’affranchir du conditionnement pré-greffe, notamment pour les

aplasies médullaires et des traitements anti-rejets (Gratwohl A, 2008).

a. Greffons de cellules souches hématopoiétiques
b.1 Les greffes de moelle osseuse

Le prélevement a lieu au niveau des os du bassin une quantité suffisante de CSH pour
permettre la prise de greffe. Généralement la quantité prélevée correspond a 100 ml pour 10 kg
de poids du receveur. A titre d’exemple, pour un receveur qui pese 70 kilos, 700 ml de moelle
seront au minimum préleves.

Les principaux inconvénients sont ceux liés a ’anesthésie et les douleurs au site de
ponction. Ce type de ponction est de plus en plus abandonné au profit du prélévement de cellules
souches du sang périphérique (Boccaccio C, Haioun C, 2007).

b.2 Greffes de Cellules du Sang Périphérique (CSP)

Les cellules souches du sang périphérique (CSSP) sont des produits de cytapherése,
obtenus chez des malades ayant recu une chimiothérapie aplasiante ou un facteur de croissance
hématopoiétique recombinant, tels le GM-CSF ou le G-CSF. Le donneur recoit généralement
une injection sous-cutanée de G-CSF 5 jours de suite et au 5éme jour, les CSP sont collectées
directement par voie veineuse a ’aide d’une machine séparatrice qui sélectionne les cellules
que 1’on veut injecter au receveur et réadministre au donneur le reste du sang (procéde appeler
aphérése ou cytaphérése). L’avantage de cette technique pour le donneur est qu il n y a pas
besoin de réaliser une anesthésie générale. La procédure de cytaphérése dure 2 a 4 heures. Le
traitement par G-CSF peut parfois entrainer des douleurs osseuses calmées facilement par un
traitement antalgique. En cas de prélévement insuffisant, on peut étre amené a refaire la méme
procédure de cytaphérése le lendemain (Christian C, Patrice M, 1995).

b. Place de I’allogreffe dans le traitement de myélome multiple

Toutefois, le suivi a long terme des patients ayant fait I’objet d’une autogreffe montre
un risque continu de rechute de la maladie pendant de nombreuses années suivant 1’autogreffe,
et les patients sont rarement guéris. A contrario, les études sur ’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) avec un suivi a long terme ont montré dans certains cas des rémissions
durables et un plus faible taux de rechute. Les avantages d’une allogreffe incluent 1’utilisation
d’un greffon libre de toute cellule myélomateuse et I’effet du greffon contre le myélome, ou

GvM, a médiation immune (Bénédicte H, 2012).
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CHAPITRE Il TARAXACUM OFFICINALE

|I. Classification de la plante

Taraxacum officinale est une plante connue sous le nom « Dendelion » qui signifie dent
de lion en s’appuyant au feuillage en forme dentelée (Abdel Kadir M et al, 2012). D’autres
noms lui sont attribués tels que couronne de moine faisant références au réceptacle floral nu
apreés la dispersion des Akénes, salade de taupe.

Le nom Taraxacum vient du grec « taraxi » qui signifie « trouble » et d’Akonei qui
signifie « guérir »

Elle appartient a un genre complexe (tableau N° 13), le genre Taraxacum qui comprend
des centaines d’especes.

Tableau N°12 : Classification du pissenlit selon la classification APG IV (Amic A,

2017).
Clade Angiosperme
Clade de rang 1 Dicotylédones vraies
Clade de rang 3 Super Astéridées
Clade de rang 4 Astéridées
Clade de rang 5 Campanulidées
Ordre Asterales
Famille Asteracées
Genre Taraxacum
Espece Taraxacum Officinale

Il. Repartition geographique
Le pissenlit est une plante comestible et médicinale que I’on peut trouver tout au long
de I’année, elle fait partie des plants sauvages, elle se rencontre partout en Europe, en Sibérie,
en Ameérique du Nord et du Sud, au Japon, en Asie et en Afrique du Nord (Quershi S et al,
2017).
I11.  Description Botanique
Cette plante est facilement reconnaissable, il s’agit d’une plante vivace herbacée acaule

¢’est-a-dire aucune tige n’est produite, les feuilles émergent d’un seul bourgeon située au ras

du sol, elle mesure entre 5 et 30 cm (figure N°19) (Coralie B, 2010).
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Figure N°19 : Planche botanique de Taraxacum Officinale (Wirngo et al, 2016).

a. Feuilles

Les feuilles de pissenlit ont une forme dentelée de couleur vert foncé, elle forme une
rosette de base au bas du sol (Ali, 1989).

b. Racines
Les racines de pissenlit sont pivotantes et descendent profondément sous la terre avec une
longueur de 15 cm. Elles ont une couleur marron a I’extérieur et blanche a I'intérieur (Ali,
1989).

c. Fleurs

Cette plante présente un grand nombre de toutes petites fleurs accolées entre elles au
sein d’un plateau en forme d’assiette, appelé capitule, et qui termine le pédoncule floral pouvant
atteindre une vingtaine de centimétres de hauteur.

Les fleurs présentent cinq pétales jaune orangé, soudés entre eux et formant une
languette en forme de laniére de ceinture, qui ressort du capitule (on dit que les fleurs sont
ligulées). Les cinq sépales sont hypotrophiés et réduits a de fins poils. L’androcée est composé
de cing étamines a antheres soudées entre elles et le gynécée est bicarpellaire gamocarpique
(bien qu’un seul des deux carpelles soit véritablement fertile) (F.H.Wigg, 1780).

Les fleurs sont utilisées par les abeilles et autres pollinisateurs et peuvent étre une source

importante de nectar au début de la saison ou peu de fleurs fleurissent.
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Figure N°20 : Capitule de Pissenlit (Candais, 2019).
d. Fruits
Le fruit est un akéne ornementé d’un toupet de poils (le pappus) en forme d’ombrelle,
qui assure ainsi une meilleure portabilité de celui-ci dans I’air par les courants aériens. La graine

enfermée dans le fruit est alors disseminée par le vent (anémochorie) (F.H.Wigg, 1780).

Figure N°21 : Fruit d’un capitule de pissenlit (Candais, 2019).

IV. Composition chimique

La composition phytochimique de la plante est clairement identifiée dans plusieurs
études. Les études phytochimiques ont démontrés la présence des phénylpropanoides,
polysaccharides (Eric et al, 2009), des flavonoides, des acides hydroxycimaniques, d’acide
chlorogénique, des coumarines, les feuilles sont riches en citamines dont 3 caroténe, elles
contiennent également la choline et les oligo-éléments dont essentiellement le fer, le
magnésium, le silicium, le sodium, le potassium, le cuivre, le zinc et le phosphore (Tabassum
F et al, 2018). D’autres part, les racines sont riches en glycosides amers, tanins, stérols, huiles
volatiles, taraxacine, taraxacérines, triterpenes, asparagine et insuline qui représente le

principal polysaccharide retrouvé dans la racine (Sheezan R ; Bharti S, 2014).
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Par ailleurs, le latex de pissenlit contient trois classes de métabolites secondaires :
e Les esters phénoliques d’inositol
e Les terpénes d’acétates
e L’ester B-D- glucopéranosyl de I’acide taraxinique (Huber M et al, 2015).

La composition de pissenlit peut y avoir des variations, cela dépend de la saison, la
partie analysé et la nature du sol par exemple la quantité de I’insuline présente dans la racine
en automne est de 41% alors qu’en printemps est de 2% (Chutz K et al, 2006).

V. Propriétés nutritionnelles de pissenlit

Le pissenlit renferme des propriétés nutritionnelles tres importantes, cette plante contient les
fibres 2.7g pour 100g qui favorisent la bonne santé de la flore intestinale, les feuilles fraiches
de pissenlit contiennent (pour 100g) 85g d’eau, 2.5 de protéines, 0.85g de lipides et 6.1 g de
glucides, de plus elles apportent 48.8 kcl. Sa teneur en vitamines et minéraux est représenté
dans le tableau N° 14 (Candais, 2019).

Tableau N°14 : Quantité de vitamines et de minéraux présent dans la feuille de pissenlit

et apport quotidien de références (Candais, 2019).

Nom de la vitamine ou de | Quantité de 100 g pour les | Apport  quotidien  de
I’élément minéral feuilles fraiches références
Vitamine A 975 ug 800 ug
Vitamine B 1 0.19 mg 1.1mg
Vitamine B 2 0.2 mg 1.4 mg
Vitamine B 3 0.8 mg 16 mg
Vitamine B 6 0.25 mg 1.4 mg
Vitamine C 37.5mg 80 mg
Vitamine E 3.44 mg 12 mg
Calcium 62.3 mg 800 mg
Cuivre 0.067 mg 1mg

Fer 3.1 mg 14 mg
Magnésium 13.2 mg 375 mg
Manganese 0.16 mg 0.2 mg
Phosphore 66 mg 700 mg
Potassium 397 mg 2000 mg
Zinc 0.21 mg 10 mg
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V1. Effet thérapeutique de pissenlit

Les bienfaits du pissenlit ont été démontrés depuis I’antiquité, surtout dans la médecine
traditionnelle chinoise ou elle est utilisée pour traiter les maladies hépatiques et aussi pour son
activité antibactérienne (Fonyiy et al, 2016).

La feuille et la racine de pissenlit ont été étudiees pour leurs effets sur la digestion,
principalement sous forme de stimulants digestifs. La racine a été étudiée pour les propriétés
adoucissantes, prébiotiques, hypoglycémiques, et effets immunomodulateurs. La feuille de
pissenlit a également été étudié comme diurétique et modulateur de l'inflammation (Eric Y et
al, 2009).

La feuille de pissenlit chinois (T mongolicum) était la premiére mentionnée par écrit
dans la Tang Materia Medica (659 aprés JC). Elle est considéréee comme un reméde précieux
en médecine chinoise, topique et interne, pour traiter les abceés, réduire 1’inflammation des
yeux et provoquant la diurése (Eric Y et al, 2009).

Les recherches sur cette plante portent essentiellement sur I’activité antioxydante, anti-
inflammatoire et antidiabétique. Une étude qui a été réalisée par Sumath M et Rana A sur des
rats a montré que des extraits de pissenlit ont une activité antioxydante et diurétique importante
(Sumath M et Rana A, 2006). Une recherche qui porte sur I’activité antioxydante montre que
les flavonoides et des dérivés de I’acide coumarique contenu dans la fleur du pissenlit ont une
forte activité antioxydante et ces résultats sont basés sur le test du DPPH et I’activité réductrice
dérivée de la teneur phénolique du DFE (Hu C et al, 2005). Les auteurs d’une méta-analyse
publiée en 2020 soulignent également que le pissenlit a des effets hépatoprotecteurs contre les
agents chimiques grace a ses effets antioxydant et anti-inflamatoire (Mohaddesse M, Mouna
M, 2020). D’autre part, les essais cliniques préliminaires montrent que I’utilisation des extraits
de feuilles fraiches augmente 1’excrétion des fluides chez les personnes sains (Bevin A et al,
2009). De plus, un essai réalisé par Goksi et al montre I’effet hypoglycémiant du pissenlit chez
les personnes non diabétique (Goksi et al, 2010). Par ailleurs, un autre essai clinique montre
que le pissenlit possede des propriétés antiathérogéne en diminuant le taux de la cholestérolémie
(Mohaddesse M, Mouna M, 2020).

Une étude qui a été réalisée sur des rats rendus obese afin de tester 'effet de ’extrait
aqueux de pissenlit sur I’évolution des paramétres lipidiques plasmatiques et tissulaire a montré
que cet extrait a des effets bénéfiques dans la régulation de la dyslipidémie et la glycémie aussi
dans le traitement de ’obésité (LIFA Fa, LIFA' S, 2019).
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D’autre part, Colle D et ces collaborateurs soulignent que ’extrait de fruit de
Taraxacum Officinale a une forte activité antioxydante qui permet la protection des tranches de
cerveau de la mort cellulaire induite par SNP et cette activité est due a la présence des composés
phénoliques (Colle D, 2012).

De plus, une autre étude met en évidence I’activité antioxydante des extraits
méthaloniques de feuilles du pissenlit qui ont été fractionneé dans différents solvants. Les
résultats de cette étude montrent que les fractions d’acétate d’éthyl et de butanol présentent une
activité antioxydante élevée pour I’ensemble des tests par contre la fraction d’hexane avait une
faible activité (Tettey et al, 2014).

Un groupe de chercheurs ont évalué I’activité anti-inflammatoire du pissenlit in vitro.
Ils ont pris comme référence pour la mesure de cette activité 1’inhibition de la lyse de la
membrane HRBC induite par I’hypotonie, les résultats montrent que I’extrait posseéde une
activité anti-inflammatoire importante grace a sa teneur en alcaloides, flavonoides et les
terpenoides (Amin Mir M et al, 2015). Par ailleurs, les résultats obtenus par M. Emir ces
collaborateurs révelent que I’extrait méthalonique et aqueux de pissenlit présente des propriétés
inhibitrices de o amylase et a glucosidase (Amin Mir M et al, 2015).

Les racines de pissenlit ont une action adoucissante distincte et propriétés prébiotiques
en raison de leur teneur en inuline ; les racines récoltées a l'automne ont la plus forte teneur en
inuline (Trojanova I et al, 2004).

Une étude qui été réalisée sur des lapins nourris avec un régime riches en cholestérol
afin de déterminer I’effet hypolipidémique et antioxydants a montré que le traitement avec la
racine et la feuille de pissenlit agit positivement sur la modification des activités
enzymatiques, antioxydante et sur le profil lipidique. Les feuilles et les racines de pissenlit ont
un effet protecteur contre l'athérosclérose liée au stress oxydatif (Ung-Kyu C et al, 2010).

VII. Toxicité

Les études toxicologiques qui portent sur le pissenlit sont tres limités, cependant il existe
quelques recherches qui ont montré une Iégere hypotension ainsi que la possibilité de dermatite
de contact chez les personnes qui présente une hypersensibilité vis-a-vis les lactones (Fariat et
al, 2019).
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CHAPITRE3 MATERIELS ET METHODES

I. Objectif

L’objectif principal de cette étude est de voir I’intérét thérapeutique de Taraxacum
Officinale (Pissenlit) qu’elle peut apporter pour limiter I’évolution du myélome multiple. Nous
avons évalué I’activité anti-myélomateuse de cette derniere chez le rats wistar rendu
myélomateux. Pour cela nous avons établis plusieurs objectifs secondaires :

<+ Evaluer le profil épidémiologique et clinique des patients atteints de myélome
multiple.

4+ Etudier le profil biochimique et déterminer I'intérét des dosages sériques et
urinaire dans le diagnostic du myélome multiple

+ Déterminer la place de lautogreffe dans la prise en charge des patients
myélomateux.

4+ Réaliser une enquéte pharmacobotanique sur I’utilisation de pissenlit dans la
région Ouest d’Algérie

=+ Identifier les différents composants et évaluer ’activité antioxydante des racines
et des feuilles de pissenlit

<+ Etudier la toxicité aiglie des racines de pissenlit chez le rat wistar

Il. Etude epidemiologique et profil biochimique des patients atteint

de myélome multiple

Il s'agit d’une étude rétrospective et analytique réalisée au niveau du service d’hématologie
du Centre Hospitalo-Universitaire Tlemcen « CHUT ». La population étudiée est composee de
100 sujets souffrant du myélome multiple, entre 2018- 2021et dont les dossiers sont répertories
au niveau du laboratoire de Biochimie CHUT et pour lesquels un dossier médical était
exploitable.

a. Critéres d’inclusion

Nous avons procédé au recrutement des malades a partir des registres de I’immunotypage :
immunofixation (IF) du laboratoire de biochimie de CHUT, utilisé pour identifier les cas de
MM dans I’ensemble des services durant la période de 1’étude. Dans tous les cas, chaque patient
présentant, au niveau de I'électrophoréese des protéines sériques et/ou urinaires, une anomalie
évoquant un MM (pic monoclonal, hypogammaglobulinémie, hypoprotidémie,...) a fait ’objet
d'une exploration biochimique complémentaire. Notre étude a inclus des patients chez qui la
confrontation des critéres cliniques, biochimiques, cytologiques et radiologiques a permis de

confirmer le diagnostic de MM.
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Le respect de I’anonymat des patients ainsi que la confidentialité des données ont été assurés
par la restriction de leur acces seulement aux médecins.

b. Caractéristiques étudiées

Une fiche d’exploitation a été réalisée pour chaque patient lors de I’analyse de son

dossier médical. Elle permet d’identifier :

+ Les caractéristiques épidémiologiques : nom, age, sexe, origine

#+ Les renseignements cliniques : motifs d’hospitalisation, antécédents pathologiques.

+ Les résultats des analyses biologiques, réalisées dans le cadre du diagnostic, mais

¢galement pour 1’évaluation pronostique :

+ Les parametres analysés dans cette étude sont essentiellement :

#+ Bilan protidique, notamment la protidémie, 1’électrophorése des protéines sériques
(EPS) (zone de migration, taux du composant monoclonal), 'immunotypage sérique, le
dosage pondéral des immunoglobulines (Ig) et la recherche et I’identification de la
Protéinurie de Bence Jones (PBJ).

+ La créatininémie et la protéinurie des 24h.

+ Bilan hématologique : vitesse de sédimentation (VS). Numération formule sanguine

(NFS), Le Myélogramme, la p 2 microglobuline, la C-Réactive protéine (CRP) et la
lactase déshydrogénase (LDH).

1. Etude épidémiologique sur la place de I’autogreffe dans la prise
en charge des patients atteints de Myélome multiple

I1s’agit d’une étude rétrospective, descriptive et analytique effectuée sur les dossiers de
malades atteints de myélome multiple et qui ont subi une autogreffe. Cette enquéte s’est
déroulée dans la région ouest d’Algérie sur une période de 10 ans allant du 2009 jusqu’a 2019.

Criteéres d’inclusion : ont été inclus, les dossiers de patients tout age et sexe confondu,
suivis en consultation hématologique ou hospitalisées qui ont eu une autogreffe, dont les
dossiers ont été retrouves.

Critéres d’exclusion : n’étaient pas inclus dans notre étude les cas de patients
autogreffés en dehors de notre période d’étude.

Ces différents critéres d’inclusion et d’exclusion ont permis de sélectionner 319 patients
qui ont subi une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

La réponse thérapeutique, la progression et la rechute ont été définies d’aprés les critéres
d’EBMT et international myeloma working groupe. La rémission compléte a été définie par la

disparition du composant monoclonale sérique et urinaire et la disparition des plasmocytomes
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extra-médullaire et I’état de progression a ¢été défini par 1’augmentation du composant
monoclonale sérique > 25% et augmentation > 25% de la plasmocytose médullaire (Bladé J et
al, 1998). La survie globale est calculée a partir du premier jour de I’autogreffe
Toutes les données ont été enregistrées sur le logiciel IBM SPSS version 25, pour le
croisement des variables nous avons le test de Khi-deux et le test Anova sur logiciel IBM SPSS
statistics.
IV. Enquéte ethnobotanique sur Dutilisation de pissenlit dans la
région Ouest d’Algérie
Il s’agit d’une étude ethnobotanique qui a été réalisé entre juillet 2019 et mars 2020
aupres de 1000 personnes interrogés aléatoirement dans la région Ouest d’Algérie ayant pour
objectif de décrire I’utilisation du pissenlit dans le traitement des différentes affections. Cette
enquéte a été réalisée a I’aide d’un questionnaire pré établit, Les données recueillies sont : le
sexe, 1I’age, le niveau académique, situation familiale, lieu de résidence et 'utilisation de la
plante.
Toutes les données ont été enregistrées et analyser par le logiciel IBM SPSS version
25.
V. Caracteérisation de la plante
Matériel végétal
L’échantillon de Taraxacum Officinale utilisé au cours de cette étude a été récolté a

partir de deux régions : la région de la Moselle en France et la région d’Annaba en Algérie.

Figure N°22 : Pissenlit (Taraxacum officinale)
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VI. Etude phytochimique
a. Préparation des extraits
Les feuilles et les racines récoltés ont été lavés puis séchés a I’air libre et a I’abri de la
lumiére ensuite broyé a 1’aide d’un broyeur électrique.
10 g de la poudre récupéré ont été macéré a froid pendant 24h sous agitation avec 100
ml de solution éthanolique a 70%. L’extrait obtenu a ensuite été filtré a I’aide d’un papier filtre
et évaporeé a sec a 40 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif a vide.
b. Détermination de rendement
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction
(Harborne, 1998). Les pourcentages des extraits ont été calculés par la formule suivante :
R% = M/Mp x 100
R% : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de ’extrait sec résultant
Mo : Masse en gramme de I’extrait végétal a traiter
c. Screening phytochimique
Le screening phytochimique est le premier pas dans la recherche des molécules
bioactives. Il permet de déterminer les différentes classes de composés chimiques. 11 s’agit
d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation.
c.1 Alcaloides :
Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Dragendorff.
Mettre 0.2 ml de chaque extrait méthanolique dans un tube a essai puis nous avons ajouté 5ml
HCL a 1%. Ce mélange a été mis au bain-marie aprés refroidissement nous avons ajouté 5
gouttes de réactifs de Dragendroff. Un test positif est révélé respectivement par 1’apparition
d’un précipité blanc ou brun.
c.2 Flavonoides
Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. Mettre  3ml  de
chaque extrait méthanolique dans un tube a essais puis ajouté quelques gouttes d’HCL
concentrée et quelques tournures de magnésium. La présence des flavonoides est mise en

évidence par la coloration : rose, orange ou rouge.
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c.3  Terpenoides
Mettre 5 ml de chaque extrait dans un tube a essai ensuite ajouter 2 ml de chloroforme
et 3 ml de H2SO4 concentrée. La présence des Terpenoides est révélée par I’apparition de deux
phases et une couleur marron a I’interphase.
c.4 Stéroides
Mettre 5 ml d’extrait, ajouter 5 ml d’anhydre acétique et plus de 20 goutes d’H2S0O4
concentrée. Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violette virant au vert.
c.5 Tanins
La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de chaque extrait, 1 ml
d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de Fecl3 diluée a 1%
+ L’apparition d’une coloration verte foncée ou bleue verte indique la présence
des tanins.
#+ L’apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des tanins
catéchiques.
+ L’apparition d’une coloration bleue-verte indique la présence des tanins
galliques
.6 Saponosides
Mettre 2 ml de chaque extrait dans un tube a essai ensuite ajouté 2 ml de I’eau distillée
puis agiter fortement pendant 30 secondes de facon horizontale. La présence des Saponosides
est révélée par ’apparition d’une mousse.
.7 Quinones
Mettre 5 ml d’extrait dans un tube a essais puis ajouté quelques gouttes de NaOH al1%,
I’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones.
c.8 Anthraquinones
Les anthraquinones ont été identifiées par la procédure suivante : Mettre 10 ml d’extrait
dans un tube a essais, ajouté 5 ml de NH40OH a 10% puis agiter fortement L’apparition de
couleur violette indique un test positif.
d. Dosage des polyphénols
Le contenu total de polyphénols a été estimé selon la méthode colorimétrique basée sur
le réactif de Folin Ciocalteu (V.L.Singleton et al, 1999). Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique H3PW12040 et d’acide phosphomolybdique H3PMo1204, qui sont
réduits lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne
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(M0803), ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de I’ordre
765 nm.

Pour cela des solutions métanoliques ont été préparé a partir de chaque extrait a partir
de 1mg/ml cette solution a servi aussi pour le dosage des flavonoides. De chaque solution 200
ul d’extrait est ajouté a 1 ml de réactif de Folin dilué 10 fois et 0.8 ml carbonate de sodium
7.5%. Les polyphénols totaux sont déterminés apres 30 min d'incubation & température
ambiante par mesure de I'absorbance a 765 nm (Spectrophotometer UV-visible)

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique a différentes concentrations (0 & 1000 pg/ml).

e. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué par une méthode basée sur la formation d’un
complexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les
carbones 4 et 5 des flavonoides.

Le protocole utilisé est celui décrit par (Zhishen et al, 1999). Dans un tube a essai 500
ul de chaque extrait ont été mélangé avec 1500 pl d’eau distillé ensuite 150 pl nitrite de sodium
a 5%ont été ajouté. Le mélange est mis en incubation pendant 5 min a I’obscurité et a
température ambiante. Apres incubation un volume de 153 pl d’AICI3 a 10% a été additionné
le mélange a été réincubé dans les conditions précédemment mentionnées durant 6 min. En fin,
533 ul NaOH a 4% est additionné au mélange. L’absorbance est lue immédiatement a 510 nm.

D’autre part, la courbe d’étalonnage est réalisée par la catéchine, utilisée comme
standard, a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de
catéchine par gramme d’échantillon

f. Dosage des tanins condensés

Les quantités des tannins condenses sont estimées en utilisant la méthode a vanilline en
milieu acide (Julkunen-Titto, 1985).

Un volume de 50 pl de chaque D'extrait est ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4 %, m/v) et puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pl de 1’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné et laissé réagir a la température ambiante pendant
20 min. L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc. La concentration des tannins est
estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du poids de la matiére

séche (EC)/g) a partir de la courbe d’étalonnage.
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g. Evaluation de I’activité antioxydante (DPPH)

Le test DPPH permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire, il mesure la capacité d’un
antioxydant a réduire le radical chimique DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert
d’un hydrogeéne. Le DPPH, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale.

La décoloration de la solution est proportionnelle a la concentration et au potentiel
réducteur des échantillons.

Pour évaluer ’activité antioxydante, nous avons mis 3 mg de chaque extrait total de
racines et de feuilles dilué dans 1 ml de méthanol. Ensuite chaque solution méthanolique est
diluée a des concentrations décroissantes.

Un volume de 10 pl de de différentes concentrations en mg/ml de chaque extrait est
ajouté a 1990 pl de la solution méthanolique du DPPH (0.025¢g/l) fraichement préparée.

L’absorbance est mesurés a 515 nm aprés 30 min d’incubation a température ambiante.
Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH sont calculés a partir de la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = (ABS blanc- ABS échantillon) x 100

ABS blanc
La concentration minimale d’inhibition de 50% de la DPPH (CI50) est calculée

graphiquement a partir des courbes de tendance linéaire, puis utilisée pour la comparaison de
I’activité antioxydante des différents échantillons.
h. Spectrophotométrie d’absorption Atomique (SAA)

L’analyse des métaux lourds a été réalisée avec un spectrophotometre d’absorption
atomique de marque SHIMADZU model AA7000. Cette technique permet de déterminée la
concentration d’un ¢élément dans une solution basé sur le principe d’absorption de la lumiere.
L’¢échantillon est atomisé par une flamme Acétylene-air puis la lecture se fait a une longueure
d'onde spécifique a chaque élément chimique dont on possede des lampes spécifique.

#+ Préparation de I’échantillon

= Prendre 0,5 mg de I’échantillon séché et broyé en poudre tres fine

= Prendre 25 ml+Iml (d’eau) plus I’échantillon broyé dans un bécher de 50ml ou
erlenmeyer

= Ajouter 6ml de I’ Acide chlorhydrique 37% et 2ml de I’ Acide nitrique 65 ou 69 %

= Agiter le mélange a I’aide de Baguette d’agitation en verre et laisser reposer jusqu’a la
disparition de tout phénoméne de réaction

= Couvrir le récipient par un verre de montre et placer le sur une la plaque chauffante

= Porter a ébullition pendant 120 min ensuite Laisser refroidir

= Rincer le piege (verre de montre) et décanter ensuite recueillir ’eau de ringage dans le
récipient de digestion

= Décanter I’échantillon dans une fiole et rincer le récipient avec I’eau.

64



CHAPITRE3 MATERIELS ET METHODES

= Passer le résultat de digestion a travers le papier filtre de 0.45um
= Mettre le filtrat dans une fiole de 100ml et compléter le volume jusqu’au trait de jauge

100ml
i. Spectrophotométrie d’émission de flamme

Nous avons utilisé la spectrophotométrie d’émission de flamme pour déterminer la
concentration de sodium Na et potassium K dans I’extrait de racines de pissenlit.
Principe
Cette méthode consiste a excité ’atome a 1’aide de la flamme (source d’énergie) afin
que ’¢lectron de valence atteigne le niveau d’énergie supérieur. Une fois la longueur d’onde
sélectionnée, 1’élément peut étre analysé.
Mode opératoire
Une solution de 250 ml de NaCl 1,2 mg/L et de NHO3 0,1% a été préparée ainsi qu’une
solution de NHO3 0,1% seul. La solution d’NaCl est ensuite brulée dans la flamme pour
déterminer la position horizontale et verticale de la flamme afin d’obtenir un signal maximal.
Ensuite, la solution sans NaCl est brulée afin d’obtenir le signal zéro.
Deux séries de solutions étalons ont été préparées pour les ions Na+ et K+ avec les
concentrations suivantes en mg/L.
Les absorbances ont ensuite été mesurées afin de tracer une courbe de
calibration pour chaque élément. La lampe correspondante est changée entre

chaque élément. L’eau distillée a été utilisee comme blanc
VII. Evaluation de la toxicité aigué des racines de pissenlit

(Taraxacum officinale)

a. Materiel végétal

L’échantillon d’extrait de racines du pissenlit a été récupéré de la région de la Moselle
en France. Les racines de cette plante ont été lavés et sécher a 1air libre et a ’abri de la lumicére,
puis broyer a ’aide d’un broyeur électronique.

30 g de cette poudre ont été macérés dans 300 ml d’éthanol a 70% sous agitation pendant
24h ensuite le produit récupérer a été filtré en utilisant un papier Whatman apres le filtrat a été
évaporé a sec dans un évaporateur rotatif en fin ’extrait final a été séché dans 1’étuve pendant
24h.

L’extrait administré aux rats a été dilué dans une solution d’éthanol a 5%.
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b. Animaux

Dans la présente étude nous avons utilisé des rats Albinos de souche « wistar », de sexe
male, agé de 3 mois ayant un poids moyen de 250g. Les rats ont été récupérés de I’institut
pasteur d’Alger, Algérie. Les animaux sont nourris d’un régime standard sous forme de
granules (composé de tourteaux de soja, céréales, phosphate monocalcique, huile de soja,
carbonate de calcium, méthionine, lysine, choline et un complexe minérali-vitaminiques dont
55% de glucides, 3.4% matiére grasse brute, 18% protéines brutes, 3% cellulose brute, 3%
cendre brute, 14% humidité et 1.7% de vitamines).

Les rats ont été répartis en 5 lots constitués chacun de 6 rats. Ces animaux ont été traités
par une injection intrapéritonéale d’extrait de racines avec des doses croissantes allant de 400
mg/kg jusqu’au 2000mg/kg et un lot témoin qui a été traité avec le véhicule (groupe N°1 :
400mg/kg, groupe N°02 : 800mg/kg, groupe N°3 : 1600mg/kg, groupe N°4 : 2000mg/Kkg,
groupe N°05 : témoin ethanol 5 %).

Tableau N° 14 : Répartition des groupes pour I’étude de toxicité

Groupe Dose administré
Groupe N°1 400 mg/kg
Groupe N°2 800 mg/kg
Groupe N°3 1600 mg/kg
Groupe N°4 2000 mg/kg
Groupe N°5 Ethanol a 5%

c. Détermination de la DL50

Les animaux ont été mis sous observations pendant 2h apres I’injection afin de
déterminer les cas de mort immediate puis ces derniers ont été observés pendant 15 jours. Les
observations ont portés sur : I’activité, difficulté de respiration, coma et gonflement de la partie
d’injection.

Le nombre de mort a été mentionné pendant les 15 jours d’observation afin de déterminé
la DL50.

La DL50 a été calculé selon I’équation suivante :

Equation : DL50 = DL100 — (Z (a x b)/n)

DL50 = Dose donnant 50 % de morts ;

DL100 = Dose donnant 100 % de morts ;

a = moyenne des morts entre deux doses SUCCESSIVES ;
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b = différence entre deux doses successives ;

n =nombre d’animaux utilisés par lot (Karber et Behrens, 1935).

A la fin de la période expérimentale, les animaux ont été mis a jeun pendant 24h,
anesthésiés et sacrifiés. Des prélevements sanguins ont été récupérés dans des tubes EDTA et
héparinés pour I’exploitation de la fonction hépatique et rénale aussi pour 1’évaluation des
paramétres lipidiques et hématologiques.

e. Dosage biochimiques

Pour la réalisation des dosages biochimiques des prélevements ont été effectués au
niveau de la veine cave postérieure dans des tubes héparinés ensuite les échantillons ont été
centrifugés a 3000 tr/min pendant 15 min afin de récupérer le plasma pour le dosage du taux de
créatinine qui repose sur la réaction de la creatinine avec le picrate de sodium, le dosage de
I’urée qui est basé sur ’hydrolyse par voie enzymatique de 1'urée en ions ammoniac (NH4) et
dioxyde de carbone (CO2). Le dosage des transaminases a été effectué selon les méthodes
colorimétriques on utilisant le kit Biomaghreb®. Le principe du dosage de la glycémie repose
sur des réactions enzymatiques. Pour la détermination du profil lipidique nous avons dosé le
cholestérol total et les triglycérides. L’évaluation a été basée sur des réactions enzymatiques.

f. Dosage hématologique

Pour I’évaluation des parametres hématologiques, des échantillons ont été récupérés
dans des tubes EDTA pour la numération de la formule sanguine. Le dosage a été effectué a
I’aide d’un automate SYSMEX XN-550 SYSMEX XS-1000i.

g. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été analyses par le logiciel IBM SPSS.25. Nous avons utilisé
le test « ANOV A » pour I’analyse de I’ensemble de données suivi par un test post-Hoc de Tukey
pour les comparaisons multiples entre les différents groupes.

Une valeur de p<0.05 est considérée significative pour ’ensemble des tests.

Dans I’analyse statistique nous avons éliminé le groupe de 2000 mg qui correspond a la
dose létale 100% et le groupe de 1600mg qui a conserve un seul rat.

VIIl. Evaluation de ’effet thérapeutique de Taraxacum Officinale
a. Induction de myélome multiple

Notre étude a porté sur un groupe de 48 rats méles de souches Wistar, d’un 4ge moyen
de 3 mois et d’un poids moyen de 280g. L’expérimentation animale s’est déroulée au sein de
I’animalerie de laboratoire de Biotoxicologie, Centre de recherche de I'université Sidi Bel

Abbes. Les conditions de la température, de la photopériode, et d’hygiéne sont soigneusement
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respectées. Ils sont nourris d’un régime complet standard sous forme des granules ("EL AALF",
Ain Fezza), composé de : céréales, tourteaux de soja, huile de soja, phosphate monocalcique,
carbonate de calcium, lysine, méthionine, choline, plus un complexe minéralo-vitaminiques
avec les pourcentages suivants : Glucides 55%, protéines brutes 18%, matiere grasse brute
3,4%, cellulose brute 3%, cendre brute 4,9%, humidité 14%, vitamine 1,7%.

Les rats ont été répartit sur 6 lots homogénes (N=8). Les animaux de premier groupe
ont recu par gavage sérum physiologique 0.9% pendant 45 jours, le deuxiéme, le troisiéme et
le quatrieme groupe ont été rendus myélomateux par injection intraveineuse a travers la queue
de 0.2 ml/kg de poids corporel de benzéne a des intervalles de 48 heures pendant quatre
semaines(Olufemi E et al, 2017). Apreés I'induction de myélome multiple le troisieme et le
quatrieme groupe ont été traité par I’extrait de racines et extrait combiné de pissenlit a raison
de 200mg/kg de poids corporel (Tableau N°15). Le cinquieme et le sixieme groupe ont recu
200 mg/kg de poids corporel d’extrait de racines et extrait combiné racine et feuilles (50%) de
pissenlit pendant 45 jours.

Tableau N°15 : Répartition des lots d’animaux expérimentaux

Groupe de rat Traitement

Groupe N° 1 1 ml sérum physiologique 0. 9%

Groupe N° 2 0.2 ml/kg benzene

Groupe N° 3 0.2 ml/ kg benzene + 200 mg/kg extrait de racines (50%) de pissenlit
Groupe N° 4 0.2 ml/kg benzéne + 200 mg/kg extrait combiné (50%) de pissenlit
Groupe N° 5 200 mg/kg extrait de racines de pissenlit

Groupe N° 6 200 mg/kg extrait combiné (50%) de pissenlit

68



CHAPITRE3

MATERIELS ET METHODES

v

Rats Wistar Albinos males (Institut Pasteur Alger)

Répartis en 6 groupes (n = 6)

Induction de myélome multiple par
injection intraveineuse de 0.2 ml de
benzéne chaque 48h pendant 4 semaines

|

U

v

racines) 5 fois par semaine pendant 45 jours

Traitement orale de I’extrait de racines et ’extrait combiné (feuilles et

Figure N° 23 : Protocole expérimentale

b. Suivi des animaux avant sacrifice

<+ Poids corporel

Les rats ont été pesés chaque semaine par une balance en g.

<+ Observation des signes de toxicité

Les animaux ont été mis sous surveillance durant toute I’expérimentation animale, les

observations ont portés sur : gonflement de la partie d’injection, coma, mortalité, mobilité,

chute de poil, changement de la couleur de la peau, difficulté respiratoire.

c. Anesthésie et sacrifice

A la fin de ’expérimentation animale, les rats sont sacrifiés au niveau du laboratoire de

biologie de développement, Faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Djillali

Liabés, Sidi Bel Abbées. Les animaux ont été mis a jeun pendant 24h avant le sacrifice,

L’anesthésie est effectuée par voie respiratoire on exposant les animaux au chloroforme sous
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une cloche. Le sang a été préleve par ponction cardiaque et récupéré dans des tubes EDTA, des
tubes secs et des tubes héparinés. Le sang est centrifugé, puis le sérum et le plasma sont
récupérés dans des tubes épindorffs.

Les organes (rate, foie, reins ) sont ensuite prélevés et rincés a I’eau physiologique (NaCl

a 0,9%), puis pesés et conservé dans le formol 10%.

Figure N°24 : Fixation du rat sur la planche Figure N°25 : Prélevement du sang par
a dissection ponction cardiaque

Figure N°26 : Ponction médullaire Figure N°27 : Sacrifice du rat
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Figure N°28 : Préléevement des organes

d. Préparation des échantillons sanguin pour I’analyse
+ Centrifugation

Nous avons centrifugé les tubes pendant 5 a 10 minutes a 3000 tours/minute a
température ambiante.

Les tubes héparinés : sont centrifugés directement (Aucune durée d’attente n’est
nécessaire).

Pour les tubes secs : sont centrifugés aussi rapidement que possible en respectant la
durée d’attente nécessaire avant la centrifugation qui ne doit étre ni trop courte (une post-
coagulation peut se produire dans le sérum) ni trop longue (peut provoquer des modifications
du sérum), la centrifugation est réalisée apres avoir casser le caillot.

e. Bilan biologique

1. Formule de numération sanguine

L’hémogramme ou Numération Formule sanguine (FNS) est un examen important, qui
permet d’évaluer 1’état général de santé. Il a pour but d’apporter des informations qualitatives
sur les cellules sanguines.

2. Frottis sanguin
La réalisation d’un frottis sanguin permet d’effectuer une étude morphologique des

différents éléments figurés du sang et de déterminer le pourcentage respectif.
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Les frottis sont généralement réalisés par étalement en couche mince. On produit un
frottis manuellement en plagant une goutte de sang sur la face d’une lame de verre, puis en
I’étalant rapidement en faisant glisser une seconde lame sur la premiére lame, selon un angle
de 45°. La coloration a été faite par le kit Hémacolor MGG.

Hémacolor provoque une coloration essentiellement pourpre des noyaux cellulaires,
phénomeéne di a I’interaction moléculaire entre 1’¢osine G et un complexe d’ADN azur B. Les
deux colorants forment une complexe éosine G-ADN azur B.

L’intensité de la coloration qui en résulte dépend de la teneur en azur B et du rapport
entre azur B et éosine G.

En outre la coloration qui en résulte peut étre influencée par divers facteurs comme la
fixation, le temps de coloration, le pH des solutions et les substances tampon. Par ’emploi de
solutions tamponnées au pH 7,2, le coffret de coloration Hemacolor permet d’obtenir des
colorations tres stables et des résultats propres, sans précipitation.

+ Réactifs

Réactif 1 : Hemacolor solution 1 : solution fixative

Réactif 2 : Hemacolor solution 2 : réactif de coloration rouge

Réactif 3 : Hemacolor solution 3 réactif de coloration bleu

Hemacolor Comprimés tampon pH 7,2

+ Préparation des réactifs

Les réactifs 1,2 et 3 sont préts a ’emploi, il n’est pas nécessaire de diluer les solutions
étant donné que cela réduit le résultat de coloration et la stabilité.

Réactif 4 (solution tampon pH 7,2) : dissoudre en agitant 1 comprimé tampon
pH 7,2 dans 1 1 d’eau distillée. Il est recommandé de préparer la solution tampon un jour avant
son utilisation.

+ Procédure de coloration

Les réactifs sont chacun placés dans des pots stériles, Procéder comme indiqué dans le

tableau suivant :

Tableau N°16 : Procédure de coloration

Réactif 1 5x1 seconde

Réactif 2 3x1 seconde

Réactif 3 6x1 seconde

Solution tampon 2x10 secondes
Sécher a I’air

Entre chaque flacon, essuyer le dos de la lame afin d’éviter au maximum la

contamination des autres colorants.
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3. Creatinine
La créatinine est un produit de dégradation de la créatine du muscle squelettique qui est
synthétisée au niveau du foie et du rein. Elle est essentiellement éliminée par voie rénale par
filtration glomérulaire mais aussi par sécrétion tubulaire (tres faible). Elle n’est pas réabsorbée
au niveau tubulaire ce qui en fait un bon témoin de la fonction glomérulaire (Dussol B et
Jourde-Chiche N, 2009).

COO- H* H.O
ICH Cl‘H: —_ Cco
NH: M N NH
c{q \C/ cé \c/

créatinine

Créatine

Figure N°29 : Catabolisme de la créatine (Réseau National de la Métrologie
Francaise, 2015).
L’analyse a été effectué a partir d'un prélévement de sang veineux prélevé sur tube
hépariné.
Réactifs
+ R1: Acide picrique
+ R2:NaOH
+ R3: étalon
Preparation de la solution : on prend 1 volume de I’acide picrique et 1 volume de NaOH,
aprés on conserve la solution préparée dans un flacon sombre a I’abri de la lumiére a
température ambiante 25°C
Longueur d’onde : 492 nm
Linéarité : 150¢/I
Mode opératoire

Tableau N°17 : Protocole du dosage de la créatinine

Blanc Etalon Contréle Echantillon Controble
Norme pathologie

Etalon -- 100ul -- -- --
Echantillon | -- -- - 100ul --
Réactif de lcc lcc lcc lcc lcc
Travail
Contréle -- -- 100l -- --
norme
Contréle -- -- - -- 100ul




CHAPITRE3 MATERIELS ET METHODES

| Pathologie | | | | \ |

Apreés on fait la lecture cinétique « directement » sur un spectrophotomeétre UV-visible
4. Urée

La technique utilisée pour la détermination du taux de l'urée est la méthode cinétique

utilisant l'uréase selon les réactions suivantes (Kaplan A, 1984) :

Urease
Urée + H,O + 2 H* 2NHz —»
GLDH
2NH3 + o — cetoglutarate + NADH H.Q#+ NAD" + L-Glutamate

La concentration de l'urée plasmatique est proportionnelle a la disparition du NADH+.
Réactifs

R1 : solution tampon

R2 : hypochlorite de sodium

R3 : étalon urée

-+ & &

R4 : uréase

Préparation des solutions
4+ R1: I’hypochlorite de sodium est a complété avec 100 ml d’eau distillé
+ R2: uréase est a dissoudre dans la solution tampon

Longueur d’onde : 570 nm

Linearité : 4g/1 (il faut faire une dilution % NaCl).

Mode opératoire

Tableau N° 18 : Protocole du dosage d’urée

Blanc Etalon Contréle Echantillon Controéle
Norme pathologie
Etalon -- 10 n - - --
Echantillon -- -- -- --
Réactif  de | 1cc lcc lcc lcc lcc
travail « R1 »
Contréle -- -- 10ul -- --
Norme
Contréle -- -- - -- 10ul
Pathologie
Ré -- -- -- -- --

<+ On mélange bien les tubes, on I’es laisse dans le bain marie 5 minutes a 37°C
4 Apres 5 min d’incubation on ajoute 1cc de réactif R2 dans tous les tubes
< On fait une deuxieme incubation de 5min
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<+ On procéde a la lecture via un spectrophotomeétre (stabilité de la coloration 2 heures a

I’abri de la lumigre)

Acide urique

7. Dosage des transaminases TGO/TGP

+ TGO : Transaminase Glutamo-oxalo-acétique

Aspartate aminotransférase (AST) ou Transaminase Glutamo-oxalo-acétique (TGO)
catalyse le transfert réversible d’un groupe amine de I’aspartate a I’acide a-cétoglutarique en
formant ’acide glutamique et I’acide oxaloacétique.

L’acide oxaloacétique produit est réduit en Malate par Malate déshydrogénase (MDH)
et NADH :

Aspartate aminotransférase

Aspartate + a- cétoglutarate » Glutamate + Oxaloacétate

Malate déshydrogénase
Oxalacétate + NADH + H+ > Malate + NAD+
Le taux de diminution de la concentration de NADH, Mesuré photométriqguement, est

proportionnel a la concentration d’AST présente dans I'échantillon
Réactifs

R1 : solution tampon

R2 : MDH (Malte déshydrogénase)

LDH (lactate déshydrogéenase)

NaOH

= + & &

Solution de travail

On dissout les enzymes de la solution tampon : on laisse les réactifs 15 minutes a 37°C

Longueur d’onde : 340 nm

Linéarité : 262 nm (dilution 1/5 NaCl, 1 volume de sérum pour plus 4 volumes de
NaCl)

Valeurs usuelles du TGO chez le rat Wistar male agé de 8 a 12 semaines est de : 39 a
92UI/L (CHARLES R, 1982).
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+ TGP : Transaminase Glutamo-Pyruvique
Alanine aminotranferase (ALT) ou Transaminase Glutamo-Pyruvique (TGP) catalyse
le transfert réversible d’un groupe amine de 1’alanine a 1’acide a-cétoglutarique en formant
I’acide glutamique et I’acide pyruvique.
L’acide pyruvique produit est réduit en acide lactique par Lactate déshydrogénase
(LDH) et NADH :

Alanine aminotranferase

Alanine + a-cetoglutarate » Glutamate + pyruvate

Lactate déshydrogénase
Pyruvate + NADH + H+ » Lactate + NAD+

»

Le taux de diminution de la concentration de NADH, mesuré photométriqguement, est

proportionnel a la concentration d’ALT présente dans I'échantillon (Murray et al, 1984).

R 1 : solution tampon

R 2 : enzyme (LDH, NaOH)

Solution de travail : on dissout les enzymes dans la solution tampon, la préparation est
mise en incubation pendant 15 min a 37°C.

Méthode de dosage : dans un tube a essai on met 1000 pl du réactif TGP apres
incubation de 10 min au bain marie on ajoute 100 pl de sérum. L’absorbance est lue
immédiatement a 340 nm.

Valeurs usuelles du TGP chez le rat Wistar male agé de 8 a 12 semaines est de : 17 a
50UI/L (Charles R, 1982).

9. Glycémie

Le glucose est mesuré aprés une oxydation enzymatique en présence du glucose
oxydase. Le peroxyde d'hydrogéne formé réagit grace a l'action catalytique d'une peroxydase,
avec un phénol et la 4- amino-phénazone pour former un composeé rouge violet de quinonéimine

qui sert d'indicateur coloré, selon les réactions suivantes (Barham D et Trinder P, 1972) :

GOD
B- D Glucose + Oz + H20 » Acide gluconique + H20>
POD
2H>0> + Phénol + 4- aminophénazone » Quinéimine + 4 H>O
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Réactifs

+ R1: solution tampon (tampon, phénol)

+ R2: Enzymes (glucose oxydase, peroxydase, Amino 4-antyperine)

+ R3:standard (glucose)

Préparation de la solution

On dissout le R2 « glucose oxydasse » dans la solution tampon R1, n met le réactif dans
un flacon sombre a 1’abri de la lumiére

Stabilité du réactif de travail : 8 semaines a 20-25 °C, ou 8 mois a 2-8 °C

Longueur d’onde : 505 nm, température : 37°C

Tableau N°19 : Protocole du dosage de la glycémie

Blanc Standard Controle Echantillon | Controle
(étalon) Norme (sérum) Pathologie
Standard -- 10 pl -- -- --
(R3)
Echantillon | -- -- -- 10 ul --
Réactif de lcc (1000ul) | 1cc lcc lcc 1cc
Travail
Contréle -- -- 10 pl -- --
Norme
Contréle -- -- -- -- 10 ul
Pathologie
On laisse les 5 tubes au bain marie 10 minutes a 37 °C « incubation », puis on fait la

lecture sur le spectrophotomeétre (la coloration est stable 30 min)
Linéarité : la méthode est linéaire jusqu’a 5-6 g/l
Si la concentration en glucose est supérieur a 5g/l, recommencer le dosage sur
I’échantillon dilué a % avec une solution de NaCl a 9 g/I. multiplier le résultat par 2.
10. Protéine C-réactive
La protéine C-réactive (CRP) est une protéine de la réaction inflammatoire dont le nom
est li¢ a sa propriété d’étre précipitable par un polysaccharide pneumococcique de type C en
présence de calcium ionisé (Pachot M et al, 2006).
Réaction immunitaire entre antisérums CRP liés aux particules latex avec la protéine C
contenue dans le sérum en cas d’une infection.
Le réactif de latex PCR direct est constitué d’une suspension de particules de
polystyréne sensibilisées avec des gammaglobulines anti-PCR humaine, lorsque le réactif entre
en contact avec le sérum, une réaction antigene-anticorps se produit, se traduisant par

I’agglutination des particules de latex qui forment des agrégats facilement visibles
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Réactifs
4+ Réactif de latex

Mode opératoire

Apres centrifugation, on sépare le sérum sanguin, dans la plaque on met 40ul du sérum + une

goutte de réactif, on mélange le sérum avec le réactif pendant 3min.

+ S’il n’y a pas une agglutination, le résultat est négatif

+ S’il ya une agglutination, le résultat est positif, dans ce cas on réalise la dilution

On prend six tubes :

v

v
v
v
v

Le premier tube : 100ul de I’eau physiologique + 100l de sérum

Le deuxieme tube : 100ul de I’eau physiologique + 100ul du mélange du premier tube
Le troisieme tube : 100ul de I’eau physiologique + 100ul du mélange du deuxiéme tube
Le quatrieme tube : 100ul de I’eau physiologique + 100ul du mélange du troisiéme tube
Le cinquieme tube : 100ul de I’eau physiologique + 100ul du mélange du quatriéme
tube

Le sixieme tube : 100ul de ’eau physiologique + 100ul du mélange du cinquiéme tube
On prend 40ul de chaque tube + une goutte de réactif

11. Total Protéine

Les protides totaux, que I’on nomme également protidémie ou protéinémie, désignent la

concentration de protéine dans le plasma sanguin.
Réactif :

4+ R1:NaOH : milieu alcalin

4+ R2:CuSO;s : Sulfate de cuivre

+ R3: lodure de Sodium, potassium

Mode opératoire

Tableau N°20 : Protocole du dosage de protéine totale

Blanc Etalon Contrdle Echantillon | Contrdle
norme pathologie
Etalon -- 25yl - - --
Echantillon | -- -- -- --
Réactif  du | 1500ul 1500pl 1500pl 1500pl 1500pl
travail
Contréle -- -- 25ul -- --
norme
Controle - -- - -- 25ul
pathologie
Incubation pendant 10 min a 25 °C
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12. Bilan lipidique
1. Cholestérol total

L’évaluation du taux du cholestérol total dans le sang a été faite par des dosages
enzymatiques selon la méthode de Fasce (1982).

Le cholestérol estérase hydrolyse les esters. H202 est formé dans I’oxydation
enzymatique consécutive du cholestérol par le cholestérol oxydase selon les réactions
suivantes :

CHE : Cholestérol estérase
Cholestérol ester + H202
CHOD: Cholestérol Oxydase
Cholestérol + O »  Cholesten-3-on + H202.
POD: Peroxydase

» Cholestérol+ acides gras.

2H202 + phénol + 4-aminoantipyrine
Réactif :
+ R1 : tampon pH 6,9 phénol
+ R2: enzymes : Cholestérol estérase (CHE) Cholestérol oxydase (CHOD) Peroxydase
(POD) 4 - Aminophénazone (4-AF)
4+ R3: Cholesterol CAL

Préparation de la solution (RT) : Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes R 2 dans un

-»>quinonneimine + 4H20.

1 flacon de tampon R 1. Refermer et mélanger doucement jusqu’a ce que le contenu soit dissout
Stabilité de la solution : 4 mois au réfrigérateur (2-8°C) ou 40 jours a 15-25°C.
Mode opératoire

Tableau N°21 : Protocole du dosage du cholestérol total

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon pl -- 10 --
Echantillon pul -- -- 10
Longueur d’onde 550 nm

Mélanger et incuber pendant exactement 5 minutes a 37°C ou 10 min a température ambiante.
Lire ’absorbation (A) du patron et I’échantillon, en comparaison avec le blanc du réactif. La
couleur reste stable pendant au moins 60 minutes.

ABS échantillon —ABS blanc x 200 (concentration de 1’étalon) = mg/dL de cholestérol

ABS étalon — ABS blanc

79



CHAPITRE3 MATERIELS ET METHODES

Facteur de conversion : mg/dL x 0,0258= mmol/L.

2. Triglycérides

L’échantillon de triglycérides incubé avec lipoprotéinlipase (LPL), permet de libérer le

glycérol et des acides gras. Le glycérol est transformé en glycérol-3-phosphate (G3P) et
adenosine diphosphate (ADP) par le glycérol kinase (GK) et I’ATP. Glycérol-3-phosphate
(G3P) est ensuite transformé par le glycérol phosphate déshydrogénase (GPO) en
dihydroxyacétone phosphate (DAP) et peroxyde d’hydrogéne (H202).

Dans la derniére réaction, le peroxyde d’hydrogéne (H202) réagit avec 4 amino-phénazone
(4-AP) et p-chlorophénol en présence de peroxydase (POD) pour donner une couleur rouge :

Lipoprotéinlipase

Triglycérides + H20 » Glycérol +acide gras
Glycérol kinase
Glycerol + ATP » G3P+ ADP
Peroxydase
H202 + Chloro-4-Phénol + 4-AP » Quinone + H20

L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la quantité de triglycérides

4

contenue dans I’échantillon du sérum

R1 : tampon PH 7.5

R2 : enzymes : Lipoprotéine lipase (LPL) Glycérol kinase (GK) Glycérol-3-oxydase (GPO)
Peroxydase(POD) 4 — Aminophénazone (4-AF) ATP.

R3 : Triglycérides cal

Preparation de la solution (RT): Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes R 2 et un
flacon de tampon R 1. réactif de travail (RT): Reconstituer le contenu d’une capsule d’enzymes
R 2 dans 10 mL de tampon R 1. Refermer et agiter doucement jusqu’a ce que le contenu soit
dissout. Stabilité du R:: 6 semaine au réfrigérateur (2-8°C) ou une semaine a 15-25°C.

Tableau N°22 : Protocole du dosage des triglycérides

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon pl -- 10 -
Echantillon pl -- - 10
Longueur d’onde 550 nm

.Mélanger et incuber 5 minutes a 37°C ou 10 min & température ambiante.

80



CHAPITRE3 MATERIELS ET METHODES

13. Electrophorése des protéines sérique

L'électrophorese des protéines sériques permet la séparation des protéines du sang, sous

I'influence d'un champ électrique. Elle permet de mettre en évidence des protéines anormales

et de détecter une augmentation ou une baisse anormale de protéines dans le sang.

Mode opératoire
Le systeme CAPILLARYS est un instrument multiparamétrique automatique qui assure

I’analyse des protéines sériques sur 8§ capillaires en parallele selon les étapes suivantes :

+*

- + & &

e

+*

Lecture des codes-barres des tubes primaires (jusqu’a 8) et du portoir ;

Dilution des échantillons a partir des tubes primaires ;

Lavage des capillaires ;

Injection des échantillons dilués ;

Déparation et détection directe des protéines sur les capillaires.

Les étapes manuelles sont les suivantes :

Mise en place des tubes primaires dans les portoirs ; ¢ introduction dans le systéme
CAPILLARYS;

Récupération des portoirs apres analyse

Les échantillons de sérum sont utilisés directement sans dilution

o
+*

+*
+*

Préparation de ’analyse électrophorétique

Mettre CAPILLARYS et ’ordinateur de contrdle sous tension.

Démarrer le logiciel, I’automate est alors automatiquement initialisé.

Utiliser le kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 avec le programme d’analyses
"PROTEIN(E) 6". Pour sélectionner le programme d’analyses "PROTEIN(E) 6" et
mettre en place le flacon de tampon CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 sur I’appareil,

Le portoir posseéde 8 emplacements pour tubes. Placer jusqu’a 8 tubes primaires sur
chaque portoir, en prenant bien soin de laisser le codebarres de chaque tube en face de
sa fenétre de lecture. IMPORTANT : Si le nombre de tubes a analyser est inférieur a 8,
compléter le portoir par des tubes contenant de 1’eau distillée ou déminéralisée.

Placer une barrette de dilution neuve sur chaque portoir. En cas d’absence de barrette,
le portoir est éjecté. 6. Introduire le (ou les) portoir(s) complet(s) dans le systeme
CAPILLARYS par Dlorifice d’entrée situ¢ au milieu de I’appareil. Treize portoirs
peuvent étre introduits successivement et de nouveaux portoirs pourront étre introduits
en continu au fur et a mesure des analyses. Lors de I’utilisation d’un sérum de contrdle,

utiliser le portoir n° 0 spécifique prévu a cet effet.
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+*

-

= =

+ #

Retirer du plateau de sortie, situé a gauche de I’appareil, les portoirs dont le contenu des
tubes a déja été analysé.

Retirer avec précaution la barrette de dilution usagée et la jeter.

Dilution, migration, description des séquences automatiques

Lecture des codes-barres des tubes primaires d’échantillon et du portoir.

Dilution des sérums dans le tampon d’analyse, avec ringage de I’aiguille de prélévement
entre chaque dilution.

Lavage des capillaires.

Injection des echantillons dilués dans les capillaires.

Migration a voltage constant en température régulée par effet Peltier, pendant environ
4 minutes.

Lecture a 200 nm et apparition simultanée du profil protéique sur I’écran de 1’ordinateur

TRAITEMENT DES DONNEES

D¢s la fin de I’analyse, la quantification relative des fractions est automatiquement

effectuée et les profils peuvent étre analysés. A partir de la concentration totale en protéines de

I’échantillon, il est alors possible de calculer les concentrations de chaque fraction. Les profils

électrophorétiques sont analysés visuellement pour détecter les anomalies. Les profils sont

présentés par défaut en mode redessiné : ce mode rapproche la fraction alpha-1 du pic

d'albumine. En option, le mode standard permet d'afficher la courbe initiale ou courbe brute.
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CHAPITRE 4 RESULTATS ET DISCUSSION

I.  Profile épidémiologique des patients atteints de myélome multiple
a) Répartition selon I’age
L’age moyen des patients de la série étudiée au moment du diagnostic est de 62 ans avec
des extrémes d’age allant de 40 et 70 ans, la fréquence la plus élevée a été enregistrée dans la

tranche d’age comprise entre 61 et 70 ans avec 40% des cas.

Pourcentage des patients

Figure N° 30 : Histogramme représentant la répartition des patients selon I’Age.

b) Répartition selon le sexe

Notre série comprend 53 sujets de sexe masculin et 47 de sexe féminin, soit
respectivement 53% et 47 % de I’ensemble des cas. La sex-ratio globale (H/F) est de 1,13 au

profit d’hommes.

B Homme

® Femme

Figure N° 31 : Répartition des patients selon le sexe.
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c) Distribution en fonction du sexe et des tranches d’age

25% 22%
wv
‘q.:‘; 20% - 18% 18%
o— 0,
§ ) 16%
n 15% -
o
g B Hommes
S 10% v 7%
S ° 5o 6% B Femmes
o (]
3 5% -
8 ° 2% 2%
0% f

40-50 51-60 61-70 >7
Age

Figure N° 32 : Histogramme représentant la répartition des patients en fonction du sexe
et des tranches d’age.
La distribution en fonction du sexe et des tranches d’ages faisait apparaitre :
> Un pic de fréquence entre 61-70ans.
» Une prédominance masculine dans les tranches d’age allant de 29ans a 70ans et une
prédominance féminine pour les patients agées plus de 70ans.

d) Circonstances de découverte :

rénales

infectieuses

hématologiques

Altération de I'état général

douleurs osseuses

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figure N°33 : Répartition selon les circonstances de découverte

Les douleurs osseuses étaient le principal motif de consultation dans notre étude,

elles ont été retrouvées chez 55 cas, soit 55% des cas.
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Au moment du diagnostic, 35% (35 cas) des malades présentaient une altération
de I’état général dont les signes cardinaux sont : asthénie, anorexie, amaigrissement, fébricule
et sueurs vespérales. D’autres part, Les manifestations hématologiques étaient révélatrices chez
40 patients, soit 40%, dominées par le syndrome anémique, représentées essentiellement par la
paleur cutanéo muqueuse et 1’asthénie, une dyspnée d’effort et des palpitations.

Le syndrome infectieux a été observé dans 36 cas soit 36%, de localisation
différente, représenté essentiellement par les pneumopathies et les infections urinaires

Les manifestations rénales étaient révélatrices chez 27 cas, soit 27% dominées par
I’insuffisance rénale.

e) Protidémie

50% 45%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

37%

18%

Pourcentage des patients

<80 80-100 >100
le taux de protéine

Figure N°34 : Histogramme représentant la répartition des patients selon le taux de la
protidémie.

f) Electrophorése des protéines sériques

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
o ]

pic en gamma globuline pic en beta globuline pic en Alpha2 globuline

Figure N° 35 : Histogramme représentant la répartition des patients selon la migration
du pic monoclonal en électrophoreéses des protéines sérique.
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L’¢lectrophorése des protides est un examen indispensable au cours du MM qui
révéle souvent une hyperprotidémie, surtout lorsque le MM secréte des immunoglobulines
entieres.

Conformément a la littérature notre étude montre la prédominance des
paraprotéines migrant en zone gammaglobuline avec 70% suivi par les paraprotéines migrant
en betaglobuline avec 45% et avec 39% des paraprotéines migrant en alpha2-globuline.

g) Immunofixation des protéines sériques et urinaires

L’immunofixation précise le caractére monoclonal de la gammapathie et
détermine son type immunochimique. Elle précise aussi le déficit en Ig normale associé. Le
caractere monoclonal est précisé par 1’existence au niveau de la para protéine d’un seul type de

chaine légéere Kappa ou Lambda.

70%

60%

50%

40%

30%

30%

Pourcentage des patients

20%

9%
10%

0%

IgA Cl

Ig monoclonal

Figure N° 36 : Histogramme représentant la répartition des patients selon I’isotype du
myélome multiple.
On constate que 61% des patients sont de type 1gG, 30% de type IgA et 9% de
type Chaines légeres (CL).

Tableau N° 23 : Répartition des patients selon le type de chaine légére.

Type de la Type kappa Type lambda Rapport
chaine légére lgG IgA CL 1gG IgA CL kappa/Lambda
Nombre de cas 40 22 4 21 8 5 1.94
Total 66 34
Pourcentage(%) 66% 34% 1.94%
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Dans notre série la chaine légére kappa 66 cas (66%) est plus représentée que la chaine

légeére lambda 34 cas (34%) avec un rapport k/A de 1.94.

v" CL Kappa

On constate que les patients ayant un IgG Kappa sont en téte de liste avec 40% ensuite
IgA Kappa, CL Kappa avec 22% et 4 % des patients.

v' CL Lambda
Les patients ayant un 1gG Lambda sont les plus rencontrés avec 21% des cas, ensuite IgA
Lambda et CL lambda avec 8% et 5% des patients

h) Calcémie

50%

45%

45%
40%
35%
30%
25%

21%

20%
15%

Pourcentage despatients

10%

5%

0%
<105 105-120 >120
le taux de Calcémie

Figure N° 37 : Répartition des patients selon le taux de la Calcémie

Le dosage de la calcémie fait partie des examens systématiques dans le bilan initial
et la surveillance du MM. Une hypercalcémie est due a I’hyperrésorption ostéoclastique. Le
taux de la calcémie est variable, il peut atteindre des chiffres trés importants>150mg/I,
responsable alors de signes de déshydratation, de troubles neurologiques, cardiaques et rénaux
De ce fait, elle est considérée parmi les causes essentielles de I’insuffisance rénale au cours du
MM

Dans notre étude, I’hypercalcémie a été notée dans 66 cas, soit 66%, dont 21

avaient une hypercalcémie majeure (supérieure a 120mg/I).
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i) Albuminémie

54% 53%
52%
50%
48%

46%

Pourcentage despatients

44%

>35
le taux d'albumine

Figure N° 38 : Répartition des patients selon le dosage de I'albumine.

j) Béta-2 microglobuline

70% 65%

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

Pourcentage des patients

10% -

0% -
<3,5 >3,5
dosage de la Béta-2 microglobuline

Figure N° 39 : répartition des patients selon le dosage de la Béta-2 microglobuline.
Tous les sujets inclus dans notre étude ont bénéficié du dosage de la béta-2
microglobuline, une augmentation significative a été trouvée chez 35 patients, soit 35%.
k) Protéinurie

Tableau N° 24 : Répartition des patients en fonction de la protéinurie.

Protéinurie PU de 24 h (mg/24h) PU de Bence Jones
<150 >150 + -
Nombre de cas 60 40 27 73
Pourcentage (%) 60% 40% 27% 73%

88



CHAPITRE 4 RESULTATS ET DISCUSSION

La protéinurie des 24h ainsi que la protéinurie de Bence Jones (PBJ) urinaire ont
été recherchées chez nos patients. La protéinurie était pathologique chez 40 cas soit 40% La
PBJ était positive dans 27 cas soit 27 % des cas, négative dans 73 cas soit 73 %.

I) Lactate déshydrogénase (LDH)

50%
45% -
40% -
35% -
30% -
25% -
20% -
15% -
10% -
5% -
0% -

Pourcentage des patients

<200 200-460 >460

taux de LDH

Figure N° 40 : Histogramme représentant la répartition des patients en fonction de la
LDH

La LDH était supérieur a 200 chez 54 patients soit 54% dont 15 cas avaient une
LDH supérieur a 460 U/L.

m) Creéatinémie

80% 73%

70% -

60% -

50% -

40% -
27%

30% -

20% -

Pourcentage des patients

10% -

0% -
<20 >20

taux de créatinine

Figure N° 41 : Répartition des patients selon le taux de créatinine
Le dosage de la créatinine est aussi un examen essentiel dans la surveillance du

MM. Mesurer le taux de la créatinine dans le sang révele la qualité de fonctionnement rénale.
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Les personnes atteintes d’un myélome multiple ont un taux de créatinine élevé
présentent un pronostic plus sombre. Dans notre étude 27% des patients ont un taux élevé de la
créatinine (supérieure a 20mg/l), ce qui signifie un mauvais fonctionnement rénal.

n) Protéine C réactive (CRP)

80%
u 70%
c
2 60% -
@©
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Q
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<6 >6
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Figure N° 42 : Répartition des patients selon le taux de CRP
0) Vitesse de sédimentation (VS)
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45%
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Figure N° 43 : Histogramme représentant la répartition des patients selon le taux de la

VS (mm a la 1ére heure).

La VS a la 1 ére heure était accélérée chez 83% des cas.
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p) Formule de la numération sanguine (FNS)

100%
90%
80%
70%
60%
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40%
30%
20%
10%

0%

90%

B Hémoglobine

B Globules blancs
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NORMES< NOMRES > NORMES

Figure N° 44 : Histogramme représentant les taux d'Hb, GB, PLQ chez les patients
atteints de MM

On remarque que le nombre des patients ayant un taux d’hémoglobine (Hb)
inférieur aux normes est trop élevé (soit 90% des cas) et ils développent une anémie
normochrome normocytaire. D’autre part, La leucopénie a été notée chez 40% des cas par
contre I’hyperleucocytose a été notée chez 20 % des cas. La thrombopénie a été retrouvée chez
40% des cas.

g) Myélogramme

Le myé¢logramme permet [I’évaluation quantitative et qualitative de Ila

plasmocytose médullaire et ¢a représente une étape décisive de la démarche diagnostic d’un

myélome multiple.

49%

50% 1 41%

40% -

30% -

20% -
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Pourcentage des patients
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<10% 10-30% 31-60% >60

pourcentage des plasmocytes medullaires

Figure N°45 : Répartition des patients selon le pourcentage des plasmocytes médullaire.
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Le myélogramme a été réalisé chez tous nos patients. 1l a montré que 97% des
patients ont une richesse cellulaire des plasmocytes médullaires anormale. La plupart sont
dystrophique dont I’infiltration des plasmocytes est de 10 a 30 % retrouvé chez 49% des cas et
entre 30 & 60% chez 41% des cas. 7% entre eux ont une richesse normale.

Il. Etude épidémiologique sur la place de I’autogreffe dans la prise en

charge des patients atteints de Myélome multiple
a. Répartition selon le sexe

La figure N°46 représente la répartition selon le sexe. Une prédominance masculine est
retrouvée dans notre série en effet sur 319 patients nous avons 195 hommes avec un pourcentage

de 61% et 124 femmes avec un pourcentage de 39%.

= HOMME = FEMME

Figure N° 46 : Répartition des patients selon le sexe
b. Répartition selon I’Age
La repartition des patients atteints de myeélome multiple ayants subi une autogreffe est
représentée sur la figure N°47. L’age moyen est de 53 ans avec des extrémes allant de 27ans a

72 ans, la répartition des patients retrouve un pic dans la tranche d’age 46-60 ans.

70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
100 . .
0.0 S—

<=30 31-45 46 - 60 >61

Figure N° 47 : Répartition selon I’Age
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c. Répartition selon le statut post greffe 1 et statut & 100 jours

Le tableau suivant représente la répartition des patients des selon le statut post greffe 1
et le statut aprés 100 jours, dans notre étude la majorité des patients sont dans un état de réponse
compleéte pour les deux statuts et rechute pour le statut post greffe 1 (30.1%).

Tableau N° 25 : Répartition selon le statut post greffe 1 et statut a 100 jours

RC 32
Rechute 30.1
Décédé 3.1
VGPR 11
Rechute biologique 1.3
Progression 1.9
Perdu de vue 20.6
RC 49.5
VGPR 30.7
Décédé 2.5
Progression 1.3
Perdue de vue 16

d. Influence du sexe sur le statut a 100 jours
La figure suivante représente la corrélation entre le sexe et le statut a 100 jours, nous
avons utilisé le test de Khi-deux. Les résultats obtenus sont tres significatif avec p<0.01.

nombre de cas

HOMME FEMME
SEXE

M STATUTaJ100 =RC = VGPR = DECEDE PROG

Figure N° 48 : Corrélation entre sexe et statut a 100 jours
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RC : Réponse complete, VGPR : Réduction du composant monoclonale inférieure a
90%, PROG : Progression.

e. Influence de I’age sur le nombre de CD34+

Le nombre de cellules souches CD34+ pour ’autogreffe est trés important car celles-ci
vont étre prélevées et congelées ensuite réinjectées aux patients a condition que leur nombre
soit en quantité trés importante. Les résultats obtenus sont trés significatif avec un p<0.01 et

montrent que le nombre de ces cellules diminue avec I’augmentation de 1’age.
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Figure N° 49 : Corrélation entre I’age et le nombre de CD34+

f. Influence de la cryothérapie sur la durée de vie
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Figure N° 50 : Corrélation entre durée de vie et cryothérapie
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La figure N°50 représente la corrélation entre la cryothérapie et la durée de vie, les
résultats obtenus sont hautement significatif avec un p<0.0001.

g. Influence de I’age et le sexe sur la durée de vie

La figure ci-dessous représente 1’évaluation de la durée de vie aprés I’autogreffe des
cellules souches hématopoiétiques. L’analyse des données montre une survie globale de cing

ans.
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Les moyennes non estimées ne sont pas tracées.

Figure N° 51 : Durée de vie entre I’Age et le sexe
I1l.  Enquéte ethnobotanique sur I’utilisation de pissenlit dans la région
Quest d’Algérie

a. connaissance de la plante

Connaissez vous la plante

"yes ® no

Figure N° 52 : Distribution selon la connaissance de la plante
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b. Description de la population questionnée

L’utilisation de pissenlit est répandue chez toutes les tranches d’age avec un pic pour
les personnes &gées entre 20 et 40 ans, I’age moyen est de 42 ans avec des extrémes allant de
20 ans a 89 ans. Par contre chez les personnes agées de plus de 65 ans 'utilisation de la plante
est trés réduite. Les hommes et les femmes ont été concernés par cette enquéte en effet 56% des
personnes questionnés sont des femmes tandis que 44% sont des hommes (Tableau N°26).

Par ailleurs, I’analyse des données montre que la majorité des personnes utilisatrices de
la plante sont des universitaires avec un pourcentage de 45.8% viennent ensuite les niveaux
secondaire, primaire et analphabete avec un faible pourcentage de 4%.

L’utilisation de la plante est plus répondue chez les citadins avec un pourcentage de
71% contre 29% des personnes villageois. Nos résultats montrent que la plante est beaucoup
plus utilisée par les personnes mariées avec un pourcentage de 73% tandis que 27% personnes
sont célibataires.

Tableau N° 26 : répartition de la population questionnée

Parametre Variables N %
Age 20 a 40 ans 483 48,3
40 a 60 ans 351 35,1
Plus de 60 166 16,6
ans
Sexe Femme 560 56
Homme 440 44
Niveau Sans niveau 40 4,0
d’éducation Primaire 163 16,3
Secondaire 338 33,8
Universitaire 458 45,8
Lieu de Ville 710 71
résidence Village 290 29
Répartition Célibataire 270 27
selon la situation Marié 730 73
familiale
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Dans notre région d’étude plus de 50% des personnes préferent la médecine
traditionnelle ainsi que les femmes sont plus concernées par la médecine alternative avec un
pourcentage de 51% (figure N°53). La plante est beaucoup plus utilisée dans la médecine et peu
utilisée dans le domaine industriel et cosmétique en effet la majorité des études portent sur les
différents effets thérapeutiques (figure N°54).
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e
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Figure N°53 : répartition des fréquences entre  Figure N°54 : Répartition selon le
médecine moderne et traditionnelle domaine d’utilisation

C. Description du mode d’utilisation de la plante

Tableau N° 27 : Répartition selon le mode d’utilisation

Nombre Pourcentage %
Oui | Non | Non Oui | Non | Non
répandu répandu
Partie utilisee Fleur 313 | 110 |573 31 11 58
Racine 273 | 160 | 567 27 16 57
Graine 189 | 233 |578 19 23 58
Etat de la plante | Fraiche 212 | 149 | 839 21 15 64
Seche 293 | 151 | 550 29 16 55
Mode de Infusion 230 | 130 | 640 23 13 64
préparation Macération 111 | 248 |641 11 25 65
Cataplasme 89 271 | 640 9 27 64
Décoction 111 | 245 | 644 11 25 64
Autre 149 | 269 |582 15 27 58
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Mode Orale 281 |79 640 28 08 64
d’administration | Inhalation 37 323 | 640 4 32 64
Autre 201 | 244 | 555 20 24 56
Pathologies Dermatologique | 119 | 238 | 563 12 24 56
traitées Rénal 114 | 245 |641 11 25 64
Respiratoire 75 284 | 680 8 28 68
Hématologique | 219 | 139 |642 22 14 64
Meétabolique 96 262 | 642 10 26 64
Gastrique 194 | 176 | 630 19 18 64

d. Répartition selon la posologie

M Pinceée
= Poignée

M Cuillére

Figure N° 55 : Distribution selon la posologie utilisee
e. Répartition selon les effets secondaires

M oui

® non

Figure N° 56 : Répartition selon les effets secondaires
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f. Efficacité de la plante

9.70%

\

28.70%
61.60%

Cimportante [Imoyenne MEfaible

Figure N°57 : Répartition selon I’efficacité de la plante
IV. Caractérisation de la plante

a. Rendement d’extraction

Tableau N°28 : Rendement d’extraction ethénolique

Extrait Rendement %
Feuilles 31
Racines 26

b. Screening phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les différents extraits éthanolique
de pissenlit sont regroupés dans le tableau N° 30 et le tableau N° 31. Ces résultats sont basés
sur des phénomenes de coloration ou bien de précipitation, la teneur de la substance recherché
et proportionnelle a I’intensité du précipité et a la coloration.

Tableau N° 29 : Screening phytochimique des racines

Parameétre Positif (+) Négatif (-)
Alcaloides +

Flavonoides +

Terpenoides +

Stéroides +

Tanins +

Saponosides + -
Quinones -
Anthraquinones -
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Tableau N° 30 : Screening phytochimique des feuilles

Parametre Positif (+) Négatif (-)
Alcaloides -
Flavonoides +

Terpenoides +

Stéroides +

Tanins +

Saponosides +

Quinones +

Anthraquinones +

c. Dosage des phénols totaux

La quantification des polyphénols, des flavonoides et des tanins a été déterminée a partir
des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimé successivement
en mg équivalent d’acide gallique et mg équivalent de catéchine par g de la matiére séche. Les
courbes d’étalonnages ont été réalisées a différentes concentrations dans les mémes conditions

que les extraits.

3.0

2.5
y =0.0127x + 0.1405

R*=0.9952

2.0

15 -~

1.0

05 |

0.0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentrations d'acide galique en mg/ml

Figure N° 58 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique
L’extrait de feuilles possede une teneur plus élevé en phénols totaux par
rapport a I’extrait de racines. Cependant la teneur en phénols totaux est de 53.56 mg/AGA dans

les feuilles et 39.65 mg AGA/ ml E dans les racines.
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d. Dosage des flavonoides

1.8
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1.4 y =0.0075x +0.0729
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Figure N° 59 : Courbe d’étalonnage de la catéchine
La teneur en flavonoides dans les feuilles est 100.81 catéchine/ mIE par contre elle
faible dans les racines avec un taux de 50.15 mg catéchine/ miE.

e. Dosage des tanins condensés

1.8

1.6

1.4 y=0.0075x+0.0729 ..
R?=0.9950

1.2

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Concentration de catéchine en mg/I

Figure N° 60 : Courbe d’étalonnage de la catéchine
La quantité des tanins observés dans les feuilles égale a 227.95 mg/catechine et

celle des racines égale a 233.88.
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f. Evaluation de P’activité antioxydante (DPPH)

<+ Racines
% inhibition % inhibition

80 100
70 y=19.831x + 8.0197 y =25.85x + 17.5
0 R?=0.9909 -+ 80 R*= k‘#
50 60 /
40 /
30 40 /
20 20 [
10

0 0

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Figure N°61 : Dosage DPPH extrait de racines Figure N° 62 : Dosage DPPH extrait de
feuilles
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Figure N° 63 : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique

Tableau N° 31 : Activité antioxydante des extraits éthanolique des feuilles et des racines

de pissenlit
Matériel végétal IC50
Feuilles 2.12 mg/ml
Racines 1.25 mg/ml
Acide ascorbique 0.13 mg/mi

Les résultats obtenus par le test DPPH montrent que les extraits éthanolique de
feuilles et de racines de pissenlit possédent un pouvoir antioxydant important. Cependant cette
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activité antioxydante est confirmée par une faible valeur IC50 qui varie entre 1.25 mg/ml et
2.12 mg/ml.
g. Spectrophotométrie d’absorption Atomique (SAA)
i. Zinc

Tableau N°33 : Evaluation du taux de zinc dans I’extrait de racines de pissenlit

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
Extrait de racines de pissenlit 0.1896 0.1172

Abi=1,6178Conc+0.00000
r=0.9971
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Figure N° 64: Courbe d’étalonnage du zinc
ii.  Calcium

Tableau N°32 : Evaluation du taux de calcium dans I’extrait de racines de pissenlit

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
Extrait de racines de pissenlit | 0.4221 22.1734
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Abz=0.013036Conc+0.00000
r=0.9344
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Figure N° 65 : Courbe d’étalonnage du calcium
iii.  Manganese

Tableau N°34 : Evaluation du taux de manganése dans I’extrait de racines de pissenlit

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
Extrait de racines de pissenlit | 0.0451 0.1119

Abg=0.40306Conc+0.00000
r=0.9972
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Figure N° 66 : Courbe d’étalonnage du manganése
iv.  Magnésium

Tableau N° 35 : Evaluation du taux de magnésium dans I’extrait de racines de pissenlit

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
+++Extrait de racines de 1.7024 1.7223
pissenlit
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Figure N° 67 : Courbe d’étalonnage du magnésium
v. Fer

Tableau N° 36 : Evaluation du taux de fer dans I’extrait de racines de pissenlit

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
Extrait de racines de pissenlit | 0.3378 3.0010

Abz=0.11256Conc+0.00000
r=0.9336

0,000 AP e e e
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Figure N° 68 : Courbe d’étalonnage du fer
vi.  Cuivre

Tableau N° 37 : Evaluation du taux de cuivre dans I’extrait de racines de pissenlit

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
Extrait de racines de pissenlit | 0.0542 0.1335
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&bz=0.405933Conc-+0.00000
r=0.3335
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Figure N° 69 : Courbe d’étalonnage du cuivre
vii.  Molybdéne
Tableau N° 38 : Evaluation du taux de molybdene dans I’extrait de racines de pissenlit

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
Extrait de racines de pissenlit | -0.0012 0
0.0035
Absorbance
0.003 ..
0.0025 y = 0.0029x - 2E-05 .
' R?=0.9999
0.002
0.0015 .
0.001
-‘.--.
0.0005
[ )
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Figure N° 70 : Courbe d’étalonnage du molybdéne
viii.  lon Potassium K*

Tableau N° 39 : Evaluation du taux des ions de sodium dans P’extrait de racines de

pissenlit
Echantillon Concentration p/ml
Extrait de racine de pissenlit 28.465
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Figure N° 71 : Courbe d’étalonnage des ions de sodium

ix. Potassium NA*
Tableau N° 40 : Evaluation du taux des ions des ions de potassium dans I’extrait de

racines de pissenlit

Echantillon Concentration pl/ml
Extrait de racine de pissenlit 35.084
DOSAGE NA+

9—Seriesl

Axis Title

Linear (Series1)

5 10 15
Axis Title

Figure N° 72 : Courbe d’étalonnage des ions de potasium

V. Evaluation de la toxicité aigué des racines de pissenlit (Taraxacum

officinale)
1. Evaluation des signes relatifs a la toxicité aigiie d’extrait de racines de pissenlit

Les signes de toxicité et le taux de mortalité enregistrés chez les rats soumis a I’injection

intrapéritonéale d’extrait de racines de pissenlit sont représentés dans le tableau N°41
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Tableau N° 41 : Comportement et signes de toxicité

Lot Groupe Groupe Groupe Groupe Groupe
Dose mg/kg 400 800 1600 2000 Ethanol 5%
Comportement normal + + - - +
Démarche anormale - - + + -

Activité réduite - + + + -

Difficulté de respiration - - - - -

Coma - - + + _

Blood in urine - - - - -

Mortality - + + ¥ _

Gonflement de la partie

d’injection

(+ signifie présence, - signifie absence).

2. Evaluation des parameétres biochimiques

a) Evaluation du taux de la créatinine et de I’urée

La figure ci-dessous représente I’évaluation d’effet d’extrait de racines de pissenlit sur

les paramétres rénaux. Le taux de la créatinine chez les rats traités avec 1’extrait n’a présenté

aucune différence significative par rapport aux témoins.

D’apres cette analyse on note une différence tres significative entre le groupe 1 et groupe

3 (témoin) et une différence significative entre les groupes 2 et 3.

O B N W » U1 O N 00 VO

L

= groupel

taux de créatinine
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* %k

*

taux urée

Figure N° 73 : Evaluation du taux de la créatinine (mg/dl) et urée (g/dl).
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Les résultats sont représentés en moyenne et écart type, * différence significative
(p<0,05), **différence trés significative (p<0,01).
Groupe 1 : dose 400mg, groupe 2 : dose 800mg, groupe 3 : témoin.
b) Evaluation des transaminases
Concernant le taux des ASAT, nous avons enregistré un résultat significatif entre le
groupe 1 et 3 avec p<0.05 et une différence tres significative entre le groupe 2 et le groupe 3.
Concernant le taux de ’ALAT la différence été hautement significative entre les différents

groupes. Une augmentation de ’activité des ALAT a été observé chez les groupes 1 et2 (figure
N°74)
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Figure N°74 : Evaluation du taux ASAT et ALAT (UI)
* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence

hautement significative (p<0,001).

c) Evaluation de la glycémie
L’analyse statistique des résultats obtenus lors de 1’évaluation du taux de la glycémie
montre une différence significative pour I’ensemble des groupes. Nous avons enregistré une
hypoglycémie chez les rats traités avec une dose de 800mg par rapport au témoin (figure N°
75).
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GLYCEMIE
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Figure N° 75 : Evaluation du taux de glycémie g/l
* différence significative (p<0,05), **différence tres significative (p<0,01),
***différence hautement significative (p<0,001).
d) Evaluation du profil lipidique

La figure N° 76 résume la variation de quelques parametres lipidiques (cholestérol
total et triglycérides) des rats qui ont recu I’extrait comparés aux rats témoins.
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Figure N° 76 : Evaluation du taux de cholestérol total et des triglycérides chez les
rats traités par extrait de racines de pissenlit.

L’administration de I’extrait de racine n’a induit aucun effet toxique sur les parametres
lipidiques. Cependant, aucune différence significative n’a été constatée. Bien que les valeurs
de triglycérides observées chez le groupe N°2 sont faibles par rapport aux valeurs observées

chez le groupe témoin.
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D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que la perturbation de certains
paramétres biochimiques dépend de la dose, plus la dose est forte plus le taux de ces paramétres
augmente.

e) Evaluation du profil hématologique des rats

L’évaluation des paramétres hématologiques des rats traités par 1’extrait de racines de

pissenlit sont représentés dans le tableau N°42

Tableau N°42 : Evaluation des paramétres hématologiques

Groupe Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Taux GB 10%/ul 5.95+2.04 2.1+0.42 4.96+£1.33
Taux GR 10%/ul 7.74+0.14 7.65+0.12 7.7910.52
Taux hémoglobine  12.1+0.11 11.3+0.84 12.46+0.66
g/dl

Taux plaquettes 630+74.66 787+205.06 556.66+39.79
103/l

Les rats traités par I’extrait de racines ont conservés des taux normaux pour I’ensemble
des parametres hématologiques, cependant aucun changement significatif n’est observer. Cela
témoigne de I’absence des effets toxiques.

VI. Evaluation de I’activité anti-myélomateuse de Taraxacum Officinale
a) Evaluation des signes relatifs a I’induction de myélome multiple
Le tableau suivant représente le comportement et les signes de toxicité enregistrés
chez les rats soumis a I’injection intraveineuse du benzeéne

Tableau N° 43 : Evaluation des signes relatifs a ’induction du myélome multiple

Signe Présence (+) / Absence (-)

Convulsion +

Difficulté de respiration -

Activité réduite +
Diarrhée -
Coma +

Sang dans les urines -

Gonflement de la partie d’injection +

Chute de poils +

Ictére +
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Mortalité +
Somnolence +
Perte de poids +
Rougeur de la peau +

Tableau N° 44 : Pourcentage de Mortalité chez les rats rendus myélomateux

Groupe Groupe N°  Groupe N°  Groupe N°  Groupe N°  Groupe N°  Groupe N°

1(TN) 2 (TP) 3(TR) 4 (TC) 5 (R) 6 (C)
% de 0% 37.5% 25% 12.5% 0% 0%
mortalité

Groupe N°1 : témoin négétif (TN) , Groupe N°2 : témoin positif (TP) , Groupe N°3 :
myélomateux plus traitement racinaire (TR) , Groupe N°4 : myélomateux plus traitement
combiné (TC) , Groupe N°5 : traitement racine (R), Groupe N°6 : traitement combiné (C).

Figure N° 77 : Signes relatifs a I’intoxication par le benzéne
b) Evaluation du poids corporel
La figure suivante représente 1I’évaluation du poids corporel en fonction des trois

phases de I’expérience. Nous avons noté une dimunition du poids corporel chez les rats rendus

112



CHAPITRE 4 RESULTATS ET DISCUSSION

myélomateux (groupel, groupe2, groupe3, grouped). Lors de la troiséme phase nous avons

enregistré une augmentation du poids corporel.
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Figure N° 78 : Evaluation du poids corporel en fonction du temps

Groupe 1 : témoin négatif, groupe 2 : témoin positif, groupe 3 : myélomateux plus
traitement racinaires, groupe 4 : myélomateux plus traitement combiné (feuilles+ racines),
groupes 5 : extrait de racines, groupe 6 : extrait combiné.
Phase 1 : avant induction du myélome multiple
Phase 2 : aprés induction du myélome multiple
Phase 3 : aprés traitement

c) Evaluation du taux d’urée et créatinine

Le tableau N°45 représente 1’évaluation de la fonction rénale chez les rats myélomateux

et les rats traités

Tableau N°45 : Evaluation du taux de la créatinine (mg/dl) et urée (g/dl)

Urée
Groupe |[G1(TN) | G2(TP) | G3(TR) | G4 (TC) | G5(R) | G6 (C)
Tolérance du | G1 (TN) | 0.23 0.93*** 10.23 0.18 0.19 0.24
traitement
+ induction
du MM
Efficacit¢ du | G2 (TP) | 0.23*** | 0.93 0.23*** | 0.18*** | 0.19%** | 0.24***
traitement
Créatinine
Groupe |[G1(TN) | G2(TP) |G3(TR) | G4 (TC) |G5(R) | G6 (C)
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Tolérance du | G1 (TN) | 0.79 8.52*** | 7.21 6.37 6.13*** | 5,43***
traitement +
induction du
MM

Efficacitée du | G2 (TP) | 0.79*** | 8.52 7.21%** | 6.37*** | 6.13* 5.43***

traitement

* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01),
***différence hautement significative (p<0,001).

NB : nous avons comparé les groupes (N°2, N°5, N°6) avec le groupe N°1 (témoin
négatif) pour voir les effets secondaire du traitement et pour confirmer I’induction du myélome
multiple. En outre, nous avons comparé les groupes (N°3 et N°4) avec le groupe N°2 pour
évaluer I’efficacité du traitement.

Le taux de I'urée chez les rats qui ont recu uniquement le traitement était dans les normes
par rapport au témoin négatif aucune perturbation n’a été observée. Par contre une perturbation
hautement significative a été notée chez les rats intoxiqués par le benzéne. Chez les rats qui ont
été intoxiqués ensuite traité les résultats étaient hautement significatifs et le taux d’urée s’est
normalisé.

Pour le taux de la créatinine, nous avons noté une différence hautement significative
entre les groupes traités avec les extraits de pissenlit et le groupe témoin négatif.

d) Evaluation des transaminases

La figure suivante représente 1’évaluation de la fonction hépatique. Concernant le taux
d’ASAT nous avons enregistré une perturbation hautement significative entre le groupe témoin
négatif et les autres groupes.

Par ailleurs, nous avons noté une augmentation tres significative du taux d’ALAT chez
tous les groupes par rapport au groupe témoin négatif.

Tableau N°46 : Evaluation du taux des transaminases (Ul)

ASAT
Groupe | G1(TN) | G2(TP) | G3(TR) |G4(TC) |G5(R) |G6(C)
Tolérance | G1 35.78 122.37** | 209.83 164.87 130.94** | 137.73**
du (TN)
traitement
+ induction
du MM
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Efficacité G2 (TP) | 35.78** | 122.37 209.83** | 164.87*** | 130.94 137.73
du
traitement
ALAT

Groupe | G1(TN) [ G2 (TP) [G3(TR) [G4(TC) [G5(R) | G6 (C)
Tolérance | G1 109.35 89** 152 108.56 66.98* | 67.62**
du (TN)
traitement
+ induction
du MM
Efficacit¢ | G2 (TP) | 109.35** | 89 152* 108.56* | 66.98 67.62
du
traitement

* différence significative (p<0,05), **différence tres significative (p<0,01),

***différence hautement significative (p<0,001).

e) Evaluation du profil lipidique

Le tableau N° 47 résume les variations du taux de cholestérol et le taux des triglycérides.

Nous avons noté une augmentation trés significative des triglycérides chez le groupe intoxiqué.

Par contre chez les groupes qui ont recu le traitement nous avons noté une diminution hautement

significative par rapport au premier et deuxiéme groupe.

Concernant le taux du cholestérol nous avons enregistré une hypocholestérolémie dans

tous les groupes par rapport au groupe témoin négatif.

Tableau N°47 : Evaluation du taux de cholestérol total et des triglycérides mmol/I

Triglycérides
Groupe |G1(TN) |G2(TP) |G3(TR) | G4(TC) |G5(R) | G6(C)
Tolérance du | G1 (TN) | 0.64 1.21** 0.52 0.54 0.59%** | 0.43***
traitement +
induction du
MM
Efficacité du | G2 (TP) | 0.64** 1.21 0.52** 0.54*** 1 0.59 0.43
traitement
Cholestérol total
Groupe |G1(TN) |G2(TP) |G3(TR) | G4(TC) |G5(R) | G6(C)
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Tolérance du | G1(TN) | 0.79 0.53** 0.49 0.63 0.37** | 0.73**
traitement +
induction du
MM

Efficacite du | G2 (TP) | 0.79** 0.53 0.49** 0.63*** | 0.37 0.73

traitement

* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence
hautement significative (p<0,001).
f) Evaluation de la protéine C réactive
Les résultats obtenus ont montré un profil de protéine C-réactive positif dans le groupe
intoxiqué par le benzéne. Les traitements proposés ont montré une activité anti-inflammatoire
importante exprimée par une CRP négative dans les groupes traités pour le myélome a 75 %
sur les animaux traités dans les deux groupes (3 et 4).

120%

100%
80%
60% M positive
M négative
40%
20% I I
0

groupel groupe2 groupe3 groupe4 groupe5 groupeb

X

Figure N° 79 : Evaluation de la protéine C-réactive
g) Evaluation de la protidémie
D’apres ’analyse des données nous avons noté une différence significative p<0.05 entre

le groupe3 et 5 par rapport au groupe témoin négatif
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Figure N° 80 : Evaluation du taux des protéines totales

* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence

hautement significative (p<0,001).
h) Evaluation du taux d’albumine

La figure ci-dessous représente 1’évaluation du taux de 1’albumine. Cependant, nous
avons noté une hypo-albuminémie hautement significative dans le groupe 2 uniquement, par
rapport aux témoins négatifs. Les traitements ont montré un effet améliorateur considérable sur
I'nypo-albuminémie chez 75 % et 50 % des animaux atteints de myélome traités avec des

racines et des extraits combinés respectivement.

120%
100%

80%

60%

40%

20% I
0

<20g/l 21-40 g/I 41-48g/

xX

B groupel Mgroupe2 Mgroupe3 Mgrouped4 Mgroupe5 M groupeb

Figure N° 81 : Evaluation de I’albumine
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i) Electrophoreése des protéines sériques
Nos résultats concernant les taux de protéines sériques ont montré une prédominance
des pics dans la région gamma globuline (75 %), par rapport a la région béta globuline (25 %)
bien que les pics dans la région gamma et béta confirment un profil de myélome. Les résultats
de I'électrophorése étaient négatifs chez (75 %) et (50 %) des animaux du troisieme et du
quatrieme groupe respectivement, ce qui indique que I'extrait de racines était plus efficace pour

corriger les taux d'immunoglobulines sériques par rapport a I'extrait combiné.

120%
100%

80%

60%

40%

20% I I
0

groupel groupe2 groupe3 groupe4 groupe5 groupeb

X

H pic gamma globuline M pic béta globuline M pic alpha 2 globuline W négatif

Figure N° 82 : Electrophorése des protéines sériques (g/l)
j) Evaluation de la glycémie
Les résultats de 1’évaluation de la glycémie ont montré que I'induction du myélome était
associée a une hyperglycémie dans le deuxiéme groupe ou les valeurs de la glycémie étaient
supérieures a la normale. Dans les groupes 3 et 4 ayant recu les deux traitements, ainsi que les

groupes 1 (témoins négatifs) 5 et 6, les glycémies moyennes étaient dans les normes.

[ ]
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M groupel Mgroupe2 WMgroupe3 Mgrouped Mgroupe5 M groupeb
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Figure N° 83 : Evaluation du taux de glycémie g/l
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* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence
hautement significative (p<0,001).
k) Evaluation du profil hématologique
1) Globules blancs

120%
100%

80%

60%

40%

20% I I
0%

groupe 1 groupe 2 groupe 3 groupe 4 groupe 5 groupe 6
groupe

B GB<normes M GBnormes

Figure N° 84 : Evaluation du taux de globules blancs (10%/mm?)

Globules blancs

Groupe G1 (TN) G2 (TP) G3 (TR) G4 (TC) G5 (R) G6 (C)
Tolérance du G1(TN) *% xx
traitement
Efficacité du G2 (TP) ** o **x
traitement

* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence
hautement significative (p<0,001).
2) Globules rouges

120%

100%
80%
60%
40%
20% I I
0

groupel groupe2 groupe3 groupe4d  groupe groupe 6

X

groupe

B GR<normes M GRnormes M GR>normes

Figure N° 85 : Evaluation du taux de globules rouges (10*2/mm?)
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Globules rouges

Groupe GI(TN) [G2(TP) [G3(TR) |G4(TC) |[G5(R) |G6(C)
Tolérance du G1(TN) **
traitement
Efficacite du G2 (TP) ** *xk e
traitement

* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence
hautement significative (p<0,001).
3) Hémoglobine

120%

100%
80%
60%
40%
20%

0

groupe 1 groupe 2 groupe 3 groupe 4 groupe 5 groupe 6

X

groupe

W HB<normes M HBnNnormes

Figure N° 86 : Evaluation du taux d’hémoglobine (g/dl)

Hémoglobine
Groupe G1 (TN) G2 (TP) G3 (TR) G4 (TC) G5 (R) G6 (C)
Tolérance du G1(TN) *rk
traitement
Efficacité du G2 (TP) el * *
traitement

* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence

hautement significative (p<0,001).
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4) Plaquettes

120%

100%
80%
60%
40%
20%

0%

groupel groupe2 groupe3 groupe4 groupe5 @ groupe6
groupe
B PLA <1000 0% 100% 50% 50% 0% 0%
B PLA>1000 100% 0% 50% 50% 100% 100%

B PLA<1000 ™ PLA2>1000

Figure N° 87 : Evaluation du taux de plaquettes (10%/mm?)

Plaquettes
Groupe G1(TN) | G2(TP) |G3(TR) |G4(TC) |G5(R) |G6(C)
Tolérance du G1 (TN) Hkek
traitement
Efficacitedu | G2 (TP) | *** *x >k
traitement

* différence significative (p<0,05), **différence trés significative (p<0,01), ***différence
hautement significative (p<0,001).
Les figures N° 84, 85, 86, 87 représentent 1’évaluation du profil hématologique. Apres

I’analyse des données nous avons observé une perturbation au niveau des différents parametres

hématologiques. Nous avons une leucopénie, anémie, thrombopénie.
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Figure N° 88 : Frottis médullaire Figure N° 89 : Frottis sanguin
témoin negatif (HE x100) témoin négatif (HE x100)
e e oA Rt -
& -Tae
» ¥ : > 3 7 4
«

Figure N° 90 : Envahissement Figure N° 91 : Envahissement plasmocytaire
plasmocytaire médullaire (HE x40) médullaire (HE x100)

Figure N° 92 : Hématies en rouleaux Figure N° 93 : Hématies en rouleaux
(HE x40) (HE x100)
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Figure N° 94 : plasmocyte circulant avec des rouleaux érythrocytire sur frottis Sa?lguin
(HE x100)

Figure N° 95 : Plasmocyte a cytoplasme flammeé avec vacuole intra-cytoplasmique sur
frottis médullaire (HE x100)
—” Plasmocyte a cytoplasme flammé avec vacuole

Figure N° 96 : plasmocyte binucléé sur un frottis médullaire (HE x40)

~” Plasmocyte binucléé
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L’analyse du frottis sanguin montre la présence des hématies en rouleaux, anémie et
aussi des plasmocytes malins circulant entre les rouleaux érythrocytaires. D’autre part, le
myélogramme montre la présence des plasmocytes malins (plasmocytes avec multinucléarité
et des plasmocytes avec cytoplasme flammé).

VII. Discussion générale
A. Profil épidémiologique et clinique des patients atteints de myélome multiple

Le myélome multiple représente environ 1 % de tous les cancers mondiaux et environ
2% de morts liées aux cancers, d’une facon générale I’incidence augmente avec 1’age, la
médiane d’age est de 72 ans mais se traduit a 65 ans dans les séries hospitali¢res, 1a survenue
chez les adolescents et les jeunes adultes reste exceptionnelle (Leuleu X et Manier S, 2011).
La prévalence annuelle chez les patients moins de 65 ans est de 64% (Bekadja MA, 2009).
D’autre part, les résultats obtenus par Koffi KG montrent que la médiane d’age est de 65 ans
(Koffi Kg, 2000). Dans notre série I’dge moyen des patients au moment du diagnostic était de
62 ans avec des extrémes allant de 44 a 85 ans et un pic de fréquence entre 61 et 70 ans ce qui
concorde avec les résultats des autres études (Smith et al, 2013).

Le myélome multiple est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes (Cairoli
etal, 2013). Dans notre série la distribution de la population en fonction du sexe a fait apparaitre
une légere prédominance masculine avec un sexe ratio de 1.13. L’étude menée par Bekadja
montre que le sexe ratio en Algeérie est de 1.14 (Bekadja, 2009). Cependant nos résultats sont
similaires a la littérature.

Les circonstances de découverte au cours de myélome multiple sont diverses, le plus
souvent il s’agit de signes osseux suivi par la prédisposition aux infections. L’analyse de nos
données montre que les douleurs osseuses étaient le principal motif de consultation avec un
pourcentage de 55%. D’autre part, la fréquence des infections étaient de 36%. Cependant,
I’étude menée par Koftfi KG montre que les complications infectieuses étaient dominées par
une tuberculose pulmonaire avec un pourcentage de 67% (Koffi Kg, 2000). Aussi nous avons
révélé que I’atteinte rénale, I’asthénie et I’anémie font partie des signes révélateurs détectés
dans cette série, ce qui est similaire avec I’étude de Bouatayet et al en 2012 (Bouatayet et al,
2012).

D’apres nos résultats, I’hyperprotidémie a été noté chez 55% des cas. Selon 1’étude faite
par Nodmocrah et son équipe 1’hyperprotédémie était présente chez 60% des cas (Nodmocrah
et al, 2013).
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L’¢lectrophorése des protéines Sériques représente un marqueur de choix pour le
diagnostic du myélome multiple, notre étude a révelé une migration prédominante des IgM en
zone gamma suivi par les IgM migrant en beta ce qui concorde avec les résultats obtenus par
Madani et ces collaborateurs qui ont déterminé une migration en zone gamma avec un
pourcentage de 80% (Madani et al, 2009). D’autre part, I’étude menée par Bouferioua et son
équipe a objectivé un pic monoclonal dans la zone des gammaglobulines avec un pourcentage
de 67.5% (Bouferioua et al, 2021). Aussi nos résultats sont similaires a ceux des études de
Bouatay et Kyle ou un pic monoclonal a été déterminé respectivement chez 82%et 75.9% des
patients (Bouatay et al, 2013 ; Kyle RA, 1975). La place prépondérante qui occupe les 1gG
dans notre étude (61%) est retrouve également dans la majorité des travaux sauf dans 1’étude
d’El Mazouar ou le myélome a chaine légére été prédominant (EI Mezouar, 2010 ; Koffi Kg,
2000 ; Benayaich, 2001). Par contre dans notre série nous n’avons pas noté de cas de myélome
a IgE ni de myéelome a IgD.

L’immunofixation des protéines est un examen qui permet de déterminer le caractere
monoclonal de la gammapathie et de déterminer son type immunochimique, dans notre série la
répartition des patients en fonction de type de chaine légére montre une prédominance de la
chaine légére de type Kappa avec un pourcentage de 66% contre 34% de chaine légére de type
lambda.

La recherche de protéinurie reste indispensable surtout dans le cas ou I’EPS n’a permis
de déterminé que I’hypogammaglobulénémie sans bande anormale. Cette protéinurie de Bence
Jones correspond a la présence de chaines légere libre, dans notre cohorte la PBJ s’est révélé
positive chez 27% des cas de myélome multiple, le pourcentage que nous avons obtenu est
inférieur a celui reporté dans les autres études (El Mezouar, 2010 ; Kyle RA, 1975).

Le dosage de la calcémie fait partie des examens systématiques pour la surveillance des
patients atteints de myélome multiple. La recherche de complications dans notre étude a permis
d’observer une hypercalcémie chez 66% de nos patients, ce qui est similaire avec ceux trouvé
par Madani et ces collaborateurs (Madani et al, 2009). L’hypoalbuminémie a été retrouvé chez
47% de nos patients. D’autre part, le taux de béta 2 microglobuline et de la LDH ont été retrouvé
supérieurs aux normes chez nos patients avec un pourcentage 35%, 54%. Une altération rénale
attesté par un taux de créatinine > 20 mg/l a été présente chez 27% des cas. Ces résultats
concorde avec la littérature (EI Mezouar, 2010 ; Benayaich, 2001 ; Ngone G, 2001).

La CRP refléte le taux d’interleukine 6 (IL6) (Bataille R et al, 1997). Elle appartient

aux facteurs pronostiques liés a la malignité intrinseque du clone, sa concentration sérique est
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corrélé a la survie et a ’activité proliférative de cellules myélomateuses (Chomobart B et al,
2005). Notre étude montre que la CRP était supérieure aux normes chez 32% des cas.

Sur le plan hématologique, la vitesse de sédimentation (VS) est souvent élevée a la
premiere heure, dans la présente étude étude la VS est augmentée chez 68% des cas. Ce résultat
concorde avec celui rapporté par Bouferioua et son équipe (Bouferiouat et al, 2021).

Dans le myélome multiple I’anémie résulte de 1’envahissement médullaire par les
plasmocytes malins, dans notre série la fréquence de I’anémie était de 90%. Cependant, la
fréquence d’anémie était estimée a 53,56% pour El Mezouar et 62,5% pour Bouferiouat et al
en 2021(El Mezouar, 2010 ; Bouferiouat et al, 2021).

La leucopénie et la thrombopénie étaient retrouvés respectivement chez 30%, 40% de
nos patients ce qui est relativement similaire aux résultats de la littérature (Bouferiouat et al,
2021).

Sur le plan cytologique, le myélogramme a montré une moelle riche envahie a plus de
10% des plasmocytes chez 90% des patients, parmi lesquels 84% avaient des plasmocytes
dystrophiques.Ces plasmocytes observés présentaient des critéres cytologiques de malignité, il
s’agissait surtout des multiples noyaux, des noyaux centraux, des plasmocytes vacuolés, des
plasmocytes en Mottes et des plasmocytes flammeés. 7% des patients avaient des plasmocytes
d’allure normale. Nos résultats rejoignent les données de la littérature (EI Mezouar, 2010 ;

Bouferiouat et al, 2021).

B. Place de P’autogreffe dans la prise en charge des patients

myélomateux

Le myélome multiple représente 80% des gammapathies monoclonales malignes et
environ 10% des cancers hématologique et environ 2% de tous les décés par cancer (Smith et
al, 2013). Le my¢lome multiple (MM) touche un peu plus d’hommes (45%) que de femmes
(46%), I’age médian au moment du diagnostic est d’environ 70 ans. D’autre part, il peut toucher
les sujets jeunes avec un pourcentage de 2.8% (Facon T, 2006).

Nos résultats ont révélé une prédominance masculine est retrouvée avec un sexe ratio
de 1.55, ces résultats sont similaire avec ceux publié dans la revue Algérienne d’hématologie
en 2009 et qui avaient trouvé un sexe ratio de 1.4 (Bekadja MA, 2009).

L’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques représente le traitement de premiere
ligne mais cela n’est abordable que chez les patients moins de 65 ans (J.L Harousseau, 2009).
En effet, dans notre étude 1’age moyen des patients qui avaient subi une autogreffe de CSH est

de 53 ans et ces résultats concordent avec la littérature.
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D’autres parts, le suivi des patients apres autogrefte révéle un risque continu de rechute
pendant plusieurs années suivant ’autogreffe (Bénédicte H, 2016). Cependant, la majorité de
nos patients sont dans un état de réponse complete suivi par un état de rechute. De plus, une
étude réalisée par M Krejci a montré que 35% des patients étaient en réponse compléte et 60%
en rémission partielle (Krejci M et al, 2005).

Par ailleurs, une recherche a révélé que les patients traités par une autogreffe de cellules
souches hématopoiétiques avaient un risque de 24 % de progression de la maladie (Balade J et
al, 2003).

Le sexe fait partie des critéres de choix du traitement, I’analyse des données montre une
corrélation tres significative avec un p<0.01 entre le sexe du patient et la réponse thérapeutique
aprées 100 jours suivant I’autogreffe. Nous avons noté une meilleure réponse thérapeutique ches
les hommes.

La numération des cellules CD34+ représente aussi un critere de choix afin de
déterminer la richesse de I’échantillon en progéniteurs hématopoiétiques (Saparow RL et al,
2006).

D’apres I’analyse de données, il existe une corrélation trés significative entre le nombre
de cellules CD34+ et I’age du patient. Les produits recueillis par cytaphérése contiennent en
moyenne 3.82 x 10%/Kg cellules de CD34+ avec un écart type de 2.02. Cependant, la valeur
nécessaire est comprise entre 2.5-5 x 108/Kg et la valeur cible pour effectuer une double
autogreffe est de 6 x 108/Kg (Allan DS et al, 2002).

Nous avons comparé nos résultats avec I’étude effectuée par J. Vorlicek et ses
collaborateurs, le taux médian de cellules CD34+ perfusé était 4.7 x 10%/ kg, nos résultats
concordent avec ceux de la littérature (Vorlicek J et al, 2005).

Nos résultats ont montré que le protocole de la cryothérapie influence significativement
sur la médiane de survie apres une greffe autologue de cellules souches hématopoiétiques.

D’autres parts, les études réalisées montrent que la cryothérapie orale est utilisée a des
fins préventifs contre les mucites bucaux (Joey Cet al, 2017). 70% des patients recevant une
autogreffe de cellules souches hématopoiétique développent une mucite bucale a cause de la
chimiothérapie de conditionnement a forte dose de melphalant , les résultats obtenus par Joey
et ces collaborateurs montrent que la cryothérapie est potentiellement efficace pour réduire la
mucite bucale (Joey C et al, 2017).

La survie des patients atteints de myélome multiple s’est améliorée ces derniéres années

de fagon trés significative. L’analyse des résultats montre un taux de survie globale de 5 ans.
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Les résultats obtenus par J. Vorlicek et ces collaborateurs montrent que la survie
médiane est entre 29.5 et 68.8 mois, d’autre part la méme étude a montré une corrélation
significative entre la réponse thérapeutique apres autogreffe et ’age (Vorlicek J et al, 2005).

Par ailleurs, une étude réalisée par Shah et ces collaborateurs a montré une survie
médiane de 31.7 mois (Shah et al, 2012). Une autre recherche qui a été faite par Blimark C et
son équipe a révélé un taux de 24 mois pour la survie médiane (Blimark C et al, 2011).

De plus, une étude réalisée sur 91 patients a révélé un taux de 18 mois pour la survie
globale (Tricot G et al, 1995). Par ailleurs, d’autres résultats trouvés par Fonseca et son équipe
montrent une moyenne de survie globale comprise entre 7 et 10 ans (Fonseca R et al, 2017).

L’¢tude de HOVON démontre que la greffe des cellules souches autologues
hématopoiétique est supérieure aux nouveaux agents pour le traitement de myélome multiple
(Kumar et al, 2012).

C. Enquéte ethnobotanique sur D’utilisation de pissenlit dans la
région Quest d’Algérie

Le pissenlit est une plante médicinale qui posséde de nombreux bienfaits, 1’analyse de
données montre que 70% des enquétés ne connaissent pas la plante pourtant c’est une véritable
bombe nutritionnelle. Cependant, cette plante est méconnue parce qu’elle ne pousse pas dans
notre région d’étude.

Les plantes médicinales sont utilisées comme principale source de traitement chez 80% de la
population des pays en développement (Bodeker C et al, 2005).

Dans cette plante comestible tout est utilisé fleurs, racines et feuilles. Les feuilles de
pissenlit sont riches en minéraux, multiples vitamines, flavonoides, terpenoides, choline,
glucosides amers, béta-caroténe et xanthophyles, d’autres part, les racines sont riches en
glycosides amers, tanins, stérols, huiles volatiles, taraxacine, taraxacérines, triterpénes,
asparagine et insuline (Sheezan R, Bharti S, 2014). Les préparations peuvent renfermer un
seul composé ou bien un mélange des trois. L’examen des donnés a montré que la majorité des
personnes utilisatrices de la plante utilisent les fleurs et racines par contre peu de personnes
utilisent les feuilles. Cependant Il existe diverses manieres de consommer et conserver les
plantes. La majorité des études portent sur I’évaluation des extraits de feuilles et de racines
(Amin Mir M et al, 2015). Le sondage effectué montre que la plante est utilisée apres séchage.

Afin de facilité I’administration du principe actif, différentes méthodes sont utilisées pour
la préparation du pissenlit. L’ infusion est la plus utilisée suivie par la macération, décoction et

cataplasme. D’autres utilisateurs consomment les feuilles fraiches en salade.
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Les utilisateurs de la plante dans notre région utilisent la plante avec des doses non
précise, dont 39.20% par cuillere, 37.10% par poignés et 23.70% par pincée.

Depuis I’antiquité plusieurs personnes utilisent le pissenlit pour ces propriétés curatives
surtout dans la médecine chinoise ou elle est utilisée exploitée pour traiter les affections
hépatiques (Fonyuy E W et al, 2016). La plupart des enquétés utilisent le pissenlit pour guérir
les affections hématologiques suivi par les affections gastriques.

Les autorités de sant¢é comme ’OMS, ’EMA, la commission européenne ou ’ESCOP,
reconnaissent 1’usage traditionnel de cette plante pour certains indications comme :
augmentation de la diurese lors des affections urinaires, soulagement des symptomes liés aux
troubles digestifs bénins, antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique et pleins d’autres
effets thérapeutiques et diurétiques (EMA, 2009 ; Schitz K et al, 2006).

Depuis des siécles le pissenlit est utilisé pour stimuler la digestion (Pizzorno JE,
Murray MT, 1999). D’autres parts, un groupe de patients souffrant de colite ont utilisé les
racines de pissenlit en combinaison avec d’autres plantes, les résultats obtenus montrent une
diminution des douleurs chez 96% des patients (Chakurski | et al, 1981). De plus, une étude
réalisée par Jeon et al sur des rongeurs révele que les extraits éthanoliques des parties aériennes
réduisent le taux d’inflammation. Par ailleurs, d’autres études suggerent que cette activité est
due gréce a la présence des phénylpropanoides (Hu C, Kitts DD, 2005 ; Yasukawa K et al,
1998). Une syntheése bibliographique publiée en 2019 soulignent également que le pissenlit a
des effets hépatoprotecteurs contre les agents chimiques grace a ses effets antioxydant et anti-
inflamatoire (Mohaddese M, Mahboubi M, 2019). Des résultas obtenus par Funke et al
montrent que I’extrait aqueux des parties aériennes de Taraxacum Offinale inhibe I’action de
a-amylase avec un pourcentage 20-40% (Funke I, Melzig MF, 2006). Des résultats similaires
ont été retrouvés par Amin Mir et al qui ont démontrés que I’extrait aqueux et méthanolique de
pissenlit possede des activités inhibitrices de o amylase et o glucosidase (Amin Mir M et al,
2015).

Une recherche réalisée par Racz-Kotilla et al sur des souris montre qu’une
consommation de 2g/kg de feuilles de pissenlit a une activité diurétigue du moment que le
pissenlit est riche en potassium (Racz-Kotilla E et al, 1974). De plus, la commission
Allemande E confirme I’utilisation de pissenlit comme diurétique et aussi pour I’utilisation dans

le cadre de traitement d’anorexie, dyspepsie et anomalies biliaires (Blumenthal M et al, 1998).
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L’analyse statistique montre la différence des avis concernant les effets secondaires de
la plante. En effet 43% disent que la plante n’a pas d’effets secondaire par contre 57% des
personnes utilisatrices de la plante témoignent que la plante a des effets indésirables.

La majorité des utilisateurs de la plante témoignent que la plante a une efficacité
importante avec un pourcentage de 61.60%, cependant 28.70% disent que la plante a une
efficacité moyenne et seulement 9.70% ne sont pas satisfais des résultats de la consommation
de la plante.

Les études toxicologiques sur le pissenlit sont trés limitées. Cependant, selon la
composition chimique et I'utilisation de la plante, il n’existe pas d’effets indésirables. Jusqu’a
maintenant aucun effet secondaire n’a été signalé. Le seul élément signalé est la possibilité de
dermatites en cas de contact avec le latex du pissenlit (EMA, 2009 ; Schitz K et al, 2006).
D’autre part, une étude qui a été réalisée par Akhtar MS et al sur des rats, ils ont évalué un taux
de 3-6g/l pour une consommation de la plante entiere (Muhammad S A et al, 1985).

D. Caractérisation de la plante

Le rendement en matiere seche est plus éleve dans les feuilles par rapport aux racines.

La composition phytochimique de la plante est clairement identifié dans plusieurs
études, elle contient des composes phénoliques, des sucres et un complexe de nombreux
vitamines (Eric Y et al, 2009). Elle contient aussi des alcaloides, des tanins et des flavonoides
(Abdul Kadir et al, 2012).

Les études phytochimiques ont démontrés la présence des phénylpropanoides,
polysaccharides (Eric et al, 2019), des flavonoides, des acides hydroxycimaniques, d’acide
chlorogénique, des coumarines, les feuilles sont riches en citamines dont [ caroténe, elles
contiennent également la choline et les oligo-éléments dont essentiellement le fer, le
magnésium, le silicium, le sodium, le potassium, le cuivre, le zinc et le phosphore (Tabassum
F et al, 2018). D’autres part, les racines sont riches en glycosides amers, tanins, stérols, huiles
volatiles, taraxacine, taraxacérines, triterpénes, asparagine et insuline (Sheezan R ; Bharti S,
2014).

Les tests phytochimiques effectuées sur les extraits préparés ont révélé la présence des
flavonoides, des terpenoides, des stéroides dans les deux parties de la plante (Feuilles et
racines). Ces résultats sont confirmés par 1’étude menée par Jassim et al (Jassim et al, 2012).

D’autre part, nous avons noté la présence des quinones et des anthraquinones dans les

feuilles de pissenlit. Les alcaloides ont été présents uniquement dans les racines.
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Un groupe de chercheurs ont évalué I’activité anti-inflammatoire du pissenlit in vitro.
IIs ont pris comme référence pour la mesure de cette activité 1’inhibition de la lyse de la
membrane HRBC induite par I’hypotonie, les résultats montrent que I’extrait posséde une
activité anti-inflammatoire importante grace a sa teneur en alcaloides, flavonoides et les
terpenoides (Amin Mir M et al, 2015). De plus, les terpénoides ont été largement connue par
leurs effets contre des cellules tumorales qui présentent la capacité d'inhiber la croissance des
cellules cancéreuses (Hidayat et Fatmawati, 2016).

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que la teneur en phénols totaux varie
entre 39 mg/MS et 54 mg/g GAE. D’apreés les résultats obtenus nous avons conclu que les
feuilles sont plus riches en phénols totaux par rapport aux racines. Les mémes résultats ont été
trouvés par Yansong Xue et ses collaborateurs (Yansong X et al, 2017). Larichesse en phénols
totaux a été confirmée par certains auteurs, pour Ahmed Saeed Khan et al les teneurs en phénols
totaux varient entre 41 mg/g et 691.6 mg/g GAE et les teneurs maximales ont été trouvés dans
I’extrait hydro-alcoolique (691.6 mg/g GAE) (Ahmed S et al, 2019). D’autre part, Milek et
Jaroslav ont trouvé des quantités totales de 362.14 + 6.76 mg/g GAE (Milek M et Jaroslav L,
2015).

Les résultats obtenus par IVANOV I.G ont montré une quantité de 33 £ 0.57 6 mg/g
GAE dans I’extrait de feuilles (Ivanov 1.G, 2015).

Par ailleurs, I’étude réalisée par Lee a montré une teneur de 130 £ 1.53 (mg/100 MS)
dans I’extrait éthanolique des feuilles de pissenlit (Lee, H.-H. et S.-Y. Lee, 2008), cette valeur
est supérieure a celle retrouvé dans notre étude.

Les résultats obtenus montrent une teneur importante en flavonoides. Ces résultats sont
similaires avec la littérature. Aberkane et ces collaborateurs ont déterminé une teneur en
flavonoides de 58.969 +0.008 (mgEQ/g) pour I’extrait obtenu par macération et une teneur de
48.373 £0.011 (mgEQ/g) pour ’extrait obtenu par soxhlet (Aberkane K, Bourenane E, 2019).

Les flavonoides font partie des antioxydans, d’autre part, ils sont considérés comme
antitumoraux, antipasmodiques, antiulcéreux et antidiarrhéique (Dicarto, 1999).

Notamment ils possédent des propriétés vasculoprotectrice, antiallergique et anti-
inflammatoire (Ghedira, 2005).

Par ailleurs, ils possédent une activité antidiabétique et aussi ils préviennent la cataracte
diabétique par inhibition de 1’aldose réductase du cristalin (Chaudhry PS et al, 1995).

Les flavonoides peuvent lutter contre certains virus tels que le virus respiratoire
syncytial (VRS), I’hrprés simplex virus (HSV) et les adénovirus (Gongalves JLS et al, 2001).
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Les tanins ont des propriétés hémostatiques (Asquith et Butler, 1986). Leurs propriétés
vasoconstrictrices sur les petits vaisseaux approuve la recommandation de ces espéces pour le
traitement de I’anémie et des hémorroides par les thérapeutes (Bruneton, 1993 ; Sereme et al,
2008). Les résultats obtenus ont montré une teneur importante en tanins dans les deux parties
de la plante ce qui lui confére des propriétés curatives et préventives.

La méthode utilisée pour évaluer le pouvoir antioxydant permet de déterminer I’IC50
(la valeur de la concentration a 50% d’inhibition).

La capacité antioxydante des feuilles et des racines de pissenlit est de 2.12 mg/ml et
1.25 mg/ml respectivement. L’étude menée par Bourahla et ces collaborateurs a montré une
valeur IC50 estimé a 2.81 mg/ml (Bourahla B, Ougabe S, 2017). Ces résultats sont en
concordance avec ceux trouves par Yansong et son équipe (Yansong X et al, 2017).

Une étude qui a été realisée par Sumath M et Rana A sur des rats a montre que des
extraits de pissenlit ont une activité antioxydante et diurétique importante (Sumath M et Rana
A, 2006). Une recherche qui porte sur I’activité antioxydante montre que les flavonoides et des
dérivés de l’acide coumarique contenu dans la fleur du pissenlit ont une forte activité
antioxydante et ces résultats sont basés sur le test du DPPH et I’activité réductrice dérivée de la
teneur phénolique du DFE (Hu C et al, 2005).

D’autre part, Colle D et ces collaborateurs soulignent que I’extrait de fruit de
Taraxacum Officinale a une forte activité antioxydante qui permet la protection des tranches de
cerveau de la mort cellulaire induite par SNP et cette activité est due a la présence des composés
phénoliques (Colle D et al, 2012).

De plus, une autre étude met en évidence I’activité antioxydante des extraits
méthanoliques de feuilles du pissenlit qui ont été fractionné dans différents solvants. Les
résultats de cette étude montrent que les fractions d’acétate d’éthyl et de butanol présentent une
activité antioxydante ¢levée pour ’ensemble des tests par contre la fraction d’hexane avait une
faible activité (Tettey et al, 2014). D’autres recherches, montrent la présence des composes
phénoliques dans le pissenlit tels que : acide chicorique comme antioxydant en empéchant
l'oxydation du collagene et les cellules et inhibe la pénétration des virus dans les cellules, et
I'acide chlorogénique est cholagogue : son ingestion réguliere aide I'écoulement de la bile et
réduit ainsi les effets néfastes de la bile (Singh A et al, 2008).

L’analyse quantitative des oligo-éléments a été réalisée avec spectrophotométre

d’absorption atomique par flamme. La détermination des différentes concentrations de
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molybdene, cuivre, fer, magnésium, manganese, calcium et zinc a été effectuée par le biais des
courbes de calibration en fonction de la concentration d’absorption.

Les résultats obtenus ont montré que les oligo-éléments sont présents en faible
concentration dans les racines avec des taux qui varient entre 0.1 et ppm pour (zinc, manganeése,
cuivre, magnésium et le fer. Par contre le calcium a été présent avec une teneur importante par
rapport aux autres éléments (22,17 ppm). D’autre part, le molybdéne a été absent dans notre
échantillon.

La majorité des études ont été porté sur les feuilles. Les résultats obtenus par plusieurs
équipes de recherches ont montré que les feuilles sont riches on oligo-éléments essentiellement
en potassium ( 397 mg / 100 g de feuilles fraiches), calcium ( 26.3 mg/100 de feuilles fraiches),
cuivre (0.067 mg /100 g de feuilles fraiche), fer ( 3.1 mg/ 100 g de feuilles fraiche), magnésium
(13.2mg/100 g de feuilles fraiches), manganeése ( 0.16 mg/ 100 g de feuilles fraiche), phosphore
(66 mg/100 g de feuilles fraiches) et le zinc (0.2 mg /100 de feuilles fraiches) (Candais, 2019).

L’étude faite par Abdel Kadir et ces collaborateurs sur les feuilles de pissenlit a montré
des concentrations élevés de potassium, calcium, sodium, fer) avec 185.1, 22, 19.5, 11.2 ppm,
respectivement et de faibles concentrations de (zinc, cadmium, cuivre) pour 6.3, 1.3, 0.2 ppm
respectivement (Abdul Kadir et al, 2012). D’autres rapports ont indiqué la présence de ces
métaux dans cette plante en utilisant une méthode différente (Ertas, O.S et al, 2005 ; Kroélak,
E, 2003).

Les résultats obtenus par spectrophotométrie d’émission ont révélé que la plante possede
une quantité importante de sodium (28.475 pg/ml) et potassium (35.084 ug/l) et ceci concorde

avec la littérature.

E. Evaluation de la toxicité aigle des racines de pissenlit

Le pissenlit est une plante médicinale qui posseéde des vertus exceptionnelles qui
poussent les chercheurs a faire des études afin de I’intégrer dans le domaine pharmaceutique.
Dans notre étude les signes relatifs a la toxicité aigué d’extrait de racines du pissenlit sont un
comportement anormale des rats et I’entré dans un état comateux pour certains animaux suivant
I’injection, des signes graves conduisant jusqu’a la mort de la moitié des rats du lot ont été
enregistrés des I’injection de 800mg/kg. Nous avons noté un taux de mortalité qui correspond
a 100% pour la dose de 2000 mg durant les 24h qui suivent I’injection suivi par d’autre cas de

mortalité dans les différents lots durant la premicre semaine d’observation.
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La toxicité des extraits de plantes médicinales dépend de la voie d’administration,
cependant des extraits peuvent étre toxique par voie intrapéritonéale et non toxique par voie
oral (Michel B G et al, 2011).

La DL50 d’extrait de racines de pissenlit (Taraxacum Officinale) correspond a la dose
1100mg/kg, elle a été calculé selon la méthode de KARBER et BEHRENS (Karber et
Behrens, 1935).

Nous avons comparé nos résultats avec une autre étude qui a été réalisée sur des rats, ils
ont évalué un taux de 3-6g/l pour une consommation de la plante entiere (Akhtar MS et al,
1985). D’apres la classification de Hodge et Sterner ’extrait de racines de pissenlit est classé
dans la catégorie des substances faiblement toxique (Hodge et Sterner, 1943).

La créatinine et ’'urée représentent les principaux indicateurs de la néphrotoxicité
quoique I’urée sérique soit considérée comme un prédicteur plus fiable de la fonction rénale par
rapport a la créatinine sérique (Giséle E-L et al, 2018). D’apres les résultats obtenus on note
que I’extrait de racines de pissenlit n’a pas influencé sur le taux de la créatinine, ces résultats
sont en concordance avec ceux publié par Harlan Laboratoire en 2008, nous avons remarqué
une légere augmentation qui n’est pas statistiquement significative.

Par contre, ’analyse statistique a montré une augmentation significative du taux d’urée,
ces résultats ont été comparés avec les normes du taux d’urée chez le rat wistar male et qui
correspond a un taux de 7.48 mmol/l (Harlan Laboratoire, 2008). Par ailleurs, cette
perturbation ne peut signifier une atteinte rénale tant que les valeurs de la créatinine sont dans
les normes. .

Les transaminases représentent les principaux enzymes pour 1’évaluation de la fonction
hépatique, ALAT est une enzyme spécifique au foie, du fait ¢’est un indicateur sensible de
I’hépatotoxicité tandis que ASAT on la retrouve dans le foie, le cceur et le muscle (Michel B G
et al, 2011). L’évaluation de la variance des transaminases (ASAT, ALAT) est statistiquement
significative. Plusieurs medicaments peuvent causer une augmentation des parametres
hépatiques, les médicaments impliqués ceux qui possedent une activité anti-inflammatoire et
antibiotique (A.Santos et al, 2017). ALAT et ASAT sont des enzymes présentes dans les
cellules hépatiques, elles sont libérées dans le sang en cas de nécrose cellulaire hépatique et
aussi dans le cas d’hépatotoxicité de certaines drogues (Michel B G et al, 2011). Les effets
néfastes que peuvent causer les plantes sur le foie sont des hépatites cytolytiques, des
manifestations veino-occlusives, des hépatites aigues ou chroniques, de la stéatose et des

fibroses pouvant aller jusqu’a des cirrhoses (Fall M et al, 2011). Dans cette étude nous avons
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noté une augmentation des transaminases et surtout pour le taux du TGP dans les groupes traites
avec une forte dose de I’extrait de racines et la forte dose a été observé chez le rat du groupe
qui a regu une dose de 1600mg/kg de I’extrait avec une valeur de TGP qui correspond a
350.1UI. Cependant cette toxicité peut étre due a la présence des alcaloides dans I’extrait de
racines de dendelion (Abdul Kadir M et al, 2012).

Plusieurs études ont montré 1’effet hypoglycémiant du pissenlit (Goksi et al, 2010).
D’aprés I’analyse des données nous avons enregistré un résultat statistiguement significatif. La
diminution du taux de la glycémie a été observée chez les groupes qui ont recu une forte dose
de I’extrait. Une étude réalisée sur des souris a montré ’effet hypoglycémiant des extraits de
pissenlit (Roberta et al, 2001). Des résultats similaires ont été obtenus par un groupe de
chercheurs qui ont testé I’effet hypoglycémique des extraits aqueux et éthanoliques des feuilles
et racines du pissenlit sur les rats albinos induit par la streptozotocine et nos résultats concordent
avec la littérature (Chinaka et al, 2002). D’autre part, les travaux réalisés par (Emir M et al,
2015) révelent que I’extrait méthanolique et aqueux de pissenlit présentent des propriétés
inhibitrices de a amylase et a glucosidase. Par ailleurs, I’ensemble de ces études prouvent que
le pissenlit a une forte activité antidiabétique. Cette activité est expliquée par la présence de
I’insuline dans la composition chimique de la plante (Tabassum F et al, 2018). Du fait nos
résultats confirment I’activité antidiabétique d’extrait de racines de pissenlit.

L’¢évaluation relative au profil lipidique a montré un résultat non significatif, en effet
aucune perturbation n’a été observé pour I’ensemble des lots, nous avons comparé nos résultats
avec les normes specifiques aux rat wistar male publié par (Harlan Laboratoire, 2008).

Sur le plan hématologique aucun signe de toxicité n’a été remarqué, I’ensemble des variances
sont dans les normes, nous avons comparé nos résultats avec les normes spécifiques au rat

wistar publié par (Harlan Laboratoire, 2008).

F. Evaluation de Dactivité anti-myélomateuse de Taraxacum
Officinale

Le myelome multiple est une hémopathie maligne qui se caractérise par la multiplication
dans la moelle osseuse des plasmocytes tumoraux avec souvent la sécrétion d’une
immunoglobuline monoclonale (Anne C, Michel A D, 2013).

Le pissenlit est une plante médicinale utilisée en médecine alternative pour ses
propriétés curatives et préventives qui restent variées. Cette plante fait partie de la famille des
Asteraceae que 1’on trouve naturellement en Europe, Amérique du Nord et du Sud et en Asie

(S.Quershi et al, 2017) et qui fait partie de la liste des plantes médicinales d’intérét pour SNS
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(RENISUS) (Faria.T et al, 2019). Les bienfaits du pissenlit ont été démontrés depuis
I’antiquité, surtout dans la médecine traditionnelle chinoise ou elle est utilisée pour traiter les
maladies hépatiques et aussi pour son activité antibactérienne (Fonyiy et al, 2016).

L’induction du my¢lome multiple a été faite avec succes par injection intraveineuse du
benzéne a travers la queue. Cette procédure a également été adoptée par Akanni E et ses
collegues (Akanni et al, 2012). L'exposition au benzene est associée a une augmentation du
risque de leucémie myéloide aigué, myélome multiple et lymphome non hodgkinien (Schnatter
AR et al, 2005). La toxicité est liee a la dépression de la moelle osseuse, anémie aplasique,
leucémie myéloblastique aigué et la leucémie aigué non lymphocytaire (Sorahan T et al,
2005). De plus, méme I’exposition a faible dose peut affecter les globules blancs et la
numération plaquettaire (Lan Q et al, 2005).

Dans notre étude, nous avons noté des signes séveres de toxicité liés a l'injection de
benzéne liés a certains cas de mort d'animaux (voir tableau N°43). Dans les groupes intoxiques
au benzene nous avons enregistré une perte de poids importante et un pourcentage de mortalité
variant entre 12 et 37,5%. D'autre part, nous avons noté une augmentation des valeurs de gain
de poids corporel chez les animaux atteints de myélome induit par le benzéne traités avec des
racines et des extraits combinés.

L’urée et la créatinine sont des indicateurs du fonctionnement rénal. L’urée ou bien
I’azote uréique, lorsqu’il est mesuré dans le sang il représente le produit du métabolisme de
proteines (Jose H et al, 2014). La créatinine est le produit de la dégradation de la créatine et de
la phosphocréatine (Jose H et al, 2014).

L’atteinte rénale est fréquente au cours des proliférations plasmocytaires, elle résulte du
dépét tissulaire des immunoglobulines (Greenblast et al, 1999).

Dans le cas de myélome multiple les complications rénales étaient présente chez 20-
40% des cas (Gaougou N et al, 2013 ; Younes M et al, 2014 ; Gavriatopoulou M, 2016).

L’étude menée par Alia Abd El Shakour et al a montré que I’inhalation du benzéne a eu
un effet significatif sur le fonctionnement rénal (Abd El-Shakour A et al, 2015). Ceci a été
confirmé par Jia et ces collaborateurs (Jia C et al, 2008).

Dans notre étude les résultats obtenus sont statistiguement hautement significatif avec
p<0.001. Ces résultats sont en concordance avec la littérature. Nous avons noté une
augmentation des taux d’urée et de créatinine par rapport au groupe témoin négatif. Apres avoir

commencé le traitement le taux d’urée a diminué de fagon hautement significative. Par contre
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le taux de créatinine est resté élevé, cette augmentation a été noté aussi chez les groupes qui ont
recu uniquement I’extrait de pissenlit ce qui explique que I’extrait est néphrotoxique.

L’évaluation des transaminases est statistiquement trés significative p<0.01. Nous avons
noté une augmentation des deux paramétres (ASAT, ALAT) par rapport au groupe témoin, cette
augmentation a été observée de facon hautement significative p<0.001 chez le groupe exposé
au benzene ensuite au traitement avec 1’extrait de racines de pissenlit.

Les résultats obtenus par Kyamamura et al ont montré que [’augmentation des
transaminases n’était pas significative chez les groupes exposés au benzene par rapport au
groupe témoin (Kyamamura et al, 1999). Par ailleurs, une étude effectuée sur des rats (Rattus
norvegicus) qui ont été exposés a 100 mg/kg du benzéne par une injection intrapéritonéale a
montré une augmentation significative du taux ASAT. Par contre I’évaluation du taux d’ALAT
n’été pas significative (Dere E, Ari F, 2009). De plus, Alia Abd el Shakour et ses collaborateurs
ont trouvé une augmentation significative des transaminases chez les rats wistar exposés au
benzéne sur une période de 14 jours (Abd El Shakour A et al, 2015).

Chez les sujets souffrant de myélome multiple I’augmentation des transaminases été da
a une infiltration plasmocytaire au niveau du foie (Bhandri MS et al, 2007 ; Chaulgain et al,
2020). Cependant, I’augmentation retrouvée dans notre étude est expliqué par une infiltration
plasmocytaire chez les groupes rendus myélomateux et chez le groupe traité par 1’extrait de
racines cette augmentation peut étre dd a la présence des alcaloides dans 1’extrait administré.
Cette derniere suggestion est supportée par les resultats auxquels nous avons aboutis lors de
I’¢étude de toxicité d’extrait de racines de pissenlit.

L’étude réalisée par Choi T et al a démontré que les taux des lipides sériques sont
associés au risque de myélome multiple (Choi T et al, 2021).

Dans notre étude les résultats obtenus montrent une augmentation tres significative
p<0.01 de triglycérides chez le groupe intoxiqué par le benzéne et une diminution tres
significative chez les groupes traité par les extraits de pissenlit ce qui montre que le pissenlit
possede des propriétés hypolipémiante. Cette méme observation a été faite par Michat et son
équipe, ils ont démontré que les fractions de feuilles de pissenlit ont permis de diminuer le taux
du cholestérol total et le taux des triglycérides (Michal et al, 2020). D’autres résultats ont
montré que I’extrait aqueux de pissenlit a abaissé les concentrations totales de cholestérol et de
triglycérides, alors qu'il augmentait le HDL-C sérique chez les rats diabétiques (Cho S, Y et al,

2002). Par ailleurs, un autre essai clinigue montre que le pissenlit possede des propriétés
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antiathérogéne en diminuant le taux de la cholestérolémie (Mohaddesse M, Mouna M, 2020).
Ceci supporte nos résultats.

La proteine C-réactive est une protéine qui est sécrété au cours du processus
inflammatoire en réponse a IL’6 inflammatoire de cytokine (Sang Miguel et al, 2006).
L’augmentation de la CRP est présente dans de nombreuses maladies y compris le myélome
multiple (Tienhaara A et al, 1994). Cette augmentation est due a la sécrétion des hépatocytes
en réponse a des cytokines dérivées du myélome on activant les cellules myélomateuses pour
favoriser 1’ostéoclastogénése et la destruction osseuse (Yag et al, 2017). Cependant, des taux
élevé de la CRP sont en corrélation avec un mauvais pronostic dans le myélome multiple
(Tienhaara A et al, 1994).

La CRP peut étre considéré comme un parametre pronostique pour remplacer la B2
microlobuline dans I’évaluation du myélome multiple (Najjar SA, Al Tameemi WF, 2017).

D’aprés 1’analyse des données nous avons noté une augmentation hautement
significative p<0.001 chez le groupe rendu myélomateux ceci concorde avec la littérature. Par
contre chez les groupes traités par les extraits de pissenlits nous avons noté une augmentation
chez 25% des rats. D’autre part, un groupe de chercheurs ont évalué I’activité anti-
inflammatoire du pissenlit in vitro. Ils ont pris comme référence pour la mesure de cette activité
I’inhibition de la lyse de la membrane HRBC induite par I’hypotonie, les résultats montrent que
I’extrait posséde une activité anti-inflammatoire importante grace a sa teneur en alcaloides,
flavonoides et terpenoides (Amin Mir M et al, 2015). Ceci a été confirmé par I’étude effectuée
par Yansong Xue son equipe (Yansong X et al, 2016). Par ailleurs, d’autres études suggerent
que cette activité est due grace a la présence des phénylpropanoides (Hu C, Kitts DD, 200).

La protidémie permet de mesurer le taux de protéine total dans le sang. La gammapathie
monoclonale liée au myélome multiple est une cause bien connue de I’hyper-protidémie (Kim
et al, 2014). Cependant, aprés I’analyse des données I’hyper-protidémie été statistiquement
significative avec p<0.05 chez le groupe rendu myélomateux. Le taux de protéine total a
diminué de fagon significative chez le groupe traité par ’extrait combiné de pissenlit, chez le
groupe traité par 1’extrait de racines la différence n’été pas significative. Lorsque le taux d’Ig
est important, I’hyperprotidémie peut étre responsable d’un syndrome d hyperviscosité et d’une
hyper-volémie plasmatique. Différents symptémes sont alors observés comme un syndrome
hémorragique par thrombopathie avec des ecchymoses, des épistaxis, des hémorragies

intestinales. D’autres symptomes neurologiques comme des céphalées, des troubles de la
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vision, des bourdonnements d’oreille ou une confusion peuvent accompagner le MM. 1l se
rencontre rarement dans le MM (2%) (D. Gramont et al, 1990).

Le taux d’albumine est un facteur pronostique important chez les patients atteint de
myélome multiple (Kim JE, et al ,2016). L’hypo-albuminémie chez les sujets myélomateux a
été constaté dans de nombreux travaux (Kyle Ra et al, 2003 ; Riccardi et al, 1991 ; Guptal et
al, 1995).

L’évaluation du taux d’albumine a montré une hypo-albuminémie chez le groupe
intoxiqué par le benzéne, ces résultats sont statistiquement tres significatif p<0.01. Par contre,
chez le troisieme et le quatriéme groupe nous avons constaté une amélioration hautement
significative p<0.001. 75% des rats traité¢ avec 1’extrait de racines de pissenlit été dans les
normes tandis que 50% des rats traité avec I’extrait combiné avaient un taux normal.

L’électrophorése des protéines sériques est I’examen de premiére intention pour
diagnostiquer le myélome multiple (Sang Miguel et al, 2016).

Dans la présente étude nous avons utilisé 1’électrophorese capillaire pour déterminer le
pic monoclonal, cette technique permet d’identifier les deux principaux types de protéines
présentes dans le sérum qui sont I’albumine et les protéines globulines. Cinq catégories de
globulines sont identifiés : alphal, alpha2, bétal, béta2 et la fraction gamma (Nayak BS et al,
2021).

Dans le cas de myélome multiple, le tacet électrophorétique permet de déterminer un
pic dans la zone gamma globuline, mais aussi parfois des béta globuline voir des alphas 2
globuline. D’autre part, le pic monoclonal est parfois absent c’est le cas de myélome multiple
qui sécrete que des chaines légeres (myélome a chaines légeéres) (Geipp et al, 2005 ; The
IMWG, 2003 ; Kyle et al, 2003). D’aprés les résultats obtenus par Madani et son équipe la
migration dans la zone gamma globuline a été retrouvée chez 80% des cas (Madani et al, 2009).
Ceci a été confirmé par 1’étude réalisée par Bouferioua et ses collaborateurs (Bouferioua et al,
2021).

Cependant, dans notre étude chez les rats qui ont développé le myélome multiple nous
avons constaté un pic dans la zone gammaglobuline avec un pourcentage de 75% et 25% dans
la zone béta2 globuline ces résultats sont similaires avec la littérature. D’autre part, nous avons
constaté une amélioration trés significative p<0.01 chez le groupe traité avec I’extrait de
racines, 75% des rats étaient négatif et chez le groupe traité avec I’extrait combiné

I’amélioration été a 50%.
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L’effet hypoglycémiant du pissenlit a été discuté dans plusieurs études, les résultats
obtenus par M. Emir et ces collaborateurs révéelent que 1’extrait méthanolique et aqueux de
pissenlit présente des propriétés inhibitrices de a amylase et a glucosidase (Amin Mir M et al,
2015). Cependant, des résultats similaires ont été trouves par Jingwen L et al (Jingwen L al,
2021). De plus, un essai réalisé par Goksi et ses collaborateurs montre I’effet hypoglycémiant
du pissenlit chez les personnes non diabétique (Goksi et al, 2010). Des résultats similaires ont
été trouvés par un groupe de chercheurs qui ont évalué ’effet des extraits aqueux et éthanoliques
des feuilles et racines du pissenlit sur les rats albinos induit par la streptozotocine (Chinaka et
al, 2002). Cette activité est expliquée par la présence de I’insuline dans la composition chimique
de la plante (Tabassum F et al, 2018). Une étude récente a montré que les patients
myeélomateux présentent un risque élevé de développé le diabéte de type 2 (Markus E et al,
2020).

D’apres les résultats obtenus nous avons enregistré des resultats statistiquement trés
significatifs, ’effet hypoglycémiant a été noté chez tous les groupes qui ont recu les extraits de
pissenlit. Ceci a eteé similaire avec les données de la littérature.

L’évaluation relative au profil hématologique a montré une perturbation tres
significative p<0.01 du taux de globules blanc. Nous avons observé une leucocytose chez les
rats rendus myélomateux. Nous avons comparés nos résultats avec les normes spéecifiques aux
rats wistar publié par Harlan laboratoire (Harlan laboratoire, 2008). Des résultats similaires
ont été observés chez des rats exposés au benzene a différentes doses (Orisadiran P et al,
2019).

Une recherche menée par Wan Hang et al a montré que la leucopénie a été retrouvée
chez 40% des cas (Wan H et al, 2018). Ces résultats sont en concordance avec ceux retrouvé
par Chuanying et son équipe (Geng C et al, 2014).

La perturbation des globules rouges été statistiquement tres significative p<0.01. Chez
le groupe intoxiqué par le benzéne 75% des rats avaient un taux supérieur aux normes. Par
contre, chez les groupes traités nous avons observé une amélioration hautement significative
p<0.001 et le taux des globules rouges s’est normalisé. Nous avons comparé nos résultats avec
ceux d’Harlan laboratoire (Harlan laboratoire, 2008).

L’anémie est présente chez la moitié des patients et peut étre révélatrice du myélome
multiple. Cette anémie est due a I’envahissement médullaire par les plasmocytes malins
(Silvertis et al, 2002). Cependant, chez les patients qui obtiennent une rémission compléte

généralement ’anémie se normalise (Ludivig et al, 2004).

140



L’anémie survient chez 60 a 80% des patients atteint de myelome multiple non traite,
généralement elle est associée a une hypoférrinémie (Sanjai S et al, 2008). De plus, ’anémie
s’est avérée étre un facteur de mauvais pronostic (Moshe M, 2003).

Dans notre étude le taux d’hémoglobine été inférieur aux normes chez les rats rendus
myélomateux (groupe N°2). Des résultats similaires ont été retrouvés par Wiester MJ et son
équipe (Wiester MJ et al, 2002).

Chez les groupes intoxiqué par le benzene et qui ont recu le traitement (groupe N°3,
groupe N°4) nous avons constaté une augmentation significative p<0.05 d’hémoglobine .

Une étude mené par Mehrdad M et Narges R a révélé que les extraits hydroalcoolique
de pissenlit ont permis d’augmenté le taux d’hémoglobine chez les souris (Modaresi, M,
Resalatpour, N, 2012).

Les résultats obtenus montrent que les groupes exposés au benzéne ont un taux de
plaquettes inferieur aux normes. Les mémes résultats ont été trouvé par d’Azevedo et son
équipe (d'Azevedo PA et al, 1996). Une autre étude effectuée sur des rats a montré une
diminution de la numération plaquettaire (Gresele et al, 2010). Ces résultats sont confirmes par
ceux d’Orisadiran et al (Orisadiran P et al, 2019). D’autre part, la méme observation a été
notée chez les patients atteints de myélome multiple (Sarfraz H et al, 2020).

Chez les groupes traités par les extraits de pissenlit, nous avons noté une augmentation
significative p<0.05, 50% des rats avaient un taux normal de plaquettes. Nous avons pris
comme références les normes spécifiques aux rats wistar publiés par Harlan laboratoire (Harlan
laboratoire, 2008). Une expérimentation menée par M. A.M. A. Thijssen et son équipe montre
que les acides gras insaturés présents dans le pissenlit comme I’acide linoléique permettent
d’augmenter le taux de plaquettes sanguines (M. A.M. A. Thijssen et al, 2005).

L’analyse du frottis sanguin reste un examen indispensable pour le diagnostic du
myélome multiple. Il permet d’identifier les cellules pathologiques de facon précise. Dans notre
¢tude I’analyse du frottis sanguin a montré la présence des hématies en rouleaux, anémie
normocytaire normochrome non régenérative. De plus, nous avons observé des plasmocytes
circulants entre les rouleaux érythrocytaires.

Les mémes observations ont été faites par Naseeruddin Sheik et ses collaborateurs chez
les patients atteints de myélome multiple (Naseeruddin S et al, 2019).

La formation des rouleaux érythrocytaire est due a 1’hypergammaglobulines. Ce
phénomene est fréquent chez plus de 60% des patients myélomateux (Kyle et al, 2003 ; San
Miguel et al, 2006).
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Le myélogramme est un examen clé pour le diagnostic de myélome multiple. Dans la
présente étude le myélogramme a montré une moelle envahie de plasmocytes. Ces plasmocytes
observés avaient des critéres de malignité. Il s’agissait des plasmocytes avec une
multinucluarités, des plasmocytes binucléés et des plasmocytes avec cytoplasmes flammé. Les
mémes observations ont été observées dans de nombreux travaux (B.Ribourtout M, Zandecki,
2015 ; Bouferiouat et al, 2021 ; Naseeruddin Sheik et al, 2019).
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Le myélome multiple est une affection rare qui se caractérise par son polymorphisme
aussi bien sur le plan clinique que biologique, son diagnostic est simple, fondé sur la présence
d’une infiltration plasmocytaire médullaire maligne, d’un pic monoclonal et d’une atteinte
organique pouvant étre attribuée a la prolifération plasmocytaire.

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer I’activité anti-myélomateuse de
Taraxacum Officinale (Pissenlit) afin d’améliorer la prise en charge des patients atteints de
myélome multiple. Pour cela nous avons réalisé plusieurs études préliminaires dont le but
d’avoir une base de données sur I'intérét des dosages sériques et urinaires ainsi que les
différentes stratégies thérapeutiques mise en ceuvre pour le diagnostic et le suivi de ces patients
et d’autre part déterminer la place de I’autogreffe contre le myélome multiple.

Nos évaluations statistiques ont montré que le myélome multiple est une pathologie qui
touche les sujets agés avec une certaine prédominance masculine. D’autre part, nos résultats
ont révéle que la majorité des patients avaient un pic monoclonal dans la zone gamma globuline
suivi par un pic dans la zone béta globuline. De plus, I’hypoalbuminémie, 1’hypercalcémie et
I’hyperprotidémie sont fréquentes chez les patients atteints de myélome multiple. Dans notre
étude la répartition des patients en fonction de type de chaine Iégere a montré une prédominance
de la chaine légere de type Kappa avec un pourcentage de 66% contre 34% de chaine Iégere de
type lambda. Sur le plan hématologique nos résultats ont révélé la présence d’anémie avec un
pourcentage de 90%. La leucopénie et la thrombopénie étaient retrouvées respectivement chez
30% et 40% de nos patients. Sur le plan cytologique, le myélogramme a montré une moelle
riche envahie a plus de 10% des plasmocytes chez 90% des patients, parmi lesquels 84% avaient
des plasmocytes dystrophiques.

Bien que la greffe des cellules souches hématopoiétiques est actuellement la thérapie
standard pour le traitement du myélome multiple chez les patients moins de 65 ans, nos résultats
ont confirmé que le taux de réponse complete est trés elevé par rapport au taux de mortalité
avec un pourcentage de 32% pour le statut post greffe 1 et 49.5 % pour le statut a 100 jours. La
corrélation entre la cryothérapie et la survie globale aprés autogreffe est hautement
significative, les résultats obtenus montrent une survie globale de 5 ans. D’apres 1’analyse des
données on note que 1’age et le sexe du patients représente les critéres de choix pour le
traitement.

L’analyse des différents composants de Taraxacum Officinale a montré la présence

des flavonoides, des phénols totaux, des tanins, des terpenoides, des saponines, des quinones et
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des anthraquinones. D’autre part, nos résultats ont confirmé que le pissenlit possede une activité
antioxydante importante.

Le pissenlit est une plante dont les bienfaits ont été découvertes depuis I’antiquité, cette
plante oubliée de nos jours, est pourtant une excellente plante médicinale aux vertus
exceptionnelles. Cette enquéte pharmacobotanique a révélé une multitude de résultats sur les
parties utilisées, le mode de préparation ainsi que les maladies traitées.

Le recours a I'utilisation des plantes médicinales dans le traitement de certaines
pathologies est largement répandu dans le monde grace a leurs compositions chimiques riches
en composeés phénoliques, minéraux et multiples vitamines. Malgreé tous les effets curatifs et
préventifs que possedent ces plantes, ces derniéres peuvent causer des effets néfastes. Nos
résultats ont montrés 1’existence d’anomalies causées par 1’extrait de racines de pissenlit. Ceci
a eéte demontre par une hepatotoxicité, nous avons constaté une augmentation significative des
transaminases. Cette plante induit une augmentation significative du taux d’urée par contre
I’augmentation du taux de la créatinine n’était pas significative. Cependant, une diminution du
taux de la glycémie a été observée chez les rats qui ont recu une forte dose de I’extrait. De plus,
nous avons remarqué que I’extrait administré aux rats ne cause aucune perturbation sur le plan
hématologique et lipidique. De plus, I’extrait de racines de pissenlit est classé dans la catégorie
des substances faiblement toxique.

L’évaluation de I’activité antimyélomateuse du pissenlit était I’objectif principal de
notre étude. L’induction du myélome multiple chez les rats wistar males a été effectuée avec
succes. Nous avons enregistré une altération de la fonction rénale et hépatique. D’autre part, les
résultats obtenus ont montré un pic monoclonal dans la zone gamma et béta 2 globuline. De
plus nous avons enregistré une hypoalbuminémie, une hyperprotidémie et aussi des
perturbations du profil lipidique. L’analyse des données a montré des résultats significatifs sur
I’ensemble des tests biologiques effectués chez les rats traités avec 1’extrait de racines et
I’extrait combiné. Cependant, L’électrophorése des protéines sérique a montré que 75% des rats
traités avec I’extrait de racines avaient un profil normal contre 50% des rats traités avec I’extrait
combiné. Sur le plan hématologique 50% des rats avaient un taux d’hémoglobine normal,
concernant le taux de globules blancs et de plaquettes nous avons noté une leucopénie et une
thrombopénie chez le groupe rendu myélomateux. Par contre les transaminases sont restées
élevé par rapport au groupe témoin négatif. Chez le groupe rendu myélomateux la CRP été

positif avec un pourcentage de 100% contre 25% chez les rats traités avec les deux extrait.
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D’apreés les résultats issus de différentes expériences, nous avons conclu que le pissenlit
possede une activité anti-myélomateuse importante. Nous avons enregistré une amélioration
trés significative aux niveaux des paramétres biochimiques, lipidiques et hématologiques.

Recommandations et perspectives :

A la lumiére des résultats obtenus et de nos conclusion et pour faire face a ce
probléme de santé publique nous avons tracé les recommandations et les perspective ci-
dessous :

+ Essayer d’améliorer la prise en charge des patients afin d’augmenter le taux de
survie et ce en sensibilisant les médecins généralistes a travers un programme de
dépistage précoce du myélome

4+ Rechercher d’autres méthodes et techniques plus fiable pour le diagnostic de
cette pathologie

<+ Evaluer les risques et les avantages des différents traitements utilisés pour limiter
I’évolution, guérir le myélome multiple et identifier les doses nécessaires pour
atteindre un bénéfice thérapeutique et aussi suivre les patients pour les effets
secondaires, indésirables et systémiques

4+ Rechercher d’autres substances bioactives qui pourraient inhiber la croissance
des cellules myélomateuses.

%+ La poursuite de I’évaluation de Dactivité anti-myélomateuse de Taraxacum

Officinale in vitro
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Annexe N°01
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Electrophorese des protéines sériques pic gammaglobuline

Electrophorese des protéines serique pic dans les fractions globuline avec
hypoalbuminémie
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Electrophorese des protéines sérique pic béta2 globuline

Electrophorese des protéines sérique profil normal
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Extrait avant évaporation

Evaporateur a sec
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Questionnaire de I’étude ethnobotanique
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Annexe N° 04

Formulaire étude épidémiologique des patients atteins de myélome multiple
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Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sexe

Age

Date de
diagnostic

NBRE CD34+

Crytothérapie

Date de greffe

Statut a 100
jrs

Statut post
greffe 1

Complications
apres greffe

Statut DDN




Articles
cientifiques




EGYPTIAN ACADEMIC JOURNAL OF

BIOLOGICAL SIENCES

PHYSIOLOGY & MOLECULARBIOLOGY

Vi n.ym g‘,l\‘u |
'9‘.{ "?f?j .

2090-0767 WWW.EAJBS.EG.NET

Citation: Egypt.Acad.J.Biolog.Sci. ( C.Physiology and Molecular biology ) Vol. 13(2) pp37-46 (2021)
DOI: 10.21608/EAJBSC.2021.189884



Egypt. Acad. J. Biolog. Sci., 13(2):37-46 (2021)
Egyptian Academic Journal of Biological Sciences
C. Physiology & Molecular Biology
ISSN 2090-0767
www.eajbsc.journals.ekb.eg

Autologous Stem-Cell Transplantation in Patients with Multiple Myeloma

Bekhaled Imene!*, Mehida Hayet?, Benalia Abdelkrim?, Oueldjeriouat Hafida*, Mai
Abdesselam Hichem?! and Djebbar Ahmed Abdelhammid?

1. Biotoxicology Laboratory. Department of Biology. Faculty of Natural and Life
Sciences. Dijilali Liabés University, Sidi-Bel-Abbes. Algeria.

2. Molecular microbiology, proteomics and health Department of Biology. Faculty of
Natural and Life Sciences. Djilali Liabes University, Sidi-Bel-Abbeés. Algeria.

3. Environments and Health Research Laboratory. University Djilali Liabes, Sidi-Bel-
Abbes, Algeria

4. Hematology department EHU Oran Algeria

*E. Mail : bekhaledimene@gmail.com

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article History Introduction: Multiple myeloma is a cancer of the plasma cells that attacks
Received:11/7/2021 and destroys bones. Myeloma is the second most common cancer of the blood
Accepted:18/8/2021  and accounts for about 12% of diagnosed hematologic cancers. Depending on
the patient's condition and age, the treatment of multiple myeloma aims to
Keywords: eliminate the manifestations of the disease, to contain its progression and/or
Multiple to treat the Qompllc_atlons to ensure a bet_ter_pat_lgnt's qu_allty of life. The
Mvel ival survival rate in multiple myeloma patients is significantly improved through
yeloma, Surv_'v"fl new therapeutic agents such as monoclonal antibodies, immunomodellers,
rate, hematopoietic  proteasome inhibitors and hematopoietic stem cells transplantation, which is

stem cells considered as the standard protocol in patients under 65 years old. The
transplantation, objective of this study is to determine the importance of autologous
cryotherapy. hematopoietic stem cell transplantation in improving the survival rate and

quality of life of patients with multiple myeloma.
Materials and methods: 319 multiple myeloma patients who underwent
hematopoietic autologous stem-cell transplantation, were included in this
retrospective descriptive and analytical study.
Results: multiple myeloma can affect both sexes, the results of our study
revealed a male predominance with a percentage of 61%.
Data analysis shows a significant correlation between the patient's age and
the CD 34+ count and a highly significant correlation between cryotherapy
and overall survival rate that was about 5 years.
Conclusion: through our study, we have confirmed that autologous
transplantation strongly contributes to improving the survival rate of myeloma
patients. Hematopoietic stem-cell transplantation remains the first-line
treatment for patients under 65 years of age.
INTRODUCTION
Multiple myeloma (MM), also known as Kahler's disease, is a malignant
hemopathy characterized by the multiplication of tumor plasma cells in the bone marrow,
often with the secretion of monoclonal immunoglobulin (free light oak) (Anne Cairoli,
Michel André Duchosal, 2013).
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The annual incidence of multiple
myeloma is approximately 86,000 cases
which represent about 0.8% of all cancers
(Nikolaus Becker, 2011). The highest
incidence is recorded in the industrialized
regions of Asutralia, New Zealand, Europe
and North America (Nikolaus Becker,
2011).

The annual incidence in Algeria is
about 0.9 to 1.1/100,000 inhabitants/year
(Bekadja MA, 2009; Saidi M, 2013). The
etiology of MM s still unknown and no
predisposing factors have been clearly
identified yet (Charlot-Lambreacht I. et
al., 2011). Indeed, the only known
apparent risk factor is exposure to ionizing
radiation (Manier S, Leleu X, 2011; Kayel
RA, Rajkumar SV, 2007; . Charlot-
Lambrecht et al., 2008; Rajkumar SV et
al., 2007).

A case-control study conducted by
Dalus Baris and al in 2004 indicates that
occupational exposure to pesticides does
not present an increased risk of multiple
myeloma, while some animal viruses may
be implicated in MM development in
farmworkers and residents (Dalsu Baris et
al., 2004). Multiple myeloma
manifests as pain caused by bone damage
(58%), anemia (73%), hypercalcemia
(13%) and kidney failure (20-40%)
(Laubach et al., 2016), (Kyle R.A. et al.,
2003). However, these criteria are based
on monoclonal plasmocyte medullary
infiltration followed by a determination of
whether or not symptomatic multiple
myeloma (Anne Cairoli, Michel André
Duchosal, 2013).

Despite the development of new
therapeutic approaches, multiple myeloma
is still an incurable disease and is
gradually becoming resistant to all
treatments (Fouquet G. et al., 2017).
Multiple myeloma treatment is based on
several protocols. The choice of treatment
depends on the age, the patient's general
condition and prognostic criteria for
multiple myeloma (Fouquet G. et al.,,
2017), the symptomatic or non-

symptomatic criteria and the detected
genetic abnormalities (Riccardi O. et al.,
2000).

The treatment of MM is based on
the use of several substances. However,
alkaylating agents and corticosteroids,
proteasome inhibitors, bisphosphonate and
immunomodellants are the most used
anticancer substances (Anne Cairoli,
Michel André Duchosal, 2013).0On the
other hand, autotransplantation remains
the first-line treatment in patients under 65
years old (Alexis Genthon, 2016).

At present, the haematopoietic
stem cells (HSCs) used for autologous
transplantation come from peripheral
blood. These cells are recovered by
cytapheresis, obtained from patients who
have received recombinant haematopoietic
growth factors such as GM-CSF and G-
CSF. Moreover, the use of HSCs from
bone marrow has become exceptional
(Jean-Luc Harousseau, 2013). The rate of
progression and relapse remains high in
multiple myeloma patients even though
the overall survival rate is improved.
Long-term data indicate a risk of
recurrence of the disease after first-line
treatment.

Autotransplantation is one of the
mean therapeutic protocols used in the
treatment of MM that gives maximum
survival. The aim of this study is to
analyze the general state and life span of
patients who have undergone autologous
haematopoietic stem-cell transplantation in
the western Algeria region.

PATIENTS AND METHODS

This is a retrospective, descriptive
and analytical study of records of multiple
myeloma patients who have undergone
autologous transplantation. This survey
took place in the western Algeria region
over a period of 10 years, from 2010 to
2020. Hence, 319 patients were included
in our study. Therapeutic response,
progression and relapse were defined
according to EBMT (Bladé J. et al., 1998)
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and international myeloma working group
criteria (S. Manier, X. Leleu, 2011).
Complete remission was defined by
the disappearance of the serum and urinary
monoclonal component  and the
disappearance of extramedullary
plasmacytomas. The state of progression
was also defined by the increase of the
serum monoclonal component > 25 % and
the increase > 25 % of the medullary
plasmacytosis (Bladé J. et al., 1998).

Overall survival is calculated from the first
day of the autograft.

All data were analyzed using the
IBM SPSS version 25 software, through
the Chi-square and the Anova tests.

RESULTS
Distribution by Gender:

Figure 1 shows the distribution by
gender of our study population. Among the
319 patients of our series, 195 men with a
percentage of 61% and 124 women with a
percentage of 39% were recorded.

H man

woman

Fig.1: Distribution of patients by gender.

Age Distribution :

The distribution by age of
patients with multiple myeloma who
underwent autologous transplantation is

70.0

60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0
<= 30

31-45

shown in Figure 2. The most represented
age category was [46-60] The average age
was 53 years with extremes ranging from
27 to 72 years.

W
)}
[y

46-60

Fig.2 : Patients age distribution

Distribution by Post-Transplant Status
(1 and 100-day duration):

The following Table (1) shows the

distribution of patients according to the 1

to 100 days post-transplant status. In our

study, the majority of patients were in a
state of complete responsibility for both
durations (1 and 100), and 30.1% were in
relapse for post-transplant status 1.
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Table 1: Distribution according to

Influence of Gender on 100-Day Status:
figure

Bekhaled Imene et al.

ost-transplant 1 status and 100-day status

Status Patient condition Percentage %

Post-transplant status 1 | Complete response (CR) | 32
Relapse 30.1
Deceased 3.1
VGPR 11
Biological relapse 1.3
Progression 1.9
Lost sight of 20.6

100-day status CR 49.5
VGPR 30.7
Deceased 2.5
Progression 1.3
Lost sight of 16

The  following

The obtained
(3)

results show a highly

significant correlation between the studied

represents the relation between sex and parameters (p <0.01).
status at 100 days using the chi-square test.

20

80
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60

50

40

30

20

10

0

RC VGP

B man

Woman

R Deceased

Fig.3: Correlation between gender and 100-day status.
RC: Complete response, VGPR: Reduction of the monoclonal component less than 90%,
PROG: Progression.

Influence of Age on CD34+ Count:

An autograft, the CD34+ stem cells
number is very important because they
will be collected, frozen and then re-

injected to the patients when their number

PROGR

is very high. The results show (Fig.4) an
inversely proportional relation between
The CD34+ cells number and the age of
patients (p<0.01).
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Fig.4: Correlation between age and the number of CD34+ cells.

Influence Of Cryotherapy on Overall
Survival:

Concerning the lifespan of patients

after transplant while using cryotherapy, a

log-rank test was used to determine if

there were differences in the survival

distribution associated with either the
presence or absence of this intervention:
The survival distributions for the two
interventions were statistically significant,
x2(2) = 211,63, p <.0001 (Fig.5).

07
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00

CRYOTHERAPY

Yes
—ITHon
Yes-censuré
T~ MNon-censuré

L]

0 20 40

lifespan after transplant (months)

60 a0

Fig.5: Correlation between lifespan and cryotherapy.

Influence of Age and Gender on
Lifespan:
The two ways Anova test results

show (Fig.6) no significant influence of
patient’s age and sex, and their lifespan
after transplant (P=0.994).
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Patient's lifespan after after transplant

Male

Female

Fig. 6: Effects of patient’s age and gender on their Life span.

DISCUSSION

Multiple myeloma represents about
1% of all cancers and about 2% of cancer-
related deaths worldwide (Manier S.,
Leleu X., 2011). In our study series, a male
predominance was found with a sex ratio
of 1.55. These results are similar to those
of another study published in the Algerian
journal of hematology in 2009 which
indicates a sex ratio of 1.4 (Bekadja M.A.,
2009).

Auto-transplantation of
haematopoietic stem cells is the first-line
treatment, but it is only affordable for
patients under 65 years of age (Harousseau
J.L., Moreau P., 2009). Indeed, the average
age of patients who had undergone an
autograft of CSH was 53 years in our
study. These results are consistent with the
literature.

Furthermore, the monitoring of
patients after autograft reveals a
continuous risk of relapse for several years
following autograft. However, in this
series, the majority of patients were in a
state of complete response followed by a
state of relapse. In addition, a study
realized by M Krejci showed that 35% of
the patients were incomplete, and 60%
were in partial remission (Krejci M. et al.,
2005). Also, other research showed that
patients treated with an autologous
haematopoietic stem cell transplant had a

24% risk of disease progression (Blade” J.
et al., 2003).

Gender is one of the mains choice
criteria for the treatment of Multiple
myeloma. Data analysis shows a very
significant correlation (p<0.01) between
the patient gender and the therapeutic
response after 100 days following the
autograft. The CD34+ cell count is
essential to determine the richness of the
sample in haematopoietic progenitors
(Sparrow R.L. et al., 2006). In our study,
there was a very significant correlation
between the number of CD34+ cells and
the age of the patient. The products
collected by cytapheresis contain an
average of 3.82+2.02 x 106/Kg CD34+
cells, whereas the required value is 2.5-5 x
106/Kg and the target value for double
autografting is 6 x 106/Kg (Allan, D. et
al., 2002). Similarly, to our findings, J.
Vorlicek and colleagues noted a median
level of perfused CD34+ cells of 4.7 x
106/kg (Vorlicek J., 2005).

Our results show also that the
cryotherapy protocol has a significant
influence on the median survival rate after
an autologous haematopoietic stem cell
transplant. ~ Studies show that oral
cryotherapy is used for the prevention of
oral mucositis (Chen J. et al., 2017). 70%
of patients receiving an autologous
haematopoietic stem cell transplant
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develop oral mucositis as a result of
conditioning chemotherapy with a high
dose of melphalant. The results obtained
by Joey et. al show that cryotherapy is
potentially effective in reducing oral
mucositis (Chen J. et al., 2017). The
multiple  myeloma patient's overall
survival has improved very significantly in
recent years. Analysis of the results shows
an overall survival rate of 5 years.Vorlicek
et al. noted that median survival was
ranged between 29.5 and 68.8 months,
with a significant correlation between age
and therapeutic response after autograft
(Chen J. etal., 2017).

In addition, other studies showed a
median survival of 31.7 months (Shah N.
et al., 2012), 24 months (Blimark C. et al.,
2001) and an 18-month overall survival
rate (Tricot G et al., 1995). In addition,
other results found by Fonseca and his
team showed a more important overall
survival rate of 7 to 10 years (Fonseca R.et
al., 2017).

The HOVON study demonstrates
that autologous hematopoietic stem cell
transplantation is more efficient than
newer agents for the treatment of multiple
myeloma (Kumar S.K. et al., 2011).
CONCLUSION

Although haematopoietic stem cell
transplantation is currently the standard
therapy for the treatment of multiple
myeloma in patients under 65 years of age,
this study confirms that the complete
response rate is very high compared to the
mortality rate with a percentage of 32%
for post-transplant status 1 and 49.5% for
status at 100 days.The correlation between
cryotherapy and overall survival after
autograft is highly significant with overall
survival of 5 years. Analysis of the
obtained data shows that the age and the
sex of the patient represent the mains
choice criteria for treatment.

This  study  confirms  the
fundamental interest of autologous
haematopoietic stem cell transplantation in
the management of patients with multiple
myeloma.
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ABSTRACT

Introduction: Dandelion (Taraxacum officinale) is an edible and medicinal plant. We use the leaves, flowers and roots. The objective of this
study is to show interest in the use of dandelion as a natural remedy in the primary treatment of serval pathologies.

Methods : An ethnobotanical survey of 1000 people in the western region of Algeria was conducted using a questionnaire.

Results: the obtained results from this study show that 60% of the population questioned prefer traditional medicine the majority of them use
the plant in the medical field whose leaves and roots are most used. Infusion and maceration are the most usable methods for the preparation
of the plant and administration is exclusively oral. Most users testify that the plant has significant efficacy with a percentage of 61%.

Conclusion :All this information constitutes a database to perform other research in vivo or in vitro to value this planton the therapeutic level.
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INTRODUCTION

For centuries, medicinal plants have occupied a very
important place to relieve and cure several diseases, indeed
there are about 500.000 species of plants of which 80,000
contain medicinal properties 1.

Many plants grow spontaneously in different regions which
are ignored despite their benefits effects among those plants
we quote the pisenlit. This is an edible plant used for a long
time in alternative medicine for the treatment of several
diseases 2.

Taraxacum officinale is a plant known as « Dendelion »
which means lion’s tooth by leaning on the serrated foliage 3.

It belongs to the Asteraceae family, of the subfamily
Cichorioideae, of the Lactuceae tribe 4.

ISSN: 2250-1177 [86]

This plant is easily recognizable, it is a perennial herbaceous
acaule that is, no rod is produced, the leaves emerge from a
single bud at ground level, measuring between 5 and 30 cm 5.

Phytochemical studies have demonstrated that dandelion
containsphenolic compounds, sugars and a complex of many
vitamins, it is also rich in minerals 6. It also contains
alkaloids, tannins, flavonoids and proteins 3.

The virtues of this plant encourage researchers to conduct
studies in order to test the different activities it has. This
research is mainly related to antioxidant, anti-inflammatory
andantidiabetic.

A study that was conducted in rats rendered obese to test the
effect of dandelion extracton the evolution of plasma and
tissue lipid parameters has shown that this extract has
beneficial effects in the regulation of dyslipidemia and blood
sugar also in the treatment of obesity 7.
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On the other hand, Colle D and his collaborators point out
that Taraxacum Officinale fruit extract has a high antioxidant
activity which protects brain slices from SNP-induced cell
death and this activity is due to the presence of phenolic
compounds 8.

In addition, another study highlights the antioxidant activity
of meth extracts from dandelion leaves that have been
fractionated into different solvents.The results of this study
show that ethyl acetate and butanol fractions have high
antioxidant activity for all tests, however, the hexane fraction
had low activity °.

A group of researchers evaluated the anti-inflammatory
activity of dandelion in vitro.They took as a reference for the
measurement of this activity the inhibition of the lysis of the
HRBC membrane induced by hypotonia, the results show
that the extract has significant anti-inflammatory activity due
to its content of alkaloids, flavonoids and terpenoids 10,

Moreover, the results obtained by Mr. Emir and his
collaborators reveal thatthe methalonic and aqueous
dandelion extract has inhibitory properties of a amylase and
a glucosidase 11,

Pharmacology and biotechnology are the main a for
exploiting the different therapeutic effects of the
plant.Despite all the benefits that possess this plant it is still
little used.

The objective of this study was to identify this plant and to
determine how to value it on the therapeutic level in the
western region of Algeria.

MATERIELS AND METHODS

This is an ethnobotanical study that was carried out between
July 2019 and March 2020 among 1000 people randomly
interviewed in the Western region of Algeriawith the
objective of describing the use of dandelion in the treatment
of different pathologies. This survey was carried out using a
pre-determined questionnaire, The data collected are : sex,
age, academic level, family status, place of residence and use
of the plant.

Table 1: Distribution of the
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All data was recorded and analyzed by IBM SPSS software
version 25.

RESULTS AND DISCUSSION

Do you know the plant

65%

myes no

Figure 1 : Distribution by plant Knowledge
Description of the population questioned

The use of dandelion is wide spread in all age groups with a
peak for people between 20 and 40 years of age, the average
age is 42 years with extremes ranging from 20 years to 89
years. On the other hand, in people over the age of 65 the use
of the plant is very reduced. Men and women were affected
by this survey, in fact 56% of those questioned were women,
while 44% were men (Table N°1).

Moreover, the analysis of the data shows that the majority of
people using the plant are academics with a percentage of
45.8% come next secondary, primary and illiterate levels
with a low percentage of 4%.

71% of users of this plant were city dwellers while 29%
were villagers, married people use the plant much more with
a rate of 73% than single people who were 27%.

population questioned

Parameter Nember Percentage %
Age 20a40ans 483 48,3
40 a60ans 351 351
Plus de 60 ans 166 16,6
Sex Women 560 56
Men 440 44
Level of education Illiterate 40 4,0
Primary 163 16,3
Secondary 338 33,8
University 458 45,8
Place of residence City 710 71
Town 290 29
Distribution by family Single 270 27
Situation Married 730 73

ISSN: 2250-1177 [87]
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In our study area more than 50% of people prefer traditional medicine as well as women are more concerned with alternative
medicine with a percentage of 60% (Figure 2).The plant is much more used in medicine and little used in the industrial and
cosmetic field indeed the majority of studies focus on the different therapeutic effects (Figure N°3).

# traditional medecine # modern medecine 100.00%
90.00%
—
o 65% | — |
70% ° 80.00% B
60% 7000% @ B
50% 009 =
o 40% 60.00% =
40% 50.00% =
30% 40.00% =
20% 30.00% =
o f——
20.00% =
1o% 10.00% f—
. ) = =
0% — = I—]
0.00%
women en medecine  cosmetic indistrual
Figure 2: Frequency distribution between Figure 3: Distribution according to the
modern and traditional medicine domain of use

Description of how the plant used

Table 2 : Distribution by mode of use

Number Percentage %
Yes No Not wide Yes No Not wide
spread spread
Part used Flowers 313 110 573 31 11 58
Roots 273 160 567 27 16 57
Seeds 189 233 578 19 23 58
Condition of the plant | Fresh 212 149 839 21 15 64
Dry 293 151 550 29 16 55
Mode of preparation Infusion 230 130 640 23 13 64
Maceration 111 248 641 11 25 65
Poultice 89 271 640 9 27 64
Decoction 111 245 644 11 25 64
Other 149 269 582 15 27 58
Method of use Oral 281 79 640 28 08 64
Inhalation 37 323 640 4 32 64
Other 201 244 555 20 24 56
Treated pathologies Dermatological 119 238 563 12 24 56
Renal 114 245 641 11 25 64
Reospiratory 75 284 680 8 28 68
Hematological 219 139 642 22 14 64
Metabolic 96 262 642 10 26 64
Gastric 194 176 630 19 18 64
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Figure 4 : Distribution according to the dose used Figure 5: Distribution by Side Effect
9.70%
® important average = |low
Figure 6: Distribution by plant efficacy
DISCUSSION this plant for certain indications such as:increased diuresis

Dandelion is a medicinal plant that has many benefits, the
obtaned results reval a 65% of the respondents do not know
the plant, despite it is a real nutritional bomb. However, this
plant is unknown because it does not grow in our study area.

Medicinal plants are used as the main source of treatment in
80% of the population in developing countries 12,

In this edible plant all is used flowers, roots and leaves.
Dandelion leaves are rich in minerals, multiple vitamins,
flavonoids, terpenoides, choline, bitter glucosides, beta-
carotene and xanthophyla, on the other hand, the roots are
rich in bitter glycosides, tannins, sterols, volatile oils,
taraxacin, taraxacerin, triterpenes, asparagine and insulin 13,

Preparations may contain a single compound or a mixture of
all three. Examination of the data showed that the majority
of people using the plant use flowers and roots, but few
people use the leaves. However, there are various ways to
consume and concerve plants. The majority of studies focus
on the evaluation of leaf and root extracts 10. The survey
shows that the plant is used after drying.

In order to facilitate the administration of the active
ingredient, different methods are used for the preparation of
dandelion. Infusion is the most used followed by maceration,
decoction and poultice. Other users consume fresh leaves in
salads.

Plant users in our area use the plant with inaccurate doses,
of which 39.20% per spoon, 37.10% per handle and 23.70%
per pinch.

Since ancient times many people use dandelion for these
healing properties especially in Chinese medicine or it is
used for treating liver diseases 14.

Health authorities such as the WHO, the EMA, the European
Commission or the ESCOP, recognize the traditional use of

ISSN: 2250-1177 [89]

in urinary tract conditions, relief of symptoms related to
mild digestive disorders, antioxidant, anti-inflammatory,
anti-diabetic and full of other therapeutic and diuretic
effects 15; 16,

Dandelion has been used for centuries to stimulate digestion
17, In other parts, a group of patients with colitis used
dandelion roots in combination with other plants, the results
obtained show a reduction in pain in 96% of the patients 18,
The study of Jeon et al found that the etheric extracts from
the aerial parts reduce the rate of inflammation. In addition,
other studies suggest that this activity is due to the presence
of phenylpropanoides 19 20,

A literature review published in 2020 also highlights that
dandelion has hepatoprotective effects against chemical

agents due to its antioxidant and anti-inflammatory effects
21

Results obtained by Funke et al show that the aqueous
extract of the aerial parts of Taraxacum Offinale inhibits the
action of a-amylase in 20-40% 22, Similar results were found
by Emir et al which showed that the aqueous and methalonic
dandelion extract has inhibitory activities of « amylase and a
glucosidase 11.

Research carried out by Racz-Kotilla et al on mice shows that
a consumption of 2 g/kg of dandelion leaves has diuretic
activity as long as dandelion is rich in potassium 23.

Moreover, the German Commission E confirms the use of
dandelion as a diuretic and also for the treatment of
anorexia, dyspepsia and biliary abnormalities 24.

Statistical analysis shows the difference in opinions
regarding the side effects of the plant. Indeed 43% say that
the plant has no side effects whereas 57% of people using
the plant testify that the plant has adverse effects.
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Toxicological studies on dandelion are very limited.
However, depending the chemical composition and the use
of the plant, there are no adverse effects. To date, no side
effects have been reported. The only element reported is the
possibility of dermatitis in contact with dandelion latex 15; 4,
On the other hand, a study carried out by Akhtar MS et al in

rats evaluated a rate of 3-6g/l for whole plant consumption
25,

Moreover, a study in wistar rats showed that dandelion root

extract is slightly toxic with an LD50 of 500 to 5000 mg/kg
26,

Statistical analysis shows the difference in opinions
regarding the side effects of the plant. Indeed 43% say that
the plant has no side effects whereas 57% of people using
the plant testify that the plant has adverse effects.

CONCLUSION

Dandelion is a plant whose benefits have been discovered
since ancient times, this plant forgotten nowadays, yet is an
excellent medicinal plant with exceptional virtues.This
survey revealed a multitude of results on the parts used,
mode of preparation as well as the diseases treated.

The analysis of the results shows that academics
predominate with a percentage of 45.8%, leaves and roots
are the most used parts. This study also shows that the plant
is used to treat hematological conditions in the first position
followed by gastric pathologies. This information provides a
database for further in vivo or in vitro research to improve
the use of this plant.

Conflits of Interest: No potentiel conflits of interest
reported by the authors
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Evaluation of the Acute Toxicity of Dandelion (Taraxacum officinale) Roots

Bekhaled Imene?!*, Benalia Abdelkrim?2, Mehida Hayet3, Meziani Samira?, Tarfaoui Louiza?!, Djjebar Ahmed
Abdelhamidz?, Mai Abdesselam Hichem1, Bensaid Ilias!, Demmouche Abassia!

1 Biotoxicology Laboratory. Department of Biology. Faculty of Natural and Life Sciences. Djilali Liabes University, Sidi-Bel-Abbeés. Algeria

2 Environments and Health Research Laboratory. University Djilali Liabes, Sidi-Bel-Abbes, Algeria

3 Department of Biology. Faculty of Natural and Life Sciences. Djilali Liabés University, Sidi-Bel-Abbés. Algeria

ABSTRACT

Introduction: Dandelion (Taraxacum officinale) is a medicinal plant used in alternative medicine for its multiple therapeutic and preventive
properties. However, insufficient data are available about its toxicity.

Materials and methods: dandelion roots total extract vas prepared by maceration for 24 hours and its toxicity was then assessed on 30
WISTAR male rats divided into four experimental groups receiving the extract at different rates, and one control group treated with the vehicle.
Changes in renal, hepatic, lipid, and hematological parameters as well as signs of acute toxicity were noted during 15 days after the one dose
extract administration.

Results and discussion: The obtained results reveal a very significant (p<0.01) disruption of transaminases but not renal, lipid and
hematological parameters.

The acute toxicity study demonstrated that dendelion roots extract has low intraperitoneal toxicity with a LD50 ranged between 500 and 5000
mg/kg.

Conclusion: Dandelion's richness in secondary metabolites and its low in vivo toxicity make it a good candidate as a source of drugs with anti-

inflammatory and anti-cancer properties.
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L INTRODUCTION

Dandelion is an edible and medicinal perennial plant that
grows almost anywhere but more communally in temperate
regions of the world 1. This plant is a part of the Asteraceae
family originally found in Europe, North and South America
and Asia 2 and it is considered as a potent medicinal plant
(RENISUS) 3.

Phytochemical studies have demonstrated that dandelion
contains phenylpropanoids, polysaccharides 4, flavonoids,
hydroxycimanic acids, chlorogenic acid and coumarins.
Dandelion leaves are rich in citamines including 8 carotene,
choline and trace elements such as iron, magnesium, silicon,
sodium, potassium, copper, zinc and phosphorus 5. On the
other hand, the roots are rich in bitter glycosides, tannins,

ISSN: 2250-1177 [159]

sterols, volatile oils, taraxacin, taraxacerins, triterpenes,
asparagine and insulin 6.

The benefits of dandelion have been demonstrated since the
antiquity, especially in traditional Chinese medicine where it
is used to treat liver diseases as well as for its antibacterial
activity 7. The authors of a meta-analysis paper published in
2020 also point the dandelion hepatoprotective effects
against chemical agents through its antioxidant and anti-
inflammatory effects 8.

Research on this plant focuses on its antioxidant, anti-
inflammatory and anti-diabetic activity. The study of Sumath
M and Rana A on rats showed that dandelion extract have an
important antioxidant and diuretic activity 9. In another in
vitro study, flavonoids and coumaric acid derivatives
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contained in the dandelion flowers showed a strong
antioxidant activity 10.

On the other hand, preliminary clinical trials show that the
use of fresh leaf extract of dandelion increases fluid excretion
in healthy people 1! and decreases glycaemia after its
ingestion in non-diabetic people 12. In addition, another
clinical trial shows that dandelion has anti-atherogenic
properties by lowering cholesterol levels 13,

Although dandelion has important therapeutic effects,
toxicological studies on it are very limited and only few
researches have shown mild hypotension and a possible
allergic contact dermatitis in people with lactone
hypersensitivity 3. Hence, we proposed to study the toxicity
of dandelion roots. The aim of this study is to assess the
effect of acute toxicity of dandelion roots extract in WISTAR
rats in order to confirm its safety as an alternative treatment.

IL MATERIAL AND METHODS
I1.1 Plant

The dandelion samples were obtained from Moselle, France.
The roots of this plant were washed, dried in open air and in
darkness, and then powdered unsing an electronic grinder.

30 g of this powder were macerated in 300 ml of 70%
ethanol under stirring for 12 hours and then filtered through
a Whatman paper. After that, the filtrate was evaporated and
the extract was dried in the oven for 24 hours. Samples
administered to the rats were diluted in a 5% ethanol
solution.

I1.2 Animals

25 Albino WISTAR rats of 250g of weight and aged of 3
months were obtained from Pasteur Institute in Algiers,
Algeria. Animals were fed a standard diet and had a free
access to food and water. They were divided into 4 groups
(From G1 to G4) (N=6) treated with the prepared extract at
400, 800, 1600 and 2000mg/kg; and controls (G5) that
received the vehicle via a one dose Intraperitoneal injection.

Experimentations were carried out according to the ethical
conditions approved by the committee of our university.

I1.3 Determination of LD50

The animals were observed for 2 hours after injection to
determine immediate death and then for 15 days for toxicity
assessment. Toxicity signs include hypoactivity, breathing
difficulty, coma and swelling in the injection site. The
number of deaths was reported during the 15 days of
observation to determine the lethal dose resulting in 50%
death LD50.
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The LD50 was calculated according to the following
equation:

LD50 =LD100 - (X (axb)/n)

LD100 = Dose resulting in 100% death;

a = average of deaths between two successive doses;
b = difference between two successive doses;

n = number of animals used per group 4.

At the end of the experimental period, animals were fasted
for 24 hours, anaesthetized and sacrificed. Blood samples
were collected in EDTA and heparin tubes for hematological,
hepatic, renal and lipid parameters.

I1.4 Biochemical analysis

Blood samples were centrifuged at 3000 rpm for 15 min and
plasma was then separated. Creatinine assay based on the
reaction of creatinine with sodium picrate and urea assay
based on the enzymatic hydrolysis of urea into ammonia
(NH4) and carbon dioxide (CO2) ions were carried out in
order to determine the renal profile. Transaminases levels
were determined by a colorimetric methods using
Biomaghreb® kit and used for hepatic function evaluation.
Glucose and lipid profile (total cholesterol and triglycerides)
based on enzymatic reactions were also analyzed by a
colorimetric method based on Quinone production.

I1.5 Hematological determination

For the evaluation of hematological parameters, samples
were collected in EDTA tubes for blood count. The assay was
performed using a SYSMEX XN-550 SYSMEX XS-1000i
automated system.

I1.6 Statistical analysis

Results were analyzed using IBM SPSS.25 software. We used
the ANOVA test for the analysis of the dataset followed by a
post-Hoc Tukey test for multiple comparisons between the
different groups. A value of p<0.05 is considered significant
for all tests.

In the statistical analysis, we eliminated the 2000mg group
which corresponds to the 100% lethal dose and the 1600mg
group in which only one animal stilled alive at the end of the
experiments.

IIL RESULTS AND DISCUSSION

III.1 Evaluation of signs of acute toxicity of dandelion
root extract

Results of toxicity assessment and mortality of rats exposed
to the dandelion roots extract are shown in Table 1.

Table 1: Behavior and signs of toxicity of dandelion roots extract of rats

Groups G1 G2 G3 G4 Controls (G5)
Dose mg/kg 400 800 1600 2000 Ethanol 5%
Normal behavior + + - - +

Abnormal gait - - + + -

Reduced activity - + + + -

Breathing difficulty - - - - -

Coma - - + + -

Blood in the urine - - - - -

Mortality - + + + -

Swelling of the injection part - -

(+presence, - absence).
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I11.2 effect of dandelion root extract on kidney
parameters

Creatinine levels in rats treated with the extract showed no
significant difference from controls. However, a very
significant increase of urea level was noted in group 1 and
group 2 as compared to controls (Fig. 1).
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creatinine level urea rate

Figure 1: Evaluation of creatinine (mg/dl) and urea
(g/dl) levels.

Results are represented as mean and standard deviation, *
significant difference (p<0.05), ** highly significant difference
(p<0.01). Group 1: 400mg dose, group 2: 800mg dose, group 5:

control.

Effect of dandelion root extract on hepatic parameters

Our results showed a significant increase in ASAT levels in
groups 1(p<0.05) and group 2 (p<0.01). The extract effect
was much higher on ALAT level, which was highly increased
as compared to controls (Fig. 02).
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Figure 2: Evaluation of the ASAT and ALAT rate (UI)

*significant difference (p<.05), **highly significant
difference (p<.01), ***highly significant difference (p<.001).

C. Effect of dandelion root extracts glucose level

Statistical analysis of the of the blood glucose results shows
a significant difference for all groups. Acute hypoglycemia
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was noted in rats treated with the extract at 800mg/kg (Fig.
3).

’ BLOOD GLUCOSE
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Figure 3: Evaluation of the blood glucose level g/1

*significant difference (p<.05), **highly significant
difference (p<.01), ***highly significant difference (p<.001).

d. Evaluation of the lipid profile

Fig.4 summarizes the variation of some lipid parameters
(total cholesterol and triglycerides) of the rats that received
the extract compared to controls. No significant differences
were noted between the experimental and the control
groups as for total cholesterol and triglycerides. Although,
the triglyceride levels observed in the group 2 are low as
compared to the control group.
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Figure 4: Evaluation of total cholesterol level and
triglycerides in rats treated with dandelion root extract.

I1.4 Assessment of the haematological profile of rats

The evaluation of hematological parameters of rats treated
with dandelion roots extract are presented in Table 2. Rats
treated with the roots extract maintained normal levels of all
haematological parameters and no significant changes were
observed. This indicates the absence of toxic effects of the
extract on blood constituents.

Table 2: Evaluation of haematological parameters

Group Group 1 Group 2 Group 5

Rate GB 103/ul 5.95+2.04 2.1+0.42 4.96+1.33

GR Rate 103/ul 7.74+0.14 7.65+0.12 7.79+0.52
Hemoglobin level g/dl 12.1+0.11 11.3+0.84 12.46+0.66
Platelet levels 103/pl 630+74.66 787+205.06 556.66+39.79
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IV. DISCUSSION

Dandelion is a medicinal plant that has exceptional virtues
but multiples studies steel be needed in order to elucidate its
toxicological and pharmaceutical proprieties. In our study,
the acute toxicity signs of dandelion roots extract were
abnormal behavior, coma and other severe signs leading to
the death of the treated animals. We noted a total mortality
(100%) in the fourth group that received 2000 mg/Kg of the
roots extract 24 hours after the injection. The toxicity of
herbal extracts depends on the route of administration and
extracts can be toxic by a route and non-toxic another 15.
Applying the method of KARBER and BEHRENS, the LD50 of
dandelion roots extract is determined at 1100mg/kg, 14
LD50 of the whole plant was estimated at 3-6g/L 16.
According to the classification of Hodge and Sterner,
dandelion roots extract can be classified as a low toxicity
substance 17.

Creatinine and urea are the main indicators of
nephrotoxicity, although urea is considered a more reliable
predictor of renal function than blood creatinine 18. We
noted that dandelion roots extract did not influence the
creatinine level. These results are supported by those of
Harlan Laboratoire in 2008. However, urea levels were
statistically higher in treated animals when compared with
the normal values of Urea in WISTAR rats 19. In fact, this
Urea disturbance cannot indicate a renal impairment as long
as creatinine values are within the norms. Transaminases
are the main enzymes for the evaluation of liver function;
ALAT is a liver-specific enzyme and a sensitive indicator of
hepatotoxicity whereas ASAT is found in liver, heart and
muscle 15. We noticed a significant increase in transaminases
levels 15 days after the extract administration. Several drugs
can cause an increase in hepatic parameters especially those
with anti-inflammatory and antibiotic activity 20. ALAT and
ASAT are hepatic intracellular enzymes that may be released
in blood in case of hepatic cell necrosis or hepatotoxicity due
to drugs consumption 15. The adverse effects that plants can
cause on the liver are cytolytic hepatitis, veno-occlusive
manifestations, acute or chronic hepatitis, steatosis and
fibrosis 21,

In our study, we noted an increase in transaminases
especially for ASAT level in the groups treated with the roots
extract. ASALT increase proportionalley to the extract
cencentration. This toxicity may be related to the presence
of alkaloids in the dendelion root extract 22.

Based on our data analysis, we recorded a significant
decreased in blood glucose levels which was observed in the
groups treated with high rates of the extract. Several studies
have shown the hypoglycemic effect of dandelion 12. Another
study on mice confirms the hypoglycemic effect of dandelion
extracts (Roberta et al, 2001). Similar results were also
obtained by a group of researchers who tested the
hypoglycemic effect of aqueous and ethalonic extracts of
dandelion leaves and roots on streptozotocin-induced
diabetic albino rats 23. On the other hand, the study of 24
reveals that the methanolic and the aqueous extracts of
dandelion have inhibitory properties of a amylase and «a
glucosidase. All these studies support that dandelion has a
strong antidiabetic activity. This activity is explained by the
presence of insulin in the chemical composition of the plant
5. The evaluation of the lipid profile showed no significant
disturbance in the treated groups as compared to the male
WISTAR rats normal values 19. Finally, no signs of hemato-
toxicity were noticed and all the variances are within the
norms 19,
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V. CONCLUSION

Medicinal plants are used nationwide in the treatment of
certain pathologies due to their chemical compositions rich
in phenolic compounds, minerals and multiple vitamins.
Despite the entire curative and the preventive effects that
these plants possess, they may be harmful and their toxicity
needs to be studied. In the present study, the acute toxicity
of dandelion roots extract was assessed in male WISTAR. We
note that this is the first study concerning the dandelion
roots toxicity.

Our results showed that the dandelion roots extract induce
an increase in urea but not creatinine level, and in hepatic
enzymes. In addition, we found that the extract administered
to the rats did not cause any hematological or lipid
disturbance. The acute toxicity study showed that the
prepared extract may be classified as a relatively low acute
toxicity commixture. We suggest that the dandelion roots
extract is good candidate as a drug with anti-inflammatory
and anti-cancer properties.

Conflicts of Interests: No potential conflict of interest
reported by the authors

REFERENCES

[1] Diaz K, Espinoza L, Alejandro Madrid, Leonardo Pizarro, Rolando
Chamy. Isolation and identification of compounds from
bioactive extracts of Taraxacum Officinale ex F. Wigg.
(Dandelion) as a potential source of antibacterial agents.
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine.
2018, Article ID 2706417, 8 pages.

[2] QURESHI S, ADIL S, ABD EL-HACK ME, ALAGAWANY M, FARAG
MR, Beneficial uses of dandelion herb (Taraxacum officinale) in

poultry nutrition. World’s Poultry Science Journal.Volume 2017;
73(3):591-602

[3] Faria T.C, Nascimento C. C. H. C, Vasconcelos S. D. D. De, Stephens
P. R. §, Saranraj P, Barreto A. S, Diré G.F, Literature Review on
the Biological Effects of Taraxacum officinale Plant in Therapy.
Asian Journal of Pharmaceutical Research and Development.
2019; 7(3):94-99.

[4] Eric Yarnell, ND, RH (AHG), Kathy Abascal, JD, RH (AHG).
Dandelion (Taraxacum Officinale and T monogolicum).
Integrative Medecine. 2009; 8:2.

[5] Fatima T, Bashir O, Naseer B, Hussain SZ, Dandelion:
Phytochemistry and clinical potential. Journal of Medicinal
Plants Studies; 2018; 6(2):198-202.

[6] Rasoo S, Sharma B, Taraxacum officinale: a high value less
known medicinal plant. Annals of Plant Sciences, 2014;
3(12):908-915

[7] Wirngo FE, Max N Lambert, Per B Jeppesen The Physiological
Effects of Dandelion (Taraxacum Officinale) in Type 2 Diabetes.
Summer-Fall; 2016; 13(2-3):113-131.

[8] Mahboubi M, Mahboubi M, Hepatoprotection by dandelion
(Taraxacum officinale) and mechanisms. Asian Pacific Journal of
Tropical Biomedicine; 2020; 10(1):1-10.

[9] Sumanth M, Rana A, In vivo antioxidant activity of hydro-alcholic
extract of Taraxacum officinale roots in rats. Indian ] Pharmacol;
2006; 38 pNA.

[10] Hu C, Kitts DD, Dandelion (Taraxacum officinale) flower extract
suppresses both reactive oxygen species and nitric oxide and
prevents lipid oxidationin vitro. Phytomedicine. 2005;
12(8):588-597

[11] Bevin A, Clare, M.S, Richard S, Conoroy, Ph.D, Kevin Spelman,
Ph.D (Cand). The diuretic in human subjects of an extract of
Taraxacum Officinale folium over a single day. The journal of
alternative and complementary medecine. 2009; 15(8):929-934.

CODEN (USA): JDDTAO


https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=S.%20QURESHI&eventCode=SE-AU
https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=S.%20ADIL&eventCode=SE-AU
https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=M.E.%20ABD%20EL-HACK&eventCode=SE-AU
https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=M.%20ALAGAWANY&eventCode=SE-AU
https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=M.R.%20FARAG&eventCode=SE-AU
https://www.cambridge.org/core/journals/world-s-poultry-science-journal/volume/1A3AF4822B76DA678FFD7E5A03CF073C
https://www.cambridge.org/core/journals/world-s-poultry-science-journal/volume/1A3AF4822B76DA678FFD7E5A03CF073C
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0944711305000644#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09447113

Bekhaled et al

[12] Goksu. E, Eken.C, Karadeniz.O. First report of hypoglycemia
secondary to dandelion (Taraxacum Officinale) ingestion. The
American Journal Of Emergency Medecine. 2010; 28(1):11.

[13] Mahboubi M, Mahboubi M, Hepatoprotection by dandelion
(Taraxacum officinale) and mechanisms. Asian Pacific Journal of
Tropical Biomedicine ; 2019; 10(1):1-10.

[14] Karber C, Behrens B, Wie sind Reihenversuche fiir biologische
Auswertungen am Zweckmadssigsten Anzuordnen Arch. Exp.
Path. Pharm., 1935; 177:379- 388.

[15] GOME MB, KOUAKOU K, TOURE A, TRAORE F, Etude de la
toxicité aigué et subchronique de I'extrait aqueux de Passiflora
foetida Linn. (Passifloraceae) chez les rats et les souris. Int. J.
Biol. Chem. Sci. 2011; 5(5):1777-1789

[16] Akhtar MS, Khan QM, Khaliq T, Identification of Dandelion
Taraxacum officinale Leaves Components and Study Its Extracts
Effect on Different Microorganisms. Journal of Al-Nahrain
University. 2012; 15:37-14

[17] Hodge H.C, Sterner ].H, Determination of substance acute
toxicity by LD50. American Industrial Hygien Association; 1943;
10:93.

[18] LOE GE, NGABA GP, KAMDOM M, MPONDO E, DIBONG SD,
Evaluation des activités anti-inflammatoire et antiradicalaire de
I'extrait au vin de palme des feuilles de Phragmanthera capitata
(Sprengel) S. Balle (Loranthaceae) récoltées sur Psidium
guajava au Cameroun. Int. J. Biol. Chem. Sci. 2018; 12(1):233-
243.

ISSN: 2250-1177 [163]

Journal of Drug Delivery & Therapeutics. 2020; 10(3):159-163

[19] Harlan and the Harlan logo are trademarks of Harlan
Laboratories, Inc. © 2014 Harlan Laboratories, Inc.

[20] Braganga DS, AGiostra E. « Elévation des tests hépatiques »,
(2017) Hopitaux universitaires Geneve, Suisse.
https://www.hugge.ch/sites/interhug/files /structures/medeci
ne_de_premier_recours/Strategies/strategie_tests_hepatiq
ues.pdf

[21] Fall M, Boukandou M, Fall AD2, Cabral M, Diatta W, Gueye PM,
Faye M, Bakou SN, Mendes V, Bassene E, Diouf A. Toxicité aigué
et subaigué d'extrait aqueux de feuilles d’APHANIA
SENEGALENSIS (JUSS. EX POIR.) sur des rats wistar acute and
sub-acute toxiccity of the aqueous extract from APHANIA
SENEGALENSIS (JUSS. EX POIR.) leaves in wistar rat. Dakar Med;
2011; 56(1).

[22] Assim AKMN, Farhan SA, Noori OM, Identification of Dandelion
Taraxacum officinale Leaves Components and Study Its Extracts
Effect on Different Microorganisms. Journal of Al-Nahrain
University. 2012; 15(3):7-14.

[23] namdi CC, Uwakwe AA, Chuku LC, Hypoglycemic effects of
aqueous and ethalonic extracts of dandelion (Taraxacum
Officinale F.H. WIGC) leaves and roots on streptozotocin -
induced albinos rats. Global Journal of Research on Medicinal
Plants & Indigenous Medicine; Koppa 2012; 1(6):211-217.

[24] Mir MM, Sawhney SS, M. JassalMS, In-vitro antidiabetic studies
of various extracts of Taraxacum officinale. The Pharma
Innovation Journal 2015; 4(1):61-66.

CODEN (USA): JDDTAO



Le myélome multiple ou la maladie de Kahler est une hémopathie caractérisée par la
prolifération médullaire d’un clone plasmocytaire anormale sécrétant une immunoglobuline
monoclonale. A I’heure actuelle le myélome multiple reste une maladie incurable.

Ces derniéres années la médecine alternative occupe une place importante afin de
soulager et guérir plusieurs maladies.

Ce travail consiste a évaluer I’activité anti-myélomateuse du pissenlit (Taraxacum
officinale) chez les rats wistar et réaliser une étude sur le profil épidémiologique, clinique,
biologique et biochimique portant sur I’intérét des dosages sériques et urinaires dans le
diagnostic et le suivi thérapeutique du myélome multiple et aussi voir la place de I’autogreffe
comme une stratégie thérapeutique.

A cet égard, nous avons réalisé une étude expérimentale sur des rats wistar et une étude

épidémiologique rétrospective sur 419 patients myélomateux.

L’étude épidémiologique a révélé que I’hypoalbuminémie, I’hyper-protidémie et
I’hypercalcémie sont fréquents chez la majorité des patients. Aussi nous avons noté une
migration prédominante des immunoglobulines dans la zone gamma. D’autre part, sur le plan
hématologique nous avons enregistré une anémie, une leucopenie, la présence des hématies en
rouleaux et des plasmocytes malins.

La greffe des cellules souches hématopoiétiques est considérée comme le protocole
standard chez les patients moins de 65 ans. L’analyse des données montre des résultats
significatifs entre I’age du patient et le nombre de CD34+. D’autre part, les résultats obtenus
révelent une corrélation hautement significative entre la cryothérapie et la survie globale. De
plus cette étude montre un taux de survie globale de 5 ans.

Les résultats obtenus par I’étude pharmaco-botanique aupres de 1000 personnes
montrent que 70% des personnes questionnés ne connaissent pas la plante. Les feuilles et les
racines constituent les parties les plus utilisees. Cette étude révele que la majorité des
utilisateurs consomment la plante pour traiter les affections hématologiques en premiere
position suivi par les affections gastriques.

L’¢étude de la toxicité d’extrait de racines a montré une perturbation tres significative
(p<0.01) des transaminases. Aucune différence significative n’a été observée pour les
parameétres hématologiques et lipidiques. D’autre part, cette étude a démontré que I’extrait de
racines de pissenlit est faiblement toxique par voie intrapéritonéale avec une DL50 comprise
entre 500-5000 mg/kg

L’induction du myélome multiple chez le rat wistar a été réalisée avec succes. En effet,
des perturbations hautement significatives des différents parametres biochimiques, lipidiques
et hématologiques ont été observées. Cependant, nous avons enregistré une hyperprotidémie,
hypoalbuminémie, augmentation des transaminases, hypercréatinémie, hypercholestérolémie,
leucopénie et anémie. D’autre part, 1’¢lectrophorése des protéines sériques a montré un pic
monoclonal dans les zones gamma et béta. L’analyse du frottis sanguin et myélogramme a
montré la présence des hématies en rouleaux et des plasmocytes malins. En outre, chez les rats
traités par I’extrait de racines et I’extrait combiné (feuilles et racines) nous avons noté une
amélioration tres significative. Le taux de globules blancs, d’hémoglobine, d’albumine, des
protides totaux s’est normalisé. L’électrophorése des protéines sérique a montré que 75% des
rats traités avec I’extrait de racines avaient un profil normal contre 50% des rats traités avec
I’extrait combiné.

Mots clés: myélome multiple, plasmocytes malins, dosages sériques et urinaires, suivi
thérapeutique, Taraxacum Officinale.
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