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I ntroduction

Les leucémies aigués (LA) constituent un groupe hétérogene d’ hémopathies malignes,
caractérisées par une prolifération clonale et incontrolée dans la moelle osseuse (MO)
de précurseurs hématopoiétiques immatures blogqués a un stade précoce de différenciation et
ayant ainsi perdu toute capacité de maturation terminale. Ces cellules immatures, nommées

blastes, peuvent étre présentes dans le sang périphérique [1].

Les leucémies aigués sont des affections rares. Elles représentent entre 10 et 15% des
hémopathies malignes avec un taux d’incidence standardisé a la population mondiale inférieur
a 6/100 000 habitants (hab)/an [2]. En Algérie les différentes approches épidémiologiques
effectuées entre 1994 et 2010 placent les LA de I’adulte au premier rang des hémopathies
malignes avec une incidence de 1.28 /100.000 /hab en 2010 [ 3].

On distingue selon I’ origine du précurseur impliqué deux grands types : les Leucémies
Aigués Myéoides (LAM), dont la fréquence augmente avec |'age et les Leucémies Aigués
Lymphoblastiques (LAL) qui est le cancer le plus fréquent chez les enfants et représente

environ un quart de tous les cancers chez les sujets de moinsde 15 ans[1, 2].

Le diagnostic d’ une leucémie aigué est évoqué lors de la mise en évidence de cdlules
blastiques a I’examen morphologique d'un frottis de sang ou de moelle, dans un contexte
d hyperleucocytose ou au contraire de cytopénie périphérique, avec ou sans syndrome

tumoral ou autres manifestations cliniques évocatrices.

Pour parler de leucémie aigué (LA), e taux requit de blastes dans la moelle osseuse est
de 20% selon les recommandations de |a classification de I’ Organisation Mondiale de la Santé
(OMS 2001) [4]. La nouvelle définition de I’OMS (2008) des LA n'est pas seulement
médullaire, la présence de 20% ou plus de blastes circulants fait également partie des critéres
du diagnostic des LA.

Le diagnostic de LAL ou LAM est fat sur des criteres cytologiques et
immunologiques des blastes de la moelle osseuse [1, 5]. L’ apport de I'immunophénotypage
puis de la cytogénétique et enfin de la biologie moléculaire ont permis de décrire de plus en
plus d'entités [1, 5]. Etant donné que ces méthodes spécifiques sont couteuses et non
disponibles dans nos centres hospitaliers, la cytologie garde sa place dans le diagnostic de
LA [6].
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Cependant, depuis quelques années, I'immunophénotypage par cytométrie en flux
(CMF) des cdllules blastiques est devenu un examen biologique incontournable dans le
diagnostic et laclassification de laLA. Il permet d’ affiner ou méme de modifier le résultat
de I’ étude morphologique [7, 8, 9]. De plus, la CMF reste le seul examen qui permet, d’ une
part de classer les LAL selon leur phénotype B ou T et d autre part de mettre en évidence
des entités raresde LA dite de lignée ambigué [10, 11]. C’est latechnique de choix pour
confirmer lalignée hématopoiétique en cause, d’identifier le stade de maturation des blastes,
de caractériser des marqueurs pronostiques (HLA-DR, CD34, CD13, CD33, CD117) [12,
13] ou des cibles thérapeutiques et de préciser les anomalies utiles ultérieurement pour le
suivi delamaladie [14].

L’introduction de I'immunophénotypage des LA par CMF en 2013 était une premiére
au CHU de Tizi Ouzou. Son utilisation en pratique courante constitue un des examens clés
dans la classification des leucémies aigues. Cela, nous a permis dans notre étude
dedéterminer le profil immunophénotypique des cas de LAL e LAM nouvellement
diagnostiquées dans la région de Tizi Ouzou chez I'enfant et I'adulte, d’évaluer la
fréguence des marqueurs aberrants et de corréler certaines expressions antigéniques au

pronostic des patients.

Cette éude devrait aboutir a un diagnostic et a une classification plus précise des LA,
nous permettre de reconnaitre les formes de bon et de mauvais pronostic selon les expressions

antigéniques et de comparer nos résultats aux données de lalittérature.
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I.1. Historique

1827 I’ anatomiste frangais Alfred DONNE (1795 — 1867) a publié un premier cas de
leucémie a la suite de I’examen du cadavre d'un homme agé de 63 ans décédé suite a une

maladie qui aduré 2 ans.

1845 BENNET (Ecossais) a publié deux cas associant adénopathies, splénomégalie
avec présence de « pus » dans le sang, et pour désigner la maladie il proposa le nom

de « leucocytémie ».

1821 — 1902 Virchow (Allemand) a proposé le nom de « leucémie » devant un
tableau d’ adénopathies et de splénomégalie et conclue en 1856 que la maladie était due a un
exces de production de globules blancs [15].

1869 Ernst Neumann découvre la fonction hématopoiétique de la moelle osseuse ce
gui a conduit au concept de leucémie myélogene et a une classification en trois formes:

myél ogéne pure, splénique ou lymphatique.
1889, Wilhelm Epstein adifférencié la « leucémie aigué » de laleucémie chronique.

1898, Otto Naegeli a identifié les « myéloblastes » qu'il a distingués des
«lymphocytes » et a décrits la « leucémie myéloblastique » une entité qui se substituait

naturellement au diagnostic du mélange de deux leucémies.

1976, Un groupe de travail constitué de chercheurs Franco-Ameéricano-britanniques
propose la classification dite « FAB », fondée sur I’examen cytomorphologique et
cytochimique des frottis médullaires, et qui a permis de dissocier les leucémies myéloides des

leucémies non myél oides « Lymphoblastiques » [16].

1995, L’ European Group for the Immunological Characterization of Leukemias La
classification (EGIL) propose la classification immunophénotypique qui a permis de
standardiser les criteres de définition d'une leucémie myé oide, lymphoide de lignée T ou B et

bi phénotypique[ 17].

2001, I'OMS a proposé une classification qui a regroupé les criteres de la
classification FAB et EGIL en gjoutant des données cytogénétiques et moléculaires [4]. Cette
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classification a été modifiée en 2008 et en 2016 donnant lieu alaclassification OMS de
2008 et de 2016 des LA [1, 18].

|.2. Définition

Les leucémies aigués (LA) constituent un groupe dhémopathies malignes,
caractérisées par I’accumulation d'un grand nombre de précurseurs médullaires clonaux
(blastes) des lignées sanguines avec blocage de différenciation. Les précurseurs concernés
par la transformation maligne peuvent étre lymphoides [leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL)] ou myéloides [leucémies aigués myéoides (LAM)]. Les cellules blastiques sont
retrouveées dans la moelle, le sang et parfois d autres tissus. En paralléle, il existe un déficit
de production de cellules sanguines matures aboutissant a des cytopénies et a des
conséguences cliniques. [19]

[.3. Incidence et survie desleucémies aigués
1.3.1. Leucémie Aigie Myéoblastique (LAM)

LaLAM est une expansion clonale de blastes myéloides. Elle est plus fréquente que
la LAL (70% des cas de LA sont myéloides) et qui touche surtout les adultes. Elle
représente75 % a 80 % descasde LA chez I'adulte et de 15% a 20 % chez I’ enfant [20].

[.3.1.1. Incidence
En Europe, selon une étude réalisée dans 27 pays européens sur 162 millions
d’ habitants a estimé a 18 376 le nombre de nouveaux cas de LAM diagnostiqués en 2008 avec
un taux d'incidence brute de 3,69/100 000 hab/an [21]. Aux Etats Unis, le taux d’incidence
est de 4,06 en 2011 (4,08 chez I’ homme et 3,4 chez lafemme). [22].

En Algérie, les LAM sont les plus fréequentes chez I’ adulte. Le récent rapport du
groupe Algérien de travail sur les LAM portant sur une période de 7ans (2011-2017), montre
gue l'incidence annuelle globale des LAM chez les patients de plus de 15 ans est de
1.2/100 000 hab/an (1.2 chez I'homme et 1.07 chez la femme). Le sex ratio est de 1.1, |’&ge
meédian au diagnostic est de 46.5 ans (16-92 ans). [23].

.3.1.2. Lasurvie
En Europe, lasurviedes LAM est voisinede 15 % [3, 24]. Alors que lasurvie
relative a5 ans des Leucémies Aigues Promyélocytaires (LAP) ou LAM.M3 est de 62 %.
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Cependant, aux Etats Unis, la surviea5 ans des LAM est toutefois |égerement melilleure elle
est de 25 % [25].

En Algéie, sdlon I'éude régionale multicentrique a I'ouest Algérien [26] sur
la période alant de 2007 a 2017, la survie globale (SG) a2 ans des patients atteints de
LAM (LAM.M3 exclue) alaphase d'induction et agés entre 16 et 60 ansest de 40% avec

une RC a69% et un taux dedécesal2 % .

1.3.2. Leucémie Aigue Lymphoblastique (LAL)
Les LAL sont des proliférations malignes clonales aboutissant a I’accumulation dans
la moelle, le sang et éventuellement d'autres organes, de cellules immatures de la lignée

lymphoide, bloquées au stade lymphoblastique [15].

[.3.2.1. Incidence

La leucémie aigue lymphoblastique se rencontre plus fréquemment chez I’ enfant. Elle
représente 40% des cancers de I’ enfant, 80% des leucémies aigues de I’ enfant et 20% des LA
del’adulte [22,27]. En Europe, le taux d'incidence brut des LAL (1998-2002) est de 1,45/100
000 h/an [28]. Sur la période la plus récente, il n’est que de 1,28 (2000-2002) [29]. Aux Etats
Unis, le taux d'incidence entre 2000 et 2011est 1,6/100 000 h/an, ce qui montre la grande
homogénéité dans les pays occidentaux [25]. La prédominance masculine est retrouvée
partout. Cependant, en Algérie d aprés les derniers résultats de I’ enquéte nationale du groupe
Algérien d'étude des LAL sur une période de 4 ans (2010-2013), I'incidence de |la maladie
chez les patients de plus de 18 ans est de 0.47/100000 hab. L’&ge médian au diagnostic est
de 31 ans (18-87 ans) [30]. Dans une éude multicentrique sur la population pédiatrique en
Algérie en 2012 et sur une période de 10 ans, on retrouve un pic de LAL vers

I"'agede2 a5 ans[31].

.3.2.2. Lasurvie

En Europe, a5 ans, la survie nette des LAL est de 41 % [32]. De méme, aux Etats
Unis la survie nette est sensiblement identique, plus de 32 % [25]. Il est a savoir que la
survie dans ces pathologies est extrémement variable selon |’age : elle est de tres bonne chez
I’enfant ot elleest de 90 % , de 67 % chez les adolescents et jeunes adultes (15-24 ans) alors
gu’ elle est de 30 % entre 45 et 55 ans et tombe a 16 % au-dela de 75 ans [33]. La survie est
aussi dépendante du type de LAL, ainsi une étude américaine montre que la survie a 5 ans
desLAL B est meilleure que celledes LAL T, quel que soit I’ age [34].
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En Algérie, selon une éude nationale multicentrique de 2015, sur I'évaluation du
protocole LINKER dansles LAL del’ adulte, 1a rémission compléte (RC) a été obtenue chez
174/251patients (63.3%), la survie globale est de 34.4% a 5 ans pour une médiane de survie
de 17 mois (13 — 21mois). Une différence significative a été retrouvée dans la SG a 5 ans
selon I'age: < 30 ans 42% (33% — 51 %) ; entre 30 et 45 ans 25% (13% — 36 %)
et > 45 ans 19.6% (6% — 33.5%), P < 0.0001 [35].

1.3.3. Leucémies aiguésde lignée ambigué
Les données épidémiologiques concernant les leucémies aigués de lignée ambigué
sont rares. Les LA biphénotypiques sont estimeées entre 3 a4 % des LA. Elles sont observées

aussi bien chez I’ adulte que chez I’ enfant [36, 37].

|.4. Physiopathologie

1.4.1. Leucémogénese : concepts généraux

La leucémogénése est |’ensemble des mécanismes responsables d’une prolifération
cellulaire avec blocage de la maturation. Le processus leucémique est donc I’ apparition d’un
clone celulaire provenant d'une celule immature a un moment quelconque de sa
différenciation. Le type de leucémie aigué est ainsi déterminé par I'origine de la lignée
cellulaire dont provient le clone et par le degré de différenciation atteint au moment de la
transformation maligne [38, 39]. Ces cellules malignes envahissent la moelle osseuse et
peuvent passer dans le sang. Elles sont bloguées dans leur différenciation, ala différence des
clones cellulaires des syndromes myéloprolifératifs et des syndromes myé odysplasiques, et
ne peuvent aboutir a une hématopoiése normale et efficace. Parallédlement, la diminution de

I hématopoiése résiduelle définit I’ insuffisance médullaire et les cytopénies périphériques.

|.4.2. Processus de leucémogénese

Actuellement, les processus de leucémogénése mis en jeu restent incertains mais
I"'implication d’ une cellule souche leucémigue présentant une capacité d’ auto renouvellement
ou d'un progéniteur ayant acquis cette capacité par I’accumulation de mutations géenétiques,
restent des modéles de référence [40, 41]. Selon |” hypothese du «Two-hit model» de Gilliland
et Griffin [42], les évenements oncogéniques clés qui vont conduire au processus leucémique
essentiellement lorsd’une LAM, sont divisés en deux classes d’ anomalies génétiques :

- Mutations de classe | conférant un avantage prolifératif et/ou une résistance a

I”apoptose du clone malin. Les genes mutés dans cette catégorie, sont des acteurs clés des
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voies de signalisation intracellulaire (récepteurs de tyrosine kinase FLT3, RAS c¢c-KIT). Ces
anomalies ont conduit a la mise en évidence d’anomalies de la transduction du signal
intracellulaire des cellules leucémiques.

- Mutations de classe Il induisant un blocage de différenciation cellulaire impliquant
principalement des facteurs de transcription, mutés ou le plus souvent impliqués dans des
transl ocations chromosomiques récurrentes (AML1-ETO, PML-RARa...) [43, 41].

Les évenements oncogéniques clés qui conduisent ala leucémie aigue sont résumeés
dans la figurel:

Mutations de classe | Mutations de classe |l
FLT3-ITD AML1-ETO
FLT3-TK CBFB-MYH11

C-KIT PML-RARA
N-RAS CEBPA
JAK2VE617F MLL-PTD
RUNX1
\ /

Survie / prolifération cellulaire Blocage de la différenciation

Figure 1: L'hypothése du « Tow- Hit Model » et la leucémogénése selon Gilliland et
Griffin [42].

Ces mutations génétiques sont souvent insuffisantes a elles seules pour induire une

leucémie aigué. Dans la plupart des cas, de nombreux facteurs variés peuvent étre mis en

cause dans la survenue d’ une leucémie aigué.

|.5. Classification des leucémies aigués

De nombreuses classifications ont été proposées par des groupes de travail pour
affiner lediagnostic:
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e La classification morphologique et cytochimique, tel que proposé par le groupe
(FAB) en 1976 [2] (LAL : LAL1a3etLAM : LAMOaLAM®).

e La classification du groupe de travail MIC (Morphologie, Immunophénotypage,
Cytogénétique) en 1986 et en 1991, associant a I’éude morphologique des LA, |’ étude
immunophénotypique et cytogénétiques pour une meilleur précision dans le typage delaLA
(typage LAMO et LAM7) [42].

e La classification EGIL proposee par European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias en 1995[17], basée sur I’éude immunophénotypique seul.

e Laclassification OMS en 2001 [4] qui a regroupé les critéres de la classification
FAB et EGIL en ajoutant des données cytogénétiques et moléculaires. Cette classification a
été modifiée en 2008 donnant lieu ala classification OMS 2008 des LA.

e L’é&dition 2016 de la classification des tumeurs hématologiques, il s agit d'une
révision de la classification OMS 2008 plutdt qu’ une nouvelle classification, et son but est
d’intégrer les informations récentes concernant la clinique, le pronostic, la morphologie,
I’'immunophénotypage et la génétique [1, 19].

| .5.1. Classification des LAM

[.5.1.1. Selon la classification cytologique FRENCH AMERICAN BRITISH (FAB)

L’ étude cytologique est fondée sur I’ aspect morphologique des blastes sur les frottis

meédullaires colorés et sur les résultats des colorations cytochimiques qui sont indispensables

pour documenter I’ origine myéloide de la prolifération blastique. Il s agit delaréaction des

myé operoxydases (MPO) ou du Noir Soudan (NS) et des estérases spécifiques monocytaires
utilisant le : Naphtol-ASD-Acétate (NASDA) comme substrat [16].

Lediagnostic de leucémie aigue myéoide est porté lorsque le pourcentage de blastes
médullaires est supérieur ou égale a 30% des cellules nucléés. Ce taux a éé modifié a 20%
suite alaclassification OMS 2001.

La classification FAB 1976 [16] adiviselesLAM en 6 catégories de M1 a M6,
selon leur différentiation cytologique vers une lignée ou plusieurs lignées et le degré de
maturation des cellules. La classification FAB des LAM a é&érevue par le groupe de travail
MIC (Morphologie, Immunophénotypage, Cytogénétique) en 1986 et en 1991, associant a
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I’ étude morphologique des LA, I’ é&ude immunophénotypique et cytogénétique [44]. Aing,
deux types de LAM ont éé confirmés: LAM a différentiation minime (LAMO) et la LAM
meégacaryoblastique (LAM7). Leurs caractéristiques fait appel a des techniques
complémentaires telles que I'immunophénotypage et éventuellement I'éude ultra
structurale avec cytochimie[45, 46,47].

- Leucémie aigué myéoide peu différenciée (LAMO)

Elle représente 5% des cas de LAM et survient le plus souvent chez |’adulte.
C'est une LA sans signe morphol ogique de différenciation myé oide (absence de granulations
ou de corps d’ Auer) ou cytochimique (peroxydases négatives). La nature myéloide des blastes
est démontrée par |'étude immunophénotypique, avec expression de marqueurs myéloides
sans expression de marqueurs lymphoides. Le taux de blastes médullaires est supérieur

a 90 % des cellules nucléées [48, 49].

- Leucémieaigué myéoide sans maturation (LAM 1)

Plus de 90 % des cellules de la moelle sont des blastes. La maturation granuleuse
(promyeél ocytes, myélocytes, métamyél ocytes ou neutrophiles) représente moins de 10 %. Elle
représente 10% des cas de LAM. Les signes d’insuffisance médullaire dominent le tableau
clinique , le taux de blastes circulants est trés variable. La blastose médullaire est élevée
(> 90% des cellules non érythroblastiques), sans évidence de maturation myéloide (< 10 %) a
partir du promyeélocyte et au-dela. Les blastes ont souvent des granulations cytoplasmiques ou
des corps d' Auer. Dans les formes plus indifférenciées, la mise en évidence de la
myél operoxydase (MPO) (par cytochimie ou par cytométrie de flux) permet d affirmer la
nature myé oide des blastes [49].

- Leucémie aigué myéoide avec maturation (LAM?2)

Elle représente de 30% a 40% des LAM et survient a tous les &ges. Elle est
caractérisée par une blastose supérieure ou égale a 20% associ e a une maturation granuleuse
(> 10 %) montrant a des degrés divers des signes de dysplasie. La monocytose peut étre
présente, mais elle est modérée (< 20 %). Les érythroblastes et les mégacaryocytes sont peu
dystrophiques [16, 49].

30



|- Généralités sur laleucémie aigue

- Leucémieaigué promyéocytaire (LAM3)

Plus de 20% des cellules nucléées de la moele sont des promyéocytes
morphologiquement anormaux. Ils présentent de nombreuses granulations volumineuses et
atypiques, de teinte variant du rouge clair au rouge pourpre, cachant parfois les contours
nucléaires. Par ailleurs, quelques blastes peuvent contenir plusieurs béatonnets d Auer.
Certaines cellules sont appelées cellules en oursin par le regroupement de corps d’ Auer en
fagots (voir figure 8). Les peroxydases sont intensément positives.

Ce sous-type de LAM a pour autre caractéristique d’ étre presque constamment associe

aun syndrome de défibrination et constitue de ce fait une urgence diagnostique [50].

A cbté de la forme classique il existe une forme "variante" ou LAM3v, dont les
blastes sont soit dépourvus de granulation, soit présentant quel ques fins grains azurophiles.

Les blastes peuvent prendre des aspects monocytoides voire bilobés, multilobés ou
réniformes. Cette forme microgranulaire contient de tres rares cellules avec fagots de corps

d’ Auer. Cevariant est souvent hyperleucocytaire [16].

- Leucémie aigué myéomonocytaire (LAM4)

Elle représente de 15% a 25% des cas de LAM, et survient chez I’ adulte et I’ enfant.
C’est une prolifération des lignées granuleuse et monocytaire avec une blastose supérieure ou
égale a 20% (blastes, myéloblastes et monoblastes). La composante monocytaire (monocytes

et précurseurs monocytaires) doit étre supérieure ou égale a 20 % [49; 16].

Il existe une variante LAM4 appelée la LAM4 a éosinophiles (LAM4e0), présente
dans la moelle, un excés d'éosinophiles anormaux supérieur & 5% : présence de grosses
granulations violettes atypiques dispersées dans e cytoplasme au niveau des précurseurs avec

anomalies de segmentation et de condensation chromatinienne dans les granul ocytes.

Ces LAM 4 avec éosinophiles anormaux sont associées a une anomalie
chromosomique typique, I'inversion du chromosome 16 (pl13;022) (p13;g22) ou son
équivaent, latrandocation t (16;16) (p13;022) souvent de bon pronostic [51].

- Leucémieaigué monoblastique et monocytaire (LAMS5 a et b)

Les LAM impliquant la lignée monocytaire représentent de 8% a 15% des cas de
LAM. La prolifération de cellules monocytaires (supérieure ou égale a 80 %) est composée

31



|- Généralités sur laleucémie aigue

de monoblastes, promonocytes et monocytes. Une composante granuleuse minoritaire peut
étre présente. Les LA monoblastiques et monocytaires se distinguent par les proportions
relatives dans |a moelle des monocytes, majoritaires dans la forme différenciée monocytaire
(M5b), et des monaoblastes, exclusivement présents dans la forme indifférenciée
monoblastique (M5a) (voir figure 9). Dans cette forme, lorsgque le diagnostic morphol ogique
est incertain, la réaction cytochimique des estérases et surtout |I'éude des marqueurs
cellulaires par cytométrie de flux permettent d’ affirmer le diagnostic [49].

La distinction de ces deux formes a peu d'intérét pour le clinicien car le pronostic est

identique.

La MPO est faiblement positive en nombreux grains fins dispersés ou négative, et

les estérases monocytaires spécifiques sont positives et inhibées par le fluorure de sodium

(NaF) [52].

- Leucémie aigué érythroide (LAM 6)
C'est une prolifération qui implique lalignée érythroblastique.
On en distingue deux types:

- L’ érythroleucémie (LAM®G): définie par la présence dans la moelle osseuse de plus
de 50% des précurseurs érythroides de I'ensemble des cellules médullaires, et de plus de 20%

de myéloblastes de I'ensemble des cellules médullaires non érythrocytaires.

- Leucémie érythroide pure: elle présente une prolifération néoplasique faite de plus de

80% de cellules érythrocytaires sans présence évidente du contingent myé oblastique [49].

L’ érythroleucémie est une maladie rare, elle représente 3 a 4% des cas de leucémies
aigues myéoides et est prédominante chez le sujet agé. Quant a la leucémie érythroide pure,

elle est exceptionnelle et peut concerner tous les ages y compris les enfants [53].

Le diagnostic différentiel entre M6 et syndrome myé odysplasique se pose lorsgue le
taux d érythroblastes médullaires est supérieur 250 % :
- Si letaux de blastes est supérieur ou égale a 20 % des cellules non érythroblastiques, il
sagitdune M6 ;
- S letaux de blastes est inférieur a 20 % des cellules non érythroblastiques, il s agit
d’un syndrome myél odysplasique [ 16].
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- Leucémie aigué mégacaryaoblastique (LAM?7)

Elle représente de 3% a 5% des cas de LAM et survient chez |’enfant et I’ adulte. C est
une prolifération qui comprend 50% ou plus de blastes de la lignée mégacaryocytaire [49].

Les mégacaryoblastes présentent un noyau ovale, nucléolé, a cytoplasme basophile
avec souvent des expansions cytoplasmiques tres évocatrices de lalignée (voir figure 10).

Ces blastes sont peu différenciés et négatifs pour la myélopéroxydase, ils peuvent
facilement étre confondus avec des lymphoblastes [16].

Cette leucémie est souvent associée a une fibrose médullaire, ce qui peut empécher
I"aspiration médullaire et donc I’éude morphologique rendant le diagnostic encore plus
difficile.

1.5.1.2. Selon la classification immunologique EGIL
S la classification FAB reste un examen de base pour le diagnostic des LAM,
I’étude du phénotype immunologique est un complément indispensable au diagnostic. Il
permet de conforter la classification en sous-groupes et d affiner le diagnostic ou méme de le
modifier [54].

La classification immunologique est basée sur un systéme de score du groupe EGIL
[11], consistant a affecter, a chague marqueur immunologique, une valeur basée sur sa
gpécificité. Un score utilisé pour déterminer |’ appartenance des cellules blastiques a une
lignée; ains il faut au moins un score de 02 dans une lignée pour affirmer |’ appartenance a
cette lignée.

Cette valeur va de 2 points pour les marqueurs les plus spécifiques d’ une lignée a 0.5

points pour les marqueurs les moins spécifiques (voir tableau 1).

Les LAM sont définies immunologiqguement par |'expression de 2 ou plus des
marqueurs myélomonocytaires: anti-MPO, CD13, CD33, CD117. L’anti- MPO est le

marqueur leplus spécifique de la lignée myéoide [55].
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Tableau 1: Systéme de score de|I’EGIL pour les Leucémiesaigues [17]

Marqueurs
Score Marqueurs B Marqueurs T o
myé oides
CD79acyt _
CD3 Anti-MPO
2 cytigM
TCR (lysozyme)
cytCD22
CD2 CD13
CD19
CD5 CD33
1 CD20
CD8 CD65
CD10
CD10 CD117
TdT CD14
TdT
0,5 CDla CD15
CD24
CD7 CD64

TdT : Termina Desoxyribonucleotidyl Transferase, c: intra cytoplasmique ; s. surface

A chague sous - type de LAM, défini

par le groupe FAB, correspond le plus

souvent un profil immunophénotypique particulier mais pas tres spécifique (voir tableau 2).

Cependant, les trois sous- types de LAM : MO, M6 et M7 sont définis sans équivogue

par I"'immunophénotypage. Aussi, la caractérisation d’une forme rare de leucémie aigué, la

leucémie a cellules dendritiques plasmacytoides, la cytologie est parfois évocatrice

(voir figure 2), mais la présence des marqueurs caractéristiques des cellules dendritiques:

CD4, CD56, CD123 ainsi que TCL1 seraindispensable pour confirmer le diagnostic.

¢

Figure 2: Leucémie aigue a cellules blastiques dendritiques plasmacytoides. [56]
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Blastes de taille moyenne, au noyau parfois irrégulier, a la chromatine déliée,
nucléolés, avec un cytoplasme modérément basophile contenant des vacuoles, parfois
disposées « en collier de perles », et parfois une expansion cytoplasmique formant un

pseudopode.

- LAMOou LAM indifférenciées

La caractérisation immunol ogique des cellules blastiques a un intérét majeur puisqu'’il
Sagit de cdlules indifférenciées, peroxydase et noir soudan négatifs, et pour lesquelles
I’ étude cytologique et cytochimique aboutit la plupart du temps au diagnostic de LAL. La
détection alasurface de ces cellules des antigenes appartenant alalignée myéoide (CD33 et
le CD13), associées au marqueur des cellules souches, le CD34, al’absence de marqueurs de
maturité (CD15, CD16), et surtout al’absence de marqueur de la lignée lymphoide aboutit
au diagnostic de LAM. Avant |’avenement des marqueurs immunologiques, seul la détection

de la MPO au microscope éectronique aurait permis le diagnostic formel.

- LAM6 ou LAM érythroblastiques

Les érythroblastes sont caractérisés par |I'absence d'expression de CDA45 et la
présence membranaire due CD36, le CD71 ou récepteur pour latransferrine, qui est un
marqueur de prolifération retrouveé sur n’importe quel type cellulaire, mais qui est également
présent sur toute lalignée érythroblastique, et enfin, la Glycophorine A ou le CD235g, cette
molécule est spécifique de la lignée érythroide. Les stades les plus précoces expriment le
CD34 et le CD117, qui disparaissent avec laperte de CD45[16, 17].

- LAM7 ou LAM Mégacaryoblastiques

Le diagnostic cytologique est difficile, car les blastes sont le plus souvent
indifférenciés et peroxydase négative. Les LAM7 seront affirmées par la présence d’'un
nombre de blastes supérieur a 20%, dont au moins la moitié appartient a la lignée
meégacaryocytaire, définie par la présence de marqueurs specifiques en cytométrie de flux
CDA41 (GP I1b), CD42 (Gp Ib) et CD61 (GPIlla), associées a CD36 [16, 17].

35



|- Généralités sur laleucémie aigue

Tableau 2: Principaux marqueurs exprimés dans les soustypes de LAM selon

classification FAB [17].

la

EGIL MO M1UM2 M3 M4 M5 M6 M7
M PO - + + + -+ + -
CD2 +/- +/- +/- +/- - - -
CD4 - - - +- +- - -
CD7 +- +- - +- +- +- +-
CDl1lc - -1+ +/- +/- + - -
CD13 +/- + + + +/- +- +-
CD14 - - - +/- +/- - -
CD15 - +/- +/- +/- +/- - -
CD19 - +/- - +/- +/- - -
CD33 +/- + + + + +/- +/-
CD34 + +/- = +/- +/- +/- +/-
CD36 - - - + + + +
CD56 +- +- - +- +- - -
CD61 - - - - - - +
CDo64 - - +/- + + - -
CD71 + + + + + ++/+ +/-
CD117 + + +/- +/- +/- + +-
Glyco A - - - - - + -
HLADR ++ + - + + +- -1+

1.5.1.3. Selon la classification del’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)

Le développement des méthodes de cytogénétiques, de I'immunophénotypage puis de

la biologie moléculaire a mis en évidence I’ existence d’anomalies récurrentes d’ importance

pronostique majeure.

L’OMS a souhaité intégrer ces anomalies récurrentes dans une nouvelle classification

en 2001, révisée en 2008 [18] et en 2016 [19].
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Les nouvelles propositions del’OMS pour la classification des LAM sont fondées sur:

- L’intégration des anomalies génétiques récurrentes ;

- La prise en considération de la dysmyéopoiese ou des antécédents de syndrome
myé odysplasique (SMD) ;

- La prise en considération des antécédents thérapeutiques (chimiothérapie ou
radiothérapie). Ceci permet d'insister sur le caractére pronostique défavorable des LAM

secondaires par rapport aux LAM de « novo ».

Quatre groupes principaux sont ainsi reconnus :

- LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes,

- LAM avec anomalies associées aux myé odysplasies,

- LAM post-chimiothérapie quel que soit le traitement,

- LAM sans specificité particuliere : LAM de la classification FAB.

Dans I'édition de la classification OMS 2016 des leucémies aigues, il yaeu la
disparition de la leucémie aigue érythroidepure. On parle de LAM avec composante
érythroblastique prédominante.

Letableau 3, montre la correspondance entre la classification OMS et morphologique
FAB desLAM
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Tableau 3: Représentation synthétique de la correspondance morphologique OMS 2008 et

FAB [1, 16].

OMS 2008

FAB

Groupe avec anomalies cytogénétiques

récurrentes

LAM avec 1(8;21) (922;922) ; RUNX1-
RUNX1T1

LAM avect (15;17) (922;0912) ; PML-
RARA

LAM avecinv (16) (p13.1922) ou
t (16 ;16)(p13.1g22) ; CBFB-MYH11

LAM avect (9:11)(p22;23) ; MLLT3-MLL

LAM avect (6;9)(p23;034) ; DEK-NUP214

LAM avec inv(3) (g21g26.2) ou
t(3;3)(921;926.2) ; RPN1-EVI1

LAM (mégacaryoblastique) avec
t(1;22)(p13;913) ; RBM15-MKL1

Entités provisoires:

LAM avec mutation NPM1

LAM avec mutation CEBPA

LAM avec maturation (LAM2 — FAB)

LA apromyéocytes (LAM3 —FAB)

LA Myéomonocytaire aigué avec

€osinophiles anormaux (LAM4eo — FAB)

LA Monoblastique (LAM5 —FAB)

LAM avec maturation et exces de
basophiles (LAM2 — FAB)

LA mégacaryoblastique (LAM7 — FAB)

Diverstypesde LAM (souvent LA sans
maturation, myélomonocytaires ou

monobl astiques)

Divers types morphologiques : souvent
LAM sans ou avec maturation, ou LA
myélomonocytaires

Divers types morphologiques : souvent
LAM sans ou avec maturation ou LA

myélomonocytaires.
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OMS 2008

FAB

Groupe avec anomalies associ ées aux

myél odysplasies

Faisant suite aun syndrome
myé odysplasique ou un syndrome
myé oprolifératif/dysplasique

- Ou présentant des anomalies
cytogénétiques identiques a celles des

myé odysplasies

- Ou présentant une dysplasie sur > 50% des

cellules d’ au moins 2 lignées myéloides

Groupe des LAM post chimiothérapie

Une seule entité quel que soit le traitement.

Groupe des L AM sans spécification

particuliere

LAM avec différenciation minime
LAM sans maturation

LAM avec maturation

LA myélomonocytaire

LA monoblastique / monocytaire
LAM acomposante érythroblastique
LA mégacaryoblastique

LAM acomposante basophile

LA (Panmyélose aigué) avec myélofibrose

LAM O-FAB

LAM 1-FAB
LAM 2-FAB
LAM 4—FAB
LAM 5—FAB
LAM 6 —FAB (LAM érythroide)

LAM 7-FAB
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| .5.2. Classification des LAL

[.5.2.1. Selon la classification morphologique FAB
Les LAL sont des proliférations malignes clonales aboutissant & I’ accumulation dans
la moelle, le sang et éventuellement d'autres organes, de cellules immatures de la lignée
lymphoide, bloquées au stade lymphoblastique. Le diagnostic des LAL a été longtemps fondé

sur la simple morphol ogie des blastes et 1a négativité de la cytochimie de la myé operoxydase.

La classification FAB distinguait trois groupes : LAL1, LAL2 et LAL3. La LAL3
étant la LAL acellules de Burkitt.

La classification cytomorphologique des LAL1 et LALZ2 reposait sur quatre
critéres : le rapport nucléocytoplasmique, le contour du noyau, la présence de nucléoles et la
taille cellulaire[2] (voir figure 3 et figure 4).

Afin demieux apprécier ces différents critéres, un systéme de cotation (voir tableau 4) aété
proposé par le groupe FAB basé sur :

- Le rapport nucléocytoplasmique (N/C) : défini comme élevé lorsgue le cytoplasme
occupe moins de 20 % de la cellule et considéré comme faible lorsque le cytoplasme occupe
20% ou plus delacellule,

- La présence et le nombre de nucléoles,

- La régularité dela membrane nucléaire: elle est dite réguliere s son contour
est bien délimité, sans distorsion de sa continuité, méme lorsgu’il existe de petites encoches
ou indentations. La membrane nucléaire est dite irréguliere si elle est réniforme, indentée
et/ou encochée,

- La talle des cdlules: lescelules de grande taille ont un diamétre supérieur
ou double de celui d un lymphocyte.

Tableau 4 : Systéme de cotation des LAL1 et LAL 2 selon les critéres morphologiques de
laclassification FAB

Criteres morphologiques de cotation des

LALlet LAL 2 Score
Rapport nucléocytoplasmique N/C élevé “
dans 75 % des cellules
Rapport nucléocytoplasmique N/C diminué 1
dans 25 % des cellules
Nucléole absent ou 1 petit dans 75% des "
cellules
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Nucléole net: 1 ou plusieurs dans 25 % des 1
cellules

Contour nucléaireirrégulier dans 25 % des

cellules 1
Plus de 50 % des cellules sont de grande 1
taille

L’ addition deces différents scores permet dedistinguer les LAL1desLAL2.

- Score 0a+2:LAL1,

- Score négatif de-1a-4: LAL 2.

Cette cotation, valable seulement pour les LAL1 et LAL2, n'est fiable que sur
des frottis bien étalés, bien colorés.

Toute fois la distinction entre LALLl et LAL2 semble de peu dintérét
pronostique, comparée a d’'autres facteurs de risque tels que I'ége, le taux de globules
blancs, les données immunologiques et le caryotype.

La LAL 3 ou LAL de type Burkitt est homogéne pour tous les caracteres
précédemment decrits (voir figure 5). Les blastes sont des cellules de grande taille, réguliéres,
le noyau est rond ou ovale, la chromatine est dense, avec un ou plusieurs nucléoles bien
visibles dans la mgjorité des cellules. Le cytoplasme est modérément abondant et entoure
completement le noyau avec une basophilie intense. De nombreuses vacuoles cytoplasmiques

sont souvent présentes dans la majorité des cellules blastiques.

Les principaux caracteres cytologiques des différentes LAL sont résumés dans le
tableau 5. Le diagnostic des LAL1 et LAL 3 est facile & porter sur |'aspect
morphologique des blastes. Par contre, le diagnostic des LAL2 est difficile a distinguer de
celui des LAM1 et LAMO, car aucun critére morphologique et cytochimique ne les séparent

d ou I'importance des méthodes immunologiques.

Tableau 5: Description cytomorphologique des LAL selon FAB [16].

LAL1 LAL2 LAL3
_ _ Petite et Homogene | Moyenne agrande .
Taille cellulaire R Grande (hétérogene)
(12-15u) (hétérogene)
Rapport
nucléocytoplasmique >09 <0.8 0.8-0.9
(N/C)
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_ Homogéne et _ i Homogeéne (finement
Chromatine o Fine ou mottee i
réticulée condensée)
o Irréguliére, souvent
Forme du noyau Réguliere i o
encoché Réguliére
) _ Presque toujours
Nucléole Rare et petit Nombreux
grand
Basophiliedu o .
Modérée Moyenne Trésintense
cytoplasme
Vacuoles Tres fréquent
_ Rares Rares
cytoplasmique >5/Cellule

Figure4: LAL1 selon FAB : lamorphologie correspond acelle de petits
lymphoblastes (petite taille, rapport N/C trés élevé, chromatine fine, pas de
nucléole visible) [16].

Figure 3: LAL2 selon FAB : blastes avec unetaille variable, un
noyau de contour souvent irrégulier avec une chromatine claire, et
un cytoplasme réduit sans granulations visibles [16].

Figure5: LAL3 sdlon FAB : grands blastes a chromatine hétérogéne, plusieurs
nucléoles, cytoplasme intensément basophile et multiples petites vacuoles [16].
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1.5.2.2. Selon la classification immunologique de I'EGIL

La mise en évidence par CMF de marqueurs cellulaires membranaires et intra
cytoplasmiques a permis d’ affirmer la nature lymphoide des blastes, de distinguer les LAL a
précurseurs B ; LAL-B (voir tableau 6) et les LAL a précurseurs T ; LAL-T (voir tableau 7)

puis d individualiser différents sous-groupes a partir des différents stades physiologiques de la

maturation des cellules lymphoides.

Tableau 6: Classification immunophénotypique des LAL B selon EGIL [17].

EGIL Marqueurs communs Autres marqueurs
B ProB CD19+, cytCD79at, TdT+ CD10- cytigM- slg-(k ou A)
CD22+ (sou cyt) (au
B-11 Commune . TdT+ CD10+ cytigM- slg-(k ou A)
moins 2 des 3
B-I11 PréeB TdT+ CD10+ cytigM+ slg-(k ou A)
marqueurs), DR+
B-1V B mature TdT- CD10+/- cytigM+ slg + (k ou A)

cyt : intracytoplasmique ; s: surface

Tableau 7: Classification immunophénotypiques des LALT selon EGIL [17].

Marqueurs
EGIL Autres marqueurs
communs
T-1 ProT Aucun
T-I1 PreT CD2+ CD5+/- sSCD3- CD1a
cytCD3+,
. CD2+ CD5+ CD4+ CD8+ CD1lat+
T-I11 Cortical CD7+,
sCD3-
*TdT+, DR+
T-IVa: CD2+ CD5+ sCD3+ TCR
T-1V T mature af+ CD4+ ou CD8+ T-1Vb : CD5+
sCD3+ **TCRy/6+ CD2- CD4- CD8-

*TdT : Terminal Desoxyribonucleotidyl Transferase, **TCR: T-Cell Receptor
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1.5.2.3. Selon laclassification OMS
Le terme leucémie ou lymphome selon I’"OMS peut ére employé indifféremment,
selon la présentation initiale de lamaladie. Cependant, dans les deux situations ¢’ est le méme
type de blastes qui est en cause. Ainsi, la LAL de type Burkitt (LAL3 - FAB) correspond au
lymphome de Burkitt leucémise et est incluse parmi les tumeurs a cellules B matures (OMS
2001 et 2008) [4, 1].

La notion d’envahissement primaire d un site ganglionnaire ou extra nodulaire est
gjoutée par I’'OMS en introduisant le terme de lymphome/leucémie lymphoblastique a type
de: Leucémie aigués / lymphomes lymphoblastiques B et de la leucémie aigué / lymphome

lymphoblastique T.

Lorsqu’ un patient présente une masse nodulaire et des lymphoblastes dans la moelle

osseuse, ladistinction entre une leucémie et un lymphome est arbitraire.

» Cas desleucémiesaigués/lymphomeslymphoblastiques B

La classification OMS 2008 / 2016 [1, 18] des néoplasies a précurseurs lymphoides

B inclue:

Laleucémie aigué&/lymphome lymphoblastique B (sans autre précision) et la leucémie

aigué/lymphome lymphaoblastique B avec anomalies cytogénétiques essentiellement :
-1(9;22) (934;q11.2) avec letranscrit moléculaire BCR-ABL
-t (v;11923) avec le réarrangement du gene MLL
-1(12;21)(p13;922) avec letranscrit moléculaire TEL-AML1
-1(5;14)(931;932) avec letranscrit moléculaire 1L3-1GH
-1(1;19)(g23;p13.3) avec letranscrit moléculaire E2A-PBX1
- Hyperdiploidie
- Hypodiploidie
» Cas des leucémies aigués/lymphomes lymphoblastiques T

Dans cette catégorie deux entitésprovisoires sont listées:
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1- Leucémie aigué lymphoblastique a précurseurs T précoces (early -T)

Les lymphaoblastes expriment les CD2, CD3 intracytoplasmique et le CD7 mais pas
les CDla et CD8, le CD5 est souvent négatif. Les lymphoblastes sont positifs pour au
moins un des antigenes des cellules souches: CD34, HLADR [18].

2- Leucémie aigué/lymphome lymphoblastique a cellules Natur el Killer (NK)

Il Sagit d'une entité tres rare, qui exprime le CD56. En pratique, devant une LA
avec cellules blastiques exprimant le CD56, il faut penser a exclure une LA a cellules
plasmacytoides dendritiques, parfois une LAM de phénotype myéoide/ NK qui pourrait
correspondre a I'expansion d'un précurseur NK, parfoisune LA avec expression d'antigenes
T, notamment les antigenes: CD7, CD2, CD5 et CD3 cytoplasmique [56].

1.5.2.4. Leucémiesaiguésdelignée ambigué
Dans environ 4 % des cas de LA, |le phénotype des blastes ne permet pas de distinguer
I’origine myéloide ou lymphoide des précurseurs. Ces LA sont classées en LA de lignée
ambigué [57,58]. Dans la classification OMS 2001, il a é&é distingué les LA indifférenciées
des LA biphénotypiques, et dans la classification OMS de 2008, de nouveaux criteres dans
la classification des LA de lignée ambigué, ont été proposées. Le groupe des leucémies
aigués de phénotype mixte ou Mixed-Phenotype Acute Leukemia (MPAL) aété misen place.

a) Leucémies aigues indifférenciées (LAI)

Les blastes ne présentent pas de différentiation morphologique myéoide, sont
négatifs pour les cytochimies MPO et estérase, et n'expriment aucun antigéne lymphoide B, T,
ou myéloide, NK ou dendritique. Il Sagit de LA rarissimes. Les cellules blastiques sont
géné&ralement : HLA-DR+ CD34+CD38+ et parfois TdT+ et CD7+ [59].

L’ expression isolée de CD34 en I'absence de tout autre marqueur est considérée
caractéristique des leucémies a cellules souches.

b) Leucémies aigues biphénotypiques (LAB)

Les leucémies aigués biphénotypiques sont identifiées par la présence sur les
mémes blastes de molécules membranaires ou cytoplasmiques appartenant a au moins deux
lignées (lymphoide B, lymphoide T ou myéloide). La terminologie de la littérature
concernant les BAL est néanmoins tres confuse, car ces leucémies sont aussi parfois appel ées

leucemies «mixtes», leucémies «hybrides», leucémies «My+LAL» ou encore leucémies
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«Ly+LAM». Elles devraient en réalité étre appelées leucémies « chiméres » a distinguer
cependant des leucémies biclonales ou des leucémies exprimant de fagon aberrante un ou
plusieurs marqueurs [17].

Seul |'examen par CMF est susceptible d’identifier la BAL en mettant en évidence
un «score immunologique » de I'EGIL supérieur a 2 dans au moins deux lignées
(voir tableaul). Ce score identifie plusieurs sous-groupes de LAB. Le premier groupe
correspond a une co-expression de marqueurs lymphoides et de marqueurs myéloides
(L+M). Ces LAB sont les plus fréguentes et |’ expression des marqueurs myé oides est par
ordre de fréquence le CD33, CD13 et le CD11b. En fonction de I’expression de la MPO, il
est habituel de distinguer les LAB L+M MPO+ et les BAL avec marqueurs myéloide et
lymphoide (M+L) MPO +. Les LAB avec margqueurs lymphoide B et T (B+T) sont plus
rares comme les BAL avec marqueurs lymphoide B+T et marqueurs myéloides (B+T+M)

[17].

c) Leucémiesaigues aphénotype mixte (MPAL)

La leucémie aigué a phénotype mixte (MPAL) est une catégorie hétérogéne qui
comprend la LA avec un mélange discret d'une population blastique myéoides et
lymphoides («Bilinéale») ou avec une coexpression de marqueurs lymphoides et myéloides

dans une seule population blastique <«biphénotypique» [60].

Les critéeres diagnostiques des MPAL, sont résumés dansla classification OMS
2008 révise en 2016 qui évoque ses caractéristiques biologiques, cliniques et les pieges

diagnostiques courants de ces leucémies inhabituelles.

De nouveaux criteres de consensus pour MPAL ont été publiés dans la 4e édition de
la classification de I'Organisation mondiale de la santé des «Tumeurs des tissus
hématopoiétiques et lymphoides » (voir tableau 8) et restent essentiellement inchangés dans
lamiseajour de 2016 [18].

Contrairement a I'approche EGIL , qui consiste a scorer un immunophénotype
blastique avec de nombreux marqueurs, les criteres de I'"OMS soulignent quelques
marqueurs clés définissant lalignée avec un accent particulier sur le CD19 pour lalignée B,
CD3 pour lalignée T et la myéloperoxydase (MPO) pour la lignée myéloide. L'approche de
I'OMS est plus smple et repose fortement sur la sensibilité et la spécificité de quelques

marqueurs [61, 62].
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La classification OMS 2008 acréé dune part, deux catégories distinctes de

MPAL avec deux anomalies cytogénétiques corrél ées a un mauvais pronostic :
- LA de phénotype mixte avec t (9;22) (q34;q11.2) avec BCR-ABL1 réarrangé
- LA de phénotype mixte avec t (v;11g23) avec MLL réarrangé

D’autre part, 'OMS 2008 classe les MPAL sans anomalies cytogénétiques

spécifiques en:
- LA de phénotype mixte B et myéloide, sans autres spécifications
- LA de phénotype mixte T et myéloide, sans autres spécifications

Nous résumons dans le Tableau 8 les critéres d assignation de lignée pour le
diagnostic des MPAL selon|’OMS 2008 et 2016.

Tableau 8: Les criteres d assignation de lignée pour le diagnostic des MPAL selon
I’OMS 2008 révisé en 2016 [1 ,61 , 18].

Lignée Marqueurs

MPO positive OU différenciation

monocytaire (avec au moins 2 des

Myéloide suivants marqueurs sont positifs) :

Estérases non spécifiques, CD11c, CD14,
CD64, lysozymes)

LignéesT Forte positivité ducCD3 OU du sCD3

CD19 fortement positive et au moins 1
des marqueurs suivants avec expression
forte: CD79a, cCD22 ou CD10
LignéesB ou
CD19faible et au moins 2 des marqueurs
suivants avec expression forte : CD79a,
cCD22 ou CD10
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|.6. Diagnostic des leucémies aigues

1.6.1. Circonstances de découverte

Il nexiste pas de signe spécifique de LA. Le diagnostic est suspecté lors d’ une
complication cliniqgue d'une ou des cytopénies (atération de I'état général, syndrome
anémique, syndrome hémorragique, état infectieux) et/ou devant un hémogramme faisant
suspecter une atteinte médullaire (pancytopénie, blastose...).

Deux situations peuvent se présenter :

- Généralement, le patient présente peu de symptomes et ¢’est |’hémogramme qui fait

évoquer le diagnostic ;

- Moins fréqguemment, le tableau clinique initial est grave, avec des complications

potentiellement vitales qui nécessitent que le patient soit hospitalisé en urgence en

milieu spécialisé.

Le mode de révéation initial est représenté par un spectre pouvant aller du bilan
d'une asthénie a un tableau beaucoup plus grave d'insuffisance médullaire profonde

(infections, anémie, hémorragies) et d'infiltrats tissulaires (hyperleucocytoses) [56].

|.6.2. Démar che diagnostique

@ L’interrogatoire: permet de détailler la nature des antécédents  onco-
hématologiques (syndromes myéodysplasiques et  myéoprolifératifs, hémopathies
lymphoides, tumeurs solides) et de leurs traitements (radiothérapie, chimiothérapie). 1l faut
également noter les résultats d’ hémogrammes antérieurs, la notion d’ exposition a des toxiques
ou des rayonnements ionisants (maladie professionnelle) et des antécédents familiaux de

cancers ou d’ hémopathies [63].

& Examen clinique

L’examen clinique a pour but de rechercher les manifestations cliniques qui
comprennent :

- Dessignes d'insuffisance médullaire,

- Dessignes de prolifération tumorale,

- Des complications métaboliques et |e syndrome de leucostase.
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1.6.2.1.Signes d’insuffisance médullaire
C'est le résultat de I'insuffisance de production d’ éléments sanguins normaux par la
moelle osseuse. On décrit :

* Un syndrome anémique: dans 90 a 95% des cas, avec asthénie, paleur, dyspnée,

tachycardie; ces signes sont d' autant plus importants que I’anémie est profonde.

» Un syndromeinfectieux : avec notamment des infections bactériennes trainantes ou

des infections fongiques, dont lagravité est liée au taux bas des polynucléaires neutrophiles.

* Un syndrome hémorragique: présent dans 90% des leucémies aigués ; il se
manifeste par des hémorragies cutanées (pétéchies, hématomes, purpura), muqueuses
(gingivorragies, épistaxis) particulieres par leur caractere spontané ou déclenché par un

traumatisme minime.

1.6.2.2. Signes de prolifération tumorale
La LA sedéveloppe en regle dans la moelle osseuse, mais peut également s éendre
au sang (d'ou la présence des blastes circulants dans certaines leucémies) ou a d autres
organes hématopoiétiques (rate, ganglion et foie) et non hématopoiétiques (peau, gencives,

systéme nerveux central...) ce qui est responsable du syndrome tumoral.

Le syndrome tumora est plus fréquent dans les LAL (quasi-constant) que dans la
LAM (50% des cas), €t il est |a conséquence de la masse tumorale leucémique. Dans les LAM
il est présent surtout dans les formes myélomonocytaires LAM4, et monoblastiques LAMS5, il

est habituellement absent dans les formes promyélocytaire [64].

a. Adénopathies

Les adénopathies superficielles (cervicaes, inguinales, axillaires...) sont d avantage
observées dans les LAL (80 % des cas). Les adénopathies profondes (médiastinales,
abdominales responsables de douleur) sont trés évocatrices de LAL de type T et peuvent
occasionner un syndrome compressif.

Les LAL3 s accompagnent fréquemment d’une masse ganglionnaire abdominae de
croissance rapide.

b. Splénomeégalie
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C’est un éément commun au cours des LAL (75 % des cas), et des LAM (50 %) dans
les formes monocytaires, elle est souvent palpable, parfois trés volumineuse atteignant ou
dépassant I’ ombilic.

c. Hépatomegalie

Une hépatomeégalie associée peut se voire dans 50 % des LAL et moins souvent dans
lesLAM types M4 et M5 [65].

d. Atteintes osseuses
C'est un éément relativement fréquent dans les LAL et beaucoup plus rare dans les
LAM. Elle se traduit par des douleurs localisées aux os longs ou plus diffuses, spontanées ou

provoquees (ex : pression du sternum).

e. Atteinte cutanéo-muqueuse
L’ atteinte cutanée est spécifique, fréquente dans les LAM notamment dans la forme
monoblastique M5. Il s agit de nodules violacés ou placards fermes enchassés dans le derme,

indolores.

f. Atteinte neuroméningée

L’atteinte du liquide céphalorachidien (LCR) s observe plus spécialement dans tous
les types de LAL (et a des fréquences extrémes dans la LAL3), les LAM a composante
monocytaire (LAM4, LAM4 a éosinophiles, LAM5) et de facon générale en cas

d’ hyperleucocytose.

g) Atteintegonadique: classiquement décrites au coursdes LAL del’ enfant [66].

[.6.3. Confirmation du diagnostic

[.6.3.1. Hémogramme ou Numération Formule Sanguine
Il est anormal dans la trés grande majorité des cas et permet souvent a lui seul

d’ évoquer le diagnostic. L’ hémogramme met en évidence : [56,65]

 L’anémie est habituellement retrouvée dans 90 a 95% des cas, d'importance variable
définie par un taux d’'Hb inférieure aux valeurs physiologiques selon I’ &ge, et peut atteindre
des vaeurs inférieures a 5 g/dl. Elle est arégénérative: taux de réticulocytes< 120 G/L,

normochrome normocytaire, sans anomalies morphologiques des hématies le plus souvent.

» Une numeération leucocytaire trés variable. On peut observer tous les cas de figure, de

la leucopénie franche (< 1G/L) sans blastes circulants, jusqu’a |” hyperleucocytose majeure
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(100-500 G/L), constituée essentiellement de cellules tumorales et imposant une prise en
charge diagnostique et thérapeutique en urgence.

» Une thrombopénie tres fréguente, parfois majeure (< 10 G/L). Elle peut étre liée a
une insuffisance de production et/ou a une consommation excessive par un mécanisme de
CIVD, imposant la réalisation d'un bilan d’hémostase. Le nombre de plaquettes peut étre
normal voire augmenté mais le syndrome hémorragique reste possible suite a une

thrombopathie associ ée).

1.6.3.2. L’examen du frottissanguin [67]
L’examen du frottis sanguin est au centre du diagnostic, il comporte le classique
décompte des populations leucocytaires mais requiert également un balayage attentif de la
lame, notamment |e long des bords, car les cellules anormales ne sont pas toujours réparties

de fagon homogene.

L’ étude du frottis sanguin permet de:

& Détecter des blastes: les cellules blastiques peuvent avoir de multiples aspects
cytologiques, notamment une taille variable, un noyau régulier ou irrégulier, une chromatine
de densité variable, pouvant renfermer un ou plusieurs nucléoles, et un cytoplasme

d’ abondance et de basophilie variable, pouvant renfermer des granulations.

& Porter un diagnostic de leucémie aigué: selon I’OMS 2001, un pourcentage de

blaste médullaire supérieur ou égal a 20% évogue d’ emblée une leucémie aigué.

& Préciser la nature des blastes

Il est nécessaire de rechercher des signes de différenciation cytologique : la présence
de granulations fait suspecter une origine myéloblastique, celle de corps d'Auer signe ala
fois le caractere malin des blastes et leur nature myéloide. Quant a la présence de corps
d’ Auer en fagots, associée a |’aspect bilobé des blastes, elle caractérise la leucémie aigué

promyélocytaire.

& Détecter des signes de dysmyeél opoiese associés
Il est indispensable de rechercher une dysgranulopoiése morphologique, avec
anomalies superposables a celles des syndromes myélodysplasiques (hyposegmentation

nucléaire, hypo granulation).
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Les principales caractéristiques de la formule leucocytaire au diagnostic de la leucémie
aigue sont :

- Présence d’une neutropénie liée & un défaut de production, avec parfois
agranulocytose (< 0.5 G/L) nécessitant une prise en charge en urgence.

- Un excés de granulocytes basophiles ou une hyper éosinophilie sont possibles, dans
le cadre des variants morphol ogiques.

- Une hypermonocytose est observée dans les LAM a composante monocytaire.

- Les lymphocytes sont en nombre habituellement normal en fonction de |’ &ge.

1.6.3.3. Le myé&logramme
Il est systématiquement demandé, que ce soit pour confirmer un diagnostic évoqué
devant I’hémogramme et préciser le type cytologique ou pour y parvenir devant une
pancytopénie sans cellules leucémiques circulantes.

L’ examen microscopique de frottis médullaires colorés au MGG pose le diagnostic
de la leucémie aigue en montrant une infiltration médullaire avec un pourcentage de blaste
supérieur a20% [63]

La morphologie du noyau cellulaire est le point le plus critique dans I’identification
des cellules blastiques, aussi les caractéristiques cytoplasmiques sont trés utiles dans la
détermination de la lignée : les myé oblastes présentent de fines granulations cytoplasmiques
peu abondantes. Les différents aspects cytologiques observés en tenant compte de la
classification FAB sont :

— Les myéloblastes : cellules de taille moyenne a grande, a faible rapport nucléo
cytoplasmique. Elles présentent un noyau excentré a chromatine I&che et peut montrer un ou
plusieurs nucléoles proéminents. Leur cytoplasme est basophile et peut contenir des
granulations azurophiles et/ou des batonnets ou corps d Auer (voir figure 6 et figure 7).

Figure 6: Myéloblastes [68,27] Figure 7: Myéoblastes et batonnets d’ Auer [68]
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— Dans la LAMS3 classique, les blastes présentent un noyau caractéristique
bilobé ou réniforme. Le cytoplasme est rempli de granules azurophiles, parfois coa escentes.
La caractéristique est que quelques cellules contiennent de trés nombreux corps d'Auer,
organisés en fagots; (voir figure 8). En pratique plus la leucocytose est importante plus les

cellules sont hypo granul euses.

o W
!

Figure 8: Myéoblastes montrant des corps d Aﬂ;organi ses en fagots [68].

— Les monablastes: cellules de grande taille avec un noyau central rond ou oblong
et un cytoplasme abondant. |l peut exister un nucléole proéminent. Le cytoplasme est
basophile ou gris-bleu et peut présenter des bourgeonnements. Il peut exister de fines

granulations cytoplasmiques ; (voir figure 9).

Figure9: Leucémie aigué monoblastique, LAM5a[68].
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— Les mégacaryoblastes: cellules de taille réduite a moyenne avec un rapport
nucléocytoplasmique élevé. Le cytoplasme est basophile, souvent dépourvu de granulations,
et peut montrer des bourgeons ou pseudopodes ; (voir figure 10).

- A

Figure 10: Blastes évocateurs de Mégacaryoblastes: LAM7 [68].

— Les proérythroblastes sont parfois morphologiquement indifférenciés, et seules
les techni ques immunophénotypiques précisent |e caractéere érythroide (voir figurell).

Figure 11: Blastes évocateurs des proérythroblastes [68]

|.6.4. Examens complémentair es per mettant la classification des leucémiesaigues

[.6.4.1. Etude cytoenzymatique
= Myéoperoxydase (MPO)
Principe:
Repose sur la révélation de la myéloperoxydase leucocytaire en présence de la

benzidine qui est oxydée par le peroxyde d’ hydrogéne (H202) pour donner un composé de

couleur bleu verte, qui s oxyde rapidement donnant une coloration brune.

I nter prétation :
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— Si le pourcentage des cellules blastiques contenant des grains colorés en bleu vert
est > 3% on parle de réaction positive.
— Si le pourcentage des cellules blastiques contenant des grains colorés en bleu

vert est <3% on parle de réaction négative.

Dans lesLAM laréaction est souvent positive >3%

DanslesLAL la réaction est souvent négative <3%
Les aspects delapositivité de laréaction de la MPO sont les suivants :

- Myélablastes : positivité focae (uniguement a un pble de la cellule) cas de la
LAM2 (voir figure 12), ou au contraire positivité majeure et dans toute les cellules cas des
LAMS,

- Monoblastes : positivité en petits grains dispersés ou absence de positivité LAMb5a
indifférenciée.

La réaction est négative danslaLAMO, LAM5a, LAM6, LAM7 et les LAL.

Figure 12: Myéloblastes positivité focale delaMPO (casd' une LAM2) [68].

» Lesestérases non spécifiques

Principe:

Cette réaction permet la mise en évidence des estérases « enzymes qui catalysent
I"hydrolyses des esters ». Le substrat utilisé est le Naphtol ASD acétate (NASDA) avec ou
sans fluorure de sodium (NaF) qui est positif dans toutes les lignées granuleuses et

monocytaires et apparait sous forme de granulations rouges ou bleues [69, 70].

I nter prétation :
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La réaction des estérases non spécifiques est positive dans les LAM et inhibée par
I"action du NaF dans les LAM a composante monocytaire. Le seuil de positivité est de : 3%,
les NASDA sont négatives dans les LAL et positivesdans les LAM.

NASDA+ NAF : inhibition de laréaction dans les monoblastes
NASDA+ NAF : non inhibition de laréaction dans |les myéloblastes

La figure 13 illustre une réaction positive des estérases non specifiques.

%
@ o
W
se @ @
-

Figure 13: Cytochimie des estérases. L'activité enzymatique est présente dans les
cellulesdelalignée monocytaire et révélée sous laforme d'un précipité brun rouge
d'autant plus intense que les cellules sont matures [69].

% .

De nombreuses colorations cytochimiques existent, il s agit de techniques manuelles,
rapides et peu chéres, depuis longtemps utilisées dans e diagnostic des leucémies aigues [71],
mais présentent comme principaux inconvénients |’absence de contréle, la dégradation des

réactifs et lavariabilité inter-opérateurs [ 72].

1.6.4.2. L’étude immunophénotypique par CMF
A I"heure actuelle, I’analyse des données fournies par la CMF a permis de montrer
gue les cellules leucémiques présentent un profil différent des cellules normales en cours de
maturation. On peut distinguer trois grands types d’ anomalies :
— Absence d’ expression de marqueurs présent normalement a un stade de maturation

donné pour lalignée dont est issue la cellule leucémique,
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— Leniveau d expression anormal (hypo ou hyper expression) d’ un margqueur préesent
pour un stade de maturation donné,
— Expression de marqueurs d’'autres lignées non exprimés normalement par les

cellules de lalignée dont sont issues les cellules leucémiques.

a)Démarche suivie pour caractériser lesleucémies aigués

L’ expression de |’antigéne panleucocytaire le CD45 va persister sur les leucocytes
tout au long de leur vie a I’exception des plasmocytes tandis que les érythrocytes et les

plaguettes perdent I’ expression de ce marqueur au cours de leur différenciation.

En regardant le niveau d’ expression du CD45 en association avec le Side Scatter Cell
(SSC) ou structure (CD45/SSC), on peut identifier les différentes lignées cellulaires [73] ;
(voir figure 14) :

— Les lymphocytes sont caractérisés par I'intensité la plus forte du CD45 et le signad
le plus faible en SSC.

— La lignée érythrocytaire est caractérisée par la négativité du CD45 et un faible
signal en SSC.

— Les monocytes montrent une expression du CD45 un peu plus faible que celle des
lymphocytes et des caractéristiques intermédiaires en SSC entre les lymphocytes et les
cellules myéloides.

— Les blastes montrent une expression faible du CD45 avec des caractéristiques de
SSC variables, proche de celles des lymphocytes ou des monocytes.

— Les cellules granuleuses sont caractérisées par les signaux les plus intenses en SSC

et une expression faible du CD45.

Comme les cellules blastiques ont une plus faible expression de CD45 que les cellules
hématopoiétiques normales, I'identification des blastes peut se faire grace a I’ histogramme
CDA45/SSC [74].

L’ utilisation combinée du SSC et d’un marquage par CD45, pour ses caractéristiques
d’antigene  panleucocytaire, permet de dresser ce qui  est communément
appelé la « cartographie » des leucocytes médullaires. Les progéniteurs médullaires, de faible
SSC et exprimant le CD45 avec une intensité intermédiaire, sont présents dans une région
grossierement triangulaire, entre les granuleux (SSC plus éevé), les monocytes
(SSC intermédiaire et CD45 plus intense) et les lymphocytes (SSC faible et CD45 fort),

parfois appelée « Bermudes » ou se positionnent les cellules immatures tel que les
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blastes (voir figure 14). En cas de leucémie aigue, cette région est hypertrophiée et S'il

existe des cytopénies associ ées, les autres compartiments sont diminués ou absents [75].

[20052412.L10 red cells |
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Figure 14: Histogrammes. CD45/SSC [ 76]

b. Détermination de la lignée des blastes

Selon I'EGIL (voir tableau 9), la mise en évidence de certains marqueurs par les
cellules leucémiques va permettre de les assigner a la lignée dont elles sont issues. En
combinant une sé&rie de marquages multiples, il devient ains possible non seulement
d'identifier la lignée a laguelle appartient chague cellule mais aussi son stade de maturation
au sein d’'une lignée donnée.

Tableau 9: Les marqueurs les plus spécifiques pour déterminer |’ appartenance d’ une cellule
aunelignée celulaire selon EGIL [17].

CD34, HLA-DR Marqueurs d’ Immaturité
cytCD79, CD19, cytCD22 Lignée lymphocytaire B
cytCD3 Lignée lymphocytaire T
cytMPO, CD13, CD33, CD117 Lignée myéloide
CD41, CD42, CD61 Lignée plaquettaire
Glycophorine A, CD36 Lignée érythrocytaire
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Ainsi, une cellule leucémique appartient alalignée myéoides :

— Elle exprime au moins deux marqueurs myéloides : CD13 / CD33 / CD117
[cytMPO

— Ellen’exprime pas plus de deux marqueurs lymphoidesB ou T :
& Marqueurs lymphoides B : CD19/ CD22/ cytCD79a
& Marqueurs lymphoides T : cytCD3/CD2/ CD5/ CD7/CD8

Une cellule leucémique appartient alalignéelymphoideB s :

— La positivité d’au moins deux marqueurs B : CD19/CD22/cytCD79a

— Et négativité d au moinstrois des marqueurs T: cytCD3/CD2/CD5/CD7/CD8

— Et la négativité dau moins trois des marqueurs myéoides:
CD13/CD33/CD117/cytMPO

Une cellule leucémique appartient alalignéelymphoideT s :

— Lapositivité de cytCD3 ou CD3 membranaire

— Lanégativité d au moins deux marqueurs B : CD19/CD22/cytCD79a

— Et la négativité dau moins trois des marqueurs myéloides:
CD13/CD33/CD117/cytMPO

1.6.5. Examens biologiques a visée pronostic

1.6.5.1. L’ é&ude cytogénétique [77, 78]
La cytogénétique inclut le caryotype conventionnel qui examine |’ensemble des
chromosomes obtenus a partir de cellules leucémiques en métaphase [79].
Les anomalies chromosomiques contribuent a définir le type de leucémie et présentent
auss l'intérét dére des facteurs pronostiques indépendants, essentiels pour les choix

thérapeutiques. 1l s agit d’anomalies de nombre ou de structure (dél étions, translocations).

Les principales entités sont :

= Pour les LAL, I’hyperdiploidie confére un bon pronostic. A I'inverse,
lat (9;22) ou chromosome Philadelphie (Phi) est un élément de pronostic tres pgoratif. Sa
frégquence augmente avec |’ &ge et 1/4 des LAM de l'adulte ont unet (9;22).
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& Pour les LAM, la présence des anomalies récurrentes t (15;17), t (8;21), inv(16),
ou la t (16;16) permettent a elles seules d’ affirmer le diagnostic de LAM et de classer des
sous-types de LAM au sein de la classification OMS 2008 [1].

Il sagit d’anomalies clonales acquises et certaines parmi elles sont spécifiques du
typede LAM :

= Lat (8;21) seretrouve typiquement dansles LAM2,

» Lat (15;17) seretrouve presque toujours dansles LAMS3,

» L’inversion du chromosome 16 est associée aux LAM4 a éosinophiles.

[.6.5.2. L’ éude moléculaire
L'étude cytologique, immunologique et cytogénétique des blastes leucémiques révele
I"importante hétérogénéité des leucémies aigues d'un maade a l'autre. Un des intéréts
principaux des études de biologie moléculaire est d'affiner encore la caractérisation des

leucémies en mettant & jour les anomalies génétiques qui en sont al’ origine.

La présence de certaines translocations est étroitement associée au pronostic de la
maladie. Ainsi, une fusion BCR-ABL ou un réarrangement de MLL constituent les facteurs de
mauvais pronostic les plus puissants identifiés a ce jour dans les LAL. Leur mise en évidence
amene aintensifier le traitement, et a entreprendre une greffe de moelle osseuse en premiere

rémission complete [80].

A |"heure actuelle, dans les LAM, larecherche des mutations FLT3-ITD (Mutations
du récepteur FMS-like tyrosinekinase 3 (FLT3), NPM1 (Mutations du gene de la
nucleophosmine (NPM1), CEBPA (Mutations du CCAAT/enhancer bindingprotein (CEBPA)
par RT-PCR est réalisée en routine dans des laboratoires hospitaliers hautement spécialisés.

Elles permettent de mieux évaluer le pronostic des patients [81,82].

|.7. Les facteurspronostiques des LA de Novo

|.7.1. Facteurs pronostiques des LAM
a) Cytogénétique

Il s'agit du facteur pronostique le plus discriminant, prédictif des chances d’ obtention
d’'une RC mais aussi du risque de rechute [83]. Les anomalies clonales acquises détectées

dans les cellules blastiques comportent des pertes ou des gains de chromosomes, des
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translocations chromosomiques, des délétions (del) ou une inactivation fonctionnelle de

genes suppresseurs de tumeur. Trois groupes sont dégagés :

- Groupe de pronostic favorable (20 % des cas chez les 15-60 ans) incluant :
t(8;21) ; t(15;17) ; inv(16) ou t(16;16). Ce type d anomalies est plus fréquent chez les sujets
jeunes, les taux de RC sont élevés (> 85 %). La guérison semble pouvoir dépasser 2/3 des cas

voire plus (environ 75 % en casde LAP).

- Groupe de pronostic défavorable (30 % des cas chez |es 15-60 ans) incluant :
Caryotypes complexes (trois anomalies différentes associées ou plus), monosomies 5 ou 7,
délétion 5 g, anomaliesen 3q ; t (6;9) ; t (9;22) ; anomalies en 17p. Lestaux de surviea cing

ans sont inférieurs a 20 %.

- Groupe de pronostic intermédiaire (50 % des cas chez les 15-60 ans) : caryotypes
normaux et anomalies a I’exclusion de celles précités. Les taux de survie a cing ans sont de
I’ ordre de 40 & 50 %.

b) Hyperleucocytose

Les patients avec hyperleucocytose ont un risque élevé derechute.

c) Résistance multidrogue (MDRL1)

Codée par le géne mdrl, la Gp 170 (ou P-glycoprotéine [PGP]) est une proténe
transmembranaire qui fonctionne comme une pompe a efflux ATP-dépendante. Elle diminue
la concentration intracellulaire des agents anticancéreux réduisant ains leur activité anti
tumorale.

La résistance conférée par |’expression de la PGP est dite multi drogue car elle
concerne différentes classes d’ agents anticancéreux.

La présence de blastes de phénotype MDR est corrélée a des taux de RC
significativement inférieurs et & un risgue de rechute significativement supérieur.

d) Age

L’ &ge est un pronostic défavorable. Les LAM des sujets &gés sont souvent associées a
des caractéristiques clinico-biologiques péoratives : expression du gene MDR1 et caryotypes
défavorables (anomalies des chromosomes 5 et/ou 7 et caryotypes complexes). Au tota, les
patients &gés de plus de 65 ans ont des taux de survie acing ansinférieurs a 10 % [82].
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€) Réponse au traitement

La nécessité de plus d’'une cure lors de la 1ére phase du traitement dite induction,
pour obtenir une RC est de pronostic tres pgoratif et indique une allogreffe. L’ utilisation de
laPCR, s'il existe un transcrit de fusion (cas des translocations t(8;21) ; t(15;17) ; inv(16) ou

t(16;16), permet de suivre defagcon plus sensible I’ évolution de la maladie résiduelle.

|.7.2. Facteurs pronostiques des LAL [80; 84]
a) Age

L’ &ge (> 60 ans) est un facteur p§oratif avec des taux de RC de 60 a 75 % et des taux
de survie atrois ans de 10- 20 %. Les plus jeunes (< 30 ans) ont les taux de RC les plus hauts

(90 295 %) avec destaux de survie atroisans d’ environ 60 %.

b) Cytogénétique

Les anomalies clonales acquises sont retrouvées dans 60 a 75 % des cas. Les LAL
avec t (9;22) représentent 25 % des LAL de |'adulte et I'incidence augmente avec |’ &ge,

plus de 40 % apres 40 ans.

c) Taux de leucocytesinitial

Les patients avec taux initial de GB supérieur a 30 000/ mm3 ont une durée de RC

significativement inférieure.

d) Autresfacteurs mineurs

Certaines présentations sont associées a un pronostic plus défavorable tel que
I’atteintes du systeme nerveux central; fort pourcentage de blastes médullaires et/ou

circulants, des LDH éevées.

€) Réponse au traitement

Lors de la lére phase du traitement dite d’induction, une corticorésistance et/ou
I’ obtention d’une RC en plusde 4 a6 semaines sont pgoratifs.

Chez les patients présentant un margueur clonal (réarrangement des génesdu TCR vy et
d et/ou réarrangement des géenes des chaines lourdes des immunoglobulines), I’ évaluation de
la maladie résiduelle par PCR est un nouveau facteur pronostique. Une maladie résiduelle
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avec PCR montrant un taux supérieur a1 % (sur 200 000 cellules mononuclées meédullaires)

en fin d’induction, prédit une rechute.
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I1- Apport de laCMF au diagnostic de laleucémie aigue

[1.1. Définition

La cytométrie en flux (CMF) est une technique qui permet la mesure (métrie) des
propriétés optiques de cellules (cyto) transportées par un liquide vecteur (flux) jusgu’a une
source d'excitation lumineuse constituée, le plus souvent, par un laser. Elle permet de
compter une a une des cellules en suspension, dans un liquide, qui circulent I’une derriere
I"autre, de les trier en fonction de leurs propriétés éectriques, optiques, géométriques

spécifiques, et leur regroupement en sous populations homogénes [85, 86].

Actudllement, les applications de la CMF couvrent des disciplines auss diverses
gue : I’hématologie, I'immunologie, la microbiologie, la pharmacologie anticancéreuse,
I’étude des microorganismes marins, la biologie végétale etc.... et les champs des
applications ne cesse de s élargir avec le dével oppement de nouveaux réactifs et de nouvelles
techniques [87, 88].

I1.2. Historique

La CMF est née du besoin d’ automatisation du comptage des constituants cellulaires
du sang [89, 90].

- En 1934, la technique de la CMF est pour la premiére fois évoquée dans un article
scientifigue par Moldavan, considéré comme le fondateur de la CMF. Il introduit le
concept de comptage de cellules par mesure d’ extinction des signaux lors de leurs passages

dans un tube capillaire devant un détecteur photoél ectrique [91].

- En 1950, Coons et Kaplan décrivent le premier couplage d’anticorps a |’ isothiocyanate
de fluorescéine (FITC). La découverte de ce couplage est loin d’étre banale puisque le

FITC est un fluorochrome encore largement utilisé de nos jours[92].

- En 1969, la publication d un premier article décrivant le tri de cellules par CMF
chez les mammiféres par (HERZENBERG a Stanford), puisen 1973, la publication
d'un article sur les applications du 1% cytométre: le FAC Scan atrois couleurs et
utilise du laser bleu 2488 nm. Au cours de la méme année, al’initiative de Van Dilla
[93] il ya eu I'utilisation du laser comme source de lumiére (respectivement 633 et 488

nm),
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- Les années 70 sont connues par I'invention de multiples cytométres: |'équipe de
Herzenberg développa en 1972 un nouvel appareil, le « Fluorescence Activated Cell
Sorter » (FACS), équipé d'un laser argon. En 1974, la société Becton-Dickinson (BD)

commercialise une version de cet instrument sous |’ acronyme FACS-II.

- En 1976, Shapiro imagine des appareils de CMF pourvus de multiples sources lasers.
Cette ingénieuse idée permettra, plus tard, 'analyse simultanée de nombreuses
fluorescences [94]. En 1978, Schlossman débute la production d anticorps monoclonaux
spécifigues d’ antigénes de cellules lymphoides sanguines [95]. En cette méme année la
société Becton-Dickinson, développe la série des appareils Epics dotés d'un laser argon
[96].

- L’année 1981 a vu I’apparition des cytométres a flux avec un banc optique fixe et
I” association du cytométre a un ordinateur pour le traitement des données. Deux décennies
plus tard, en 2002, est né le premier trieur de cellules avec un banc optique fixe : le FACS
Aria (BD Biosciences). Les anayseurs de cellules permettant les mesures poly
chromatiques ont vu le jour durant les années 1980 (trois couleurs en 1985 et quatre
couleurs en 1986). Depuis une quinzaine d’'années, d importants progres ont été réalisés

dans le développement d’ appareils de plus en plus performants.

- En 2001, BD Biosciences met sur le marché le LSR Il, un analyseur de cellules

permettant la mesure de quatorze couleurs [97].
- En 2016, mise en place d'anayseurs permettant |I’analyse de 20 paramétres par cellule.

- Cesderniéres années, il aété créé des sociétés de cytométrie qui permettent atous les
utilisateurs de cette technologie de s échanger des informations et du savoir faire tel que :
AFC : Association Francaise de Cytométrie, ESCCA : Société Européenne de Cytométrie
Clinigue, CCS: Société Internationale de Cytométrie Clinique, ISAC: Société
International e d’ avancement en cytométrie .

[1.3. Composition d’un cytométre:

Pour fonctionner ; un cytométre de flux nécessite une combinaison de plusieurs
systemes:

- Fluidique pour introduire, canaliser les cellules et les amener au niveau du laser;
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- Optique qui se compose du ou des lasers et d'un systeme de filtres pour exciter,

récupérer et amplifier les différents signaux émis;

- Electronique pour convertir les signaux optiques en des signaux éectroniques

proportionnels et les numériser pour les analyser avec un ordinateur.

Systeme électronique
+ [nformatique

Systeme optique

ey
il assant

E

e Systeme de tri

Figure 15: Composants majeurs d’ un cytométre en flux [98].

a preciser que le point dinterrogation (voir figure 15) est I'édément principal du
systéme de CMF. En effet, c'est 1a que les cellules traversent le ou les lasers et que le
systéme optique collecte la lumiere diffractée et la fluorescence émise par la cellule. Le
passage des cellules les unes derriere les autres, réalisée par le principe de centrage

hydrodynamique est primordia pour une analyse précise des signaux optiques.
11.3.1. Le systéme fluidique

Il y a2 composants fluidiques principaux : le liquide de gaine (qui forme le manteau
al’intérieur duquel les cellules circulent) et I’ échantillon contenant des cellules en suspension.
Trois paramétres permettent d’ expliquer la focalisation hydrodynamique : la pression, la
vitesse et ladensité [97, 99].
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v Principe de I’hydro focalisation et le centrage hydrodynamique

La CMF est une technique qui permet d’ effectuer une analyse multiparamétrique de
cellules individualisées. Les cellules doivent étre dissociées les unes des autres, circulant
I’une derriere I’autre, dans une suspension liquide pour étre analysées individuellement.
Cela est possible grace au principe de mécanique des fluides d hydrophocalisation

schématisé sur lafigure 16 [100].

Le sang et la moelle, constituent des tissus de choix pour une analyse par CMF,

car lescellules sont dga en suspension.

L’échantillon est injecté avec une certaine pression au milieu d'une buse, a
I"intérieur de laguelle le liquide de gaine (ou Sheath) est lui aussi amené avec une certaine
pression. C’est la pression du liquide de gaine qui définit la vitesse du flux cellulaire, et donc
lavitesse d’analyse des cellules. La sortie de la buse étant un petit orifice, le liquide de gaine
sera accéléré ala sortie de la buse. La structure de la buse et de I’ orifice permettent d’ obtenir
un flux laminaire a I’intérieur duquel les cellules sont attirées et sont forcées de circuler les

unes derriere les autres, permettant ainsi une analyse individuelle [97, 99].

La création d'un flux nécessite:
e Une pression appliguée sur le liquide de gaine et sur I’ échantillon ;

e L’application dune pression plus grande sur le liquide de gaine que sur la

suspension cellulaire.

Si le différentiel de pression était négatif, le liquide de gaine serait refoulé vers
I’injecteur et donc vers |’ échantillon également. En cas de pression identique sur le liquide de

gaine et sur I’ échantillon, ce dernier ' aurait pas la possibilité de s insérer dans le flux.

Cependant, nous avons expliqué que la pression du liquide de gaine influence la
vitesse de défilement cellulaire, maisil y aaussi la pression de |’ échantillon qui influence le

flux.

L'utilisateur a la possibilité de changer la pression différentielle appliquée sur
I"échantillon et donc de modifier la vitesse de défilement des cellules. Cependant, en
augmentant le différentiel de pression, la vitesse est accélérée mais le diametre du jet

cellulaire est lui aussi agrandi. Cette derniere modification entraine une influence négative sur
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la précision de I'analyse. En effet, le diametre étant élargi, la vitesse de défilement augmente

mais le centrage des cellules dans le flux diminue et pgore laqualité de |’ analyse.

Lorsgque les cellules ne passent pas toutes au méme endroit devant lelaser, il se crée
alors des variations entre les cellules. La fluorescence des cellules n’'est alors pas le reflet

exact de leur charge en fluorescence, et les résultats sont moins précis[97, 99].

La figure 17, montre les profiles de distributions de la fluorescence dans les cas de
concentrations différentes entrainant une dispersion plus importante, autour de la moyenne,
augmentant ainsi  les coefficients de variation (CV). En effet, s les cellules ne passent pas
toutes exactement au méme endroit par rapport au faisceau laser, le signa émis par chacune

d' elle n'est pas strictement le reflet de sa charge en fluorochromes.

P
Air
comprimé
Liquide de gaine Echantillon
Sheath Fluid (suspension)
Buse
" de Tocalisation

Figure 16: Principe de |’ hydro focalisation [97].
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Figure 17: Influence de la concentration et de lapression sur la
précision de lamesure [97].
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Aing, il convient d' guster au mieux la concentration de I’échantillon a la vitesse
d analyse offerte par la gaine porteuse, qui est une caractéristique propre a | appareil
utilise. Ceci permet de conserver une vitesse danalyse optimale sans étre obligé
d’ augmenter e diamétre de la veine échantillon. En général, des concentrations de 10° et 10’
cellules/ml sont jugées parfaitement adaptées pour des vitesses d’analyse de 1000 a 2000
cellules/sec et 30000 cellules/sec respectivement [97].

De nombreuses recherches sur I'injection et le centrage des cellules danslagaine
liquide ont permis d’optimiser |a focalisation et sa stabilité et de multiplier par 10 a 30 la

vitesse d' analyse des cellules, avec une meilleure précision des mesures [101].

En ce qui concerne la densité, c’'est aussi un élément important de la focalisation
hydrodynamique. Il est préférable de choisir les liquides de gaine ayant une densité inférieure
ou identique a celle de I’échantillon, afin de prévenir les effets de réflexion qui peuvent
entrainer une perte du signal [97, 99].

11.3.2. Le systeme optique
Le systéme optique d' un appareil de CMF se compose de plusieurs é éments:
- Uneou plusieurs sources lumineuses : le(s) laser(s) ;
- Lescanaux optiques: une succession defiltres et miroirs;

- Des détecteurs.

[1.3.2.1. La source d’énergie

La source dexcitation lumineuse utilisée doit permettre |’excitation des

fluorochromes a une longueur d’ onde proche de leur maximum d’ absorption.

Le laser est le plus frequemment employé, car il assure puissance, stabilité du
chromatisme et finesse du faisceau, ce qui permet de focaliser le rayon lumineux sur une

seule cellule alafois.

Chaque laser permet d émettre une lumiére monochromatique (un seul type de
photons). Il présente une forme élliptique apres focalisation avec un faisceau d’ éclairement
tres concentré (tres bonne discrimination des doublets), capable d exciter une série de

fluorochromes. Les lasers ont des spectres d’ émission discontinus.
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Au début des années 1980, les lasers utilisés avaient des longueurs d’ onde d’ excitation
limités, et surtout avaient besoin d'un systéme de refroidissement par eau, du fait de leur
puissance. Aujourd’ hui, les lasers sont beaucoup plus petits, ne requiérent plus de systéme de
refroidissement, et ils fournissent une excitation stable a diverses longueurs d onde
[102].

Les 3 lasers les plus couramment utilisés aujourd’ hui sont le bleu (488nm), le violet
(405nm) et le rouge (633nm). Le laser vert a 532nm fournit plus de sensibilité, comparé au
laser bleu, pour les fluorochromes PE [103]. Le laser UV (350nm) permet la mesure des
colorants Hoechst, pour la mesure de I’ADN, et reste en grande partie réservé a cette
application. Enfin, récemment le laser jaune (560nm) et orange (610nm) viennent combler le
« trou » entre le vert (532nm) et le rouge (633nm) et permettent de couvrir tout le champ

d’excitation de lalumiére visible [104].

11.3.2.2. Canaux optiques
Un cana optique est un chemin que la lumiére peut suivre depuis le point
d’interrogation (particule) jusqu’a un détecteur. Des éléments optiques (filtres et miroirs
dichroiques) réalisent la séparation des canaux et la sélection des longueurs d’ onde.

Pour étre mesurés par les photomultiplicateurs (PMT) ou photodiodes, les signaux
lumineux (photons) émis par chaque cellule sont focalisés puis séparés par une aternance de

miroirs dichroiques et de filtres.

a) Les miroirs dichroiques: sont des diviseurs optiques, dont le role est de
canaliser chaque signa optique vers son détecteur. L’ efficacité d’un miroir dichroique est
mesurée au travers du pourcentage de transmission et de la longueur d’ onde limite transmise
qui peuvent changer suivant I'angle d'interception du faisceau incident. C'est pourquoi les
miroirs dichroiques sont fabriqués pour travailler sous différents angles (45°, 14°, 11°,..) pour

atteindre des possibilités différentes avec un seul miroir en changeant son orientation.

Cependant, il faut que le miroir soit bien stable et bien fixé. Il faut préciser s la

transmission alieu au dessous ou au dessus :

e Un miroir dichroique passe-bas (short-pass) de 560 transmet les longueurs d’ onde
inférieures a 560 nm et réfléchit celles dont les longueurs d' onde sont supérieures
a 560 nm.
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e Un miroir dichroique passe-haut (long-pass) agira dans le sens inverse, en
transmettant les longueurs d’onde supérieures a une certaine valeur, et en réfléchissant

cellesinférieures a cette méme valeur [105].

b) Les filtres: doivent avoir une bande passante restreinte et une capacité de
transmission maximale. En fonction du traitement de surface regu, on dispose de quatre
types de miroirs : passe-haut, passe-bas, passe-bande et bloque bande, qui seront choisis afin
de sélectionner le maximum de lumiere émise par chaque fluorochrome utilisé (voir figure
18).

540 540 540

Passe s Passe 520 A : . Passe 5.
Bas 500 Haut  s500 I Bande 500
500 nm “% 500 nm ‘8 500/40 480
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Figure 18: Les différents types de filtres utilisés en cytométrie [106].
o L
e Les filtres passe-haut : stoppent la lumiere inférieure a une certaine longueur
d onde, a I'inverse.
e Les filtres passe-bas: stoppent la lumiére supérieure a une certaine longueur
d onde.

e Les filtres passe-bande: laissent passer la lumiére se trouvant entre deux
longueurs d’ ondes. Cetype defiltres est e plus largement utilisé. Placés juste devant un
détecteur. Les filtres passe-bande permettent d’'assurer que le détecteur recoit

uniquement les longueurs d’ ondes qui lui sont appropriées.

Ces filtres doivent permettre la mellleure collection possible des diverses
fluorescences, et doivent donc se caractériser par une excellente transmission dans la bande
de sdlection. Il y a lieu de noter que I’ efficacité de transmission diminue avec |’ &ge des
filtres, qui doivent par conséquent étre réguliérement contréles et éventuellement remplacés
S nécessaire.

c) Paramétresrécoltés par le cytométre

Chaque événement passant devant lefaisceau laser vadiffracter lalumiére laser,

lalumieére diffusée renseigne sur lamorphologie et la structure de la cellule (Voir figure 18) :
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- Diffusion sous un petit angle (Forward Scatter Cell, FSC)

Il s'agit de lalumiére collectée dans I’ axe du faisceau du laser (angle inférieur a 10°)
et correspondant d'un point de vue physique a la diffraction. Son intensité varie avec la

taillledela cellule et donne uneindication sur lataille des particules analysees [107].

D’autre part, les cellules dont la membrane est endommagée, ont un indice de
réfraction inférieur a celui des autres cellules et produisent un signal de diffusion aux petits
angles de plus faible intensité, alors que leur taille n’a subi aucun changement.

- Diffusion sousun angleplusgrand (Side Scatter Cell, SSC) :

Il sagit dela lumiere collectée a 90° par rapport a I’axe du faisceau lumineux,

qui est un mélange de lumiere réfractée et réfléchie (voir figurel9).

L’intensité de la réflexion et de la réfraction dépendent des propriétés intrinseques de
la cellule et donnent, donc, des indications sur la structure interne des cellules telles que la
réfringence du cytoplasme, la granularité et le rapport nucléocytoplasmique. Ce signal est
faible pour les lymphocytes, |égérement plus fort pour les monocytes et tres éleve pour les
granulocytes. Ainsi, différents types cellulaires peuvent étre caractérisés, sans aucun

marquage des cellules, tels que leslymphocytes, les monocytes et les polynucléaires.

- La fluorescence est collectée a 90° :

Par rapport a I'axe du faisceau lumineux. Elle peut étre une auto fluorescence
ou résulter, comme c'est le cas le plus souvent, d'un marquage par un ou plusieurs
fluorochromes spécifiques de constituants cellulaires ou associés a un immunomarquage
[96].
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Figure 19: Diffusion de la lumiére aux petits angles et aux grands angles[108].
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Figure 20: Vision globale du systéme optique d'un cytométre de flux [109].

Ainsl, il existe trois types de canaux :
- Canal «taille » (FSC « Foward Scatter Channel ») : diffusion de lalumiére dans|’ axe,
- Canal « structure » (SSC « Side Scatter Channel ») : réfraction de lalumiére a 90°,

- Cana «fluorescence » (FL1, FL2, FL3, FL4...): mesure [I'intensité de fluorescence
relative émise a90°.
11.3.2.3. La détection du signal
Bien qu'ils fassent partie intégrante de la partie optique d' un appareil de CMF, les
détecteurs serons traités danslapartie : systéme éectronique.
11.3.3. Le systéme éectronique et traitement du signal
L’ analyse des données en cytométrie revient a traiter les signaux lumineux émis par

les cellules et ales convertir en signaux éectriques par les photodétecteurs.

La conversion des photons en courant électrique (photoélectrons) est réalisée par les
détecteurs qui sont de deux types : les photodiodes (PD) et les photomultiplicateurs (PMT).
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a) Les photodiodes (PD)

Les PD, particulierement efficaces pour transformer les photons en photons-électrons,
sont généralement utilisés pour détecter des signaux d’intensité élevée. On les utilise

notamment pour la détection du signal du FSC.

b) Les photomultiplicateurs (PMT)

Les PMT sont habituellement utilisés pour détecter des signaux de plus faible
intensité comme le Side Scatter. On les utilise égaement pour la détection de la
fluorescence des ééments marqués. Les PMT possédent un enchainement d’ électrodes
(les dynodes) dont le réle est d'augmenter le signal électrique. Cette possibilité
d’amplification du signal fait que les PMT sont des photodétecteurs particulierement

sensibles[97].

c¢) Traitement du signal

A ce stade du traitement du signal, les photons émis ont été transformeés en un voltage.

L’ ensemble du signal électrique issu de I’ émission de fluorescence d'une cellule lors
de son passage devant un laser est appelé impulsion (pulse). Il a une amplitude comprise
entre 0 et 10 V et la durée de cette impulsion (quelques microsecondes) est appelé:

« temps devol ou largeur del’impulsion ».

L’intensité de fluorescence de cellules fortement marquées peut étre, mille fois (ou
plus), supérieure a celle de cellules faiblement marquées. Dans un tel cas, un amplificateur
logarithmique permet d’ obtenir un signal de sortie proportionnel au logarithme du signal

d entrée.
d) Traitement del’impulsion et digitalisation du signal

Il sSagit de la Conversion Anaogique (volts) Digitae (canaux) (ADC). Le signa
provenant de chague détecteur est transformé en un signa informatique et traité par un
circuit de compensation de fluorescence réalise par soustraction analogique. Il est
digitalise 10 millions de fois par seconde (10 MHZz) sur une échelle de 262 128 intervalles
ou canaux pour la mesure de I’aire de I'impulsion. Cette technologie mise en place par la
société BD Biosciences permet de répartir les données obtenues sur une échelle
logarithmique a 5 décades ou en représentation bi exponentielle qui permet de mieux

visualiser les populations dont le marquage est de faible intensité [110].
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A cet effet, chaque tension (signal en volt) est convertie en numéro de canal. A
chaque valeur numérique correspond un cana dont le compteur est incrémenté du nombre
d évenements. Le tracé du nombre d événements par cana est appelé: Histogramme
mono paramétrique. Les valeurs linéaires de canaux sont transformées en valeurs
logarithmiques (Log). L’échelle logarithmique est fortement conselllée, car plus

discriminante pour les faibles intensités de fluorescence quel’échellelinéaire[111, 112].

e) Affichage et stockage du signal

Une fois que les signaux optiques sont convertis de fagon proportionnelle en signaux
électroniques puis en chiffres, les données sont stockées dans I’ ordinateur sous forme de
fichier FCS (Flow Cytometry Standard). Le fichier représente une liste de valeurs
numeérique de chague parameétre étudié pour chagque cellule anal ysée.

Les données concernant les cellules, bruits de fond, etc,... sont conservées en
Listmode (LMD), apparenté a un grand tableau comprenant toutes les valeurs
paramétriques de chaque objet, qui peuvent étre retraitées, en cas de besoin, en modifiant les
gates, les associations bi ou multi-paramétrées.

Les résultats peuvent se présenter sous la forme d histogrammes mono paramétrés,
C'est-a-dire avec un parametre en abscisses, |’ordonnée correspondant au nombre
d’ évenements par canal ou sous forme d’ histogrammes biparamétrés ou cytogramme ouil y a
un paramétre en abscisse et un en ordonnée (voir figure 21). Dans ce dernier type de
représentation, le nombre d’ événements correspond a un axe Z pouvant étre représenté par la

densité de nuage de points ou par des courbes de niveau [97].
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Figure 21: Différents modes de représentation des données obtenues en CMF [113].
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I1.4. Fluorescence et Fluorochromes

La fluorescence est une forme de luminescence se produisant suite a |’ absorption de

photons par une molécule de type fluorophore ou fluorochrome [114].

[1.4.1. Principedela Fluorescence

L’ énergie E d'un photon fait passer un électron d’ un état basal a un état excite.

Il perd un peu d énergie sous différentes formes (radiation, conversion interne,...)

avant de retrouver son état de repos en libérant |’ énergie restante sous-forme d’ un photon.

Ainsi, le photon libéré est moins énergétique que le photon incident. D’ aprés laloi de
Planck, la longueur donde est inversement proportionnelle a I’ énergie. Le photon émis a

une plus grande longueur d onde que le photon incident [115, 116].

Selon le diagramme de Jablonski (voir figure 22), les électrons ne sont pas tous
issus des mémes sous-couches électroniques et ne seront pas non plus sur la méme couche ou
sous-couche éectronique une fois excités. De méme ils ne seront pas sur la méme sous-
couche éectronique apres leur relaxation. 1| n’existe donc pas une valeur, mais une gamme

devaleursd énergie ou longueur d’ onde qui sera absorbée ou émise par un fluorochrome.
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Figure 22: Diagramme de Jablonski [117].
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En 1935, Alexandre Jablonski, physicien polonais, explique le mécanisme de
fluorescence a travers un diagramme devenu célébre: le diagramme de Jablonski. Une
molécule fluorescente est capable d absorber de I'énergie lumineuse et de rapidement
réémettre cette énergie sous forme de fluorescence. L’ émission de fluorescence se produit

apartir du minimum d’ énergie vibrationnelle de I’ é&at S1, vers|’ éat SO (voir figure 22) [117].

Pour chaque fluorochrome on peut établir un spectre de longueur d’ onde capable de
I’ exciter (1 excitation), et un spectre de longueur d’ onde de fluorescence (A émission).

Ces spectres sont définis par plusieurs caractéristiques: [118, 119]

- Une longueur d'onde d absorption (excitation) et une longueur d’onde d' émission

(fluorescence) maximale, spécifique pour chaque fluorochrome;
- La longueur d’ onde d’ excitation est plus faible que lalongueur d’ onde de fluorescence;
- Une symétrie des spectres d’ excitation et d’' émission ;

- Le spectre d’émission de fluorescence est approximativement une image inversée

(effet miroir) du spectre d absorption ;

- L’écart de Stockes (ou Sokes Shift) = écart entre les valeurs maximales d’ excitation et
d émission. Si ce déplacement est faible, il sera difficile de séparer les longueurs d onde
d’ excitation et d’émission au moyen de filtres. En pratique, pour pouvoir séparer
efficacement, a I'aide de miroirs dichroiques, la forte lumiere incidente (A1) de la faible

fluorescence émise (A2), ce déplacement doit étre >20 nm.

Eventuellement, un déplacement de Stokes important (lodure de Propidium, Red 670)
facilitera la réalisation de marquages multiples en conjonction avec des fluorochromes ayant

des déplacements de Stokes plus faibles (I’ isothiocyanate de fluorescéine FITC, Texas Red).

Si on prend I'exemple de la fluorescence du FITC (voir figure 23), son spectre
d'émission étant approximativement I'image miroir décalée vers le rouge de la bande
d'absorption située vers les plus courtes longueurs d'onde.
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Figure 23: Spectres d'excitation et démissiondu FITC dans I'eau apH 7 [120].
11.4.2. Les contraintes liéesal’émission des fluorochromes

En présence de plusieurs fluorochromes, des fuites optiques a travers des filtres
d'analyse respectifs peuvent néanmoins apparaitre a cause du recouvrement de leurs spectres
d'émission. On cherche a contourner le probléme par le choix des fluorochromes ayant des
spectres d’ émission éoignés et se chevauchant le moins possibles (voir figure 24).

La gamme des Cyanines et surtout la gamme Alexa Fluor, donnent d'excellents
résultats. La Cyanine 5.18 (« Cy5 »), excitée par les raies 633 ou 647 nm de certains lasers,

émet loin dans lerouge (émission : 667 nm) et éviteainsi le « cross-talk ».

FITc ) TX Red

FITC TX Red

BP BP
530 630
- -

T T
450 500 550 600 650 500 550 600 650 700
Longueur d’onde (nm)

Absorbance relative
Emission relative

Figure 24: Chevauchement des spectres de fluorescence des différents
fluorochromes[121].
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La figure 24 montre des spectres normalisés d’ absorbance (A) et d émission (E) de
I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC), de la phycoérythrine (PE) et du Texas Red (TX
Red).

En cytométrie en flux, on a vite adopté des phycobiliprotéines telle que Ila
phycoérythrine (PE) pour une double quantification avec le FITC a partir dune seule
excitation a 488 nm. De plus, ces grands pigments naturels, de par leur absorptivité molaire
50 a 100 fois celle de la fluorescéine ou de la rhodamine, offrent un gain de sensibilité, mais

au prix deleur taille et d'un encombrement stérique important.

Les années 1990 ont vu I'arrivée des fluorochromes tandem, des molécules de

cyanines ou Alexafluors couplées avec PE ou APC qui leur fournissent I’ énergie d’ excitation.

Un Tandem est congtitué de 2 molécules fluorescentes couplées par une liaison

chimique:

« Une 1% molécule, excitable par le laser 488 nm, joue le réle de donneuse d’ énergie.

Letransfert d' énergie s effectue vialaliaison chimiqueliant les deux fluorochromes;

* Une 2éme molécule acceptrice recoit I’ énergie uniquement vialaliaison chimique
car elle n’est pas excitable a 488 nm. Elle réémet un signal a une longueur d onde supérieure

acelle de lamolécule donneuse [121].

Pour constituer des panels multi-couleurs il est conseillé de suivre la stratégie

suivante:

- Utiliser les fluorochromes les plus brillants sur les marqueurs les plus faiblement
exprimés : PE > PC7 > APC > PC5.5;

- Réserver les autres fluorochromes moins brillants sur les marqueurs fortement exprimés
ou en marqueurs de Gating (CD45, CD3) : ECD > FITC;

- Pour du 5 ou 6 couleur et plus, utiliser des fluorochromes dont les spectres ne se

chevauchent pas trop pour limiter les réglages de compensations a effectuer.

[1.5. L’ immunophénotypage dans les leucémiesaigues

Dans les leucémies aigués  (lymphoblastigue ou  myéoblastique),
I’immunophénotypage par cytométrie en flux, permet de déterminer I'appartenance des

cellules blastiques a une lignée cellulaire [122] , de préciser le niveau de différenciation
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pour identifier et/ou préciser le diagnostic des diverses types et sous types de leucémies
aigues. Il sagit de la seule technique qui permet de détecter les leucémies aigues a
phénotype mixte ( MPAL) exprimant & la fois des marqueurs de lignées myéloides et
lymphoides B ou T. L’'immunophénotypage des leucémies aigues, présente un réle
pronostique par la mise en évidence dun phénotype corrélé a des anomalies
cytogénétiques et/ou moléculaires,[123, 124, 125]. Aussi, il permet de détecter le profil
antigénique aberrant des blastes pouvant se révéler utile pour le suivi de la maladie
résiduelle [126].

La connaissance de I'évolution de |’ expression des marqueurs de différentiation et
de maturation des cellules des différentes lignées hématopoiétiques joue un réle capital pour
poser le diagnostic le plus précis possible dans le cadre des leucémies aigués par

immunophénotypage.

L’ analyse des images issues d’ un histogramme biparamétrique SSC/CD45 a |’ étude
immunophénotypique d une leucémie aigue, donne une information quant au type de
leucémie a laquelle pourront étre rattachées les cellules blastiques. Ainsi, lorsque les
cellules leucémiques sont de grande taille et donnant un signal peu intense en SSC, on peut
S attendre a ére confronté a une leucémie aigué touchant une des lignées lymphoide ou
encore des cellules peu différenciées de la lignée myéoide (LAMO, M1 ou M2). Par contre,
lorsgue les cellules montrent des signaux plus intenses en SSC, on peut envisager une
leucémie promyéocytaire (LAM3) ou encore une leucémie monocytaire (LAM5) ou a
participation monocytaire (LAM4) [127].

[1.6. L'expression des molécules de surface en fonction des stades de
différenciation des cellules myéoides et lymphoides

[1.6.1. L’ expression des antigénes de lalignéelymphoide B en fonction des stades de
différenciation

La figure 25 illustre les différents stades de maturation du lymphocyte B.
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Figure 25: Différents stades de maturation du lymphocyte B [128].

A chacun de ces stades peut étre associé un phénotype bien précis. Il est & noter que le
CD19, le cytCD79a et le HLADR vont étres exprimer par toutes les cellules durant le

processus de maturation pour ne disparaitre qu’ au stade de plasmocyte.

- Au stade Pro-B, le CD34 est exprimé plus fortement que le CD10, le CD22 est exprimé
principalement dans e cytoplasme et tres faiblement en surface.

- Le passage au stade Pré-Pré-B est caractériseé par une diminution de la densité
d’ expression du CD34 s accompagnant d’une augmentation de la densité d’ expression du
CD10 et du sCD22.

- Au stade Pré-B, les cellules perdent |’ expression du CD34, de la TdT et montrent une
expression maximale du CD10. L’expression du CD22 continue d’ augmenter en surface
alors que des chaines |égéres « mu » d’'lg apparaissent dans le cytoplasme de ces cellules.
- Le passage au stade B précoce va étre caractérisé par la disparition progressive du
CD10, I'’'augmentation de I’ expression du sCD22, I’ apparition du CD20, des chaines Ig D

et Ig M en surface. L’ apparition des chaines d’ g s accompagne de I’ expression du CD79b.
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Du stade B précoce jusgu au stade B mature, on observe une augmentation

progressive de la densité d’ expression du CD20, du sCD22, des chaines |égeres et lourdes
d'lg ains que du CD79b. Leur densité maximale d’'expression est atteinte au stade de
lymphocyte B mature (voir figure 26).

B B B
Pré_Pré-B - - - -

cylG (CD5) FMCT

Figure 26: Evolution de I’expréssion des marqueurs de surface au cours de la
différenciation lymphocytaire B [128].

11.6.2. L’ expression des antigénes de lalignée lymphoide T en fonction des stades
dedifférenciation

Les progéniteurs de la lignée lymphoide T quitte rapidement le compartiment
medullaire pour poursuivre leur maturation au niveau du thymus. La figure 27 résume les
stades de différentiation permétant d aboutir au lymphocyte T mature.
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Figure 27: Différents stades de maturation du lymphocyte T [128].

Les cellules progénitrices de la lignée lymphoide T sont issues du CFU- L (Colony
Forming Unit lymphoide) a aspect blastique (immature). Elles sont caractérisées par
I’expression du HLADR, du CD34, de la TdT et montrent une positivité pour le CD2 et le
CD7. Il est anoter qu’ une petite proportion de ces cellules peut montrer une expression faible
du CD13, du CD33 ains que du cytCD3 dans leur cytoplasme. Ces cellules vont gagner le

thymus pour y poursuivre leur maturation.

- Au stade de Pro Thymocyte, les cellules T montrent  une expression du cyCD3, du
CD34, du HLADR, du CD2, du CD7 et delaTdT.

- Par la suite, ces cellules perdront |"'expression du HLADR, du CD34 et acquériront

I’expression du CD5. On parle aors de Thymocyte précoce.

- Au stade du Thymocyte commun, les cellules T exprimeront |le CD1a, le CD2, le
cytCD3, le CD5, le CD7, le CD4 et le CD8. Elles restent positives pour la TdT et
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commencent a exprimer avec une faible densité du CD3 en surface. Une certaine

proportion de ces cellules T montre une positivité pour le CD10.

- Au stadefinal de maturation, cescellules T perdront |’expression du TdT et montreront
une expression du sCD3 (CD3 de surface) ainsi que du CD4 ou du CD8 selon le type de
cellues T matures auxquelles eles vont donner naissance. On parle aors
de « Thymocyte mature ». Ces cellules T quitteront le thymus pour circuler dans

I’ organisme sous forme de lymphocytes T matures.

11.6.3. L’expression des molécules de surface au cours de la différenciation des
cellules myéloides

11.6.3.1. L’ expression des molécules de surface au cours de la différenciation des
cellulesdelalignée granuleuse

Les CFU-G (Colony Forming Unit of Granulocyt) vont donner naissance aux
myéloblastes (voir annexe 1) qui vont étre caractérise par la diminution de I’ expression du
CD34, du CD13, du HLADR et une augmentation de la proportion de cellules exprimant le
CD11c. Ces cellules commencent a exprimer le CD15 avec une expression faible et montrent

une expression maximale du CD33.

- Au stade de promyélocyte, les cellules perdent I’expression du CD34 et du HLADR.
L’ expression du CD11c augmente faiblement, le CD15 est exprimé par la mgjorité de ces
cellules. Le CD117 n’est plus exprimé que par une petite proportion de ces cellules.

- Une diminution de I'expression du CD13 et une augmentation importante des
caractéristiques structurales signent le passage du promyélocyte vers le myéocyte. Les
myélocytes sont caractérises par une expression faible du CD13 et montrent une
augmentation de la densité d expression du CD15, du CD11c. L’expression du CD33
commence a diminuer.

- Le passage du myélocyte au métamyélocyte est caractérisé par I’augmentation de la
densité d’ expression du CD11b, du CD11c, du CD13 et du CD15. Ce stade est caractérisé
par une faible apparition du CD16 avec la diminution d’expréssion du CD33.

- Enfin, la densité dexpression du CD11lb, du CD13 e du CD16 continuera

d’ augmenter pour atteindre un maximum d expression au stade de granulocyte mature.

La figure 28 résume les variations de la densité d expression des différents marqueurs

impliqués dans le processus de maturation des cellules de lalignée granuleuse.
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Figure 28: Evolution de |'expréssion des marqueurs de surface au cours de la
différenciation de lalignée granuleuse [128].

11.6.3.2. L’expression des molécules de surface au cours de la différenciation des
cellulesde la lignée monocytaire [52]

Le CFU-M (Colony Forming Unit of Monocyt) donnera naissance au monoblaste
(voir annexel) caractérisé par une diminution de I'expression du CD34 qui devient
rapidement négative. Tout au cours du processus de maturation, on va observer une
augmentation de la densité d’ expression du CD13, du CD33, du CD11c, du CD36 ains que
du CD11b qui devient maximale au stade de monocyte mature. Le passage du promonocyte

au monocyte est caractérisé par |’ apparition de I’ expression du CD14.

Il est & noter que les celules de la lignée monocytaire garderont |’expression du
HLADR tout au long du processus de maturation. On observe une légére diminution du
niveau d expression de cette molécule jusqu’ au stade de monocyte mature et une élévation
marquée de |’ expression du CD45 depuis |le monoblaste jusqu’ au monocyte mature. Le CD15
est exprimé par les cellules de cette lignée mais avec une plus faible densité d’ expression que
les granulocytes. La figure 29 montre les variations d expréssion des antigénes de surface

au cours delamaturation des cellules monocytaire.
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Figure 29: Evolution de I'expréssion des marqueurs de surface au cours de la différenciation monocytaire
[128].

11.6.3.3. L’ expression des molécules de surface au cours de la différenciation des
cellulesdelalignée érythroide [17]

Au stade de CFU-GEMM (Colony Forming Unit of Granulocyt, Erythroid, Monocyt
and megacaryocyt) (voir annexe 1), on peut observer des cellules montrant une expression
du CD34, du CD117, du CD13, du CD33, du CD36 et du CD1lilc. Les cellules qui
S engagent dans la lignée érythroide perdent I’expression du CD1l1c et montrent une
augmentation de I’ expression du CD36 avec la diminution de I’ expression du CD45, du CD34
puis du CD117. Les proérythroblastes peuvent étre caractérisés par une expression faible du
CD45, duCD34, duCD117 et une positivitédu CD36 et du CD71.

Avec la maturation, on observe une augmentation de la densité d expression du
CD36, du CD71 et toutes les cellules deviennent positives pour la Glycophorine A. Le CD45
n'est plus exprimeé au stade d’ érythroblaste. En fin de maturation, les cellules érythroides ne

sont plus positives que pour la Glycophorine A.

11.6.3.4. L’ expression des molécules de surface au cours de la différenciation des
cellulesdelalignée plaquettaire [17,45]

Du stade de CFU-GEMM (Colony Forming Unit of Granulocyt, Erythroid, Monocyt
and megacaryocyt) (voir annexe 1), les cellules qui vont s engager vers la lignée plaguettaire
exprimeront faiblement le CD61 et le CD36. Au stade de mégacaryoblaste, les cellules vont

perdre |’expression du CD45, du CD34, du CD33 et voir une augmentation de |’ expression
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du CD36 et du CD61. Elles vont acquérir I’expression du CD41 et du CD42 au stade de
meégacaryocyte. Les plaquettes présentent une positivité pour le CD41, le CD42 et le
CD61.

[l .7. Identification des marqueurs immunophénotypiques presents sur les
cellulesleucémiques et absents sur lescellules normales

Contrairement a la cytologie, la CMF va donc permettre de différencier les blastes
leucémiques des hématogones et des lymphocytes activés. Cependant, depuis de nombreuses
années il a été remarqué que les cellules leucémiques expriment de fagcon aberrante certains
marqueurs, créant ainsi un immunophénotype aberrant spécifique du clone leucémique. Ces
immunophénotypes aberrants sont retrouveés dans la littérature sous le terme de « Leukemia-

associated aberrant immunophénotypes » ou LAIP [129].
On distingue 4 catégoriesde LAIP :

e Les LAIP detypesurexpression antigénique : comme pour les CD10, CD123 et
CD58 dansles LAL-B, lesCD99, CD7, et I’ association CD4/CD8 dansles LAL-T.

e Les LAIPdetypediminution d expression d’antigenes: comme pour les CD45,
CD81, CD38 anslesLAL-B, et leCD2 et le CD45 dansles LAL-T.

e Les LAIP de type asynchronisme: certains marqueurs ne sont exprimeés qu'a un
stade de différenciation pendant le développement cellulaire normal. Par exemple les
marqueurs de cellules immatures de la lignée T ne sont normalement retrouvés que sur
les thymocytes qui ne sont jamais présents dans la moelle ou le sang. De plus, la co-
expression dantigénes spécifigues de celules immatures comme le CD3
intracytoplasmique avec des antigenes de cellules matures de la méme lignée comme le
CD5, dors que le CD3 de surface est absent, est évocatrice de leucémie
(CD5+/cytCD3+/sCD3-).
e Les LAIP de type infiddité de lignée: co-expression aberrante d antigenes de
lignées cdlulaires différentes. Par exemple, co-expression de margueurs de lignée B

et T (CD4 et CD19), expression d antigenes myéloides sur des lymphoblastes.
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En Algérie, lestravaux publiés [130], [33], [131] semblent indiquer que I’incidence
de la leucémie aigue est en augmentation permanente et pose d énormes difficultés tant
diagnostiques que thérapeutiques.

Cependant, le diagnostic des LA repose depuis de nombreuses années sur |'analyse
des données cytologiques et cytochimiques de frottis sanguins et médullaires, qui sont a la
base de la classification proposée par le groupe coopératif FAB. Des avancées toutefois
insuffisantes ont été constatées. Les colorations cytochimiques simples particulierement le
noir soudan, ne sont pas pratiquées systématiquement. La CMF, quant a elle n'est réalisée
gue dans 30% des cas en moyenne, c'est le seul examen qui permet d’individualiser les
différents sous-groupes de LA surtout quand le diagnostic n’a pas pu étre porté par les éudes

cytologiques et cytochimiques (27 sur 73 cas) [132].

La CMF reste le seul examen qui permet, d' une part de classer les LAL selon leur
phénotype B ou T et d’autre part de mettre en évidence une entité rare : la leucémie aigué
bi phénotypique retrouvée dans 10, 2% des cas [132], une entité actuellement classée comme
LA de phénotype mixte entrant dans le groupe des leucémies aigues de lignée ambigué
[61], [11].

Selon les résultats des différentes études nationales et internationales sur le profil
immunophénotypique des LA de « novo » on a constaté des spécificités et des caractéristiques
phénotypiques.

Une éude nationdle [133] sur I'immunophénotypage par CMF des LA non
lymphoblastiques, retrouve une prédominance du profil immunophénotypique de la LAMS,
ce qui n'est pas fréequent selon les données de la littérature [134], [135]. Dans le typage
immunologique des LAL, une divergence des résultats a été observée, un taux de LAL T
devé 49% [136] versus 15 % [137]. Ce taux devé des LALT a été rapporté dans d’ autres
publications [135], [138].

Concernant I'utilisation des combinaisons antigéniques il a éé constaté  que
I’association de: CD13/CD33/CD117 et MPO a permis de classer 100% des leucémies
aiguesen LAM [139].

Cependant, trés peu d'études nationales portants sur le diagnostic des LA
biphénotypique ou MPAL existent, et celles retrouvées [136] sont difficiles a comparer aux

données de lalittérature [140] vu lafaibletaille del’ échantillon.
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L’immunophénotypage permet de palier aux insuffisances de la classification FAB
et de mieux caractériser le clone leucémique, par la mise en évidence de certains antigénes de
surface des cellules blastiques dont I’ expression peut influencer le pronostic [8,141].

L’ éude de la valeur pronostique de I'immunophénotypage inclus les expressions
antigéniques telles que I'HLA-DR, CD34, CD117, CD33, CD7, CD2, CD4, CD15, dont
I’impact pronostique en termes de rémission compléte (RC) et de survie globale (OS) a été

rapporté dans lalittérature [12], [13].

En Algérie, le diagnostic des LA a repose longtemps sur |’ étude
cytomorphologique du groupe FAB, ceci aposé d’ énormes difficultés dans le diagnostic et
laclassification des LA.

A cet effet, nous avons procédé en 2012 a la mise en place dela technique
de CMF pour lediagnostic et la classification des LA au laboratoire d hémobiologie du
CHU de Tizi Ouzou.

La CMF est le seul examen qui permet de déterminer |’ appartenance delalLA a
une lignée cellulaire lymphoide T, B ou myéloide, de préciser le niveau de différenciation
de la lignée, d'identifier le stade de maturation des LAL T et B (TI,TILTIHI,TIV —
BI1,BII,BIII,BIV), de mettre en évidence des entités rares LA (LA biphénotypique, MPAL,
LAMO, LA cellules dendritiques, ...etc), de mettre en évidence des Ag ala surface des
blastes dont I'expression peut influencer le pronostic en terme de OS,
I’'HLADR,CD34,CD117, CD13, CD33, CD7, CD2, CD15.

Enfin, la CMF palie aux insuffisances de la classification FAB , permet de mieux
caractériser le clone leucémique, cequi permet un diagnostic et une classification plus

finedes LA, ains une priseen charge précoce et un traitement adéquat.

Cest pourquoi nous  proposons dans ce travail, déudier le profil
immunophénotypique des LA de «novo » chez I'enfant et I’adulte dans la région de
Tizi Ouzou dans le cadre d'une étude transversale, prospective afin de comparer nos
résultats a ceux obtenus dans les études nationales et internationales, ce qui nous

permettra un diagnostic et une classification plus juste des LA.
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Objectifs

Nous nous sommes fixés lesobjectifs suivants:

Objectif principal

Déterminer le profil immunophénotypique des cas de leucémies aigués de « novo »

par cytométrie en flux chez I’ enfant et I’ adulte dans larégion de Tizi Ouzou.
Objectifs secondaires

- Deécrire leprofil épidémiologique de notre population d’ étude ;

- Déerminer les différents sous types de leucémies aiglies de « novo » selon la
classification cytologique de FAB ;

- Etudier I"association du pronostic aux différentes expressions antigéniques ;

- Rechercher  déventuels phénotypes aberrants et leurs significations
pronostiques ;

- FEtudier la concordance entre la classification immunophénotypique des
leucémies aigués de «novo» selon E.G.I.L et la classification cytologique du
groupe FAB.
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Matériels et méhodes

1. Matériels

1.1. Type de I'éude
Il sagit d'une étude transversale a visee descriptive. La procédure de |'étude est

observationnelle avec une chronologie prospective.

La date de diagnostic choisie est celle qui se rapproche le plus de la date de
réalisation du myélogramme et de la cytométrie en flux.

1.2. Population étudiée
Létude a concerné tous les nouveaux cas de leucémies aigues pris en
charge dans le service dHématologie adulte et de I'unité d Onco-hématologie

pédiatriqgue du CHU de Tizi Ouzou, et répondants aux critéres d’inclusion.

1.3. Critéres d’inclusion
- Patients de tous les &ges (enfants et adultes),
-Tous les nouveaux cas de leucémies aigues hospitaisés pour la 1%€ fois au
CHU de Tizi Ouzou.

1.4. Critéres d’exclusion
Ont été exclus del’ étude les patients:
- Avec antécédents de leucémies aigues;
- En rechute de leucémies aigués;;
- Avec antécédents de cancers solides;
- Avec antécédents de traitement antinéoplasique (chimiothérapie, radiothérapie) ;
- Avec antécédents de syndromes myélodysplasiques;
- Participants en méme temps a une autre éude clinique ou a des phases d essais
cliniques;
- Sans médullogramme ;
- Présentent une sé&ologie HIV positive, hépatite B chronique active ou
hépatite C ;

- Non suivis au CHU de Tizi Ouzou.
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1.5. Période del’ &ude
Le recrutement des patients sest étalé sur une période de 6 ans soit 72 mois
allant de janvier 2013 au 31 décembre 2018. Pour I'étude du délai de survie globale, ou la

probabilité de survie, nous avonsfixé ladate limite au 30 novembre 2019.

1.6. Lieux del’étude
- Laboratoire d’ Hémobiologie du CHU Tizi-Ouzou: réception des prélévements au
niveau de I'unité de cytologie et leur traitement (étude cytomorphologique et
immunophénotypique pour un diagnostic de leucémies aigues selon les modalités

définis dans |a partie méthodologie.

- Service d'Hématologie adulte et unité Onco-hématologie pédiatrique du
CHU Tizi-Ouzou : consultation des dossiers et fiches de consultations des patients
sélectionnés pour compléments de renseignements clinico-biologiques et

thérapeutiques.

1.7. Taille échantillonnale
La taille échantionnale a été calculée sur la base de la prévalence européene des
leucémies aigues lymphoides et myéoides chez I’enfant et I’adulte a partir des données du
groupe de travail européen sur le cancer RARECARE [142], fautes de données nationale.

Lecacule de lataille échantillonnale aété effectué par la formule suivante:
n=t2xpx (1-p) / m?

n: Taille déchantillon minimale pour I'obtention de résultats significatifs pour un
événement et un niveau de risque fixé ;
t : Niveau de confiance (la valeur type du niveau de confiance de 95 % sera 1,96) ;
p: proportion estimée de la population qui présente la maladie. La prévaence
mondiale est entrel0a 15 % des cas de LA sur I'ensemble des hémopathies
maligneg[142] ; elle représente aussi moins de 3% sur I’ ensemble des cancers [143].

m : Marge d'erreur (généralement fixéea5s %).

n=1962x0,1x0,9/0,05? =138
Soit un effectif de 138 au minimum s p=10%
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Ains, le nombre de LA nouvellement diagnostiqué et répondants a nos criteres
dinclusions était de 234 cas, sur un pool tota de 340 patients hospitalisés pour

leucémies aigues quelque soit e critere de survenue.

2. Méthode de travall

Au cours de cette éude nous avons adopté la démarche suivante:

2.1. Phase préanalytique
Pour chaque patient, devant une suspicion d'une LA, le service clinique nous
adrésse :
-Un prééevement sanguin sur tube en plastique avec anticoagulants EDTA (4ml)

pour effectuer un hémogramme;

-Un prédévement meédullaire constitué d'environ 0,5 a1 ml dune aspiration de
moelle osseuse collectée dans un tube en plastiqgue avec anticoagulant EDTA, pour
confectionner des frottis médullaires et effectuer un immunomarquage par CMF.
Brooimans et a [144] définissent &2 ml obtenus en une seule ponction par une seule
aspiration de moelle, le volume maximal prélevé pour obtenir un prélévement

représentatif de la richesse médullaire.

- Des lames de frottis médullaire effectués par latechnique d’écrasement de grain.

Pour le suivi des patients dans notre étude, les données ont été recueillies a partir
des dossiers de patients disponibles dans le service d Hématologie adultes et I’ unité
Onco-hématologie de pédiatrie, que nous avons consulté de maniere individuedle et

anonyme.

Dans le cadre de [I'optimisation de I'exploitation des dossiers et en vue de les
standardiser nous avons établi une fiche de renseignements (voir annexe 2) qui comprend

troisvolets:
a- Volet identification du patient et antécédents;
b- Volet clinique et biologique;

c- Volet thérapeutique.
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2.2. Phase analytique
Nous avons réalisé pour chaque patient :

- Un hémogramme;
- Un frottis sanguin pour déterminer |’équilibre leucocytaire et un éventuel taux
de blastes.
- Confection de frottis médullaires et coloration, puis lecture afin de déterminer le
nombre de mégacaryocytes, pourcentage de blastes, pourcentage de la lignée
granuleuse, pourcentage de la lignée érythrocytaire, pourcentage des mononuclées, et
rechercher  d’'éventuels signes de myélodysplasie. (Voir volet biologique de

I’'annexe 2) ;

- Coloration cytochimique au Noir Soudan (NS) sur frottis médullaire : pour la
distinction entre la lignée lymphoide et myéloide des ééments blastiques. (Le noir

soudan aétéreaisé defacon systématique, quelque soit e sous-type FAB ;

- L’ immunophénotypage par CMF sur prélévement sanguin ou médullaire, dans les 6

heures.

2.2.1. Etude cyto hématologique

2.2.1.1. Hémogramme
- L’hémogramme a éé réaliseé sur les analyseurs d hématologie : Advia 2120
(Siemens) et I’ XT-1800 (Sysmex).
L’ hémogramme doit contenir au minimum les é éments suivants :
e Numeération Globulaire : leucocytes, globules rouges, numération plaquettaire
e Les constantes hématimétriques : Hématocrite, VGM, CCMH, TCMH,

e Formule Leucocytaire : Granulocytes neutrophiles, Granulocytes €osinophiles

Granulocytes basophiles, Lymphocytes, Monocytes, Autres types cellulaires.

- Les frottis sanguins et médullaires effectués pour tous les patients sont colorés au
Wright.
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2.2.1.2. Frottis sanguins et médullaires: principe de coloration

La coloration de Wright des frottis médullaires et sanguins a été réalisee par
I’automate Hématek 2000 de Bayer. La coloration de Wright permet la réalisation de
I’équilibre sanguin et médullaire. Le colorant de Wright est un mélange de Bleu de
méthylene, d’éosine et d’azur de méthyléne. Il fixe le frottis par son acool méthylique et
comme tous les colorants neutres en solution alcoolique, il ne libere son activité colorante

gu’ aprés additions d’ eau tamponnée.

& Réactifs nécessaires
- Colorant de Wright en solution a0.3%, tamponnée aun pH = 6.8 dans du méthanol ;

- Tampon en solution pour Wright : un mélange de phosphate et de sodium et de
phosphate de potassium 0.0083 Molaire, pH = 7.2

& Protocole de coloration au Wright sur automate fermé «I’'Hématek 2000
de Bayer »
Une fois les lames placées au niveau de |’ automate, rapidement sont couvertes avec
ImL de colorant de Wright en solution pendant 1 min; puis rincés dans deux bains de
tampon en solution pour Wright pendant 1 min chacun.
& Critéresde lecture
e Noyaux : violet tirant sur le bleu fonceé,
e Globulesrouges: rose, grisrose, gris « chamois »,
e Cytoplasmes basophiles: bleu ciel ableu foncé,
e Cytoplasmes acidophiles: rouge clair ou rosé,
e Cytoplasme des cellules monocytaires: grisclair agris bleuté,
e Granulations des polynucléaires neutrophiles : marron, rose sale,
e Granulations des polynucléaires éosinophiles : orangées,

e Granulations basophiles et des mastocytes : violet foncé a rouge pourpre.

& L’observation a lamicroscopie optique

Le faible grossissement (Objx10) : permet de controler la qualité du frottis sanguin

et d' apprécier larichesse cellulaire.

Le fort grossissement (Obj x100 aimmersion) ; permet :
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- D’observer la morphologie des cellules sanguines, de déterminer les pourcentages
et lesvaeurs absolues de diverses sous-populations leucocytaires, le comptage se
fait sur 100 globules blancs (I’ équilibre leucocytaire) ;

- La détection des éventuelles anomalies dans les 3 lignées sanguines en |’ occurrence la
recherche et la description des cellules blastiques ;

- Rédlisation du décompte en % sur 100 ééments cellulaires nucléés pour le frottis

médullaire.

La classification FAB des sous-groupes de LA est basée sur |'appréciation du
pourcentage et de |’aspect cytomorphologique des blastes dans la moelle. Le diagnostic de

LA aétéportédesqu’il y avait plus de 20 % de blastes dans lamoelle osseuse et ou le sang.

2.2.2. Etude cytochimique: Réaction au noir soudan

2.2.2.1. Principe

Le noir soudan possede une forte affinité pour les lipides et donne une coloration
intense. Laréaction est basée sur la propriété des graisses d'étre solvants de certains colorants
et de les déplacer de leurs solutions alcooliques. Les lipides sont présents dans le cytoplasme
des granuleux et des monocytes.

2.2.2.2. Mode opératoire
Réactifs

1. Formol (vapeurs)

2. Solution de coloration :

eSol A =Noir soudan ........................0.30g
Ethanol absolu ................... 100ml

¢ Sol B = Phénol cristalise...................16Q,
Ethanol absolu.................... 30ml,
Eaudistillée...................... 100ml,

e SOIC=S0lA .........ce 60ml,

Sol B..................40 ml = solution du travail.

3. Ethanol a70% : 70 ml d'éthanol absolu pour 30 ml d'eau distillée
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4. Solution de GIEMSA a10% dans |'eau tamponnée a7 :

e Eaudidtillée............... (015 o 100ml
Technique

- Effectuer les frottis sur les lames parfaitement dégraissées, sécher al’air,

- Immerger les lames pendant 1h a température ambiante dans la solution filtrée dans
un bac de coloration,

- Rincer dans|'éthanol 70% plusieurs fois,

- Rincer al'eau digtillée,

- Sécher et contre colorer 30mins dans la solution de GIEM SA a 10%,

- Rincer al'eau distillée et sécher al'air.
| nterprétation

La réaction positive au noir soudan se traduit par la présence de grains bruns foncés.
Elle est considérée comme positive si le taux de blastes positifs au NS est > 3% des cellules
blastiques.
- S le pourcentage des cdlules blastiques contenant des grains colorés en brun
foncé est > 3% on parle de réaction positive;
- S lepourcentage des cellules blastiques contenant des grains colorés en brun

foncé est <3% on parle deréaction négative.

Dans les LAM la réaction est souvent positive >3%

Dans les LAL la réaction est souvent negative <3%

Les aspects de la positivité delaréaction du noir soudan sont les suivants:

- Myéloblastes : positivité focale (uniquement a un pbéle de la cellule) cas de la
LAM2 (voir figure 30) ou au contraire positivité majeure et dans toute les cellules
casdes LAM3,

- Monoblastes : positivité en petits grains disperses ou absence de positivité LAMS5,

- La réaction est négativedanslaLAMO et la LAMY7.

97



Matériels et méhodes

i3 %
4* ¢
i W o~
. -
£
&
e
“k’ A | E'E"
. %:;__t:' . P .

i
* e > 1
fa e

Figure 30: Réaction du noir Soudan (nettement positive au cours d'une LAM2) [64].
2.2.3. Calcul de I'indicede puretédela moelle

Les microtraumatismes engendrés lors du geste de prélevement médullaire peuvent
provoquer des ruptures des vaisseaux capillaires, les cellules sanguines ainsi libérées,
peuvent facilement étre aspirées, contaminant le prélévement de moelle, c'est ce qu'on
appelle I'némodilution. Lors de toute analyse de moelle osseuse en CMF, il est primordial
de savoir s ['échantillon sur lequel nous travaillons est de bonne qualité, cest a dire
représentatif du tissu médullaire (moelle osseuse peu diluée). Nous avons évalué

I'hémodilution de deux fagons:

2.2.3.1. Par la méthoded'Holdrinet [145]

L’indice de pureté est calculé selon laformule décrite par Holdrinet :

Indicedepureté (%)= 1— —— —— 100

Si le prélévements de moelle est suffisant, on réalise une dilution au 1/10°™ du suc
meédullaire dans du tampon Phosphate Bis Sulfate (PBS) avant d étre passés sur un
automate de cytologie, SYSMEX XT-1800, pour qu’'une numeération soit effectuée.

Le préléevement sanguin datant du méme jour que celui de la moelle est passé sur
I’automate de cytologie hématologique SYSMEX XT-1800 afin qu'une numération des

globules rouges et leucocytes du sang soit auss effectuée.
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On parle de moellestrés pures s I'indice de pureté est > 70%, moelles de pureté
intermédiaires  50% < Indice de pureté < 70%, moelles diluées s I' indice de pureté est
< 50%. Nous avons exclus de notre éude les moelles diluées.

2.2.3.2. Par |'é&ude cytologique d'un frottis effectué a partir de la suspension
cellulaire du préévement de moelle osseuse

Quelgue soit la quantité du préévement de moelle adréssée, nous avons estimé

pour chaque échantillon la richesse de la moelle en ééments blastiques, que nous

cherchons a phénotyper, ains qu’ en d’autres cellules sanguines.

2.2.4. Etude immunologique par cytométrie en flux

2.2.4.1. Réglage du cytométre de flux

Nous avons utiliséle cytométre type EPICS- XL-MCL, de chez Beckman Coulter,
de 4 couleurs munie d'un laser bleu avec une longueur d’onde d excitation de 488nm
pour les quatres détecteurs : FL1,FL2,FL3,FL4.

Suite ala panne du Cytométre EPICS-XL en 2017,nous avons utilisé un deuxieme
cytométre type « BD- ACCURI 6C de chez Beckton Dikinson » a4 couleurs et munie de
deux lasers: un laser bleu avec une longueur d’onde d'excitation de 488nm pour les trois
détecteurs: FL1,FL2,FL3 et un laser rouge avec une longueur d’onde d excitation
de 640 nm pour le détecteur : FL4. Cependant, le principe de fonctionnement des deux

cytomeétres est identique.

Avant de pouvoir utiliser le cytométre, il est important de faire plusieurs réglages

sur I’ apparell.

2.2.4.2. Contrdle del’alignement du laser

La qualité des résultats, en termes de sensibilité et de discrimination, dépend de
I’ optimisation de I’alignement du laser qui constitue I’ éape essentielle lors de la préparation
d un cytométre aflux. Il s'agit d’ optimiser I’intersection entre le flux de cellules et le faisceau
laser, que I’ on effectue le plus souvent en utilisant des billes calibrées « ¢’ est le réactif Flow
Chek de Beckman Coulter », le meilleur réglage est atteint lorsque I'anayse donne un

maximum de fluorescence avec un pic trés étroit CV <1 % [146].
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Avec le cytométre type « BD- ACCURI 6C », une fois ce réglage effectué nous
avons passe des billes de contréle appelées : Flow Set de chez Beckton-Dikinson, pour fixer
les valeurs cibles de sensibilité correspondant au réglage du laser avec une précision dans la
fluorescence s le CV est < 3% [147].

Cependant, les réglages nécessaires al'acquisition des données sont de deux types:

- Les réglages de I'amplification du signal capté par lesPMT, et lacompensation ;

- Lesréglages d'analyse, qui permettent d'interpréter les résultats.

2.2.4.3. Réglage desPMT

Nous avons travaillé avec une sensibilité constante des cytométres. Pour cela nous
avons dans un premier temps effectué un premier réglage de sensibilité dela maniere
suivante :

- Le réglage des photomultiplicateurs a été réalisé sur un mélange de cellules normales
et blastiqgues mono marquées par 04 types d anticorps portant chacun un type de
fluorochrome.

- Le voltage de chaque photomultiplicateur a été ajusté pour que 95% des événements
négatifs apparai ssent dans la premiére décade de |” histogramme biparamétrique.

- Aussi, pour veérifier la qualité de la fluorescence nous avons utiliseé des billes
fluorescentes dont le coefficient de variation (CV) des hilles les plus brillantes doit
étre < 1% dans lecytométre EPIX-XL et < a5% dansle cytométre BD- ACCURI
6C.

2.2.4.4. Détermination du seuil (threshold) et du déclencheur (trigger)

Il sagit de vérifier I’obtention d’une séparation visible entre les cellules positives et

les cellules négatives.

Le déclencheur (trigger) et le seuil (threshold) ou discriminateur sont deux
composants fondamentaux dans la chaine de traitement du signal. Le déclencheur correspond
au parametre que I’opérateur choisit pour que |’appareil effectue une mesure sur une
particule. Pour le réglage du seuil (threshold) est trés important car S'il est trop élevé, les
particules les plus petites (lymphocytes par exemple) ne seront pas analysées et les résultats
seront biaisés. A I'inverse, i le seuil est trop bas, un grand nombre de débris est analysé et
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risque de nuire alaqualité et la précision des résultats. 1l faut donc bien gjuster le seuil pour

éliminer les débris et |es bruits électroniques tout en conservant |es plus petites cellules.

Les contréles négatifs sont des cellules non marquées ou non fluorescente qui sont

employées pour déterminer le seuil de positivité et de négativite de la popul ation d’ éude.

2.2.4.5. Compensations des fluorescences

Les spectres d’ émission des différents fluorochromes peuvent se chevaucher.

Le signal émis par un fluorochrome sera donc détecté par le photomultiplicateur
(PMT) qui lui est dédié, mais également par le PMT voisin vers lequel il « fuit ».
Si cette « fuite » n'est pas prise en compte dans |’analyse, elle faussera donc le résultat de
MFI (moyenne d'intensité de fluorescence). Au niveau de chague PMT, la compensation est
une transformation mathématique consistant a soustraire les signaux non spécifiques

provenant des autres fluorochromes.

Le probleme poseé est donc: un signal fort dans un PMT1 peut provoquer un signal

dans un PM T2 sans qu'aucun événement ne soit positif pour la couleur destinée au PMT2.

Ceci produit parfois une fausse réponse positive. Il est donc indispensable de
retrancher éectroniguement un certain pourcentage de la fluorescence parasite : c'est la

compensation.

Actuellement, sont intégrés aux cytométres des applications logicielles spécifiques
(matrice de compensation), permettant le réglage automatique des compensations et de
vérifier la stabilité du laser dans letemps. Ceci a permis de gagner du temps et d’ éviter

les erreurs du réglage manuel.

La solution informatique est simple en théorie : pour corriger l'intensité lumineuse
émise par un fluorochrome, percue en trop par un PMT, on soustrait a ce signal une
proportion du signal produit par le PMT destiné a ce fluorochrome.

En pratique, on obtient une matrice de compensation, puisque le signal de chaque

PMT doit étre compense pour les signaux de chacun des autres.

Lors de la compensation, il faut prendre en considération les points suivants:
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- Ne jamais retoucher les voltages apres avoir réglé les compensations car ces dernieres

dépendent desintensités de fluorescence anal ysées,

- Dans les cas de I' utilisation de tandems (PE-Cy5, PE-Cy7, APC-Cy7...), il y a des
variations entre les lots et leurs propriétés spectrales se voient modifiées dans le temps.
C’est pourquoi chaque tandem doit étre utilisé pour sa propre compensation.

2.2.4.6. Les étapes de compensation en pratique

La compensation correcte est obtenue quand la médiane de la population positive a

compenser devient la méme que celle de la population négative c'est la méthode des
medianes.

v Marquage FITC (FL1) : passage du tube avec un mono marquage FITC
Ajuster lacompensation par laformule: Signal out =FL2 - % FL1.

La meédiane (Mean) de la population FITC doit étre inferieur ou égal a celui de la
population négative sur I'axe de FI2.

e

T T -
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Figure 31: Compensation de la population en FL1

v Marquage PE : passage du tube marqué PE (2°™ fluorescence)
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Ajuster lacompensation FL1- % FL2, et le Mean de la population PE doit étre
inferieur ou égal a celui de la population négative sur I'axe de FL 1.
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Figure 32: Compensation de la population en FL2

Auss, il faut gjuster la compensation FL3 - % FL2, le principe est que, le Mean
de la population marquée en PE doit étre inferieur ou égal a celui de la population négative

sur |'axe deFL 3.

v/ Pour le marquage en FL3 et FL4, le réajustement de I'auto fluorescence

s effectueains :
- Marquage FL 3: passage du tube marqué par la 3°™ f|uorescence

Ce n'est pas nécessaire d'guster la compensation FL2 - % FL3, le Mean dela
population enFL 3 est dgja inferieur ou égal a celui de la population négative sur |'axe de
FL4. Ajuster la compensation FL4 - % FL 3, le Mean de la population en FL3 doit étre
inferieur ou égal acelui de la population négative sur I'axede FL4.

- Marquage FL4: passage du tube marqué par la 4°™ fluorescence

Ajuster la compensation FL3 - % FL4, le Mean de la population en FL4 doit étre

inferieur ou égal acelui de la population négative sur I'axe de FL 3.

Le contréle du réglage des compensations a éé effectué par des mono-marquages
comme il est recommandé par plusieurs auteurs [148, 149]. C'est ce qui est représenté dans
le tableau 10.
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Tableau 10: Contréle des compensations [149]

Tube Anticorps Intérét
1 Blanc Réglage des voltages (FS, SS, FL1, FL2, FL3, FL4)
Réglage des compensations du FITC par rapport a FL2,
2 CD3-FITC S P partapp
FL3 et FL4
Réglage des compensations du PE par rapport a FL 1,
3 CD8-PE X P barteep
FL3et FL4
A CD45-ECD ou Réglage des compensations de I’ ECD ou du PerCPcy5.5
PerCPcy5.5 par rapport aFL1, FL2 et FL4
Réglage des compensations du PC5 par rapport a FL 1,
5 CD4-PC5 e P parTapp
FL2 et FL3
CD3FITC
CD8 PE . ]
6 Controéle qualité detout leréglage
CD45ECD
CD4 PC5

2.2.5. Choix desanticorps et pand utilisé
L’'immunomarquage des cellules blastiques est effectué a I'aide d anticorps
monoclonaux de Beckman Coulter couplés a 04 fluorochromes différents (FITC, PE, ECD,
PC5) compatibles avec le cytométretype Beckman-Coulter EPICS- XL-MCL

Avec le cytométre « ACCURI -6C », le seul changement est le fluorochrome qui
marque |’ anticorps monoclonal dirigé contre’Ag pan leucocytaire : le CD45, a la place de

L’ECD nous avons utilisé le PerCP Cy5.5 de Beckton Dickinson de Biosciences.

Le panel utilisé, en cas d’'une suspicion d'une leucémie aigue est large, inspiré
des recommandations des groupes de travail sur la CMF a savoir : le groupe EGIL, I'OMS
2008 (recommandations pour le diagnostic des entités rares de LA) et le groupe de travail
brésilien sur la cytométrie en flux (GBCFLUX) [150].

Notre panel éait composé de deux tubes, une combinaison de marqueurs
exclusivement membranaires et une combinaison comprenant également des marqueurs

intracytoplasmiques. Ce panel est résumé dans letableau 11.
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Tableau 11: Panel d anticorps monoclonaux pour le diagnostic et la classification des LA par
CMF a 4 couleurs

FITC PE =Cebou PC5
Per CPcy5.5
Tubel CD13 CD15 CD45 CD117
Tube?2 CD36 CD14 CD45 CDo64
Tube 3 CD42b CD41a CD45 /
Tube4 CD71 CD61 CD45 /
Tube5 / Glyco A CD45 /
Tube 6 HLADR CD13 CD45 CD34
Tube7 CD19 CD10 CD45 CD20
Tube8 CD33 CD7 CD45 CD2
Tube9 CD3s CD8 CD45 CDh4
TubelO CDh4 CD16 CD45 CD56
Tubell CD3s CDla CD45 CD5
Tubel2 Tdt TCR a/p CD45 /
Tubel3 lgs CD38 CD45 CD20
Tubeld CD19 CD22s CD45 CD117
Tubel5 / CD38 CD45 CD34
Marquage intracytoplasmique

Tubel6 CD3cyt M PO cyt CD45 CD79a cyt
Tubel7 Ch u cyt CD22cyt CD45 /

(Si Ig s+ arechercher lamonotypie Kappaou lambda)

Pour choisir les anticorps qui allaient composer notre pand, il a fallu réfléchir a
plusieurs contingences :

e lls devaient nous permettre de différencier les cellules normaes des cellules
leucémiques. Le panel devait donc comprendre des anticorps dirigés contre des
antigenes de cellules matures normales, contre des antigenes specifiques d’ immaturité
et contre des marqueurs aberrants évoquant un LAIP,

e || fallait que dans chague tube on retrouve a la fois des marqueurs matures et des
marqueurs immatures ou aberrants évocateurs de LAIP pour pouvoir différencier
correctement les cellules normales des cellules leucémiques,
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e Nousdevions pouvoir classer les LA selon laclassification EGIL.

e Les caractéristiques desdifférents anticorps sont présentéesen annexe 3.

2.2.6. Technique d’'immunomar quage

Pour tout immunomarquage sur prélévement sanguin ou medullaire la technique
delyse sanslavage était utilisee:

Sur un prélévement fraisde moinsde 24 h, Iml qui est I’équivalent de 10 millions
de cellules/millilitres (soit 10Giga/L) étaient prélevées et remises en suspension dans 500ul
de tampon (PBS) afin d’ obtenir une suspension a 20 millions de cellules par millilitres
(soit 20Gigall).

L’ é&ude immunophénotypique des leucémies aigues implique un double marquage :

membranaire et intracytoplasmique.

2.2.6.1. Marquage membranaire

eDans des tubes Falcon, 50ul de cette suspension (soit 1 million de cellules) étaient
incubés avec les anticorps marquant les antigenes de surface. L’incubation durait 15
minutes dans |’ obscurité,

eLavage des cellules avec un grand volume de la solution PBS par centrifugation,
pendant 5 minutes a 1500 tours afin d’ éliminer I’ exces d’ anticorps non fixes,

eAjouter 2 ml de la Versa Lyse® dans chague tube pour lyser les globules rouge et
vortexer immeédiatement,

e Incuberl0O mn aT° ambiante et al’ abri de lalumiére,

e Centrifuger a 1500 tours pendant 5 mn et vider par retournement pour éiminer le
surnageant puis resuspendre le culot dans 500 ul de PBS et lecture immeédiat au

cytométre.

2.2.6.2. Marquage intra cytoplasmique

e Didtribuer de I'anti - CD 45dans des tubes a Falcon puis gouter 50ul de la
suspension cellulaire

e Vortexer doucement tube atube

e Incuber 15mn aT® ambiante et al’ abri de lalumiére

e Ajouter 200 ul du perméabilisant (réactif 1) dans chagque tube

e Vortexer énergiquement, immédiatement apres chaque addition
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e Incuber 15mn aT® ambiante et al’ abri delalumiere

e Ajouter 4 ml de PBS dans chague tube

e Centrifuger 2300 g (1100 trs) pendant 5 mn a T° ambiante
e Eliminer le surnageant par aspiration

e Ajouter 200 pl du fixateur (réactif 2) danslestubes

Ne pas Vortexer, laisser leréactif 2 diffuser naturellement dans le culot

e Incuber 5mn aT° ambiante

e Agiter doucement alamain pendant 2 a 3 secondes (alamain ou au vortexe)

e Ajouter dans les tubes | es anticorps monoclonaux spécifiques d’ Ag intra cytoplasmiques
e \ortexer doucement tube atube

e Incuber 15mnaT® ambiante et al’ abri delalumiére

e Ajouter 4 ml de PBS dans chague tube

e Centrifuger 2300 g (1100 trs) pendant 5 mn a T® ambiante

e Eliminer le surnageant par aspiration, resuspendre le culot dans 500ul de PBS et

passage immédiat au cytométre en flux.

2.2.7. Acquisition des données
L’ acquisition est conditionnée sur les cellules blastiques. Le nombre d’ événements
acquis est compris entre 10000 et 20000. Une population étant définie par un cluster d' au
moins 20 points, 20 000 événements acquis au minimum, garantissent ainsi une sensihilité de
10™* (20/20 000).
Les fichiers de données « List Mode Data » ou (LMD) sont enregistrés dans un

répertoire désigné par le nom du malade et la date d’ acquisition.

2.2.8. Interprétation des données d’acquisition
L’ analyse des résultats est faite au moyen des logicids: WinMDI 2.9® et le C Flow®
Plus.
Dans un premier temps, sur un graphique tallle/ structure (FS/SS)
nous sélectionnons une région appelée « cel » qui exclue de I'anadyse les
débris cellulaires (voir figure 33).

- Conditionné sur cette fenétre « cell » nous réalisons un graphique CD45/SS sur

lequel nous pouvons sélectionner nos différentes popul ations leucocytaires : monocytes,
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1023

lymphocytes, granuleux et blastes (qui expriment plus faiblement le CD45 que les

lymphocytes et monocytes).

- L’emplacement des blastes se trouve dans une zone appelée l'aire "Bermudes'
comprend les cellules hématopoiétiques immatures et la population blastique de la

majorité des LA.

- Pour chaque anticorps de la combinaison, un graphique CD/SSC est réalisé afin de
voir avec quelle intensité la population blastique exprime le marqueur par rapport aux
cellules normales. Ces graphiques nous permettent également de vérifier que tous les
anticorps de la combinaison ont bien été distribués (présence de cellules positives pour

le marqueur).

- L’identification de la lignée des blastes et le sous type de la leucémie aigue, obéit

aux critéres du score EGIL.

- Les résultats pour chaque antigene sont exprimés en pourcentage de cellules

positives al’intérieure de la population cible.

- Une premiere anadyse va étre réaisee sur une fenétre englobant les cellules
mononuclées pour déterminer les marqueurs de notre panel qui sont exprimés par les
cellules leucémiques. Les lymphocytes normaux résiduels présents dans cette fenétre
nous permettent de définir le niveau d'expression des marqueurs exprimes par les

cellules leucémiques.

[Ungated] FS INT LINISS INT LIN [Cells] FL10 INT LOGISS INT LIN

1023

A
— 99.9%

SSINT LIN
|

Blastes
49.7%

Lympho

11.0%
T T

a T T T T T 1023 T T ] R
10° 10’ 10° 10°

FS INT LIN CD45

Figure 33: Elimination des débris et sélection des différentes populations cellulaires
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[Cell] CO3c ¢ 55 INT [Cell] TDT / 55 INT

o0+

G600

55 INT

Figure 34 : Graphiques CD/SSC

Pour chaque anticorps de la combinaison, un graphiqgue CD/SSC (I'exemple de la figure 32 est le
CD3c/SSet TDT/SS) est réalisé afin de voir avec quelle intensité la population blastique exprime le

marqueur par rapport aux cellules normales.

Un marqueur membranaire est considéré positif s'il est exprimé par 20% ou plus des
cellules analysées (CD34, HLA-DR, CD7, CD11b, CD13, CD14, CD33, CD65, CD117, CD4,
CD10, CD19, CD16, CD56, CD64, CD38). Le seuil de positivité est de 10% dans le cas des
marqueurs cytoplasmiques (CD79acyt, CD3cyt et MPOcyt) [9].

L’ analyse des images issues de |’ histogramme biparamétrique CD45/SSC va dga
nous donner une information quant au type de leucose aigué a laquelle pourront étre
rattachées les cellules |eucémiques.

Aingl, lorsgue les cellules leucémiques sont des cellules de grande taille et donnant un
signal peu intense en SSC, on peut s attendre a étre confronté a une leucémie aigué touchant
une des lignées lymphoide ou encore des cellules peu différenciées de la lignée myéloide
(LAM MO, M1 ou M2). Par contre, lorsgue les cellules montrent des signaux plus intenses en
SSC, on peut envisager une LAM type M3 ou encore une leucémie monocytaire (LAM type

M5) ou a participation monocytaire (LAM type M4), (voir annexe 4).

Des profils immunophénotypiques des cas de LA appartenant au laboratoire

d hémobiologie du CHU de Tizi Ouzou sont illustrées apartir de |’annexeb.
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3. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été saisis et analysé avec les logicids: «IBM SPSS Statistics
version 20 », et le « Microsoft Excel 2007 ». Les variables quantitatives ont été exprimées
sous forme de moyennes ou de médianes ; avec I’intervalle interquartiles (IQ) [25% et 75%
de la population] ; et sous forme d effectifs et de pourcentages pour les variables

gualitatives.

Les tests statistiques utilisés sont :

3.1. La comparaison des variables continues sur échantillons indépendants a été
réaisée par le test paramétrique «t »de Sudent si I’échantillonnage est > 30 ou le test de

Fischer Exact pour un échantillon <30 ;

3.2. Les variables qualitatives ont éé comparées par le test d’indépendance, le
Chi-2 de Pearson, ou de Mc Nemar en fonction du type de comparaison ou de

corrélation ;

3.3. Nous avons appliqué la correction de continuité de Yates dans la comparaison
de deux groupes de variables qudlitatives dont le nombre dau moins une
variable est<5;

3.4.L’éude du lien entre I’expression des antigenes leucocytaires spécifiques de

lignée et le sous type FAB danslesLAM aété réaisepar la corrélation de Pearson;

3.5. Nous avons comparé la distribution des variables entre les groupes al’aide
des test non paramétriques sur échantillons indépendants: test de Kruskal Wallis pour k

échantillons et test de Kolmogorov-Smirnov pour 2 échantillons;
3.6. Pour tous les tests, une valeur de p < 0,05 a été considérée comme significative

3.7. Les tableaux croisés 2 x 2 ont é&é utilisé pour la comparaison de 4 variables
qualitatives (fréquences) ;
3.8. Pour I'estimation de la survie globale, nous avons utilisés:

a La méthode de Kaplan-Meier, qui permet d’estimer la survie médiane et le taux
moyen de survie a un temps donné, d' expliquer la survenue d'un événement qualitatif au
cours du tempst (comme le déces). Utilisée lorsgue les échantillons sont < 200 sujets.
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b- Le test du log-rank, pour comparer dans chagque groupe, le nombre observé et le
nombre attendu d'événements s la survie éait identiqgue dans les deux groupes, sur
I'ensemble de la période étudiée. Le calcul est basé sur letest de Khi-2 a 1 degré de liberté
(1 ddl) au risque de 5% et en analyse uni variée.

3.9. Les données indispensables a I’estimation de lasurvie globale sont résumees

dans la figure 35 et définisci dessous:

Temps de participation (Z)

F Temps de recul (Z) >
o -
Q‘\\_\ I _ Temps de participation (A) N B~ DATE DE
b ___‘\: : Temps de recul (A) v T Fl SURVENUE
A e —a
1l T de participation (B
gl ot remen A
I DATE ) emps de recul (E ol
D'ORIGINE -, -
B | o ’ |
I Temps de participation (C) I
< = — >
l Vg Temps de recul (C) bl
C | © <
I
I I
! —
1 I
DATE DE DATE DE DERNIERE DATE DE
DEBUT NOUVELLE POINT

Figure 35: Représentation graphique des données arecueillir pour le calcul des duréesde survie

a- Survie Globale (SG) ou (Overall Survival, OS) : L’anayse de la survie est
I’estimation de la probabilité de survenue d’ un événement dans le temps en fonction de
facteurs pronostiques, calculée de la date d'inclusion du patient a la date de décés ou des

derniéres nouvelles. Par convention, on nomme I’ événement attendu : « déces ».

b- Date d’origine (DO) : C'est la date correspondant au point de départ de I’ étude.
Dans certains cas la date d’ origine peut étre antérieure al’inclusion dans I’ é&ude, on parle de
cohorte historique ;

c- Date des derniéres nouvelles (DDN) : C’est la date la plus récente alaguelle on a
recueilli des informations sur le patient, notamment la survenue ou non de I’ événement
d’intérét (vivant/décédé) ;

d- Date de Point (DP): Cest la date choisie pour faire le bilan ou le point,
appelée aussi date d’analyse de la survie du dernier patient inclus;
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e- Perdu de vue : Un sujet est perdu de vue lorsque sa surveillance est interrompue

avant ladate de point et que |’ événement d’intérét ne s est pas produit ;

f-Censure : Une durée de survie d’un individu est dite censurée lorsgque |’ événement
d’intérét n'a pas été observé. Elle concerne : les sujets perdus de vus (C) et ceux vivant ala
date de point (B) ;

g- Temps de Recul : Délai entre date d’origine et la date de point. Situe le
patient dans le temps par rapport a la date de |I’analyse. (Recul = DP-DO). Les

patients qui ont un recul identique ont la méme date d’ origine ;

Dans notre étude la date d’ origine est le 1% janvier 2013, la date de point
est le 30 novembre 2019 ce qui fait un recul maximale (DP-DO) de 71 mois soit

5ans et 11 mois.

h- Temps de Participation (TP) : Délai qui correspond a toute la durée de la

surveillance, utilisé pour établir la courbe de survie ;

Si DDN < date de point : TP = DDN-DO ; Si DDN > date de point : TP = DP-DO
i- Calcul de la probabilitédesurvieglobale en % = (a-b)/a

a=Vivants au début del’étude et b=Décédés
La figure 35 montre:

- Lepatient A est suivi entierement durant la période de I’ é&ude ;

- Le patient B est encore vivant apres la date de point. Son décés surviendra peut-étre
plustard, mais HORS la période d’ étude ;

- Le patient C n’est pas suivi durant toute la période d'étude. Il était vivant jusqu’ au
moment ou on |’ a perdu de vue (date de derniére nouvelle) ;

- Lepatient Z, samaadie est apparue avant la date de début d’ étude (cohorte historique).

3.10. L’analyse de la concordance entre la cytologie et laCMF testée en utilisant le
coefficient de concordance kappa décrit par Cohen en 1960 [15]1] ;

Le coefficient kappa de Cohen mesure le degré de concordance entre deux
méthodes de diagnostic utilisées sur un méme échantillon. 1l permet d apprécier la similitude

entre les résultats apportés.
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Kappa peut prendre toutes les valeurs entre -1 et +1. La concordance est meilleure

lorsque le coefficient kappa est proche de +1.

Landis et Koch [152] ont proposé une classification hiérarchique du coefficient kappa.

Ains s deux méthodes sont parfaitement concordantes, elles peuvent se substituer I’une a

I"autre (voir tableau 12).

Tableau 12 : Echelle de Landis et Koch 1977 [152]

Vaeur de Kappa Degrés d’ accord
<0.20 Mauvais
0.21-0.40 Médiocre
0,41-0,60 Modéré
0,61-0,80 Fort

0,81-1,00 Tres Fort

3.11. La précision des estimations pronostiques est fournie

confiance (IC a95%).
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Résultats adultes

1. Description des résultats des patients adultes
1.1. Aspects épidémiologiques
1.1.1. Répartition des patients selon le sexe

Sur I’ensemble des cas, on note 84(51,2%) patients de sexe masculin et 80 (48,8%)

patients de sexe féminin (voir figure 36).

Le sex-ratio Hommes (H) / Femmes (F) : H/F =1,05.

Figure 36: Répartition graphique des LA de I'adulte selon le sexe

1.1.2. Répartition des patients selon lestranchesd’age

L’ &ge moyen est de : 45 ans + 16,25 (Moyenne + Ecart type) avec des &ges extrémes
allons de19 ans a78 ans. L’intervalle interquartile 1Q =[31-58,7 ang|.
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Tableau 13:Répartition des LA sdlon lestranches d ages

Tranches d'&ge/ans Effectifs Fréguence %
[19-21] 4 24
[21-25] 19 11,6
[26-30] 15 9,1
[31-35] 15 91
[36-40] 15 91
[41-45] 18 11,0
[46-50] 14 8,5
[51-55] 7 43
[56-60] 21 12,8
[61-65] 12 7,3
[66-70] 13 79
[71-75] 7 43

>75 4 24
Total 164 100,0

Dans notre série adultes , les patients dont I’&ge est < 60ans sont mgjoritaires 70%
versus 30% des patientsdont I’age est > 60 ans (voir tableau 13 et figure 37).

257

207

154

Effectifs

T I I T T I I I T T I | |
[19-21[ [21-25][26-30] [31-35] [36-30] [41-45] [46-50] [51-55] [56-60] [61-65] [66-70] [T1-T5] =T5
Tranches d'ages

Figure 37: Répartition graphique des LA de I’adulte selon les tranches d’ age
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1.1.3. Répartition des patients selon I’ age et e sexe

On note une fréquence des cas de leucémie aigue de novo alatranche d' ége de
[21-25]ans chez les hommes et aux tranches d é&ge [41-45] ans et [56-60] ans chez les
femmes (voir figure 38).

sexe

Femme Homme

=75 =75

[71-75] ={71-75]
[66-70] ~{66-70]
[61-65] ~{61-65]
[56-60] —{56-60]
[51-55] ~{51-55]
[46-50] ~{46-50]

[41-45] H{41-45]

inetrvalle d'age
abe p ajeanaul

[36-40] H36-40]

[31-35]7 H31-35]
[26-30] ~{26-30]
[21-25]7 H21-25]

[19-21[ H19-21]

I 1 T |
15 10 5 a0 5 10 15

Effectifs

Figure38: La pyramide des &ges des LA de I'adulte en fonction du sexe

Le test de la médiane a échantillons indépendants test de Chi-2 montre que les
médianes des &ges sont identiques pour les catégories de sexe. (Chi-2=1,54.P=0,2).
1.2. Aspects épidémiologiques cliniques et biologiques selon letype de la LA
1.2.1. Leucémies aigues myeloblastiques

121/164 (73,78%) patients avec un diagnostic de LAM qui est inclus dans notre
étude. La moyenne d'&ge est de 47,5 + 16,42(moyenne + Ecart type) avec des extrémes de
20ansa78 ans.
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1.2.1.1. Répartition des LAM selon le sexe

64 (52,9 %) patients sont de sexe féminin et 57(47,1%) sont de sexe masculin,
avec un sexe ratio H/F = 0,89. Le test de la médiane a échantillons indépendants montre
gue les médianes des &ges sont identiques pour les catégories de sexe ; (Chi-2=0,2. P=0,6).

1.2.1.2. Répartition des LAM selon lestranches d’age

Tableau 14: Répartition des patients LAM selon les tranches d age

Tranches d’age Effectifs Fréquence %
[19-21] 2 1,7
[21-25] 11 9,1
[26-30] 11 9,1
[31-35] 11 9,1
[36-40] 10 8,3
[41-45] 11 9,1
[46-50] 11 9,1
[51-55] 6 5,0
[56-60] 17 14,0
[61-65] 9 7,4
[66-70] 12 9,9
[71-75] 7 5,8

>75 3 2,5
Total 121 100,0

Le nombre de LAM augmente avec I'age: 24 (19,8 %) patients ont un &ge
inférieur a 30 ans, 32 (26,44 %) patients dont |’age variede 31 ansa45 ans et 53,7 % ont
plus de 45 ans (voir tableau 14).

1.2.1.3. Caractéristiquescliniques des LAM

Le tableau 15 résume les caractéristiques cliniques des LAM de ['adulte. Les
signes cliniques ont é&é enregistrés chez 77 patients (63,6 %). Néaumoins dans 39 cas

(32 %) aucun signe clinique n’a é&é renseigné.
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Tableau 15: Caractéristiques cliniques desLAM

Paleur cutanéo muqueuse

Effectifs Fréguence %
Absente 3 2,5
Discréte 18 14,9
Modéré 23 19,0
Franche 77 63,6
Total 121 100,0
Syndrome tumoral
Effectifs Fréguence %
*NR 1 0,8
Absent 80 66,1
Présent 40 331
Total 121 100,0
SPMG >5cm
Effectifs Fréguence %
NR 1 0,8
Absente 104 86,0
Présente 16 13,2
Total 121 100,0
HPM G >5cm
Effectifs Fréquence %
NR 1 0,8
Absente 109 90,1
Présente 11 91
Total 121 100,0
ADP
Effectifs Fréquence %
NR 1 0,8
Absente 90 74,4
Présente 30 24,8
Total 121 100,0
Syndrome hémorragique
Effectifs Fréguence %
NR 1 0,8
Absent 73 60,3
Présent 47 38,8
Total 121 100,0

"NR : Non renseigné ou sans renseignement clinique
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Fiévre

Effectifs Fréquence %
NR 17 141
Absente 69 57,0
présente 35 28,9
Total 121 100,0

Syndrome infectieux

Effectifs Fréquence %
NR 22 18,2
Absente 51 42,1
Présente 48 39,7
Total 121 100,0

La péeur cutanéo muqueuse (PCM) a été observée chez la majorité des patients

atteintsde LAM 97,5% avec prédominance d’une PCM franche 63,6%.

Le syndrome tumoral a été retrouveé dans 33,1 % des cas, avec la prédominance dela
survenue des adénopathies superficielles, le syndrome hémorragigue dans 50% des cas.

48/121 (39,7 %) patients ont

prélévements microbiologiques.

Les sites de localisation des infections étaient : pulmonaire, gastro-intestinal, sang,

cutané, tissus mou, génito-urinaire et gingival.

35 /121 (38,9 %) patients ont é&té fébriles au diagnostic de la leucémie aigue avec

une infection bactérienne et/ou fongique prouvée sur culture positive.

Les cultures ont été effectuées sur sang (hémocultures), urines, écouvillons de:

gorge, anal et cutané.
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Résultats adultes

1.2.1.4. Circonstances de découvertedesLAM

Les circonstances de découverte (CDD) les plus fréquemment retrouvées dans les
LAM del’adulte éaient laconsultation pour un syndrome anémique et hémorragique dans
21 % des cas (voir tableau 16 et figure 39).

Tableau 16: Circonstances de découverte des LAM

CDD Effectifs Fréquence %
Non renseigné (NR) 2 1,7
Fiévreet asthénie 12 9,9
Syndrome hémorragique 26 215
Adénopathiesisolées 17 14,0
Douleurs abdominales 2 1,7
Douleurs osseuses 3 2,5
Asthénie persistante 24 19,8
Syndrome anémique 25 20,7
Syndrome infectieux 7 58
Découvertefortuite 3 25
Total 121 100,0
2.5% 204

ENR

H Fiévreet asthénie

= syndrome hémor agique

m Adénopathiesisolées

m douleurs abdominales

m douleur s osseuses

= asthenie persistante

H syndrome anémique
syndrome infectieux

= découvertefortuite

2,506 2%

Figure 39: Représentation graphique des circonstances de découverte des LAM
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1.2.1.5. Analyse desdonnéesdel’hémogramme et del’éude cytomorphologique

Les données de la numéation des globules blancs, plaguettes et

d’ hémoglobine sont résumées dans le tableau 17 :

Tableau 17: Données de lanumération des globules blancs, plaquettes et
d hémoglobine dans les LAM

Taux de globulesblancs (GB) Taux deplaquettes (Plaq)

Le taux médian de GB est de 27,94 | Le taux médian des plaquettes est de 35G/L
G/L+61,74 (Médian + Ecart type) avec une | avec un minimum de 7G/L et un maximum
valeur minimum de 0,56 G/L et maximum | de 200G/L. L’ IQ est de (22-61,25 G/L).

de 312G/L. L’intervalle Inter-Quartiles (1Q)
est de (8,79-75,45 G/L).

Taux d’hémoglobine (Hb)

Le taux médian de |I’hémoglobine est de 8,25¢/dl avec une valeur minimum de 3,3 g/dl et
un taux maximum de 12,4 g/dl. L' IQ est de (7,4 -9,40 g/dl).

- Etude cytologique des LAM : frottis sanguin e¢ médullogramme

Le taux médian de blastes circulants était 62 %, 1Q: 39-83 %. L’ examen cytologique
des frottis de moelle osseuse a permis d affirmer le diagnostic et de classer les cas de LAM,
en se basant sur les criteres descriptifs de la classification FAB. L’étude du myélogramme a
objectivé un taux médian de blastes de 72 %, 1Q: 53-89%. Le taux de blastes médullaires a
varié entre 5 % (observé dans le cas des LAM monoblastique type b (LAM5b) a

prédominance monocytaire mature) et 100 %.

La différence des médianes de blastes médullaires entre les différents types de
LAM, ainsi que leur distribution médullaire, éait statistiquement significative (p<0,001).

Dansles LAM ; les signes de dysgranulopoiése, de dysérythropoiéese ont é&té retrouvés

respectivement chez 5% et 1,66 % des patients.
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Le tableau 18 résume les caractéristiques hémato biologiques des LAM chez

les patients adultes.

Tableau 18: Caractéristiques hémato biologiques des LAM

GB GI/L <4 [4-10] [10-30] | [30-50[ | [50-100] | >100 Total
Effectifs 20 16 25 17 29 13 120
Fréquence% | 16,66 13,33 20,83 14,16 24,16 10,83 100%
plag G/L <20 | [20-100] >100 Total
Effectifs 22 91 7 120
Fréquence% | 1834 | 75,83 5,83 100%
Hb g/dl <8 [8-10] 110-12] >12 Total
Effectifs 51 49 18 2 120
Fréquence% | 42,5 40,83 15 1,66 100%
Blastes
sang% <20 | [20-40 [40-60[ [60-80[ | [80-100[ 100 Total
Effectifs 14 8 39 19 32 3 115
Fréquence % 12 6,95 3391 16,52 27,82 2,60 100%

49,15% des patients adultes atteints de LAM ont un taux de globules blancs
supérieur a 30 G/L dont 10,83 % ont un taux > 100G/L. Les formes hyper leucocytaires sont
représentées dans 49 % des cas par les LAM2 et LAM4 de la classification cytologique
FAB.

Concernant le taux de plaguettes 22/120 (18,34 %) des cas ont une thrombopénie
sévére < 20 G/L .Une anémie sévere avec un taux d'Hb <8g/dl a été observé chez
51/120 patients (42,5%). Pas de différence significative entre les différents sous type de
LAM P>0,05.

1.2.1.6. Classification cytologique FAB des soustypesde LAM

Le tableau 19 résume laclassification des LAM selon les criteres  morphologiques.
Quatre cas de LAM éaient difficiles a classer par seulement les criteres FAB. Six cas

étaient classésen LAL.
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Tableau 19: Classification cytologique des LAM selonles criteres du groupe FAB

Effectifs Fréquence %

LAM DC 6 50
LAM3Variante 7 58
LAM probable? 3 2,5
LAM1 14 11,6

LAM2 32 26,4

LAM3 Promyéocytaire 14 11,6
LAMA4 27 22,3

LAMS 18 14,9

Total 121 100,0

1.2.1.7. Profil immunophénotypique des LAM

L’immunophénotypage par CMF a été réadisé sur 67 préevements médullaires

et 54 prélévements sanguins.

- Fréquence d’expression des marqueurs de surface et intracytoplasmique testés
sur lescellulesblastiquesdanslesLAM

Prédominance d'expression des marqueurs: CD33 (98%), MPO (95%)
et le CD13 (86,8%). Les marqueurs d’ immaturité ou non restreints a une lignée : HLADR, et
CD34 sont présents dans respectivement 78 % et 47,90 % des cas (voir figure 40).

CD61 1 1,70%
CD42 4,10%
CD41 3,30%

CD1lc 50,40%
CD64 68,60%
CD14 14,90%

CD117 74,40%
CD15 33,90%
CD13 86,80%
CD33 98%
MPO 95%
CD38 75,20%
CD34 47,90%

HLADR 78%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Figure 40: Expression des marqueurs myéloides et d immaturité dans les LAM
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Le nombre total des patients varie avec chague marqueur testé a cause parfois de
I"addition séquentielle d'un marqueur durant la période d’ étude (cas du Tdt, CD36 et CD56).
Une hétérogénéité de I’ expression des marqueurs de surface est observée : le pourcentage de

patients positifs pour un antigene varie de 0% pour la Glycophorine A car nous n’avons eu

dans notre série aucune LA aérythroblastes, a 98 % pour le CD33.

Le CD3 de surface et intracytoplasmique n'a pas été exprimé dans les LAM de

I"adulte.

Le tableau 20 résume la fréquence de positivité des anticorps monoclonaux testés

avec les cellules myél oblastiques.

Tableau 20 : Fréquence de positivité des anticorps monoclonaux testés avec les cellules

myél oblastiques.
HLADR CD38
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 27 22,3 NT 27 22,3
POSITIF 94 77 POSITIF 91 75,2
Total 121 100,0 Total 121 100,0
CD34 MPO
Effectifs Pourcentage Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 63 52,1 NEGATIF 6 50
POSITIF 58 47,9 POSITIF 115 95,0
Tota 121 100,0 Tota 121 100,0
CD33 CD15
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 2 1,7 NEGATIF 39 32,2
POSITIF 119 98,3 NT 41 339
Total 121 100,0 POSITIF 41 339
Tota 121 100,0
CD13 CD117
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 15 12,4 NEGATIF 28 23,1
/ 1 8 / 2 1,7
POSITIF 105 86,8 POSITIF 91 75,0
Total 121 100,0 Total 121 100,0
CD14 CD41
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 99 81,8 NEGATIF 117 96,7
NT 3 2,5 POSITIF 4 3,3
POSITIF 19 15,0 Totd 121 100,0
Tota 121 100,0
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CD64 CD42
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 36 29,8 NEGATIF 116 95,9
NT 2 1,7 POSITIF 5 4,1
POSITIF 83 68,6 Total 121 100,0
Total 121 100,0
CD11c CD61
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 16 13,2 NEGATIF 118 97,5
NT 44 36,4 NT 1 8
POSITIF 61 50,4 POSITIF 2 1,7
Total 121 100,0 Total 121 100,0
CD2 CD4
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage %
NEGATIF 111 91,7 NEGATIF 81 66,9
NT 1 8 NT 1 8
POSITIF 9 74 POSITIF 39 32,2
Total 121 100,0 Total 121 100,0
CD5 CD7
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 100 82,6 NEGATIF 93 76,9
NT 19 15,7 POSITIF 28 23,1
POSITIF 2 1,7 Total 121 100,0
Total 121 100,0
CD10 DT
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 117 96,7 NEGATIF 54 44,6
POSITIF 4 3,3 NT 63 52,1
Total 121 100,0 POSITIF 4 3,3
Total 121 100,0
CD36 CD56
Effectifs | Pourcentage% Effectifs | Pourcentage%
NEGATIF 41 33,9 NEGATIF 58 47,9
NT 50 41,3 NT 46 38,0
POSITIF 30 24,8 POSITIF 17 14,0
Total 121 100,0 Total 121 100,0
POSITIF 4 3,3 POSITIF 5 4,1
Total 121 100,0 Total 121 100,0

NT = Non testé sur les blastes du patient
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typesdeLAM

spécifigues pour la classification de la lignée en cause, des

Coexpression des antigenes lymphoides et myéoides dit aberrants dans les sous

54/121 (44,6 %) patients adultes atteints de LAM ont présenté, en plus des marqueurs

marqueurs dits :

« aberrants appelés aussi : Leukemia-Associated Immunophénotype (LAIP) Markers » qui

ne s accordent pas avec lalignée d'origine. Le tableau 21 montre les cas de LAM avec

coexpression d antigénes aberrants. La fréguence d’ expression pour chague marqueur est

déterminée en fonction du nombre de cas testés.

Tableau 21: Coexpression d'antigenes aberrants dansles LAM

Cas | Ag
LAM/ gberr |CD2| CD5 | CD4 CD7 | CD10|CD19 |CD20 | Tdt | CD36 CD56| CD41| CD42 CD61
FAB tants
LAMO| 2 | O 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
LAM1 | 10 | 1 0 2 5 0 0 0 0 0 2 0 0
LAM2 | 15 | 1 0 2 6 1 2 0 0 0 3 0 0
LAM3 | 10 | 2 0 0 0 1 3 0 1 1 0 1 1
LAM4 | 9 | 2 1 / 3 2 0 0 1 0 0 0 0
LAMS5 | 9 0 0 / 2 0 0 0 1 0 3 1 1
LAM7 | 2 | O 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
Nbre
cas 120 | 102 118 121 121 | 118 88 58 71 75| 121 121 | 20
testés
Fréque
nce% 5 098 | 423 | 1404 | 330| 423, O | 517| 281| 12| 165| 1,65 |0,83
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14,04 %
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H 1,65% 1,65%
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0,
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CD2 CD5 CD4 CD7 CD10CD19 CD20 TDT CD36 CD56 CD41 CD42 CD61

Figure 41: Co-expression d antigénes aberrants dansles LAM

La co-expression d antigénes lymphoide de lignée B et T est retrouvée dans 38/121
cas de LAM (31,40 %), I’antigéne delalignée T le plus exprimé est le CD7 : 14% des cas
avec une forte intensité d expression. Pour la lignée B on retrouve |'antigene CD19 co-

exprimé a 4,23% (voir figure 41).

Cest lescelulesblastiques des LAM avec maturation (LAM2 selon FAB) qui co-
expriment le plus de marqueurs aberrants 15/54 cas de LAM (27,7 %). Le CD56
I”antigéne marqueur des lymphocytes T NK (Naturel Killer) est assez co-exprimé dans les
LAM : 12 % pour 75 cas testés.

1.2.1.8. Exemples de cas discordants entre le diagnostic cytologique du
FAB et I'immunophénotypage desLAM

Tableau 22: Diagnostic final des cas discordants

Cytochimie . . . .
ey | Canor | pas | Mawers | Dt | o
soudan (NS) 99 brop
A DR+faible, 34-,
1 Positif pblastesen M PO+,38+,117+, LAM2 Cuplike | LAM2
33+,11c+13-
coupelles
. DR-,34-,
2 fo':f:;;t LAMDC | MPO+38+117- 33+ 13- (\';Qi'\;'n?é) LAM3v
15+,64+ 11c+ 56+
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LAMDC DR-,34-,38+,
. présence de MPO+,117+, .
Positif blastes en 33+ 13+ 64+ 15+ LAM2 Cup like LAM2
coupelles
LAM DR+, 34+,
Douteux MPO+,33+,38+,13+,41+, LAM7 LAMY7
probable 40+ 61+
LAMDC: 02
populations LA
ol ?ﬂ?‘lfs DR+,34-, plasmacytoides
Non fait q aspect MPO+,38+,117- dérivée des LpDC
BNECL | 33+,13+,15+ 64+ 4+,56+ cellules
plasmocytoide S
, dendritiques
et |’ autre
monocytoi de)
LAMDC
présence de DR-,34- ,38+, 117+,
Positif blastesen M PO+ LAM2 Cup like LAM2
coupelles 33+,13+,15+,64+,11c+,4+
LAM a
LAM DR+,34+, MPO- 117+, ef A g
Douteux probable 33+ 13+38+ dlffr?]riir;trln aetl on LAMO
.. LAMDC DR-,34+, MPO+ ,117+, LAM avec
Positif 33+,13-,64+,11c+ 4+ maturation LAM2
LAM a
LAM 33+,117+,11c+,64+, T
Douteux probable MPO-.34+ DR+ dlffrenrienri]trlnagl on LAMO

Un redressement diagnostic et une classification finale des cas de LAM discordants

gréce al’immunophénotypage par CMF, a été effectuée ; (voir tableau 22).

L’ éude cytomorphologique de certains cas de LAM1 ou LAM 2, a permis de

constater que plus de 20% de blastes contiennent une volumineuse inclusion transucide,

posée a cheva sur le cytoplasme et |e noyau, dont lataille peut atteindre le tiers du diamétre

cellulaire on parled’inclusions en coupelles ou Cup-Like.
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1.2.1.9. Leucémies aigues biphénotypiques

Tableau 23: Caractéristiques cliniques et biologiques des LA biphénotypiques

R Age Syndrome| _. . . GB | Hb | Plg |BlastesBlastes
N°/Patient ans/Sexe PCM Tumoral Fievre | infection CDD GIL |g/dl| GIL |Sang% MO %
1 A0/ H |Franche| Présent |Absente| Absente| 9O | g5l g5 | 71 | 68 | 33
anémique
2 57/H Discréte| Absent |/ / d‘f"”‘fe”e 24 | 10| 114 | 29 | 57
ortuite
3 23/F Discréte] Absent |Absente| Absente| SNEMe 1171091 | 47 | 42 | e6
persistante
4 41/F |Franche| Présent [présente Absenteh,syndrome 049 | 73| 14 / 99
émorragique
Tableau 24: Caractéristiques immunophénotypiques des LA biphénotypiques
Age
N°/Patient (ans) FAB Phénotypage Diagnostic final
/Sexe
LAM
1 A0/H probable | DR+,34+, MPO+, CD33+, CD13+, CD117-,CD19+, | LA biphénotypique
NS non CD79a+ LAM/B
concluant
, st | oropgye | DR#+34- MPO+, CD38+, CD33+, CD13-, CD117+, | LA biphénotypique
P NS CD64+,CD79a+, CD19+,CD15+,CD56+ LAM/B
LAM
3 23/F probable DR-,CD34+,MPO+,CCD38+,CD117- LA biphénotypique
NS non ,CD33+,CD13+,CD7+,CD19+,CD79at LAM/B
concluant
LAM
4 2UE probable DR+,CD34+,MPO+,CD38+,CD33-,CD13- LA biphénotypique
NSnon | ,CD117,CD19+,CD10+,CD79a+,CD22cyt+,CD22s+ LAM/B
concluant
4/164 (2,44%) leucémie aigue adultes sont des LA biphénotypiques dont le

diagnostic a été confirmé par CMF. Les quatres cas de LA biphénotypiques sont a

coexpression myeéloide et lymphoide B (voir tableau 24).

- Leucémie aigue indifférenciée:

Un cas (01) de LA indifférenciée a été répertorié, il s'agit du patient MA de sexe

masculin, &gé de 22 ans. L’ étude cytologique montre des blastes présentant un aspect de

lymphoblastes avec une coloration cytochimique au noir soudan négative.
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L’éude immunologique pose le diagnostic d’'une LA indifférenciée avec le
phénotype suivant : DR+, CD34+, CD38+, CD7+, CD15+, MPO-,CD33-,CD13-.

1.2.2. Leucémies aigues lymphoblastiques

Dans notre série, selon la classification FAB, nous avons colligé 39/164 (23,78%)
casde LAL adultes.

La moyenne d' &ge est de 38,89 * 14,32(moyenne + Ecart type) avec un age minimum
de 19 ans et maximum de 76 ans. L’intervalle interquartile (1Q) est de [26-48].
1.2.2.1. Répartition des LAL selon lesexe
14 patients sont de sexe féminin (35,9 %) et 25 patients sont de sexe masculin
(64,1%) avec unsexeratio H/F =1,78.
1.2.2.2. Répartition des LAL selon les tranchesd’ age

Tableau 25: Fréquence des LAL selon lestranches d éges

Tranches d’age
Effectifs Fréquence %
[19-21] 1 2,2
[21-25] 8 17,8
[26-30] 5 11,1
[31-35] 4 8,9
[36-40] 4 8,9
[41-45] 6 133
[46-50] 3 6,7
[51-55] 1 2,2
[56-60] 2 4,4
[61-65] 3 6,7
[66-70] 1 2,2
>75 1 2,2
Total 39 100,0
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La magorité des patients se trouve dans la tranche d’age de [19- 45 ang|.

28 patients (71,79 %) ont moins de 45 ansinclus et uniqguement 11 patients (28,2 %) ont

plus de 46 ans (voir tableau 25).

1.2.2.3. Répartition des LAL selon laclassification morphologique FAB

Nous avons colligés 39 cas de LAL dont lafréquence des sous types FAB est la
suivante: LAL1 15 cas (38,46 %), LAL2 21 cas (53,84 %) et lesLAL3 3 cas (7,69%).

1.2.2.4. Répartition desLAL sdon les soustypes immunologiques

Les LAL étaient réparties en 26 casde LALB (66,66 %) et 13 cas en LALT
(33,33%) (Chi2= 8,66 et p=0.003). La fréquence des sous types immunologiques est

résumée dans le tableau 26.

Tableau 26: Fréguence des sous typesimmunologiques des LAL

LALB
Effectifs Fréquence %
LALBII (Commune) 12 46,15
LALBIII (Pré-B) 11 42,3
LALBIV (B-mature) 3 11,5
Total 26 100,0
LALT
Effectifs Fréquence %
LALTII (Pré&T) 5 38,46
LALTIII (Corticale) 3 23,07
LALTIV (T-mature) 3 23,07
LALT non classés 2 15,38
Total 13 100,0

02 casde LALT n’ont pas été classé en sous type par mangue d’ anticorps monoclonaux.
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Figure 42: Fréquence des sous typesimmunologiques LAL B et LAL T

Le tableau 26 et lafigure 42 montrent une prédominance des LALB sous type
Il ou commune 46 % et desLALT sous type présT 39%.

1.2.25. Caractéristiques épidémiologiques et cliniques des sous types
immunologiques des LAL

Une corréation entre |I’'immunophénotype des LAL et les caractéristiques cliniques

des patients adultes est résumée dans le tableau 27.
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Tableau 27: LAL del’adulte - Corrélation entre le phénotypedes LAL et les
caractéristiques cliniques

hémorragique

LAL B LALT Tests statistique
. Total=26 | Total=13 Khi-2 de Pearson (%) et test
Parameétre _ _ P
Effectifs Effectifs de Student (moyennes)
(%) (%)
Sexe: Femme 10 (38,5) 4(30,8) 3,28 0,07
Homme 16 (61,5) 9(69,2) 0,22 0,63
Sexeratio H/F 1,6 2,25 / /
Age (moyenne) = )
36,11+11,8 | 44,42+17,5 Indice de Student
Ecart type 0,086
o _ (19-61) (23-76) t=1,76
Age (Mini-maxi) ans
Syndrome tumoral 15 (57,7) 10 (76,9) 1,39 0.23
ADP 61(23,1) 8(61,5) 5,57 0,018
SPMG > 5cm 14(53,8) 3(231) 2,2 0,14
HPMG 5(19,2) 1(7,7) 0,22 0,64
PCM 24(92,3) 12(92,3) 0.000 1
Fievre 13(50) 11(84,6) 4,39 0,036
Syndrome
_ _ 13(50) 4(30,8) 0,64 0,42
infectieux
Syndrome
13(50) 5(38,5) 0,46 0,5

1.2.2.6. Caractéristiques hémato biologiques des soustypes immunologiques des

LAL

- Taux deglobulesblancs

La médiane du taux de GB dans les LAL typeB est de 15,85+50,92 G/L, le taux
varie de 0,80-238 G/L. L'1Q = [7,57-52,35]. Pour les LAL type T, la médiane est de
38,57+130 G/L avec des variations minimae et maximae de 3,99 a 491 G/L

L’IQ = [6,69-57,41].
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L’ hyperleucocytose > 30 G/L est retrouvée dans 10/26 (38,5 %) des LALB versus
7/13 (53,84 %) des LAL T. Le taux de GB >100 G/L a étéretrouvé dans 1/13 cas des
LALT (7,69%) et 2/26 cas des LAL B(7,69 % ).

Absence de cas leucopénique dans les LALT versus 3/26 cas (11,5%) dansles LALB.
2/26 cas de pancytopénie soit 7,69 % étaient observé uniquement dans les LALB.

- Taux d’hémoglobine
Le taux médian del’Hb dansles LALB est de 8,85 g/dl £1,98 avec un minimum
de 6,4 g/dl et un maximum de 15,5g/dl. L’'1Q =[7,8-9,6].

Dansles LALT letaux médian en Hb est de 8,4g/dl £1,69 dont les valeurs varient de
7,4g/dl a13,7g/dl. L’anémie définit par un taux d’Hb<12 g/dl était retrouvée dans 12 cas
(92,3%) deLAL T versus 24 cas (92,3%) dansles LAL B (p=1).

- Taux de plaquettes
Le taux médian de plaguettes est de 47,5G/L + 51,48 dans les LALB, les vaeurs
varient de 12G/L a215/L, 1Q = [22,5-87,5].

Dans les LAL T le taux médian de plagquettes est de 46 G/L + 91,68, les vaeurs
varient de 20G/L a333G/L, 1Q =[32-134].

Une thrombopénie (taux de plaguettes <100G/L éait retrouvée dans
8 cas (38,46 % ) des LALT versus 21 cas (19,23% ) dans les LALB (p=0,195).

- Etude cytologique des LAL : frottis sanguin et médullogramme

Le taux médian de blastes circulants était 77 %, 1Q: 49-88 %. L’ examen cytologique
des frottis de moelle osseuse a permis d affirmer le diagnostic et de classer les cas de LAL,
en se basant sur les critéres descriptifs de la classification FAB. L’ éude du myéogramme a
objectivé un taux médian de blastes de 86 %, 1Q: 72-91 %. Le taux de blastes médullaire a
varié entre 25 % et 100 %.

Il n’existe pas de différences statistiquement significative des taux médian des blastes
médullaires entre les sous types immunologiques de LAL (p=0,6 pour t=0,86),
IC 95% = [-8,3-15].
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1.2.2.7. Circonstances de découvertes des LAL

- Circonstances de découvertes des LALB

mfiévreet asthénie ® syndrome hémoragique
= adénopathiesisolées ® douleur sabdominales
B douleur s osseuses ® asthenie persistante

= syndrome anémique = syndrome infectieux

découvertefortuite

Figure 43: Circonstances de découvertes des LALB

Le syndrome hémorragique essentiellement modéré, est la circonstance de
découverte laplusfréguente dansles LAL B : 31% des cas (voir figure 43).

- Circonstances de découvertes des LALT

mfiévreet asthénie ® syndrome hémoragique
= adénopathiesisolées  mdouleursabdominales
m syndrome infectieux

Figure 44: Circonstances de découvertes des LALT
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Dans les LALT, les patients ont consulté dans 39% des cas suite ala découverte
d’ ADPisolées (voir figure 44).

1.2.3. Fréguence d’expression des antigenes de différentiation leucocytaire dans
les LALBetT

L’ éude immunophénotypique par CMF des cas de LAL a été réalise sur 16/39
prélévements sanguin (41,02%) et 23/39 prélevements medullaires (59%).
1.2.3.1. Fréguence d’expression antigénique dansles LAL B

Prédominance d expression des marqueurs antigéniques lymphoides B spécifique:
CD79a (100%), CD10 (100 %) et le CD 19 (91 %). Les marqueurs d'immaturité HLADR,
CD34 sont présents dans respectivement 96,2%, 76,9 % des cas; (voir tableau 28 et
figure 45).

Tableau 28: Antigenes leucocytaires testés et leur positivité dans les LAL B

Antigéne NP cas testés | N°'®caspositifs | Fréquence %
HLADR 26 25 96,2
CD34 26 20 76,9
CD38 20 18 90
CD19 25 (NT : 1cas) o5 100
CD79acyt 26 26 100
CD20 17 9 52,94
CD10 26 26 100
CD22cyt 26 12 46,12
Tdt 15 10 66,66
Ch mucyt 26 13 50
IgMs 19 3 1578
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Fréquence d'expréssion desAg %

120

LAL B
100
80
60
40
20
0 i
HEAP T cpaa | cp3s | cD19 | CD79a| CD20 | CD1O0 Ch2| 140 | Ch 1 ioms
yt mucyt
m%| 9,2 | 769 | 90 | 100 | 100 | 5294 | 100 | 46,12 | 6666 50 | 1578

Figure 45: Fréquence de positivité des antigenes testés dans les LAL B

1.2.3.2. Fréquence d’expression antigéniquedans lesLAL T

Tableau 29: Antigénes leucocytaires testés et leur positivité dans lesLALT

Antigéne | N"®cas testés | N°®caspositifs | Fréquence %
HLADR 13 5 38,46
CDh34 13 3 23,07
CD38 12 12 100
CD3cyt 12 11 91,66
CD3s 12 5 41,66
CD2 13 7 53,84
CD4 13 5 38,46
CD5 12 7 58,33
CD7 13 13 100
CD8 13 3 23,07
Tdt 9 3 33,33
CDla 11 3 27,27
CD10 13 7 53,84
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Les Ag CD7, CD3cyt, CD2, CD5 sont les plus sensibles pour la détection des
LAL detype T, le CD7 est I’Ag lymphoide T de surface le plus exprimé 100 % des cas
(voir tableau 29 et figure 46).

Fréquence d'expréssion desAg %

LALT

120

=
o
o

80

60

) I I I
0

H"RAD CD34 | CD38 |CD3cyt| CD3s | CD2 | CD4 | CD5 | CD7 | CD8 | Tdt | CD1a | CD10
(m%| 3846 | 2307 | 100 | 91,66 | 41,66 | 5384 | 3846 | 58,33 | 100 | 23,07 | 3333 | 27,27 | 5384

Figure 46: Fréquence de positivité des antigenes testés dans les LAL T

Dans notre série d éude des LAL, I’Ag CD117 marqueur de la cellule souche CFU-
Mix et de spécificité myéloblastique, est rarement exprimé: 2 cas positifs dans les LALT
(15,4%) et 1 casdansles LALB (3,8%).

1.2.4. Co-expression d’antigénes aberrants dans les LAL
La co-expression d'antigénes aberrants myéloides ou lymphoide dune autre
lignée est résumée dans le tableau 30. L’antigéne est considéré comme aberrant lorsque
le score qui lui attribué est < 2.
Les LAL qui co-expriment des Ag myéloides (LAL My+) représentent 30,76%
versus 69,23 % des casde LAL n’exprimant pasd’ Ag myéloides (LAL My-).
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Tableau 30: Expression d'antigenes aberrants selon la classification immunologique des

LALTetB

Type Ag .

UALT | aberrant CD13 | CD33 | Sexe/Age| Survie

) T\\I; ! positif | négatif | H/48ans 12m
LALTII positif | négatif | H/44ans am
LALT II négatif | positif | H/38ans im
LALT II négatif | positif | H/56ans 58m
N°"® cas testés 13 13
NP'€ cas positifs 2 2
Fréquence % 15,38 15,38

Type Survie

LALB CD13 | CD33 | CD1llc CD36 | CD7 | SexelAge mois
LABIII Positif H/44ans 6m
LALBII Positif H/32 ans 10m
LALBIII Positif Positif | F/29ans 8m
LALBIII Positif H/31ans 3m
LALBIII Positif | Positif Positif | Positif | F/47ans Om
LALBIII Positif F/34ans 15m
LALBII Positif H/23ans 4m
LALBIV Positif F/59ans 65m
LALBII Positif H/53ans Om
LALBIII Positif H/42ans Om
LALBIII Positif | H/2lans 24m
Nbre castestés 26 26 11/26 14/26 26
Nbre cas positifs 2 5 1 4 3
Fréquence % 7,69 19,23 9,09 28,57 | 11,53

1.2.4.1. Co-expression d’antigenes aberrants de nature myéloide dansles LAL de
lignée T

Parmi les 13 casde LAL delalignéeT, 4 patients co-exprimaient des Ag myéloides

(30,76%), il sagit de LALT My+. Le CD13 était exprimé seul chez deux patients, pareil

pour le CD33 il était exprimé d'une maniére isolée chez lesdeux autres patients.
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1.2.4.2. Co-expression d’antigenes aberrants de nature myéoide dans les LAL
de lignée B
10/33 cas de LAL B, 30,3 % co-exprimaient des Ag aberrants; 09 patients
27,27 % co-exprimaient des Ag myéloides: CD13, CD33, CD36, CD11c.

Le CD33 est I'Ag myéoide le plus exprimé vu qu’'il a été testé chez la totalité des
patients 5/26 cas (19,23 %).

L’Ag lymphoide delalignéeT: le CD7 aété co-exprimé dans 03 cas (11,53%).

1.3. Etudede lasurvieglobale en fonction des facteurs pronostiques
Les patients adultes de notre série d’ étude dont I’age est > 18 ans ont recu des
traitements spécifigues de chimiothérapie dés la phase d'induction, regroupés dans les

protocoles suivants:

-Les cas de LAM a I'exception des LAM3: Protocole Rubidomycine associés a
I’ Aracytine;;

-Les cas de LAM3: association au protocole Rubidomycine- Aracytine de I'ATRA
(" acide tout-trans rétinoique ou All-Trans Retinoic Acid) ;

-Les cas de LAL B: protocole Linker qui a éé remplacé par les protocoles
GRAAPH/GRAALL depuis la systématisation de la recherche du chromosome Philadel phiel
(Phl) en 2017 ;

- (S le patient est Phl+ c'est le protocole GRAAPH 2005 qui aété utilisé et dansle
cas oule patient est Phl-, c'est les protocoles GRAALL 2005 de 2014 42016 et Linker
de 2017 a 2019 qui ont été utilises.

-Les cas deLAL T: Cest le protocole Linker qui aété utilisé.

Une prophylaxie neuroméningée par injections intrathécale de chimiothérapie
(méthotrexate et corticoides) a été instaurée des I'induction dans tous les cas de LAL et

certaines LAM.
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1.3. 1. Fréquence des facteurs pronostiques liés au patient et ala LA dansles
LAM et LAL

Tableau 31: Fréquence des facteurs pronostiques liésau patient et ala LA dans les
LAM et LAL

LAM (N°=121) LAL (N°=39) Tests statistiques
Effectifs| % | Effectifs % Chi2 p
Sexe masculin 57/121 | 47,1 25 64,1 3,41 0,065
Age> 60 ans 34/120 | 28,33 4 10,25 4,34 0,037
GB >50G/L 45/120 | 37,5 13 33,33 0,22 0,64
Syndrometumoral | 40/120 (33,33 25 64,10 11,53 | 0,001

1.3.2. Survie globale en fonction desfacteurs pronostiquesliesalaLA

1.3.2.1. Survie globale en fonction dutypede la LA

Lescas censurés appelésaussi : lesexclusvivants (VV) et les perdus de vue (PV)

La survie globale est calculée de la date du diagnostic de laleucémie aigue aladate

du décés du patient.
Letaux desurvie desLAL est meilleurs (33%) versus LAM (15%) ; (voir tableau 32).

Tableau 32: Survie globale en fonction du type de la LA : LAM/LAL

Nombre
Nombre Nombre _
Total % VV et % % Survie
de déces \YAY/
PV

LAL 39 20 51,28 19 48,7 12 33
LAM 121 62 51,23 59 48,8 24 15
Global 160 82 51,25 78 48,8 36 /
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Survie en fonction du type de LA

mLAL

TILAM
~t—LAL-censuré

—LAM-censuré

Probabilité de survie

0,0
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20 40 60 a0

[

Temps de survie en mois

Figure 47: Courbe de survie globale en fonction du type de la LA : LAM/LAL

Le déla moyen de survie est de 34,65 mois pour les LAM avec un IC a 95%
[27-42] versus 30,27 mois pour les LAL avec IC a 95 % [20-41]. La comparaison des
survies au test de Log Rank donne un p=0,7 pour un khi2=0,12; (voir figure 47).

1.3.2.2. Probabilité de survieen fonction du typeimmunologiquedes LAL

Tableau 33: Survie globale en fonction du type immunologique des LAL :LALB/LALT

Nombrede

Total des | Nombre de Vivants (VV) et )
EGIL _ . % % % Survie

patients deces perduesdevues

(PV)

LALB 26 13 50 13 50,0 26
LALT 13 7 53,8 6 46,2 42
Global 39 20 51,3 19 48,7 /
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Survie en fonction du type immunologique des LAL
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Figure 48: Survie globale en fonction du type immunologique des LAL : LALB/LALT

Le déla moyen de survie est de 26,66 mois pour les LAL detypeB 1C a95 %
[15,3-38] versus 32,5 mois pour les LAL de type T, IC [14,4-50,6]. La comparaison des
survies au test de Log Rank donne un p=0,84 pour un khi2 = 0,037 ; (voir figure 48).

Le taux de survie dans les LALT (42%) est meilleur que dans les LALB (26%) ; (voir
tableau 33).
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1.3.2.3. Probabilité de survie en fonction del’age, du sexe, du syndrome tumoral,

et du taux de globules blancs au diagnostic

-CAS DES LAM

Le tableau 34 résume les résultats de la survie globale en fonction del’age, du sexe,

du syndrome tumoral et du taux de globules blancs au diagnostic des LAM.

Tableau 34: Survie globale en fonction del’&ge, du sexe, du syndrome tumoral, et du taux

de globules blancs au diagnostic dans les LAM

Groupes Nombre de NombredeVV .
R Total o % % | % Survie
d’ age déces et PV
<60 89 42 47,2 47 52,8 20
> 60 29 17 58,6 12 41,4 0
Global 118 59 50,0 59 50,0
Nombrede NombredeVV _
Sexe Total % % | % Survie
déces et PV
Femme 64 33 51,5 31 48,4 29
Homme 57 29 50,8 28 49,1 0
Global 121 62 51,2 59 48,8
Groupesde Nombrede NombredeVV .
Total % % | % Survie
GB décés et PV
NR 1 0 0 1 100,0 /
<50G/L 75 36 48 39 52,0 38
> 50G/L 45 26 57,7 19 42,2 0
Global 121 62 51,2 59 48,8
Syndrome Nombrede NombredeVV .
Total o % % | % Survie
tumoral déces et PV
NR 1 0 0 1 100,0 /
Absent 80 38 47,5 42 52,5 33,6
Pr ésent 40 24 60 16 40,0 0
Global 121 62 51,2 59 48,8 /
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Probabilite de survie

- Des différences statistiquement significatives entre les délais moyens de survie ont été

retrouvées uniquement selon les groupes d’ age et les groupes du taux de GB.

- Ledéa moyendesurvie est de 40,68 mois pour lespatients dont |I'ége est <60ans
IC a95 % [31,59-49,76] versus 15,87 mois pour les patients dont |I'&ge est > 60ans IC a
95 % [7,55-24,2]. Le test de comparaison au Log Rank retrouve un p=0,01 pour un
Khi2=6,64 ; (voir figure 49).

- Le déla moyen de survie est de 24,11 mois pour les patients dont le taux de
GB< 50G/L IC a 95 % [18-30], versus 11,07 mois pour les patients avec un taux
de GB >50 G/L IC & 95% [5,04-17,09]. Le test de comparaison au Log Rank retrouve
un p=0,008 pour un Khi2=6,96 ; (voir figure 50).

LAM adultes
1.0 Groupeage
—I= g = 60ans
=60 ans
= =Bl-censuré
0,8 ; —t— = B0-censuré
i |
0 5= -|-| LS
| %L‘ =0.0
——
| e
0,4+ T
0,27 _— =15
0,0
I T T T 1 I
0 20 40 =1 b 100

Temps de survie en mois
Figure 49: LAM adultes - Survie globae en fonction del’ ége
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LAM adultes
1,0 Groupes de GB
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5
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Figure50: LAM adultes - Survie globale en fonction du taux de globules blancs

- CASDESLAL

Tableau 35: Survie globale en fonction del’ &ge, du sexe, du syndrome tumoral, et du taux
de globules blancs au diagnostic dansles LAL

Nombrede NombredeVV .
Sexe Total o % % % Survie
déces et PV
Femme 14 11 78,6 3 214 15,4
Homme 25 9 36 16 64,0 47,4
Global 39 20 51,3 19 48,7 /
Groupes Nombrede NombredeVV _
Total . % % % Survie
d’ age deéces et PV
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<60ans 36 17 47,2 19 52,8 37,4
> 60 ans 3 3 100 0 0,0 0
Global 39 20 51,3 19 48,7 /
Syndrome Nombrede NombredeVV _
Total . % % % Survie
tumoral déces et PV
Absent 14 6 42,8 8 57,1 30
Pr ésent 25 14 56 11 44,0 33
Global 39 20 51,3 19 48,7 /
Taux de Nombrede NombredeVV .
Total % % % Survie
GB déces et PV
<50G/L 26 13 50 13 50,0 34
>50G/L 13 7 53,8 6 46,2 30
Global 39 20 51,3 19 48,7 /

- Le déda moyen de survie est de 32 mois pour les patients dont |'age est < 60ans
IC a 95 % [20,7-43,3] versus 16 mois pour les patients dont I'dge est >60ans
IC a95 % [0,0-33,6]. Le test de comparaison au Log Rank retrouve un p=0,4 pour un
Khi2=0,7.

- Le déla moyen de survie est de 32,5 mois pour les patients dont le taux de
GB<50G/L IC a 95 % [20,2-45], versus 24,2 mois pour les patients avec un taux
de GB > 50 G/L IC a 95 % [6,3-4]. Le test de comparaison au Log Rank

retrouve un p=0,3 pour un Khi2=0,9; (voir figure 51).

- Le déla moyen de survie est de 39 mois pour les patients de sexe masculin 1C a 95%
[24,4-53,14], versus 18,4 mois pour les patients de sexe féminin IC 4 95% [6,8-30]. Le
test de comparaison au Log Rank retrouve un p = 0,06 pour un Khi2z= 345;
(voir figure 52).

- Ledd&a moyen de survie est presgue identique pour les patients avec ou sans syndrome
tumoral, il est de 28,90 mois en présence du syndrome tumoral 1C a 95% [16,23-41,6],
versus 28,13 mois en absence du syndrome tumoral IC a 95 % [14-42]. Le test de

comparaison au Log Rank donne un p=0,6 pour un Khi2=0,26.
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Figure51: LAL adultes- Survie globale en fonction du taux de globules blancs
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Figure52: LAL adultes - Survie globale en fonction du sexe
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1.3.3. Valeur
dans les LA au diagnostic

pronostique des différents marqueurs immunologiques exprimes

1.3.3.1. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques de surface dans
les LAM

1.3.3.1.1. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques de surface
spécifique delalignée myéoide

Le tableau 36 résume le nombre de patients

inclus jusgqua la fin du suivi, la

fréguence de I’ événement survenus (déces) et des non événements (vivants et perdues de vue)

en fonction de I’ expression ou non des Ag leucocytaires de surface.

Tableau 36: LAM adultes - Survie globale en fonction de I’expression ou non des Ag

leucocytaires de surface

HLADR | Total Nog‘,br\e de | o Nombre VV.et | o |04 survie
écis PV
NEGATIF | 27 12 444 15 55,6 42
POSITIF | 94 50 53,2 44 46,8 13
Global 121 62 51,1 59 488 J
cD34 | Total Nog‘,br\e de | o Nombre VV.et | o |04 survie
écis PV
NEGATIF | 63 33 52,4 30 47,6 17
POSITIF | 58 29 50 29 50,0 24
Global 121 62 51,1 59 48,8 /
CD117 | Total Nog"ét(’:g de % | NombreVVet PV| % |% Survie
NEGATIF | 29 17 58,6 12 414 | 205
POSITIF | o1l 45 49,4 46 505 | 16,4
Global 120 62 51,6 58 483 /
CD64 | Total Nog"ét(’:g de % | NombreVVet PV| % |% Survie
NEGATIF | 36 19 52,7 17 47,2 0
POSITIF | 83 42 50,6 41 49,4 33
Global 119 61 51,3 58 487 /
CD15 | Total Noa“éigde % | NombreVVet PV| % |% Survie
NEGATIF | 38 22 58 16 42,1 14
POSITIF | 41 17 41,46 24 58,5 47
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Global 79 39 49,4 40 50,6 /

CD14 Total Notrj“ék(’gde % | NombreVVet PV| % |% Survie
NEGATIE | 98 49 50 49 50,0 17
POSITIF 19 10 52.6 9 A7 4 0

Global 117 59 50,4 58 49,6 /

Tableau 37: LAM adultes- Statistiques et délais moyens de survie en fonction de

I’expression ou non des Ag leucocytaires de surface

Parametre Delal' MOYeN ¢ a95% | Khi2 p
desurvie en mois
HLADR+ 32,6 24-41
0,53 0,46
HLADR- 38,4 23-54
CD34+ 30,4 21-40
0,1 0,7
CD34- 36,7 26-47
CD117+ 36 27-45
0,8 0,36
CD117- 27 15-40
CD64+ 38,8 30-48
19 0,16
CD64- 25,8 12-40
CD15+ 45 33,6-56,6
9,33 0,002
CD15- 16 8-23
CD14+ 21,6 9,6-33,5
1,3 0,25
CD14- 375 29-46

Le tableau 37 résume les délais moyens desurvie globale enfonction de

I’expression ou non des Ag leucocytaires de surfacedans les LAM.

La figure 53 illustre des éxemples de courbes de survie globale de Kaplan

Meyer selon I'expression ou non des Ag leucocytaires de surface dans les LAM.
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Figure 53: Courbes de survie globale selon I’expression ou non des Ag leucocytaires de
surface dansles LAM

Chez les patients atteints de LAM une MPO positive avec expression de CD13
et/ou CD33 reste des criteres d' appartenance vers la lignée myéloide, la positivité de la MPO
et celui du CD13 de nos patients était de 95 % (115cas +/121), 88,3 % (106 cas +/120) et de
98,3% pour leCD33 (119cas +/121).

1.3.3.1.2. Valeur pronostiqgue des marqueurs immunologiques de surface
non speécifique delalignée myéoide: marqueurs aberrants

Tableau 38: LAM adultess Délai moyen et taux desurvieglobale enfonction de
I’expression ou non desAg aberrants

. Déai moyen _ . .
Parametre . . % Survie| IC a95% | Khi2 p
de survieen mois
CD56+ 32 23 16,6-48
0,22 0,6
CD56- 36 38 25,5-47
CD36+ 27 21 17-37
1,15 0,3
CD36- 40 44 27-52
CD2+ 46 44,4 34-58
1,48 0,2
CD2- 33 14,7 25-41
CD4+ 33 29,5 22-45 0,002 09
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CD4- 34 15 25-44
CD7+ 29 27 16-42

0,01 0,7
CD7- 33 28 24-41
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Figure 54: Courbes de survie globale selon I’expression ou non desAg aberrants
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1.3.3.2. Valeur pronostique des marqueursimmunologiques de surface dans les

LAL

- Casdes LALT

Tableau 39: LALT de I'adulte — Taux du déces et de survie globale en fonction de

I’expression ou non desAg leucocytaires de surface

HLADR | Total NP® de déces % Nombre VV et PV % | % Survie
NEGATIF 8 5 62,5 3 375 37,5
POSITIF 5 2 40,0 3 60,0 50
Global 13 7 53,8 6 46,2 /
CD34 Total N°'® de déces % Nombre VV e PV % % Survie
NEGATIF 10 5 50,0 5 50,0 50
POSITIF 3 2 66,6 1 33,3 50
Global 13 7 53,8 6 46,2 /
CD3s Total N°'® de déces % NombreVV e PV % % Survie
NEGATIF 8 3 37,5 5 62,5 57
POSITIF 5 4 80,0 1 20,0 20
Global 13 7 53,8 6 46,2 /
CD2 Total NP'® de déces % NombreVV et PV % | % Survie
NEGATIF 6 2 33,3 4 66,7 60
POSITIF 7 5 71,4 2 28,6 29
Global 13 7 53,8 6 46,2 /
CD4 Total NP® de déces % NombreVV et PV % | % Survie
NEGATIF 8 6 75,0 2 25,0 25
POSITIF 5 1 20,0 4 80,0 75
Global 13 7 540 6 46,2 /
CD5 Total N°'® de déces % NombreVV e PV % % Survie
NEGATIF 6 3 50 3 50 40
POSITIF 7 4 57 3 43 43
Global 13 7 54 6 46,2 /
CD10 Total NP"€ de déces % NombreVV et PV % % Survie
NEGATIF 6 3 50 3 50 40
POSITIF 7 4 57 3 43 43
Global 13 7 54 6 46,2 /

Le taux de survie est meilleur chez le groupe de patients CD4+ (75%) versus CD4-

(25%) ; voir tableau 39.
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Tableau 40:LAL T adultes- Déla moyen et taux de survie enfonction de |’ expression

ou non des Ag leucocytairesde surface

. Déai moyen . _ _
Parametre . | 1C a9%5% | % Survie| Khi2 p
desurvieen mois

HLADR+ 30 9-52 50

0,03 0,8
HLADR- 35 3-67 37,5

CD34+ 6,5 0-17 50
1,87 0,17

CD34- 37,7 17-58 50

CD3s+ 17,6 0-40 20
1,8 0,18

CD3s- 42,8 19-66 57

CD2+ 14 0,6-27 29
3,17 0,07

CD2- 47 23-72 60

CD5+ 34 11-57 43
0,065 0,8

CD5- 29 1,7-57 40

CD4+ 56 33-79 75
3,6 0,05

CD4- 17 1,3-34 25

CD10+ 35 12-57 43
0,2 0,6

CD10- 24 0,3-48 40

Le déla moyen de survie globae du groupe de patients CD4+ (56mois) est
statistiquement élevée en comparaison avec le groupe de patients CD4- (17mois) p=0,05 ;
voir tableau 40.

- Cas des LAL B

- Surexpression du CD10 dans les LAL B:

Le CD10 était expriméchez latotalité des patients LALB 26/26 cas (100 %).
13/26 patients a CD10+ sont décédés (50 %). Le déla moyen de survie chez les patients
CD10+ est de27 mois. Le taux de survie alafindel’ éude est de 26,4 % pour une durée

de survie de 65 mois.
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- Co-expression du marqueur aberrant myéoide le CD33 danslesLAL B
Le CD33 est positif dans 6/26 cas de LALB (23%) et négatif dans 20/26 cas
(78%). Le déla moyen de survie chez les patients CD33+ est de 39 mois

IC a95 % [13-64] versus 20 mois chez les patients CD33- IC a 95 % [11-28]. P=0,3

- Co-expression de marqueurs myéloides dans lesLAL
La co-expression dAg myéloides a éé retrouvée dans 14/36 cas (39 % )
et négative dans 22/36 cas (61%). Le déla moyen de survie chez les patients My+ est
de 29 mois IC a 95 % [10-48] versus 41 mois chez les paients My-,
ICa 95 % [26-55] P=0,6.

Le taux de survie chez les patients My- est de 47 % versus 40 % chez les
patients My+ ; voir figure 55.

LAL Adultes My+/My-

1.0 #n LALMy
:I_' — -
| ,
o ©TMy+
O 08 ‘ = My--censure
s [ —— My+-censuré
L =
= 0.5 |
n
@ l .
'u T
% 04-
=3
~
|—
0,24
0,07
T T I |
0 20 40 G0

Temps en mois

Figure 55: Courbe desurvie globale selon I'expression ou non des antigénes
aberrants myéoides dans les LAL
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La figure 56 illustre des exemples de courbes de survie globale de Kaplan
Meyer selon I’expression ou non des antigénes leucocytaires de surface dans les LALT.
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CD10 dans les LALT
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Figure 56: Courbes de survie globale selon |’expression ou non des antigénes
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Résultats enfants

2. Description des résultats des patients enfants

2.1. Aspects épidémiologiques

2.1.1. Répartition des patients selon le sexe
La sériedes patients enfants comprend 35 patients de sexe masculin et 35 patients

de sexe féminin, soit une fréquence de 50% pour les deux sexes.

Le sex-ratio Garcons (G) / Filles (F) : G/F=1.

2.1.2. Répartition des patients selon lestranchesd’ age

L’age médian est de: 54 ans + 6,2 (Médiane + Ecart type) avec des &ges
extrémes alons de 7 mois a 18 ans. L’intervalle interquartile (1Q) = [3-15,6 ang] ; (voir

tableau 41 et figure 57).

Tableau 41: Répartition des leucémies aigues selon les tranches d'ages.

Tranchesd’ages/ans Effectifs %
[30j-2[ 5 7,1

[2-6] 30 42,9

[6-12 11 15,7
[12-16] 5 7,1

[16-18] 19 27,1

Total 70 100,0
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Figure57: Répartition graphique des leucémies aigues selon les tranches d’ age

2.1.3. Répartition des patients selon |’age et le sexe

Fréguence des cas de leucémie aigues de novo alatranche d’ &ge de [2-6[ ans chez les
filles et aux tranches d' &ge[2-6] ans et [16-18] ans chez les garcons; (voir figure 58).
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Figure 58: Pyramide des ages des cas deleucémies aigues en fonction du sexe
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Le test de la médiane a échantillons indépendants, test de Chi-2 montre que les
médianes des &ges sont identiques pour les catégories de sexe. (Chi-2=0, 23, P=0,63). Auss,
la distribution des &ges est identique sur les catégories de sexe. (Test non paramétrique
de Kruskal-Wallis a échantillons indépendants, P=0,27).

2.2. Aspects épidémiologiques cliniques et biologiques selon le type de la
LA

2.2.1. Leucémies aigues lymphoblastiques
Dans la série de I’enfant nous avons colligé, selon la classification FAB, 43/70 cas de
LAL (61,4%) versus 24/70 cas de LAM (34,3%). L’incidence des LAL chez |’enfant est
nettement élevée par rapport aux LAM (p=0,001 pour un Khi-2=10,33).

La médiane d’' &ge est de 5 + 6,08 (médiane + Ecart type) avec un age minimum de 1
ans et maximum de 18 ans. L’intervalle interquartile (1Q) est de [3-14].
2.2.1.1. Répartition des LAL selon le sexe

22 patients sont de sexe féminin (51,2 %) et 21 patients sont de sexe masculin
(48,8 %) avec un sexeratio G/F = 0,95.

2.2.1.2. Répartition des LAL selon les tranches d’age
Tableau 42: Fréquence des LAL sdlon les tranches d'ége

Tranchesd’age/ ans Effectifs Pour centage %
[30-2 3 7,0
[2-6] 23 53,5
[6-12] 5 11,6
[12-16] 2 47
[16-18] 10 23,3
Total 43 100,0

Plus de la moitié des enfants 23/43 cas (53,5 %) setrouve dans la tranche d'é&ge
de [2-6[ans; (voir tableau 42).
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2.2.1.3. Répartition des LAL selon|’ageet le sexe

LAL de L'enfant e
B ferminin
12 5- B masculin
10,0-
]
o
a T 5=
=
LLI
5,07
2 54
0,0—
[30-2[ [2-8[ [6-12[ 1218  [16-18]
annee annee annee annee annee
Age

Figure 59: Répartitiondes LAL selon|’&geet le sexe

Prédominance des cas de LAL dans latranche dédge de 2 a6 ans dans les deux sexes;

(voir figure 59).

2.2.1.4. Répartition des LAL selon laclassification morphologique FAB

La fréguence des sous types FAB est lasuivante: LAL1 19/43 cas (44,2 %), LAL2
22/43 cas (51%) et les LAL3 2/43 cas (4,65%).

2.2.1.5. Répartition des LAL selon les soustypesimmunologiques

Les 43 cas de LAL del’enfant étaient réparties en 33 casde LALB (76,7 %) et
10 cas de LALT (23,2 %).

La série LAL de I'enfant , montre que les LALB sont statistiquement élevé par
rapport aux LALT (Chi2= 24,60 et p<0.001).

La fréquence des sous types immunologiques des LAL B et T est résumée dans le
tableau 43.
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Tableau 43: Fréguence des sous typesimmunologiquesdes LAL Bet T

LALB

Effectifs Fréquence %

LALBII (Commune) 19 57,6
LALBIII (Pré-B) 12 36,4
LALBIV (B-mature) 2 6,1
Total 33 100,0
LALT

Effectifs Fréquence %

LALTII (Pré&T) 3 30
LALTIII (Corticale) 4 40
LALTIV (T-mature) 3 30

Total 10 100,0

Prédominance des LALB sous type |l ou commune a 57,6 % et des LALT corticale

ou soustype Il 240 %.

2.2.1.6. Caractéristiques épidémiologiques et clinigues des  sous types
immunologiques des LAL

Une corrdation entre I'immunophénotype des LAL et les caractéristiques cliniques
des patients enfants est résumée dans | e tableau 44.

Tableau 44 : LAL del’enfant - Corrélation entre le phénotype des LAL et les
caractéristiques cliniques positifs

LALT Tests statistique:
LAL B Total=33 _
Parametre _ Total=10 Khi-2 de Pearson (%) et P
Effectifs (%) _
Effectifs (%) Student (moyennes)
Sexe: Féminin 18(54,5) 4(40)
. 0,2 0,6
Masculin 15(45,4) 6(60)
Sexeratio M/F 0,83 15 / /
Age (moyenne) £ _
6,5+6 10,6% 6,5 Indice de Student
Ecart type 0,06
o _ (1-18) (1-18) t=-1,90
Age (Mini-maxi) ans
Syndrome tumor al 26(78,7) 9 (90) 0,6 04
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ADP 18(54,5) 7(70) 0,7 04

SPMG >5cm 18(54,5) 6(60) 0,09 0,76

HPMG 15(45,4) 3(30) 0,7 04

PCM 30(90,9) 7(70) 2,8 0,09

Fiévre 19(57,5) 4(40) 04 0,5
Syndrome

_ _ 10/32=31,25 2(20) 0,082 0,7
infectieux
Syndrome

) _ 11(33,3) 5(50) 09 0,3

hémorragique

Ladistribution des &ges est identique entre le groupe des LALB et LALT (p=0,12 par

le test de Kolmogorov-Smirnov a échantillons indépendants, test = 1,18)

2.2.1.7. Caractéristiques hémato biologiques des sous types immunologiques des

LAL

- Statistiqguesdescasde LAL B (voir tableau 45)

Tableau 45: Statistiquesdescasde LAL B

GB HE PLO Blastose [Blastesdans
sanguine laMoelle
Effectifs 32 32 32 28 32
Manquants 1 1 1 5 1
Moyenne 54,590 | 8,222 67,13 60,54 76,38
Médiane 21,900 | 8,500 | 46,00 65,00 83,50
Ecart-type 104,7825 | 2,0852 | 58,641 28,618 22,360
Minimum 11 3,6 10 9 10
Maximum 543,0 12,0 227 96 100
25 6,228 6,550 22,50 35,75 71,00
Quartiles 50 21,900 | 8,500 | 46,00 65,00 83,50
75 51,425 | 9,550 93,75 85,75 90,75
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- Statistiques descasde LALT (voir tableau 46)

Tableau 46: Statistiquesdescasde LAL T

GB HB PLO Blastose [Blastesdans
sanguine laMoelle
Effectifs 10 10 10 10 10
Manquants 0 0 0 0 0
Moyenne 85,001 | 9,380 69,40 59,90 85,30
Médiane 70,000 | 8,250 | 40,50 53,00 89,00
Ecart-type 80,4256 | 2,4243 | 73,870 29,637 13,508
Minimum 9,6 6,6 11 11 51
Maximum 235,0 124 215 100 100
25 20,833 | 7,300 | 21,50 38,50 80,75
Quartiles 50 70,000 | 8,250 | 40,50 53,00 89,00
75 141,475 | 12,050 | 102,75 89,00 93,50

La comparaison des moyennes d’hémoglobine LALB versus LALT montre une
différence significative (p<0.001 pour un t=-5,55) et IC 95% = [-105 a-49].

L’ anémie définit par un taux d'Hb < 11,5g/dl est plus fréguente dansles LAL type B
31/33 cas (94%) versus 7/10 cas (70 %) dans les LAL typeT. Ladifférence de fréquence
est statistiqguement significative (p=0,012 ; Khi-2=6,34).

Le taux moyen de plaguettes ne montre pas de différence significative entre LAL B
et LALT (p=0,9).

Une thrombopénie avec un taux de plaquettes <100G/L a été retrouvée dans
25/33 cas (75,7 %) des LALB versus 8/10 cas (80 %) dans les LALT (p=0,8).

La moyenne des GB est nettement élevée dans les LALT versus LALB
t=2,4 avec p=0,021 et un IC & 95% [7-83].

L’ hyperleucocytose > 30 G/L est retrouvee dans 12/33 (36 %) des LALB versus
6/10 (60 %) des LAL T.

Absence de cas leucopéniques et pancytopéniques dansles LAL T del’ enfant.
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Présence de 6/33 (18%) de cas leucopéniques dans les LALB et 5/33 cas de
pancytopénie (15,1 %).

La comparaison des taux moyens de blastes médullaires entre les types

immunologiques de LAL nemontre pas une différence significative (p=0,14).

Le test de Kolmogorov-Smirnov a échantillons indépendants montre que la
distribution des globules blanc et de I’hémoglobine n’était pas identique entre les deux

groupes de patients LAL B et LAL T avec respectivement des p value :p= 0,016 , p= 0,000.

2.2.1.8. Circonstances de découvertes des LAL

- Circonstancesde découvertesdes LALB

Tableau 47: Circonstances de découvertes des LALB

Effectifs | Pourcentage %
Atteintearticulaire 2 6,1
Adénopathies 5 15,2
Asthénie 3 91
Douleurs abdominales 3 91
Douleur s osseuses 2 6,1
Fiévre associée 5 15,2
Fievreisolée | 21,2
Syndrome hémorragique 4 12,1
Syndrome infectieux 2 6,1
Total 33 100,0

La fievre isolée est le motif de consultation le plusfréguent chez les enfants atteints
de LAL type B (21,2%) ; (voir tableau 47).
- Circonstancesde découvertes des LALT

Dans notre série, les enfants atteints de LALT ont consulté dans 50 % des cas
suite a une asthénie qui peut étre associée a d'autres signes cliniques tel que lafiévre,

des ADP cervicales, épistaxiset ecchymoses ; (voir tableau 48).
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Tableau 48: Circonstances de découvertes des LALT

Effectifs | Pourcentage %

Adénopathies
Asthénie

Fievre associée

Syndrome hémorragique

Signes neurologiques (épidurite)

Total

RN RO e

10

10,0
50,0
10,0
20,0
10,0
100,0

2.2.1.9. Fréquence d’ expression des antigénes de différentiation leucocytaire dans les
LALBet LALT

- Fréquence d’expression antigenique dans les LALB

Prédominance d expression des marqueurs antigeniques lymphoides B spécifique :

CD19 (100%), CD79a (97%) et le CD 10 (97 %); (voir tableau 49 et figure 60).

Tableau 49: Antigenes leucocytaires testés et leur positivité dans les LAL B

Antigéne Nombre cas Testés | Nombre cas positifs | Fréquence %
HLADR 33 28 85
CD34 33 16 48,5
CD38 27 27 100
CD19 30 30 100
CD79a 33 32 97
CD20 27 8 30
CD22s 23 14 61
CD10 33 32 97
CD22cyt 31 14 45,2
Tdt 21 7 33,3
Chmucyt 31 14 45,2
IgMs 29 3 10,3
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Figure 60: Fréquence de positivité des antigénes testésdansles LAL B

- Fréguence d'expression antigéniquedans les LAL T

Tableau 50: Antigénes leucocytaires testés et leur positivité dans lesLALT

Antigéne Nombrecas testés | Nombre cas positifs | Fréquence %
HLADR 10 3 30
CD34 10 2 20
CD38 6/10 6/10 100
CD3cyt 10 10 100
CD3s 10 6 60
CD2 10 7 70
CD4 9/10 22,2
CD5 9/10 8 88,8
CD7 10 10 100
CDS8 9/10 5 55,5
Tdt 10 3 30
CDla 10 4 40
CD10 10 4 40
TCRab 9 5 55,5

Les Ag CD7, CD3cyt, CD2, CD5 sont les plus sensibles pour la détection des LAL

de type T, le CD7 est
(voir tableau 50 et figure 61).

I’Ag lymphoide T de surface le plus exprimé 100 % des cas;
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Figure 61: Fréquence de positivité des antigénestestésdansles LAL T

L'Ag myéoide intracytoplasmique MPOcyt était négatif dans toute les LAL de
I’enfant, le CD117 Ag d'immaturité de la lignée myéoide était retrouvé positif uniquement

dans deux casde LALT.

2.2.1.10. Coexpression d’'antigenes aberrants dans les LAL

- Coexpression d’'antigénes aberrants de nature myéloide dansles LAL de
lignée T

Parmi les 10 cas de LAL de la lignée T, deux (02) patients coexpriment [|'Ag
myéloide CD13 (20 %). Le CD33 n’a pas été coéxprimeés.

- Coexpression d’antigenes aberrants de nature myéoide dans les LAL de

lignée B

Parmi les 33 cas de LAL B, 11 patients (33,3 %) coexprimaient des Ag aberrants.
Seul 08/33 patients (24%) coexprimaient des Ag myéloides de type:
CD13 (03 cas), CD33 (03cas) et le CD11c dans 02 cas.

Deux (02) Ag de lalignée lymphoide T étaient coéxprimé : le CD7 coéxprimeé dans
2/32 cas (6,25 %) et le CD2 coéxprimeé dans 1/32 cas (3,12%).
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2.2.2. Leucémies aigues myeloblastiques
24/70 patients (34,3 %) avec un diagnostic de LAM sont inclus dans notre étude.
La médiane dége est de 11 + 6,22 (moyenne * Ecart type) avec des extrémes
de7 moisal8ans. IQ: [4-16 ang].

2.2.2.1. Répartition des LAM selon le sexe

11/24 patients sont de sexe féminin (45,8 %) et 13/24 patients sont de sexe
masculin (54,2 %) avec un sexeratio G/F =1,18.

2.2.2.2. Répartition desLAM sdlon les tranchesd’ ége

Dans notre série, les LAM chez I'enfant sont fréquentes aux extrémités
inférieurs< 6 ans 7/24 cas (29,16 %), et supérieurs del’age de I’ enfant [16-18] ans 9/24 cas
(37,5 %) ; (voir tableau 51).

Tableau 51: LAM del’enfant et tranchesd’ ége

Effectifs Pour centage %
[30j-2[ 2 8,3
[2-6] 5 20,8
[6-12] 5 20,8
[12-16] 3 12,5
[16-18] 9 37,5
Total 24 100,0

Le test de lamédiane a échantillons indépendants montre que les médianes des ages

sont identiques pour les catégories de sexe. (Test Exact de Fisher, P=1).

2.2.2.3. CaractéristiquescliniquesdesLAM

Le tableau 52 résume les caractéristiques cliniques des LAM de I’ enfant.
Tous les enfants de notre série d’éude ont présenté au moins un des signes
cliniques décrit dans le tableau 52.
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Tableau 52 : Caractéristiques cliniques des LAM

PCM Fiévre
Effectifs| Fréquence % Effectifs | Fréguence %
Discrete 4 16,7 Absente 13 54,2
Modérée 7 29,2 Présente 11 45,8
Franche 13 54,2 Total 24 100,0
Total 24 100,0
Sd tumoral SPM G > 5cm
Effectifs| Fréquence % Effectifs | Fréquence %
Absent 8 33,3 Absente 16 66,7
Pr ésent 16 66,7 Présente 8 33,3
Total 24 100,0 Total 24 100,0
ADP HPMG > 5cm
Effectifs| Fréquence % Effectifs | Fréquence %
Absentes| 12 50,0 Absente 14 58,3
Présentes| 12 50,0 Présente 10 41,7
Total 24 100,0 Total 24 100,0
Sd hémorragique Sd infectieux
Effectifs| Fréquence % Effectifs | Fréquence %
Absent 13 54,2 Absent 15 62,5
Pr ésent 11 45,8 Pr ésent 9 37,5
Total 24 100,0 Total 24 100,0

Tous les enfants atteints d’une LAM  24/24 (100%) ont présenté une péleur cutanéo

muqueuse (PCM) au diagnostic avec préedominance d une PCM franche 54 %.

Le syndrome tumoral était retrouvé dans 66,7 % des cas, avec la prédominance dela
survenue des adénopathies superficidlles, le syndrome hémorragique dans 45,8 %,
le saignement est essentiellement modére.

9/24 patients ont présenté au moins une infection prouvée sur prélevements

microbiologiques, soit 37,5 %.
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2.2.2.4. Circonstances de découverte des LAM

Les circonstances de découverte (CDD) les plus fréquemment retrouvée dans les LAM
de I'enfant éaient la consultation pour une asthénie dans 33,3 % des cas suivie d'une

fievre dans 25 % des cas ; (voir tableau 53)

Tableau 53 : Circonstances de découverte des LAM

Effectifs Fréquence %
Douleursarticulaire 1 4,2
Adénopathies 2 8,3
Asthénie 8 33,3
Fievre 6 25,0
Fiévre isolée 2 8,3
Syndrome hémorragique 4 16,7
Syndrome tumor al 1 4.2
Total 24 100,0

2.2.2.5. Analyse desdonnées hémato biologique des LAM

Tableau 54: Statistiques des données hémato biologique des LAM

Taux GB | Taux HB Taux blastose blastes dans
G/L o/dl PLQ G/L | sanguine % laMO %
24 24 24 23 24
Total Manquante 0 0 0 1 0
Médiane 19,000 7,550 42,00 43,00 70,00
Ecart-type 103,7228 1,3270 46,358 28,311 25,094
Minimum 1,3 4,7 12 6 20
Maximum 480,0 9,9 200 95 97
25 3,798 7,000 24,75 22,00 42,25
Quartiles 50 19,000 7,550 42,00 43,00 70,00
75 41,750 8,400 73,50 80,00 88,00

- Etude cytologique des LAM : frottis sanguin et médullogramme

Le taux médian de blastes circulants éait 43 %, 1Q: 22-80 %. L’ examen cytologique
des frottis de moelle osseuse a permis d affirmer le diagnostic et de classer les cas de LAM,

en se basant sur les criteres descriptifs dela classification FAB. L’ étude du myéogramme a
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objectivé un taux meédian de blastes de 70 %, 1Q: 42-88 %. Le taux de blastes médullaire a
variéentre 20 % et 97 % ; (voir tableau 54).

Les médianes des blastes médullaires sont statistiquement (p=0,23) identiques pour
les catégories de LAM, par contre, la distribution des blastes médullaires n'est pas
statistiquement identiques entre les catégoriesde LAM. (Test de Kruskal-Walis p=0,023).

Tableau 55: Caractéristiques hémato biologiques des LAM

GB G/L <4 [4-10[ [10-30[ [30-50] | ]50-100] >100 Total
Effectifs 7 3 6 3 1 4 24
Fréquence% | 29,4 12,6 25,2 12,6 4,2 16,8 100%
plag G/L <20 | [20-100] >100 Total
Effectifs 5 16 3 24
Fréquence % 21 67,2 12,6 100%
Hb g/dl <8 [8-10] 110-12] >12 Total
Effectifs 16 8 0 0 24
Fréquence% | 66,6 33,6 0 0 100%

Un tiers des patients enfants atteints de LAM 33,3 % ont un taux de globules
blancs supérieur a30 G/L dont 16,8 % ont untaux > 100G/L.

Concernant le taux de plaquettes 5/24 de nos patients (21%) ont une thrombopénie
sévére <20 G/L. 16/24 patients (66,6%) ont une anémie sévere avec un taux d’'Hb < 8g/dl.

Pas dedifférence significative entre les différents sous type de LAM. P>0,05

Tous les patients ont présenté au moins une anomalie de |I"’hémogramme, une
thrombopénie a été observée dans 21/24 enfants (88,2%) des cas, une anémie dans les 24 cas
de LAM (100%), une hyperleucocytose dans 14/24 cas (58,8 %), une leucopénie dans 7 cas
(29,4 %) et une pancytopénie dans 6 cas /24 (25 %) ; voir tableau 55.

2.2.2.6. Classification cytologique FAB des soustypes de LAM
Trois cas de LAM éaent difficiles a classer par les criteres FAB seul, ils étaient

classés en LAL. L’ éude immunophénotypique a permis de redresser |leur diagnostic.
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Tableau 56: Classification cytologique des LAM selon les critéres du groupe FAB

Effectifs Fréquence %
LAM probable ? 3 12,5
LAM1 3 12,5
LAM2 4 16,7
LAM3 11 45,8
LAM4 1 4,2
LAMS 2 8,3
Total 24 100,0

Prédominance des casde LAM3 type promyélocytaire 11/24 cas soit 45,8 %, dont 2
cas de variantes cytologique ; voir tableau 56.

Aussi, le diagnostic du type de laleucémie aigue n’apas été pose chez trois patients
par I’ éude cytologique seule. C'est |'étude immunophénotypique qui a permis de typer ces
troiscas comme leucémie aigue biphénotypique que nous alons anayser dansle chapitre
des LA biphénotypique.

2.2.2.7. Profil immunophenotypique des LAM
L’immunophénotypage par cytométrie en flux a été réaisé sur 40 préevements

médullaireset 30 prélévements sanguins.

Il existe une variation d expression des margueurs antigéniques, le pourcentage de
patients positifs pour un antigene varie de 0% pour la Glycophorine A et le CD14 car nous
n'avons eu dans notre série aucune LA a érythroblastes, ni de LAMS5 type b monocytaire
mature, a 95,8 % pour le CD33.
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Tableau 57: Fréquence de positivité des anticorps monoclonaux testés avec les cellules

myél oblastiques
HLADR CD34
Effectifs | Pourcentage % Effectifs | Pourcentage %
Négatif 12 50,0 Négatif 10 41,7
Positif 12 50,0 Positif 14 58,3
Tota 24 100,0 Tota 24 100,0
CD33 CD13
Effectifs Pourcentage % Effectifs Pourcentage %
Négatif 1 4,2 Négatif 6 25,0
Positif 23 95,8 Positif 18 75,0
Tota 24 100,0 Tota 24 100,0
MPO CD117
Effectifs Pourcentage% Effectifs | Pourcentage %
Négatif 3 12,5 Négatif 7 29,2
Positif 21 87,5 Positif 17 70,8
Total 24 100,0 Tota 24 100,0
CD64 CD14
Effectifs Pourcentage%o Effectifs Pourcentage %
Négatif 4 16,7 Négatif 24 100,0
Positif 20 83,3
Tota 24 100,0
CD38 CD15
Effectifs Pourcentage % Effectifs Pourcentage %
NT 4 16,7 NT 5 20,8
Négatif 2 8,3 Négatif 15 62,5
Positif 18 75,0 Positif 4 16,7
Total 24 100,0 Tota 24 100,0
CD42 CD41
Effectifs | Pourcentage % Effectifs | Pourcentage %
Négatif 21 87,5 Négatif 21 87,5
Positif 2 8,3 Positif 2 8,3
Total 24 100,0 Tota 24 100,0
CD61
Effectifs Pourcentage %
Négatif 22 91,7
Positif 2 8,3
Total 24 100,0

- Fréquence d’expression des marqueurs de surface et intracytoplasmique testés
sur lescellulesblastiques dans les LAM

Prédominance d’ expression des marqueurs de la lignée myéloides : CD33 (95,8 %),

MPO (87,5%), CD13 (75%) et le CD117 (70,8%). Les marqueurs d immaturité HLADR, et

177



Résultats enfants

CD34 sont présents dans respectivement 50 % et 58,3% des cas. Le CD38 un marqueur de

prolifération est fortement exprimé (90%) ;(voir figure 62).
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Figure 62: Expression des marqueurs myéloides et d immaturité dans les LAM

- Coexpression des antigenes lymphoides et myéloides aberrants dans les sous
types de LAM

Une co-expression aberrante d'antigénes de lignées cellulaires différentes a été

retrouvée sur les cellules blastiques des LAM de I’ enfant, il s agit des LAIP detypeinfidélité

de lignée. La fréquence d’expression pour chague marqueur est déterminée en fonction du

nombre de cas testés; (voir tableau 58).

La coexpression d’ antigénes lymphoide delignée B et T est retrouvée dans 12/24 cas

de LAM (37,2 %), I'antigéne de lalignée T le plus exprimé est le CD7 : 20,8 % des cas suivi

par I'Ag CD2 a 12,5 % avec une surexpression pour les deux Ag. Pour la lignée B on

retrouve |'antigene CD19 coéxpriméa4,16 % ; (voir tableau 58).
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Tableau 58: Coexpression d'antigenes aberrants dansles LAM

Nombre cas
LAM/FAB

Ag

aberrants

Cbh2 | CD7

CD36 | CDTdt

CD19

CD56

LAMO

0

LAM1

LAM?2

LAM3

LAM4

LAMS5

LAMY

Wl O O A W N

= O] O] N O] Ol O
= O O N| | k| O

= O] O] O] O] ol ©
o O] O] O] O +»r| O
ol O] O] O] | O

ol O] O] O] | O O

testés

Nombre cas

Fréquence %

12,5 | 20,83

4,16 4,16 4,16

4,16

2.2.2.8. Exemples de cas discordants entre le diagnostic cytologique du FAB et
I'immunophénotypage des LAM

Tableau 59 : Diagnostic final des cas discordants

N°: Patient Cytpchlmleau Résultat de Diagnostic final
A noir soudan FAB s .
sexel/age (NS) I’immunophénotypage par CMF
Dr-, CD34+, CD38+,
1 CDA41+,CD42+,CD61+, LAM7
féminin/8ans Douteux LAM/LAL ? | MPO-, CD117+ ,CD64+, LAM méga
CD13-,CD14- ,CD33+, caryoblastique
CD15-
Dr-, CD34+, CD38+,
CD41+, CD42 +, LAM7
2 masculin/3ans Douteux LAM/LAL ? | CD61+, MPO-, CD117+, LAM méga
CD64-, CD13-, CD14-, caryoblastique
CD33+, CD15-
Dr+, CD34+, CD38+, LAMO
3 CD33+, CD41-, CD42-, LAM a
féminin/lan Douteux LAM/LAL ? | CD61-, CD117+, MPO-, dlffér.er)tlatlon
CD13-, CD64-, CD14-, minime
CD15-

179




Résultats enfants

L’ immunophénotypage par CMF nous a permis de redresser |e diagnostic des cas de

LAM difficiles aclasser par |’ étude cytol ogique uniquement ; (voir tableau 59).

2.3. Leucémies aigues biphénotypiques

Tableau 60 : Caractéristiques cliniques et biologiques des LA biphénotypiques

Syndrome _ . GB | Hb | Plg | Blastes Blastes
N°Pati tAge/Sexe PCM Fiévre | infection CDD
atien Tumoral G/L | g/dl | G/L | Sang% MO %
] Douleurs
1 3ans/m | Franche | Présent | Absente| Absente o 12 | 6,6 | 19 36 34
articulaires
) ) Syndrome
2 7andf | Franche | Present | Présente Absente| _ 157 | 7,2 | 17 94 100
hémorragique
3 3ang/f | Discréte | Présent | Présente| Absente [Fiévreassociée| 48 | 11,7 | 21 82 70

Tableau 61: Caractéristiques immunophénotypiques des LA biphénotypiques

NO
FAB Résultat del’immunophénotypage Diagnostic final par CMF
Patient
LAM probable DR+, CD34+, MPO+, CD33+, CD13+, CD117+ o _
1 LA biphénotypique LAM/B
NS non concluant CD13+, CD19+, CD79a+
DR-,CD34+,MPO-,CD33+, CD13+,

2 LALZ2 probable NS CD117+,CD64+,CD79a-, CD19- LA biphénotypique LAM/T
,CD3cyt+,CD3s-,CD2-,CD5+,CD7+
DR+,CD34+,MPO+,CCD38+,CD117-

LAM probable . .
3 ,CD33+,CD13+,CD3cyt -,CD3s-, CD7- LA biphénotypique LAM/B
NS non concluant _
,CD19+,CD79a-, Tdt+, Chaine mu cyt +

3/70 leucémie aigue de I'enfant (4,28%) sont des LA biphénotypiques dont le
diagnostic a été confirmé par CMF. Les trois cas de LA biphénotypiques sont & coexpression
myéloide et lymphoide B ou T; (voir tableau 61).
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2.3. Etudedelasurvieglobale en fonction des facteurs pronostiques

Dans ce chapitre, nous avonsinclus les patients enfants dont I’age avarié de 7 moisa
15 ans ayant recu des traitements spécifiques de chimiothérapie dés la phase d’'induction,

regroupés dans les protocol es suivants :
Lescasde LAM ont ététraités par le protocole ELAM 2002

Les casde LAL ont éé traités par le protocole EORTC 2000

Cependant, les enfants dont |I'ége a varié de 15,5 a 18 ans ont été inclus dans les

protocol es adultes de chimiothérapie.

2.3.1. Fréguence des facteurs pronostique liés au patient et ala LA dansles

LAM et LAL

Tableau 62: Fréquence des facteurs pronostique liés au patienteta la LA dansles

LAM et LAL
LAM (N°=24) LAL (N°=43) Tests statistiques
Effectifs | % | Effectifs | % Chi2 p
Sexe masculin 13 54,2 21 49 0,17 0,67
Age=>10ans 14 58,3 14 32,5 4,21 0,04
Age<lan 2 8,3 2 4.6 / 0,9
GB > 50G/L S 21 14/42 33 1,16 0,3
Syndrome tumoral 16 66,6 36 84 2,6 0,1

2.3.2. Survie globale en fonction desfacteurs pronostiques liesalaLA

2.3.2.1. Survieglobaleen fonction du typedelaLA
Tableau 63: Survie globale en fonction du type de la LA

Total | N*®de décgs| % [N vvet PV| % |N”®VV|% desurvie
LAM | 24 17 71 7 202 | 5/24 20
LAL 43 20 46,5 23 53,5 | 14/43 325
Global | 67 37 55,2 30 448 | 19 /

Le déla moyen desurvie est de 23 mois pour les LAM avec un IC a95%

[10,5-35] versus 45 mois pour lesLAL avec IC a95 % [34-56] ;(voir tableau 63).
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En terme de médiane, le taux médian de survie est de 13 mois pour les enfants

atteints de LAM avec IC a 95 % [7-19] versus 52 mois pour ceux atteints de LAL avec

IC 295 % [23-80]. La comparaison des survies au test de Log Rank montre une différence

statistiquement significative, p=0,04 pour un khi2 = 4,22 ; (voir figure 63).
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]
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Figure 63: Courbe de survie globale en fonction du type de la LA : LAM/LAL

2.3.2.2. Probabilité de survie globale en fonction du type immunologique des LAL

Tableau 64: Survieglobale enfonction du typeimmunologiquedes LAL: LALB/LALT

] n N""® (VV) et _
Total despatientsN”"®de décés| % % |Taux desurvie %
EGIL PV)
LALB 33 14 42,4 19 57,6 48,5
LALT 10 6 60 4 40 20,8
Global 43 20 46,5 23 53,5 /
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Figure 64: Courbe de survie globale en fonction du type immunologiquedes LAL : LALB/LALT

Le déla moyen de survie est de 48 mois pour les LAL B avec un IC a 95%
[36-61] versus 34 moispour lesLAL T avec IC a95 % [11-58] p=0,4 pour un khi2=0,6;
(voir figure 64). Le taux de survie globale est meilleur dans les LALB (48,5) versus
LALT (20,8%) ; (voir tableau 64).

2.3.2.3. Probabilité de survie globale en fonction de I’age, du sexe, du syndrome

tumoral, et du taux de globules blancs au diagnostic

- CASDES LAL

Tableau 65 : Survieglobale en fonction de I'age, du sexe, du syndrome tumoral, et du
taux de globules blancs au diagnostic dans les LAL

Nombrede % NombredeVV et %
Grouped’age | Total . . % _
déces Déces PV Survie
> 10ans 14 9 64,3 5 36 222
<10ans 29 11 38 18 62 40,4
Global 43 20 46,5 23 53,5 /
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Nombrede % NombredeVV et _
Sexe Total % | %Survie
déces Déces PV
Féminin 22 6 27,2 16 72 45
Masculin 21 14 66,6 7 33 29
Global 43 20 46,5 23 53 /
Syndrome Nombrede ~_ | NombredeVV et %
Total % Déces % .
tumoral déces PV Survie
Absent 7 3 43 4 57 50
Présent 36 17 47 19 53 33
Global 43 20 46,5 23 53,5 /
Nombrede . | NombredeVV et %
TauxdeGB | Total % Déces % _
déces PV Survie
<50G/L 27 10 37 17 63 41
>50G/L 15 10 66,6 5 33 27
Global 42 20 47,6 22 52 /
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Figure65: LAL del’enfant - Courbe de survie globale enfonction de I'age
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- Les enfants atteints de LAL dont|’ége est > 10 ansont un déla moyen de survie
de 11,7 mois 1Ca95 % [6-17,5] versus 54 mois pour les patients dont I’ &ge est < 10 ans
IC 295 % [42-66], avec un taux de survie meilleure (40%) ; (voir tableau 65).

- Letest de comparaison au Log Rank montre une différence de survie statistiquement

significative en fonction de I’ &ge, p=0,007 pour un Khi-2=7,3; (voir figure 65).

- Le déla moyen de survie est de 24 mois pour les patients de sexe masculin IC a
95% [13-35] , versus 61 mois pour lespatients de sexeféminin 1C a95% [48-74], avec
un meilleur taux de survie (45%) ; (voir tableau 65). Le test de comparaison au Log

Rank retrouve un p = 0,003 pour un Khi2=9; (voir figure 66).
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Figure66: LAL del’enfant - Courbe de survie globale en fonction du sexe
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- Le déla moyen de survie pour les patients avec syndrome tumoral est de 46 mois
IC a95% [34-58], versus 26 mois en absence du syndrome tumoral IC a 95 % [11-41].
La différence des ddlais de survie n'est pas statistiquement significative p=0,9;

(voir figure 67).
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Figure67: LAL de I’enfant -Courbe de survie globale en fonction dela présence
ou non du syndrome tumoral

- Concernant le délai moyen de survie des enfants atteints de LAL en fonction du taux de
GB, il est nettement meilleur chez les patients avec un taux de GB< 50G/L 55 moais, IC
a95 % [42-68] versus 11 mois pour les patients avec un taux de GB >50 G/L 1C a95 %
[6-17] p=0,005 pour un Khi-2=8; (voir figure 68).
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187



Résultats enfants

- CAS DES LAM

Tableau 66: Survie globale enfonction del’ &ge, du sexe, du syndrome tumoral, et du taux
de globules blancs au diagnostic dans les LAM

Groupes Nombre Nombrede _
Total . % Déces % % Survie
d’ age de décés VV et PV
>10ans 13 8 61,5 5 38,5 23
<10ans 11 7 63,6 4 36 22
Global 24 15 62,5 9 37,5 /
Nombre de o Nombrede .
Sexe Total o % Déces % % Survie
déces VV et PV
Féeminin 11 8 72,7 3 27 17
Masculin 13 7 54 6 46 27,4
Global 24 15 62,5 9 37 /
Groupes Nombre de . Nombrede _
Total . % Déces % % Survie
de GB déces VV et PV
<50G/L 18 10 55,5 8 44,4 33
>50G/L 6 5 83,3 1 16,7 21
Global 24 15 62,5 9 37,5 /
Syndrome Nombrede o Nombrede .
Total o % Déces % % Survie
tumoral déces VV et PV
Absent 9 5 4 44,4 23
Présent 15 10 5 33,3 42
Global 24 15 9 37,5 /

- Le déla moyen de survie est presque identique entre les deux groupes de patients : il
est de 24 mois pour les patients dont I’age est > 10 ans IC a 95 % [6-43] et de 23 mois
pour les patients dont |’ &ge est <10 ans avec IC a 95 % [7,5-38]. Le test de comparaison

au Log Rank retrouve un p=0,7 pour un Khi2=0,11.

- Ledéda moyen de survie est de 28 mois pour les patients de sexe masculin 1C a 95%

[7-49], versus 22 mois pour les patients de sexe féminin IC [5-39]. Le test de comparaison
au Log Rank retrouve un p=0,8 pour un Khi2=0,07.
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- Le déla moyen de survie pour les patients ayant présenté un syndrome tumoral, est de
13 mois, IC a 95% [7-19], versus 36 mois en absence du syndrome tumoral IC a 95 %
[12-60].

- La survie est nettement meilleure chez les enfants sans syndrome tumoral au
diagnostic malgré un P=0,4.

- Le déla moyen de survie est de 32 mois pour les patients dont le taux de
GB< 50G/L IC 295 % [15-50], versus 8 mois uniquement pour les patients avec un taux
deGB >50G/L IC a95% [1-17] ; (voir figure 69).

- La différence desurvie est nettement significative malgré p=0,1.

Lestaux de survie globlale pour ces différents paramétres sont résumés dans | e tableau 66.
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Figure69: LAM del’ enfant- Courbe de survie globale en fonction du taux de globules blancs
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2.3.3. Valeur
dans les LA

pronostique des différents marqueurs immunologiques exprimes

2.3.3.1. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques dans les LAL
- Casdes LALT

Tableau 67: LAL T de I'enfant — Taux du déces et de survie globale en fonction de

I’expression ou non desAg leucocytaires de surface

Nombrede % Nombre VV et %
HLADR | Total % .
déces Déces PV Survie
NEGATIF 3 43 4 57 44
POSITIF 3 3 100 0 0,0 0
Global 10 6 60 4 40 /
Nombrede % Nombre VV et %
CD34 Total % _
déces Déces PV Survie
NEGATIF 8 5 62,5 3 37,5 214
POSITIF 2 1 50 1 50 50
Global 10 6 60 4 40 /
Nombrede % Nombre VYV et %
CD3s Total %
déces Déces PV Survie
NEGATIF 4 3 75 1 25 25
POSITIF 3 50 3 50 33
Global 10 6 60 4 40 /
Nombrede % NombreVV et %
CD2 Total % .
déces Déces PV Survie
NEGATIF 3 1 33 2 67 67
POSITIF 7 5 71 2 29 17
Global 10 6 60 4 40 /
Nombrede % Nombre VYV et %
CcD8 Total % .
déces Déces PV Survie
NEGATIF 4 3 75 25 0
POSITIF 5 40 60 60
Global 9 5 55 4 44 /
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Tableau 68: LAL T enfants— Délai moyen et taux de survie globale en fonction de

I’expression ou non des Ag leucocytaires de surface

Délai moyen Taux desurvie _
Parametre _ _ IC a95% Khi-2 p
de survie en mois %
HLADR+ 4 0,8-6,5 0,0
2,4 0,1
HLADR- 38,5 8-69 44,4
CD34+ 35 0-82 50
0,15 0,7
CD34- 22 0-46 21,4
CD3st+ 28,6 0-61 33
0,15 0,7
CD3s- 20 0-48 25
CD2+ 5 0,7-9 17
45 | 0,03
CD2- 57 24-90 67
CD8+ 49 17-80 60
2,7 0,01
CD8- 6 0-16 0

Les patients enfants LALT CD8+ ont une meilleure survie que les groupes CD8- avec
une signification statistiqgue p=0,01. De méme les patients CD2- ont une survie nettement
meilleure que les patients CD2+ (p=0,03) ;(voir tableau 67 et 68).

Pour

ladifference de survierestelégére et non statistiqguement significative.

les autres groupes antigéniques (HLADR+et-, CD34+et- et CD3stet-)

Les courbes de survie globale de Kaplan Mayer en fonction de |’ expression ou non
des Ag leucocytaires de surface dansles LALT de |’ enfant sont illustrées dans la figure 70.
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- CasdesLAL B

Tableau 69: LAL B del’enfant — Taux du décés et de survie globaleen fonction de
I’expression ou non desAg leucocytaires de surface et intracytoplasmiques

HLADR | Total | 'Nombrede | % | Nombre VViet | o, | o g vie
déces Déces PV
NEGATIF 5 2 40 3 60 60
POSITIF 27 12 43 15 56 40
Global 32 14 42 18 56 /
cp3a | Total | Nombrede | % | Nombre VViet | o | o g yie
déces Déces PV
NEGATIF 17 10 59 7 41 33
POSITIF 16 4 25 12 75 75
Global 33 14 42 19 58 /
CD22cyt Total No:jn,br\ede % NombreVV e % % Survie
éces Décés PV
NEGATIF 17 8 47 9 53 47
POSITIF 14 4 29 10 71 70
Global 31 12 39 19 61 /
cD22s | Total | Nombrede |- % Nombre VV et % | % Survie
décés Déces PV
NEGATIF 5 2 40 3 60 60
POSITIF 12 5 42 7 58 58
Global 17 7 41 10 59 /
Chaine Total Nom,br\ede % NombreVV et % % Survie
mu cyt deces Déces PV
NEGATIF 15 4 26,6 11 73 64
POSITIF 14 7 50 7 50 50
Global 29 11 38 18 62 /
Tdt Total | Nombrede | % | NombreVViet | o | o g e
déces Déces PV
NEGATIF 13 6 46 7 54 54
POSITIF 6 2 33 4 67 67
Global 19 8 42 11 58 /
CD20 | Total Noa“étézde DZ?;&; NombreVV e PV | % | % Survie
NEGATIF 19 6 32 13 68 59
POSITIF 6 4 67 2 33 33
Global 25 10 40 15 60 /

Les antigenes spécifiques de la lignée lymphoide B et exprimés au stade précoce de
lalymphopoiese B : CD19, CD79aet I'’Ag Calaou le CD10 étaient exprime respectivement
dans 100 % des cas en fonction du nombre de cas testés et 32 cas /33 soit 97% pour le CD10.

193




Résultats enfants

Tableau 70 : LAL B del’enfant — Délai moyen et taux desurvie globle enfonction de
I’expression ou non des Ag leucocytaires de surface et intracytoplasmiques

Déai moyen Taux desurvie .
Parametre _ | 1C a9%5% Khi-2| p
de survie en mois %
HLADR+ 35 26-44,5 40
0,34 | 0,56
HLADR- 57 30-84 60
CD34+ 45 34-57 75
2,83 | 0,09
CD34- 38 21-55 33
CD22cyt+ 39 27-51 70
045 | 05
CD22cyt- 47 29-64 47
CD22s+ 30 18-42 58
0,0 | 0,98
CD22s- 33 10-55 60
Chaine mucyt+ 31 18-45 50
. 2,73 | 0,1
Chaine mucyt- 61 45-77 64
Tdt + 19 11-27 67
025 | 0,6
Tdt - 31 17-44,5 54
CD20+ 14 5-23 33
2,96 | 0,08
CD20- 45 34-57 59

Les taux de survie globlae et délais moyens de survie, en fonction de
I’expresson ou non des Ag leucocytaires de surface et intracytoplasmiques, sont
rapportés respectivement dans les tableaux 69 et 70.

Certaines courbes de survie globale de Kaplan Meyer en fonction de
I’expression ou non des Ag leucocytaires de surface et intracytoplasmique dansles LALB de

I’enfant, sont représentées dans la figure 71.
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Figure 71: Courbes de survie globale en fonction de |’expression ou non des Ag

leucocytaires de surface et intracytoplasmique dans les LALB
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2.3.4. Survie globale des LALB avec expression desantigenes myéloides associées
(LAL/My+) et sans expression d’antigénes myéloides (LAL B /My-)

Tableau 71: Survie globale desLALB de I’enfant avec expression des antigenes
myél oides associées (LALB/My+) et sans expression d' antigenes myéloides(LAL B /My-).

LALB et
coexpression
Nombrede % Nombre VV et _
d' Ag Total % % Survie
déces Décés PV
aberrants
myéloides
LALB My+ 8 6 75 2 25 19
LALB My- 23 7 30 16 70 70
Global 31 13 42 18 58 /

Le déla moyen de survie pour les casde LAL B My+ est de 28 mois pour un IC a
95% [10-45], versus 58 mois pour les LALB My- avec un IC a 95 % [11-41]. La
différence des délais de survie globale est statistiguement significative (p=0,05 pour un
Khi-2=3,7) ; (voir figure 72).

Comparaison LAL My+/LAL My-
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Figure 72: Courbe de survie globale des LAL B del’enfant en fonction de |’ expression ou non des Ag
myéloides (LALB /My+/ LAL B /My-)
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2.3.4.1. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques de surface dans
les LAM

Letableau 72 résume le nombre de sujetsinclus jusgu'a lafin du suivi ou de I’ éude,
la fréquence de I’ événement survenu (déces) et des non événements (vivants et perdues de

vues) en fonction de I’ expression ou non des Ag leucocytaires de surface.

Tableau 72: LAM de I’enfant — Taux du décés et de survie globale en fonction de
I’ expression ou non des Ag leucocytaires de surface

HLADR | Total | Nombrededéces | % Déces | Nombre VV et PV | % | % Survie
NEGATIF | 12 7 58,3 5 42 34,3
POSITIF 12 10 83,3 2 17 18,3
Global 24 17 71 7 29 /
CD34 Total | Nombrededécés | % Déces | Nombre VV et PV | % | % Survie
NEGATIF | 10 5 50 5 50 45
POSITIF 14 12 86 2 14 15,6
Global 24 17 71 7 29 /
CD117 | Total | Nombrededéces | % Décés | NombreVV et PV | % | % Survie
NEGATIF 7 4 57 3 43 29
POSITIF 17 13 76 4 23 17
Global 24 17 71 7 29 /
CD13 Total | Nombrededéces | % Déces | NombreVV et PV | % | % Survie
NEGATIF 6 6 100 0 0,0 0,0
POSITIF 18 11 61 7 39 30,1
Global 24 17 71 7 29 /
CD15 Total | Nombrededéces | % Décés | NombreVV et PV | % | % Survie
NEGATIF | 15 10 66,6 5 33 14,1
POSITIF 4 4 100 0 0 0
Global 19 14 73,6 5 26 /
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Tableau 73 : LAM enfants- Délai moyen de survie globale en fonction I’'expression
ou non desAg leucocytaires de surface

Délai moyen _
Parametre _ ~|1IC a9%% | Khi-2| p
de survie en mois
HLADR+ 11 5-17
1,33 | 0,2
HLADR- 32 11,5-53
CD34+ 11 6-16
235 | 01
CD34- 39 16-63
CD117+ 21 8-34
0,006 | 0,9
CD117- 28 0-57
CD13+ 29 13-46
08 | 04
CD13- 11 4-18
CD15+ 6 0-15
43 | 0,04
CD15 18 7-30

Chez les patients atteints de LAM : une MPOcyt positive avec expression du CD33
et du CD13 estun critere d appartenance vers lalignée myéoide, la positivité de la MPOcyt
et celui du CD33 de nos patients était de 87,5% (21 cas +/24), 96% ( 23 cas +/24) et de
75% pour le CD13 (18cas +/24).

Le CD38 marqueur de prolifération des cellules blastiques était négatif chez 2/20 cas
enfants LAM (10 %) et positifs chez 18/20 cas (90 %).

L’inégalité dans la distribution de ces marqueurs rend difficile la comparaison des groupes
positifs et négatifs. Seuls la comparaison des groupes de patients CD15+ versus CD15- a
montré une différence statistiquement significative en  terme de taux de survie
(voir tableau 72) et en délai moyen de survie (voir tableau 73).

Les courbes de survie globae de Kaplan Meyer et la comparaison des groupes d antigénes

négatifs et positifs au test de Log Rank ou son équivalent sur SPSS, sont illustrés dans la
figure 73.
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Figure 73 : LAM del’ enfant- Courbes de survie globale en fonction de
I’ expression ou non des Ag leucocytaires de surface
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Etude delaconcordance entreletypage FAB et immunologiques des leucémies aigues

3. Description cytologique FAB et immunologique desLA

3.1. Classification des soustypes de LAM selon lescritéres cytomorphologiques
du FAB

Tableau 74: Répartition des soustype de LAM selon FAB

Sous typedeLAM _ ]
dlon FAB Effectifs Fréguence %

M1 17 11,7

M2 36 25

M3 32 22
M4 28 19,3

M5 20 14

.~ LAMDC 12 83
Total 145 100

30

25

20

15
10
| 1
0

LAM1 LAM2 LAM3 LAM4 LAM5 LAMDC

% Fréquence des sous
typesde LAM selon le FAB

Figure 74: Répartition des soustype de LAM selon FAB

3.2. Etude cytomor phologique du frottis de sang périphérique des soustypes de LAM
selon la classification FAB

Nous présentons dans le tableau les @éments analysés sur frottis sanguin en
établissant une moyenne du % pour chague élément et dans chague soustype de LAM.
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Tableau 75: Equilibre leucocytaire sur frottis de sang périphérique selon les sous types de

LAM
Soustypes de LAM % % % % % %
selon FAB blastes | PNN PNE PNB | Lymphocytes | Monocytes
M1 84 6 1 0 9 0
M2 65 15 1 0 11 8
M3 78 16 1 1 4
M4 68 8 2 0 15
M5a 75 2 0 0 3 20
LAM DC 70 10 0 0 15 5
100% I I 1 B
0% 5= I I I
80% - I
0% =% Monocytes
60% = % Lymphocytes
50% =% PNB
40% =% PNE
30% =% PNN
20% E% Moyen du taux de blastes
10%
0%
M1 M2 M3 M4 M5a LAM DC

Figure 75: Equilibre leucocytaire sur frottis de sang périphérique selon les sous types de LAM

3.3. Etude cytomorphologique au frottis médullaire des sous types de LAM selon la
classification FAB

Tableau 76: Fréquence des é éments médullaires selon les sous types de LAM

Soustypesde % % % % %
LAM selon FAB | blastes | Granuleux | Erythroblastes | Monocytes | Lymphocytes

M1 72 8 10 2 8

M2 61 14 6 10 9

M3 68 14 9 5 4
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M4 69 8 1 13 9
M5a 88 2 0 10 0
LAM DC 69 10 2 5 14
100% .
90% : I [ _J [

80%
70%

30%
20%
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0%

[
[
I
=% Lymphocytes
® % Monocytes
% Erythroblastes
® % Granuleux

|
60% I
50%
40%
E% cellules blastiques
M1 M2

M3 M4 M 5a LAM
DC

Figure 76: Répartition des éléments médullaires selon les sous types de LAM

3.4. Répartition des cas de LAM sdlon le degré de positivité de la coloration
cytochimique au noir soudan

L' éude morphologique (frottis sanguin et frottis médullaire) complétée par la
coloration cytochimique au noir soudan a permis d’'établir une classification concluante

des soustypesde LAM dans 72,4 % des cas de notre série d’ étude ; (voir figure 77).
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Négatif ; 4
%

Coloration au noir soudan desLAM

Figure 77: Degré de positivité du noir soudan dansles LAM

3.5. Classification immunophénotypique des cas de LAM difficiles & classer et
redressement diagnostic

Tableau 77: Classification finale des sous typesde LAM aprés immunophénotypage

Sou;tg’r?eEdglLLAM Effectifs | Fréquence%

MO 3 2

M1 19 13

M2 37 255

M3 2 22

M4 30 207

M5 20 14

M7 3 2
LApCD 1 0.7
Total 145 100
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3.6. Fréquence d’expression des marqueurs antigéniques en fonction des sous

types

de LAM

3.6.1. Fréguence d’expression desantigenesleucocytaires danslesLAMO
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Figure 78: Fréguence d’ expression des antigenes leucocytaires dans les LAMO

3.6.2. Fréquence d'expression des antigenes leucocytaires dans les LAM1
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Figure 79: Fréquence d’ expression des antigenes leucocytaires dansles LAM1
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3.6.3. Fréquence d’expression des antigenes leucocytaires dans les LAM2
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Figure 80 : Fréquence d’expression des antigenes leucocytaires dans les LAM2

3.6.4. Fréquence d’expression des antigenes leucocytaires dans les LAM3

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

LAM3 selon FAB

- 0

S TS

X o
G Q N
c?&v o

\

o > Q
o QQ@Q\QQQQQQQQQO

Figure 81: Fréquence d expression des antigenes leucocytaires dans lesLAM3
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3.6.5. Fréquence d'expression des antigenes leucocytaires dans les LAM4
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Figure 82: Fréquence d' expression des antigenes leucocytaires dans les LAM4

3.6.6. Fréquence d’expression des antigenes leucocytaires dans les LAM5
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Figure 83: Fréquence d’ expression des antigénes leucocytaires dans les LAM5
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3.6.7. Fréquence d’'expression des antigenes leucocytaires dans les LAM7
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Figure 84: Fréguence d’expression des antigenes leucocytaires dans les LAM7

3.7. Etude de la concordance entre la classification cytologigue FAB et
immunologique des LAM selon EGIL

Pour les études de concordance entre la classification FAB et immunophénotypiques
des sous types de LAM, nous avons analysé 145 cas de LAM (dont 24 enfants soit 16,5 % et
121 adultes soit 83%), chez qui la réactivité de certains anticorps monoclonaux a été testé sur

les cellules blastiques.

Tableau 78: Tableau croisé entre la classification cytomorphologique du FAB et
immunophénotypique des LAM

LAM : 145 Immunophénotypage Khi-2| P | % Concordance
Cytologie - FAB | concordant | non concordant
concordant 126 7 765 | 0,000 91 %
non concordant 12 0 Kappa = 0,69

Un pourcentage de concordance a été calculé avec la mesure de la vaeur du
coefficient Kappa de Cohen (K) qui a démontré un accord fort (voir tableau 78) entre

I'étude cytomorphologique du FAB et immunophénotypique des LAM.
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Le % de concordance est de 91 % pour un K =0,69.

Cet accord est statistiquement significatif entre les deux types de classification :
p= 0,000 (Khi-2=765).

3.8. Taux de concordance entre I'immunophénotypage selon EGIL et |la classification
cytologique FAB des sous types de LAM

Tableau 79: Taux de concordance entre |I’immunophénotypage et |a classification

cytologique FAB des soustypes de LAM

LAM1 | mmunophénotypage % Concordance
Cytologie-FAB | concordant | non concordant
concordant 15 2 79 %
non concordant 4 0
LAM2 Immunophénotypage % Concordance
Cytologie-FAB | concordant | non concordant
concordant 32 4 86 %
non concordant 5 0
LAM3 | mmunophénotypage % Concordance
Cytologie - FAB | concordant | non concordant
concordant 31 1 97%
non concordant 1 0
LAMA4 | mmunophénotypage % Concor dance
Cytologie- FAB | concordant | non concordant
concordant 28 0 93%
non concordant 2 0
LAM5 | mmunophénotypage % Concordance
Cytologie - FAB | Concordant | Non concordant
concordant 20 0 100%
Non concordant 0 0
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Tableau 80: Comparaison des résultats de la classification des sous type de LAM : FAB

versus immunophénotypage

LAM / Immunophénotypage

M1 M2 M3 M4 M5 MO M7 | LAPDC

LAMDC 1 3 1 0 0 3 3 1

LAM1 15 2 0 0 0 0 0

LAM LAM2 2 32 2 0 0 0 0
Cytologie LAM3 1 0 31 0 0 0 0 0
FAB LAM4 0 0 0 28 0 0 0 0
LAMS5 0 0 0 0 20 0 0 0

Total: 145 | 19 | 37 | 32 | 30 | 20 3 3 1

% Concordancel 79% | 86% | 97% | 93% | 100 %

3.9. Confrontation entreletypage cytologique FAB et immunophenotypique dansle
diagnosticdes LAB versus LAL et LAM

Sur la seule classification cytomorphologique du FAB, nous avons retrouvé 84
patients atteints de LAL dont 44 enfants soit 52,4 % et 40 adultes soit 47,6 %. Et 150 cas
de LAM dont 26 enfants soit 17.3 % et 124 adultes soit 82.6 % ;(voir tableau 81).

L’ é&ude immunophenotypique nous a permis de redresser le diagnostic ; Sept (07 cas)

deLA B ont éé retrouvés dont 03 cas chez I’ enfant et 04 cas chez |’ adulte.

Tableau 81: Tableaux croisés: cytologie FAB versus immunophénotypage pour le
typage des LAB

Cytologie-FAB | mmunophénotypage % Concordance
LAL : 84 cas Concordant non Concordant
Concordant LAL : 82 LAB:2 97,6%
Non concordant 2 0
LAM : 150 cas Concordant Non concordant
Concordant LAM : 145 LAB:5 96.6 %
Non concordant 5 0

On constate un redressement de 58 % LAL vs LAB e LAM vs LAB.
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Discussion

Notre éude a recenseé 234 cas de LA nouvellement diagnostiqués au CHU de Tizi-
Ouzou sur 5ans. Sur I'ensemble des LA recensées 145/234 cas (62 %) sont de lignée
myéloide et 82/234 cas (35 %) sont de lignée lymphoide. Cependant, 7/234 cas (3%) sont de

phénotype mixte.

- Données cliniques et cytologiques de |'adulte

Chez les patients adultes de plus de 18 ans, les LAM représentent 74 % (121/164
cas) des LA. Ces proportions concordent a celles décrites dans la littérature ou les LAM
représentent 75 a 80 % des LA chez I’adulte [153, 143]. L’age moyen des patients atteints
de LAM dans notre éude est de 47,5 ans. Cependant, la plupart des autres études
épidémiologiques observent une médiane d’'&ge des LAMplus éevée, établie autour de 65
ans [143]. Aux Etats-Unis, la médiane d'&ge est de 67 ans [153]. L’équipe de X. Troussard
sur I'incidence des hémopathies malignes en Basse — Normandie France rapporte un age
moyen des LAM de 63 ans[137].

Plus de lamoitié des patientsadultes LAM ont un &ge > 45ans. Parmi le groupe de
LAM recensées, on retrouve une |égére prédominance féminine (rapport H/F = 0,89).

Selon la classification FAB, nous avons colligé 39/164 cas de LAL chez les adultes
(24 %) avec un &ge moyen de 39 ans et une tranche d &ge majoritaire de [19- 45 ang),
28 patients (72 %) ont moins de 45 ans;le sex ratio H/F = 1,78 une prédominance
masculine est constatée.

Cette prédominance masculine ainsi que la tranche d’'&ge dans le groupe des LAL
adultes est comparable al’étude de X.Troussard en France [137].

Sur le plan clinique, un syndrome tumoral est décrit dans 33 % des cas au diagnostic.
Ceci est révelé fréqguemment par des adénopathies superficielles. Il a é&é démontré que ces

manifestations sont plus communes dansles LAL queles LAM [154].

Comme indiqué classiquement dans la littérature, nous avons retrouvé chez nos
patients adultes atteints d'une LAM au moins une anomalie de |I’hémogramme, une
thrombopénie a été observée dans 94,17 % des cas, une anémie dans 98,33 %, une
hyperleucocytose dans 69,98 % des cas, une leucopénie dans 16,66 % et une
pancytopénie dans 77,5 % [ 155, 156].
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La répartition des cas de LAM de I’ adulte selon laclassification FAB est comparable
aux données publiées. Dans notre étude, les M2 et M4 représentent la majorité avec des taux
respectifs de 26%et de 22 %, suivies des M3 (17,4 %) et M5 (15%).

Les différentes séries publiées rapportent une proportion de M2 variant de 10 a 40 %
des LAM [157,158]. Les précédentes publications mentionnent une plus faible proportion de
M5 que celle observée dans notre série. La leucémie aigué promyélocytaire ou M3 est
présente dans 11,6 % des cas de LAM diagnostiqués au CHU de Tizi Ouzou, ce qui est 2 fois
plus élevée avec ce qui a éé rapporté dans la littérature [133,159]. La LAM7 est trés rare,
elle représente environ 2 % des LAM [157]. Nous avons recensé un cas de M7, le

diagnostique aétéposé a |I'immunophénotypage par CMF.

Cependant, I’immunophénotypage a permis de sous typer 9 % des cas de LAM qui
n'ont pas été classée a la seule étude cytomorphologique de FAB, ceci nous a permis le
diagnostic d'un cas de LAM7 et de 2 cas de LAM sans maturation ou LAMO et un cas de
LpDC, des entités qui restent rares.

Sur les 39 cas de LAL colligéschez I'adulte lafréquence des sous types FAB est
la suivante :15 cas de LAL1 soit 38,46 % , 21 cas de LAL2 soit 53,84 % et 3 cas LAL3
soit 8 %. Plus de lamoitiée des cas sont des LAL type2.

Dans une étude antérieure a Alger [135], il a été retrouvé sur 43 patients adultes
LAL, 30casde LALZ2(70%) ,7 casde LAL1 (16%) et 6 cas de LAL3 (14%).

- Données cliniques et cytologiques de I'enfant

Dans notre étude, chez I’enfant, les LAL étaient plus fréguentes (61,4 %) suivi par
les LAM (34 %) et LA Biphénotypiques (4,3 %). L’incidence des LAL chez I’enfant est
nettement élevée par rapport aux LAM (p=0,001). Dans les LAL le phénotype B
représentait 77 % des LAL. Nos résultats confirment ceux d’ autres auteurs qui ont montré que

laLAL représente pres de 80% de laleucémie chez |les enfants de moins de 15 ans [160].

L’ &ge médian de la survenue de la leucémie aigue chez I’enfant était de 5,4 ans avec
une différence nettement significative entre les patients atteints de LAM et ceux atteints
de LAL (11 ans versus 5 ans) ; p<0.05.Ceci peut étre expliqué par la prédominance de LAL

chez les enfants contrairement alaLAM [161].
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Dans la distribution des LA de I’enfant on retrouve un pic maximum a la tranche

d’ age de [2-6[ans 43 %, ce qui correspond aux données publiées dans lalittérature [24,31].

Nous avons recensé 21 enfants de sexe masculin et 22 de sexe féminin, soit
respectivement 48,8% et 51,2%.L e sex-ratio M/F = 0,95 ce qui n’est pas en accord avec des
études nationales qui évoquent la plus grande vulnérabilité des garcons par rapport aux filles,
avec un sex-ratio de 2 [31,135].

Les LA de I'enfant Sassocient toujours a des degrés variables a des signes de
prolifération et d'insuffisance médullaire. Les enfants atteints de LA présentent les
symptémes suivants: fatigue, fievre persistante, infections, ecchymoses, douleurs osseuses,
arthralgies ou adénopathies [162,163]. Dans notre série, la présentation clinique était
identique pour lescas de LAM et LAL, cependant e tableau clinique de patients atteints de
LAM été plus grave.

Les anomalies de I’hémogramme étaient  principalement représentées par la
thrombopénie (LAL : 77 % vs LAM : 88%), I’anémie (LAL : 88% vs LAM : 100 %) et
I” hyperleucocytose >30 Giga/L (LAL : 42 % vs LAM : 59 %). La moyenne des GB a été
nettement élevée dans les LAL-T versus LAL-B (p=0,021).

Ces résultats sont similaires a ceux de la littérature [6,164]. Nous avons noté des cas
de leucémies avec leucopénie chez 14% des patients atteints de LAL et 29 % des cas de
LAM. Contrairement a une hyperleucocytose, une leucopénie est moins habituelle dans les

LA surtout lymphoblastiques.

Nos données montrent aussi qu'il n'y avait pas de différence statistiquement
significative du taux de blastes sanguin et médullaire dans les différents types de leucémies

aigues ; p>0.05.

En tenant compte de I'éude cytomorphologique des LAL, nous avons retrouvé
19/43 casde LAL1 soit 44,2 % suivis par les LAL2 22/43 cas soit 51 % et lesLAL3
2/43 cas soit 4,65 %. Parmi ces troistypes cytologiques la rareté des LAL3 aauss éé
décrite (4,6 %) [24] (6,5%) [165].

La répartition des cas de LAM selon la classification FAB retrouve une prédominance
des LAM promyéocytaires ou LAM3 : 11/24 cas (45,8 %).
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Trois cas de LAM éaient difficiles aclasser par lescriteres FAB seul, ils étaient
classés en LAL. L’étude immunophénotypique apermisde redresser leur diagnostic : 02
cas de LA mégacaryoblastique LAM7, 01 cas de LAM sans maturation LAMO.

- Les LA biphénotypiques

Les LAB dites de phénotype mixte sont rares, elles représentent 2 a5 % des LA
[166,167]. Notre éude a recensé 4/164 cas des LA de I'adulte soit 2,44%, sont a
coexpression myéloide et lymphoide B, 3/70 LA de [I'enfant

soit 4,28 %, sont a coexpression myéloide et lymphoide B ou T.

Au total 7/234 cas soit 3 % de LAB colligés durant notre période d’ étude et dont le
diagnostic a été confirmé par CMF ; des résultats comparables aux données de la littérature
néanmoins les données épidémiologiques concernant les leucémies biphénotypiques restent
actuellement rares. Dans une étude rétrospective réalisée chez 693 patients leucémiques
adultes et enfants recrutés entre janvier 1990 et aolt 1997, les LAB ont éé diagnostiquées
chez 25 cas (3,6%) [168]. Une fréguence plus élevée est parfois observée dans certaines
series de lalittérature [169], une variabilité liée a une utilisation plus ou moins fréguente de
la CMF dans le diagnostic d'une LA. Aussi, un taux 2 fois plus élevé par rapport a notre
étude 6% vs3 % a été rapporté dans la littérature [132].

- Analyse du profil immunophénotypique des LAM

L’ é&ude immunophénotypique permet la mise en évidence de divers antigenes de
différenciation membranaire et intracytoplasmique confirmant I’ appartenance a une lignée.
Le nombre total de patients testé positif & un margqueur varie avec chagque marqueur testé a
cause parfois du nombre insuffisant de cellules et I'addition séquentielle d’un marqueur
durant cette période. Dans les LAM de I’ adulte, une grande hétérogénéité de I’ expression des
marqueurs de surface a é&é observée, le pourcentage de patients positifs pour un antigene
varie de 0% pour le CD235 ou la Glycophorine A a 98 % pour le CD33.

Le présent travail, montre que |'analyse des antigenes de différenciation, a savoir
CD13, CD33, CD117, CD64, CD15, sur les cellules blastiques des LAM a permis de
stratifier les LAM avec une reproductibilité élevée, dans les sous-types immunologiques,

chacun lié a des stades spécifiques de différenciation myéloides. Chez |’ adulte, I’ expression
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des marqueurs myéloides est représentée ains : CD33 (98%), MPOcyt (95%) et le CD13
(87%), suivi par le CD117 (74,4%), CD64 (68,6%), et |le CD15 (34%).

Chez I'’enfant, nous avons retrouvé les taux suivants : CD33 (95,8 %), MPOcyt
(87,5%), CD64 (83%), CD13 (75%), CD117 (70,8 %), €t le CD15 (21%).

Le marqueur le plus exprimeé sur les cellules blastiques est le CD33 sa fréquence reste
€élevée par rapport aux autres séries de la littérature, le taux varie de 60% [172], 73% [171]
89 % [135], 91% [170] et 90% [133]. Le CD13 est aussi largement exprimé 80%. Le taux
d’expréssion du CD13 varie selon les différentes études de 58% [171], 75 % [172],
80% [133,63] a 90% [170].

Le CD15, qui a été signaé comme un antigéne de différenciation tardive [173] est
fortement exprimeé dans les populations de LAM monoblastiques en association avec le
CD36.

Le CD117 est le marqueur le plus spécifique pour le diagnostic des LAM, vu que ce
dernier n'a jamais été retrouvé dans les LAL. La combinaison CD13/CD33/CD117 €t la
MPOcyt nous apermis de classer 100 % des leucémies aigues en LAM, un résultat identique
aété décrit [139].

Les marqueurs non restreints a une lignée: HLA-DR, et CD34 sont présents
respectivement dans 78 % et 48 % des LA de I’adulte et 50% HLA-DR positif, 58 % de
CD34 positifsdansles LA del’ enfant.

Le panel choisis pour cette classification sont suffisants car tous les cas de LA
exprimaient au moins I'un d'entre eux. L'expression des antigénes pan-myéloides CD13,
CD33 et CD117 avait une large distribution dans la population des LAM étudiée. La
combinaison de cestrois marqueurs sont trés sensibles pour le diagnostic de laLAM, plus de
95% des cas sont positifs pour au moins |'un d'entre eux, et semble |égérement supérieur ala

détection unique de la myeéloperoxydase comme antigéne cytoplasmique [174].

De plus, la recherche de positivité de |'antigegne MPO cytoplasmique comme
marqueur d'attribution de lignée, a montré que plus de 98% des cas rapportés pourraient
étre identifiés comme LAM. Inversement, la négativité de CD13, CD33 et le CD117 définie

un petit groupe de leucémie aigué qui reste d'origine myéloide avec expression de laMPO.
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- Analyse du profil immunophénotypique des LAL

LAL B

L’ expression intracytoplasmique de CD79a ou de la chaine epsilon de CD3 signe son
engagement a la lignée lymphoide respectivement B et T, elle est associée a I’ expression
membranaire de la molécule CD19 pour la lignée B. Concernant lalignée T, elles expriment
en premier lieu la molécule d' adhésion CD7 dans une phase précoce pouvant conduire a un
retour verslalignée myéloide. Les antigenes CD2 et CD5 apparaissent par lasuite [175].

Les 43 cas des LAL del’enfant ont é&é réparties en 33 cas de LALB (76,7 %)
et 10 cas de LALT (23,2%),les LAL T ne sont pas auss fréguentes que les LALB
(p<0.001).Ces taux sont semblables aux données nationales [176] (LAL B:75%, LALT:
25 %) et internationales tel que les données du registre national Francais des hémopathies
del’enfant [33], qui montrent que chez les enfants de moins de 15 ans, les LAL représentent
environ 80 % des cas de leucémies aigués, et plus de 80 % d'entre elles sont des LAL B et 20
% des LALT.

Chez I'adulte, nous avons retrouvé 26/39 cas de LAL B (66,66 %)
et 13/39 cas de LALT (33,33 %) (p=0.003). Ces résultats sont comparablesa ce qui a
éé publié dans la littérature internationale LALB (65%), LALT (33%) [177,178]
et nationale, les LALT adulte représentent un peu moins queletiersdes LALB avec des
taux respectifs de23% et 77% [176].

Cependant, contrairement a ce qui a été rapporté dans une étude nationale antérieure
les LALT ont une fréquence élevée que ce soit chez les enfants ou les adultes (enfants:
LALT 42%,LALB 55% et chez I'adulte: LALT 44%, LALB 56%) [135].

L’antigene CD19 est exprimé dans 91 % a 100% des cas (enfants-adultes) ; il est
spécifigue de la lignée B ; sa positivité varie selon les séries de 96% a 100 % [179], [180],
[181], [182], [136]. Il n"est jamaistrouve dansles LAL detypeT.

Le CD10 (anciennement CALLA : lymphoblastique aigu commun antigéne
leucémique) a &é exprimé dans 97 % a 100% des cas (enfants-adultes) et son taux a
varié selon les sous types de LAL B de 0% a 100 %. Selon les séries d études nationales et
internationales le taux de I’antigene Cala varie de 75% [136], 78 % [135], 90% [181]

a 94% [180]. Le CD10, a été I'un des premiers marqueurs disponibles pour identifier les

215



Discussion

cellules leucémiques chez les enfants atteints de leucémies lymphoblastiques aigués183].Un
antigene doué d'une activité enzymatique type Aminopéptidase [184].Dans les LAL B,
I'expression du CD10 est impliqué dans la définition des sous types EGIL B-l versus B-Il,
il doit étre absent du sous groupe B-I et présent sur le sous groupe B-11 [17]. Le taux du
CD10 diminue dans lesformes matures de LAL B [185].

L’incidence des cas de LAL B-I chez I'enfant varie de 5 4 55% selon des séries
d études [186,185]. Les résultats d'une large série pédiatrique [186] soulignent une
incidence plus élevée chez les nourrissons, bien qu’ un taux plus faible a été observé dans une
autre série d étude [185]. Les LAL B-I surviennent également chez les adultes, avec une

incidence a environ 15% [187].

Dans notre série, aucun cas de sous type LAL B-1 n’a été recensé que ce soit dans la

seérie pédiatrique ou adulte.

L’antigene HLA-DR est exprimé dans 85% a 96% des cas, sa fréquence
d’ expression dans les éudes nationales et internationales varie de 94% [135], 97 % [136], a
100% [180]. C'est un des marqueurs les plus sensibles de la lignée B mais non spécifique,
bien qu'il soit moins fréquent au niveau des LAL T, il est présent dans les cellules blastiques
desLAM.

L'antigene CD34, marqueur dimmaturité specifigue de la cellule souche
hématopoiétique est exprimé dans 48,5 % des LAL B del’enfant et 77 % des LAL B de
I’ adulte, ces taux sont inverses par rapport a ceux retrouvés dans une série nationale 71 % et
38 % (enfants-adultes) [135] et restent élevé dans les études internationales 82% [180],
60 % a 70 % [188]. Ceci peut étre expliqué par le stade de maturation le plus fréguent dans
chague étude, sachant gu’ a chacun des quatres stades de maturation des cellules de lalignée
lymphoide B un phénotype bien précis. Les deux premiers stades (Pro-B et Pré-Pré-B)

regroupent des cellules caractérisées par I’ expression dela TdT, du CD34 et du CD10.

Au stade Pro-B, le CD34 est exprimé plus fortement que le CD10, le CD22 est
exprimé principalement dans le cytoplasme et tres faiblement en surface. Le passage au stade
Pré-Pré-B (LAL BIl) est caractérisé par une diminution de la densité d’ expression du CD34
s accompagnant d une augmentation de la densité d’expression du CD10 et du CD22 de
surface. Au stade Pré-B (LAL BIII), les cellules perdent I’ expression du CD34, de la TdT et
montrent une expression maximale du CD10. L’ expression du CD22 continue d’ augmenter en
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surface alors que des chaines u apparaissent dans le cytoplasme de ces cellules. Le passage au
stade B mature va étre caractérisé par la disparition progressive du CD10, |’ augmentation de
I’ expression du CD22 de surface, I’ apparition du CD20 et de chaines Ig D et Ig M en surface
[189].

Dans notre sériele phénotype LAL B-I1 est le plus fréquent que ce soit chez I enfant
(57,6%) ou chez |'adulte (46%), et nous rapportant un synchronisme d’expression entre le
CD34 et le CD22cytoplasmique. Cependant, nous avons 1/5 cas de LAL B- IV ou LAL3
selon FAB avec expression de CD34, alors que les LAL3 composees de cellules matures de
la différentiation B n’expriment pas cet antigéne il s agit d un asynchronisme d’ expression

retrouvée dans différentes éudes [181].

LALT

Dans les LAL T, les antigénes CD3cyt, CD7, CD5, CD2 sont les plus exprimés au
diagnostic. Dans notre série, le CD7 et CD3cyt sont exprimés dans 100% des cas de
I'enfant. 92 % et 100 % dans les LALT de I'adulte. Dans la littérature |’ expression du
CD7 variede 92 % a100% des cas[179,189].

Le CD7 est une glycoprotéine appartenant a la super-famille dimmunoglobulines
[190], il est exprimé sur les cellules T et Natura Killer (NK) impliquée dans I'activation,
prolifération et production de cytokines permettant des propriétés adhésives aux cellules
matures [191,192]. De plus, le CD7 est I'antigene de surface le plus précoce

des lymphocytes T normaux et des lymphocytes T a précurseurs malins [190, 192].

Devant une MPO négative, les CD3cyt et CD5 sont les meilleurs marqueurs
permettant de distinguer laLAMO des LAL a précurseur T.[9]

L'expression de CD10 dansles LALT est décrite dans plusieurs séries de lalittérature
[186, 193,194]. Dans notre étude I’expression du CD10 était de 40 % chez I’enfant et
54 % dans la série adulte. Il semble ére une caractéristique rare des LAL T, des
incidences similaires d'environ 30% ont é&é rapportées dans la littérature. Cela pourrait étre
lié au possible réles physiologiques du CD10 dans la maturation thymique normale sur les

cellules T activées.
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Les antigénes CD34 et HLA-DR sont fréqguemment exprimés surtout dans les formes
les plus immatures de LALT, décrites comme associées a un mauvais pronostic, de méme
gue les cas négatifs pour le CD10 [195, 196].

Chez I’adulte, les LAL-T représentent environ 25% de |’ensemble des LAL et les
LAL-B 75%, dont 25% de LAL B avec t (9;22). Chez I'enfant, les LAL-T sont moins
fréguentes et représentent environ 11% de |’ ensemble des LAL [186].

Les LAL B a t(9;22) (q34;911) avec réarrangements BCR/ABL sont plus fréquentes
chez |’ adulte que chez I’ enfant et elles sont souvent associées al’ expression de CD19, CD34
et CD10. Leur mauvais pronostic justifie un traitement par des inhibiteurs de la tyrosine

kinase qui améliorela réponse au traitement [36].

- Expression d’antigénes aberrants

L’ expression d antigenes aberrants est souvent considérée comme une infidélité
de lignée, dans notre série elle était plus frequentes dansles LA de I'adulte que celles

de I'enfant.

Expression d’antigenes myéloides dansles LAL Bet T

Dans la littérature, des LAL positives a l'antigéne myéloide ont é&é rapportées dans
les groupes pédiatriques et adultes avec des fréguences plus ou moins égales, alant de 11%
a35% sur I’ensemble des LA [197].

Dans notre série adulte, les LAL qui expriment un ou plusieurs antigenes
myéloides (LAL My+) représentent 30,76% versus 69,23 % de LAL n’exprimant pas
d antigenes myéloides (LAL My-).

Dans les LALB, 9/33 patients (27,27 %) ont exprimé des Ag myéoides: CD13
(6,69%), CD11c (9,09%), CD33 (19,23%), CD36 (28,57%), Le CD33 est I'Ag myéloide le
plusexprimévu qu'il aété testé chez la totalité des patients.

Selon les données de la littérature, I'incidence des marqueurs myéoides dans les
LAL de I’adulte varie de 26% [135], 31% [198], 40% [200] & 54% [199]. Cette variabilité
peut étre liée au nombre total de patients LAL. Parmi les 13 cas de LAL T, 04 patients
ont exprimé des Ag myéloides (30,76%). Le CD13 et CD33 étaient exprimés seul chez
deux patients avec un taux de 15,38 % pour chague marqueur.
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En revanche, parmi les 43 patients enfants atteints de LAL dans notre étude,
seulement 8/43 cas ont exprimé des marqueurs myéloides (CD 13, CD33). Dans une mata
étude [197] portant sur plus de 500 cas enfants avec leucémie aigue, uniguement 11 cas (2%)

de LAL avec expression de marqueurs myéloide positifs ont été retrouvés.

Certains phénotypes sont corrélés a des anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires
récurrentes ayant une incidence pronostique péorative. L'expression d'antigénes myéloides
(CD13 et CD33) dans les LAL B peut ére associée a un réarrangement BCR-ABL
particulierement fréquent chez I’adulte [201]. Dans le groupe des LAL pro-B, certaines LAL
CD10 négative expriment de facon anormale le CD15 et le CD65 (antigenes myéloides) et
sont associées a des translocations impliquant la région 11 23 et le gene MLL comme la
trandocation t (4;11) ayant un mauvais pronostic [202, 203]. Parmi les LAL pré-B, certaines
n'expriment pas le CD34, comportent la translocation t (1 ; 19) et sont de pronostic
défavorable [204]. Les protocoles thérapeutiques récents tenant compte de ces remaniements
génomiques proposent dans ces cas une intensification thérapeutique qui  pourrait améliorer
lasurviedes patients.

Expression d’antigenes lymphoidesdans les soustypesde LAM

Dans les LAM de I’ adulte, I’ expression d'antigenes lymphoide delignéeB et T a
été retrouvée dans 38/121 cas de LAM (31,40 %), I'antigene delalignée T le plus exprimé
est le CD7 14% des cas avec une forte intensité d expression. Pour les antigenes de la
lignée B on a retrouvé I’ antigene CD19 dans 4,23% des cas.

Nous avons constaté dans notre étude, que se sont les cellules blastiques des LAM
avec maturation (LAM2 selon FAB) qui ont exprimé le plus de marqueurs aberrants 15/54
casde LAM (27,7%). Le CD56 antigéne marqueur deslymphocytes T NK (Naturel Killer)
a été assez exprimés dansles LAM : 12 % pour 75 cas testés.

L’ association d’expression de I'antigene CD19 a été observée dans 2 des 29 cas de
LAM2 et 03 des 20 cas de LAM3. Aucune des cas de leucémies aigues myéloides testées
n'éé positif pour le CD20.

Parmi les antigénes T associées, le CD2, CD4, CD5, et le CD7 ont été trouvés. Le
CD7 a été observée dans 1des 2 cas de LAMO (44%), 5 sur 16 cas des LAM1 (31,3%),
6 sur 29 cas des LAM2 (20,7%), 3 sur 29 cas des LAM 4 (10,3%), et 2 des 18 cas LAM 5
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(11,1%) , suivi par le CD2,qui a été observée dans 6 des 120 LAM testées pour cet
antigene (5 %), enfin le CD4 observé chez 5 des 118 casde LAM (4,23%) [9].

Dans lesLAM de I’enfant, I’expression d antigénes lymphoide de lignéeB et T a
été retrouvée dans 12/24 cas de LAM (37,2 %), I’antigéne de lalignée T le plus exprimé
est le CD7 (20,8 %) des cas, suivi par I'AgCD2 a12,5% avec une surexpression pour les

deux Ag. Pour la lignéeB I'antigene CD19 aété exprimé a4,16 %.

Dans la littérature, I'incidence rapportée de la LAM a CD2 + varie entre 11%
et 25% [197].

Pour le CD7, bien qu'il soit un marqueur associé a pan-T et NK, il est exprimé de
maniére aberrante sur les cellules blastiques de LAM [205, 206, 207] avec une fréguence
d'expression rapportée qui varie de 12% a 32% selon de nombreuses études internationales
[208, 209, 210, 123, 205, 211, 212, 213, 214].

Les corréations décrites entre données immunologiques et cytogénétiques et/ou
moléculaires, associées a certains groupes morphologiques sont ainsi mieux détectées. Par
exemple, I'expression des marqueurs CD34, CD19 et CD56 dans une LAM2 ou M1 est
associée a une trandocation t (8;21) avec réarrangement des genes AMLL/ETO [215, 216,
217]. L’ expression du CD2 associée a celle des antigenes CD33, CD13 dans les LAM4 avec
maturation éosinophile correspond a une inversion pericentrique du chromosome 16 et
surtout un réarrangement du CBF/MYH11 [218]. Le phénotype typique dune LAM3
est la forte expression des CD33 et CD13 avec une homogénéité d’ expression du CD33 et
I” hétérogeénéité d’ expression du CD13. Le HLA-DR, CD34 sont négatifs[1, 204].

L'expression d’antigénes associés aux megacaryocytes

Les antigenes CD41, CD42 et CD61, bien que positifs danstous nos casde LAM 7
testés (CD41 4/4, CD42 4/4; CD61 4/4), ont également été observés dans les cas de LAM3
et LAMS5, I'importance d'une telle expression n'est pas claire, mais une liaison non spécifique
des plaguettes via les récepteurs Fc semble étre I'explication probable.Cependant,
I’expression aberrante de ces antigénes associes aux plagquettes peut étre une alternative
explication, puisque dans certains études I'expression de seulement un de ces antigenes et
non lesdeux ou les trois aété observée [9].
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- Impact des facteurs pronostiques sur la survieglobale

Plusieurs facteurs influencent le pronostic des leucémies aigués. Les données de survie
sont totalement différentes entre les LA Iymphoides et myédoides, avec un pronostic plus

sombre pour lesLAM.

Dans notre étude, les deux facteurs associés de facon indépendante a un sous type de
leucémie aigue chez I’ adulte sont I’&ge > 60 ans plus fréguent dans les LAM (p=0,037), le
syndrome tumoral, fréquent dansles LAL (p=0,001).

Dans les LAM de I’ adulte de notre série, le taux de survie a5 ans est de 13% chez
les patients de moins de 60ans avec un déla  moyen de survie de 40,68 mois versus 20%
de survieglobale a3 ans. 0% de surviea5 ans chez les patients de plusde 60 ans pour un
délai moyen de survie de 15,87 mois. La différence de survie des patients LAM selon |’ age
est nettement significative (p=0.01). Ces taux de survie sont moins importants que ceux
rapportés par certaines études internationales.Un taux de survie globale a 1 an de 28 % chez
des patients de plus de 60 ans atteints de LAM a éé observé [219]. Aussi il a éé rapporté
un taux de survie globale a5 ans de 23 % chez les moins de 55 ans contre 11 % pour

les patients agésde plus de55 ans [143].

Le pronostic selon le sexe apparait différent. Les hommes ont une survie moyenne
globale plus longue que lesfemmes. Le déla moyen de survie est de 35,60 mois pour
les patients de sexe masculin versus 33,96 mois pour les patients de sexe féminin.

Cependant, cette différence n’est pas significative (p=0,96).

L’ hyperleucocytose constitue un facteur pronostique majeur dansles LAM de |’ adulte,
le pronostic est plus favorable quand la leucocytose est inférieure a50 G/L. Le délai  moyen
de survie est de 24,11 mois pour les patients dont le taux de GB< 50G/L versus 11,07
mois pour les patients avec un taux de GB >50 G/L ; p=0,008. Le compte de leucocytes au
diagnostic de LAM apparait comme un facteur pronostique indépendant. L’ hyperleucocytose
initiale représente un facteur de mauvais pronostic et s'associe a un taux de mortalité plus
devé[49].

Dans la littérature, il est rapporté que dansles LAL deI’adulte, I'ége (> 60 ans) est
un facteur p@oratif. La survie maximale n’excede pas 2ans et demi, le taux de survie

globale est de 33% versus 10-20 % de survie globale a trois ans [132]. Les patients les
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plus &gés (> 60 ans) bénéficient de protocoles adaptés mais le taux de rémission est moins

élevé et lamédiane de survie observée est souvent inférieure a1 an [220].

Selon nos résultats nous avons conclue que ni la présence du syndrome tumoral
ni 1" hyperleucocytose supérieure a 50 G/L n’ont en revanche d’'impact pronostique dans la
population de LAL adultes, la survie globale moyenne est de 28 mois pour les LAL avec
syndrome tumoral comme pour les LAL sans syndrome tumoral (p=0,6), €lle est également de
32,5 mois pour les formes non hyperleucocytaires, versus 24 mois pour les LAL
hyperleucocytaires, ce qui n’est pas statistiquement différent (p = 0,3).

Contrairement aux LAM, le sexe semble étre un facteur de pronostic dansles LAL de
I’ adulte, le taux de survie globale a5 ans chez les hommes est de 47,4% versus 15,4 % chez

les femmes bien que la différence n’est pas tout a fait significative (p= 0,06).

Concernant la valeur pronostique du phénotype immunologique LALB/LALT, les
LAL delalignée T, sont considérées comme de bon pronostic chez I’ adulte, néanmoins, elles

ont un pronostic globalement superposable acellesdelalignée B [221, 222].

Dans notre série, la survie moyenne globae est faible 26 % dans les LALB versus
42 % dansles LALT.

Dans la population enfant de notre étude, I’dge> 10 ans est un facteur associé au
sous type de la leucémie aigue. La survenue des LAM est nettement plus élevée chez les

enfants dont I'age> 10ans (p=0,04).

Le pronostic des LAL est bien meilleur chez les enfants versus LAM avec des taux
de survie globale a5ans de 20% et 49 % pour lesLAM et LAL respectivement (p=0.04).

Malgré le faible taux de survie, nos résultats reoignent les données de certains
auteurs sur I"impact positif des LAL del’enfant sur lasurvie globale.[223, 224].

En outre, I’&ude de I'impact pronostic del’ége, du sexe et del’ hyperleucocytose,
des LAL de I'enfant de notre série a montré que I’&ge > 10ans, le sexe masculin et
I’ hyperleucocytose >50G/L sont des facteurs intimement liées au mauvais pronostic.
Aing, les enfants atteints de LAL dontI’ége est > 10 ansont un déla moyen de

survie de 11,7 mois versus 54 mois pour les patients dont I’ &ge est < 10 ans (p=0.007).

Le déla moyen de survie est de 24 mois pour les patients de sexe masculin
versus 61 mois pour les patients de sexe féminin (p=0.003).Concernant le délai moyen
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de survie des enfants atteints de LAL en fonction du taux de GB, il est nettement meilleur
chez les patients avec un taux de GB< 50G/L estimé a’ 55 mois, versus 11 mois pour ceux
avec un taux de GB >50 G/L (p=0.005). Ces résultats sont corrélés aux données de la
littérature, qui montrent que chez I’enfant et |’ adolescent, la tranche d &ge associée a un
pronostic favorable vade 1 a 10ans. Les LAL de I’adolescent de plus de 15 ans sont souvent
considérées comme a haut risque, du fait des caractéristiques qui se rapprochent de celles des
adultes. Le sexe masculin alongtemps été considéré comme un facteur de mauvais pronostic.

Les raisons de cette différence ne sont que partiellement expliquées dans la littérature par la
fréguence plus élevée de LAL T dans cette population et par les rechutes testiculaires. |l
semble également que le taux de rechute médullaire soit supérieur chez les garcons.
L’introduction de I'intensification des thérapeutiques dans les protocoles de chimiothérapies
a nettement réduit I'impact de ce facteur pronostique [49].

Lavaeur pronostique du phénotype immunologique LALB/LALT de I’enfant a été
observée. Les enfants a LAL B ont une meilleure survie que ceux présentant
une LAL T malgréla non significativité statistique (p=0.4). Le déla moyen desurvie est

de 48 mois pour les LAL B versus 34 mois pour lesLAL T.

Nombreuses études ont démontré la relation entre le pronostic et I’ expression de
certains marqueurs antigéniques tel que le CD34,CD14,CD117 et le CD7 dans les LAM.

Une étude frangaise [225] qui a porté sur la classification immunologique de 176
LAM nouvellement diagnostiquées chez |’adulte, a montré un lien fortement significatif
entre la diminution de la survie globae et la postivité du CD34 (p=0.0002)
du CD7 (p=0.04) et le CD14 (p<0.008). De méme, une éude nationale sur I'impact
pronostic du C-KIT (CD117) dans les LAM a retrouvé de point de vue évolutif que
I’expression du CD117 est associée a un avantage significatif de survie globale (p=0.002)
avec une survie médiane de 16 mois dans le groupe de patients CD117(+) versus 9 mois dans
le groupe de patients CD117(-) [226]. Contrairement aux résultats de notre série de LAM
chez [I'adulte avec inclusion des leucémies aigues promyéocytaires (connus pour leur
pronostic favorable), seul I'expression cytométrique de [I'antigene de maturation
granulocytaire CD15 a montré un impact significatif apres analyse uni variée de la survie
globale (p=0.002). Le délai moyen de survie est de 45 mois pour le groupe CD15+ versus
16 mois pour le groupe CD15(-), avec des taux de survie globale a5 ans de 47% et 14%
respectivement.
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Contrairement a lasérie enfants LAM, une |égére différence en terme de surviea été
constatée chez le groupe d enfants CD15(-) et CD15(+) avec une moyenne de survie de 18

mois et 6 mois respectivement (p=0.04).

Les groupes de patients adultes LAMCD34- versus CD34+ont une moyenne de survie
légerement mellleure (36.7 mois versus 30.4 mois), héanmoins un taux de survie globale
ab5ans médiocre (34.6 % versus 23.6%) et reste statistiquement non significatif (p=0.7).
Une divergence entre de nombreux auteursaété retrouvée concernant la corrélation entre
la rémission compléete et I’expression ou non du CD34 chez les patients LAM de novo.
Depuisles années 90, il a été mis en place des protocoles de chimiothérapies incorporant
des agents de différentiation et cytoablative dés la chimiothérapie d'induction, afin
d éradiquer les cellules leucémiques CD34+, c'est le cas d'utiliser de I'aracytine a haute

dose dans les protocoles de chimiothérapie pour le traitement des patients LAM.

Cependant, I’ absence de différence significative enterme de survie entre les patients
LAM CD34 + et LAMCD34 - peut ére expliquer par le fait que les patients ne sont pas
traité uniformément a I'induction, certains recoivent de haute doses de chimiothérapie en
induction tandis que d'autres recoivent des doses basses de chimiothérapies ou pas du
tout.

Pour les patients adultesLAM HLADR+ versus HLADR-, le taux de survie globale
a5 ans est respectivement de 26 % versus 42 % avec des moyennes de survie respectives

de 32 mois versus 38 mois malgré un p= 0.46.

L’association d' une meilleure survie avec I’absence du HLADR sur les cdlules

myéloblastiques n'a pas été confirmés dansde larges séries[225, 227].

Plusieurs auteurs ont rapporté que I’ expression aberrante du marqueur T CD7 dans
lesLAM, était de pronostic défavorable [205, 212, 213] aors que d’ autres études dont la
notre, n’ont pas trouvé une association pronostic entre I’ expression du CD7 et les sous types
de LAM [208, 13, 214]. Ceci peut ére d( soit aux différences de taille de cohorte soit aux
méthodes d' éude de la survie globale du CD7 : analyse statistique univariée versus multi

variée, soit aux types de protocol es thérapeutiques.

Dans les LALT de I’adulte, nous avons constaté une nette différence en termes de

moyenne de survie globale a 5ans entre les groupes de patients exprimant ou non le CD4. Les
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délais moyens de survie sont de 56 et 17 mois pour les CD4(+) et CD4(-) respectivement
(p=0.05).

Chez les enfants LALT de notre série d’'éude, I'impact pronostic des antigénes
CD2 et CD8 aété observe. Les patients enfants LALT CD8(+) ont une meilleure survie
gue les groupes CD8(-) avec une signification statistique p=0,01.De méme les patients

CD2(-) ont une survie nettement meilleure que les patients CD2(+) (p=0,03).

Enfin, la moyenne de survie globale pour les enfants LAL B avec
coexpression de marqueurs myéloides (My+) est de28 mois versus 58 mois pour les
LALB sans expression de marqueurs myéloides (My-) ; une différence de survie globale est
constatée dans les deux groupes malgré |’absence d une nette signification statistique
(p=0.05).Dans la littérature la signification pronostique de I’ expression associée d antigenes
myéloides dans les LAL de I’enfant reste controversée .Un taux de RC a 100% dans les
LAL My+ et My-, probablement lié ala chimiothérapie intensive utilisée, a été décrit [228].
Bien qu'il ait é&té publié que les patients avec LAL My+ ont un mauvais pronostic versus
LAL My- [229].

Auss, il a été rapporté dans la littérature que 77,77% des enfants LAL My-
ont atteint une RC contre 75% des enfants LAL My+, donc pas de différence
constatée [135].

L’utilisation d’un large panel d’ anticorps monoclonaux sur une série plus importante
de patients atteints de LAL est indispensable afin de retrouver plus de co-expression
d’ antigenes myéloides pour pouvoir identifier des caractéristiques cliniques, biologiques et

thérapeutiques spécifiques aux LAL My(+) versus LAL My(-).

- Fréquence d’expression des marqueurs de surface dans les sous
types FAB de LAM e la concordance entre la classification
cytologique FAB et I" immunophénotype des LA

L’ étude de I’expression des marqueurs de surface est toutefois déterminante pour
le diagnostic des leucémies aigues myéloblastiques type MO, M7, M1(CD34+, HLADR+)
versus M1 Cup like et LAM3 typique et variante (CD34-,HLADR- ), M5aversus M5b,
ains que de la leucémie aigue biphénotypique. Cependant, des associations antigéniques

lient le profil immunologique et |es sous types morphol ogiques.
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—Marqueurs non assignésaunelignée

Dans notre éude, le CD34 et le HLA-DR ont été exprimé sur une plus grande
population de cellules myéloides engagées mais immatures, ce qui nous a conduits a
sdlectionner le CD34 et le HLA-DR comme marqueurs non associés a une lignée.
La fréquence de positivité du HLA-DR et CD34 est assez similaire dans les sous types
de LAM suivants LAMO, LAM1, avec une forte expression seule du HLA-DR dans les
LAMS5 et du CD34 dans les LAM7, cela éait  indiqué dans la différenciation myéloide
normale [225].

Nous avons constaté |'absence d expression du CD34 e¢ du HLADR dans plus
de 80% des cas de LAM3, moins de 10% ont exprimeé soit le HLADR soit le CD34 soit les

deux marqueurs.
—L antigene CD117 (c-kit)

Dans notre série d’étude nous avons noté une corrélation significative entre la
classification FAB des LAM et certains antigenes leucocytaires. Le CD117 (c-kit) a éé
exprimé dans 100 % des cas de M7et MO, dans 89.5% des cas de M1, dans 97 % des cas de
M2, dans 58.8 % des cas M3 et dans 90 % des cas M4. Dans le sous type M5 |’ expression
du CD117est faible 20 % strictement limitée aux stades précoces avec une faible intensité

d’ expression.

Nos résultats rejoignent les données de la littérature [230]. [l a été retrouvé que
dans 82 LAM adulte le CD117 aété exprimé dans 100% des casde M1 et M7, dans 80%
des cas de MO, dans 75% des cas de M2, dans 70% des cas de M3 et dans 82% des cas de
M4. Dans le sous-type M5, 10/11 cas de M5b (91%) manquaient complétement d'expression
de I'antigene CD117, aors que 100% des cas de M5a étaient positifs. Cette étude a aussi
confirmé que dans les LAL, quil sagisse de lignées B ou T, I'expression de surface de
CD117 n'a jamais é&é observée. Nous concluons que l'antigene CD117 présente une
spécificité élevée pour les LAM, indépendamment de la classification FAB, et représente un
marqueur fiable pour caractériser le degré de différenciation des blastes myéoides et

monocytaires.
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—Antigenes pan myéloides

L’ expression du CD13 et CD33 (antigenes pan myéloides) a été forte dans tout les
soustypes de LAM de notre é&ude de M1 aM>5.

Globaement, le CD33 est un marqueur beaucoup plus sensible que le CD13 pour la
lignée myéloide, mais moins spécifique que le CD13.

—Marqueurs associés préférentiellement a une lignée: tel que le CD14, CD64,
CD36 et leCD1l1c.

Ce sont des antigenes fortement exprimés sur les blastes ayant un engagement
monocytaire, une plus forte expression du CD14, CD11c et du CD36 dans les LAMS vs
LAMA4, CD14 :72% vs 13%, CD11c :100% vs 93,80 %, CD36: 92% vs 69%. L’ expression
du CD64 est presque identique entre LAMS et LAM4 (84% vs 90%).

—Concordance entre la classification cytologique FAB et I'immunophénotype

des sous typesdeLAM

Le taux de concordance entre la classification FAB des LAM versus classification
immunophénotypique (voir tableau 78) est élevé 91 %, avec un accord Kappa fort 0,69 ;
(p<0.001).Ces résultats ont permis de conclure a la complémentarité entre les deux

classifications et leur dépendance.

Ainsi, par les criteres immunophénotypiques versus cytomorphologique la
concordance est de 79% pour la M1, 86 % pour M2, 97 % pour M3, 93 % pour M4, et
100 % pour M5 (voir tableau 80). Nous n’avons pas étudié la concordance des cas de
LAM a réaction cytochimique négative (LAMO et LAM7) vu la talle minime des
échantillons. Dans la littérature nationale [135] il aété retrouvé que 80 % des cas sont des
M1, 60% de M2, 80% de M3, 90% de M4, et 75% de M5, une différence de concordance

entreles M1 et M2 est constatée avec notre série d’ étude.

Comparant la classification FAB et immunophénotypique, avec d autres travaux de la
littérature [231], il S'avére que nos résultats sont semblablesa ceux publiés: M1 85% versus
79%, M2 93 % vs 86 %, M4 81 % vs 93 %, M5100% vs 100 %. Les discordances

observées dans la classification des LAM entre les études cytomorphologiques du FAB
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et immunophénotypiques, ont portées essentiellement entre: M1/M2, M1/M5a, M2/M4,
M1/M3variante ou M2/M3 variante, sans oublier lacombinaison LAM1/LAL2.

La distinction entre ces différents types de leucémies aigue myéloides, nécessite la

combinaison FAB/immunophénotypage.

Les antigénes CD34 et HLADR ne sont pas assignésa 100 % aux blastes detype
M1 ni aux blastes de type M2.Cependant, nous avons constaté dans notre série de patients
LAM qu'une forte positivité des marqueurs: MPO, CD33,CD64,CD11c et le CD15até
observé dans les LAM avec maturation (LAM2 selon FAB), ce qui nous a permis la
distinction MU/M2.

La positivité quasi constante du HLADR, CD33, CD36 du CD4 et lafaible

positivité (voir négativité) du CD117 marque les LAM monoblastiques immatures
(LAM5a selon FAB), ce qui n'est pas lecasdes LAM sans maturation (LAM1 selon la
classification du FAB)

La difficulté de distinction morphologique M2/M4 lorsque le taux de la population
monocytaire n'est pas concluant, est levée devant le profil immuno phénotypique suivant :
faible intensité de la MPO dans les M4 versus M2, expression forte et constante du CD36,
CD4 et du HLADR sur les cellules myéloblastiques des M4.

A ladifférence de cequi est cité danslalittérature nationale et internationale [135,231] nous

avons retrouve :

— Un variant morphologique rare de LAM, ne figurant pas dans la classification OMS
2008 et fortement associé a une mutation de NPM1 et de FLT3: la LAM acup-like nuclei,
qui peut poser un probleme de diagnostic différentiel sur |’ aspect morphologique avec une
leucémie aigue promyéocytaire variante (LAM3 variante selon FAB).Cette entité rare de
LAM deécrite pour la premiére foisen 1994 , est définie selon les auteurs par la présence
d’une invagination nucléaire dans au moins 10 % (plus communément utilisé) des blastes .
Cette morphologie est significativement associée aux LAM1 e LAM2. L’invagination
nucléaire peut aler jusqu’au franc clivage, donnant un aspect nucléaire bilobé, pouvant étre

al’ origine de laconfusion avec une LAM3 variante. [231]
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Dans notre d étude, trois cas de LAM avec des blastes Cup-like étaient difficile a
différencier cytologiquement des LAM3 variantes. L’ examen cytologique du sang et de la
moelle amontré un envahissement blastique (plus de 90 % sur les deux territoires).

Les caractéristiques cytomorphol ogiques communes retrouvées chez les trois patients
sont les suivantes: la population blastique en magorité est indifférenciée homogene,
constituée d'ééments de grande taille, a noyau central, assez régulier, cytoplasme
discrétement basophile, finement granulaire. Une association de blastes a noyau parfois tres
contourné, agranulaires et parfois a noyau bilobé. Il n'y a pas de corps d’ Auer visible.

En |’ absence des études moléculaires, nous nous sommes basés sur |’ étude minutieuse
du profil immunophénotypique médullaire de ces LAM qui nous a permis de les classer en
LAM2 & Cuplike et de les distinguer des LAM3 variantes afin de mieux orienter la conduite
thérapeutique.L’immunophénotypage a démontre |’ affiliation myéloide de la prolifération

tumorale avec absence d expression des marqueurs d'immaturité CD34 et HLADR.

*CasN°1:HLA DR+faible, CD34-,MPO+,CD38+,CD117+,CD33+, CD13-,CD11c+

*CasN°2 :HLADR-,CD34-,CD38+, MPO+,CD117+, CD33+,CD13+,CD64+,CD15+

*Cas N°3:HLADR-,CD34- ,CD38+, MPO+ ,CD117 +, CD33+ ,CD13+ ,CD15+,
CD64+ , CD11c.

Ce phénotype est assez superposable a celui des LAM3 variantes, la différence est dans
I"intensité d'expression de laMPO et le CD33, plus forte dans la LAMS3 variante et celles
du CD117 et le CD13 plusintense dans les LAM2 Cup-like.

— La LA plasmacytoide dérivée des cellules dendritiques myéoides (LpDC) : 01 cas
a été retrouvé dans notre série d’' éude. |l s agit d'un type rare de leucémie aigue, représente
environ 1% des leucémies aigues. Elle est distinguée comme une entité a part entiere gréce a
I’ é&tude immunophénotypique par le groupe EGIL danslaclassification OMS 2001 des LA.
Ce cas est cdui d'un patient B. Ali, de sexe masculin &gé de 39 ans sans antécédents
carcinologiques, ayant consulté en hématologie en 2015 pour fievre, asthénie et paleur
cutanéo muqgueuse franche. L’examen clinique ne retrouve pas de syndrome tumoral, ni

syndrome hémorragique. Aucune atteinte cutanée n'a été observeée.
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Le bilan biologique a révélé une leucopénie a 1.16 G/L avec anémie a 8.9 g/dL, une
thrombopénie a 64 G/L. Le bilan d’hémostase montre des TP, TCA et fibrinogene normaux,
sans syndrome de lyse ni CIVD. L’examen du frottis sanguin a retrouvé quelques cellules
immatures indifférenciées, le myéogramme a montré une moelle richement blastique avec
absence de mégacaryocytes. La moelle est envahie par un important contingent de cellules
immatures de taille moyenne a grande, le rapport nucléocytoplasmique est diminué, la
chromatine est tres fine, le cytoplasme modérément basophile, présence parfois de micro
vacuoles cytoplasmiques. Absence de grains et de corps d Auer. Ces blastes ont un
aspect parfois lymphomateux, parfois monoblastique avec de longs prolongements

cytoplasmiques.

L’immunophénotypage médullaire a montré |’existence d’une population positionnée en
fenétre blastique CD45 faible, CD34 négative et HLADR positif. Cette population exprime en
forte intensité le CD56 et le CD4. Les marqueurs lymphoides B (CD19, CD79a cyt) et T
(CD3cyt) sont négatifs, avec expression des marqueurs myéloides: MPO+faiblement, CD13+,
CD15+ et monocytaires CD64+, CD33+ sans positivité du CD117.

La co-expression des marqueurs CD56 et CD4, devant une cytologie aspécifique, signe des
blastes de LpDC a composante myélomonocytaire.

Le patient a recu une chimiothérapie de type LAM, son pronostic était plutot favorable
avec un taux de surviea5 ansde 100%.
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La CMF est devenue un outil incontournable du diagnostic des LA, elle doit étre

integre aux examens de routine de ces maadies en utilisant des panels ssimplifies au

quotidien. L’ assignement de lignée est en effet |e critere principal necessaire au clinicien pour

guider les choix therapeutiques. Ainss, il est utile de definir au diagnostic les caracteristiques

immunophenotypiques qui seront mises a profit pour rechercher la maadie residuelle ou

caracteriser larechute comme issue du meme clone ou d’ une autre population de blastes.

Les études de survie peuvent bénéficier de |’ approche precise apportée par la CMF

en fournissons de meilleurs marqueurs pronostiques.

A la fin de notre étude et sur la base des résultats obtenus, on a ressortie les

recommandations suivantes:

L'utilisation d'un panel d'anticorps monoclonaux de lere ligne contenant
les marqueurs lymphoides B (CD79acyt, CD22cyt, CD19, CD10), les marqueurs
lymphoides T (CD3cyt,CD2,CD7), le Tdt et les marqueus myéoides
(CD117,CD13,CD33, MPO cyt), pour orienter la démarche diagnostique et un panel
de 2éme ligne pour le sous typage des LA qui contient : CD45HLADR, CD34
,CD41, CD42, CD61, chaine mu cyt, chaines kappa et lambda,CD64, CD36, CD15,
CD3s, CD1a, CD20, CD5, CD14, CD4,CD8, CD56 et la glycophorine A.

L'utilisation d'un large panel danticorps monoclonaux sur une seérie plus
importante de patients LAM, LAL est indispensable afin de retrouver plus de co-
expression d antigenes myéloides /lymphoides pour pouvoir identifier des
caractéristiques  cliniques, biologiques et  thérapeutiques  spécifiques
aux LAL My(+) vs LAL My(-) et LAM Ly(+) vsLAM Ly(-).

L'étude du caryotype des hlastes au diagnostic vu que |'étude cytogénétique
est |'un des facteurs pronostic maeurs permettant une stratification des LAL et
LAM en groupesde risques favorables et défavorables en vue d’ une adaptation du
traitement aux probabilités de rechute et de survie.

Pour mener a bien la technigue de CMF, nous proposons de melilleurs conduites

gui consistent a:

Choisir lanature du prélevement :

Le préévement doit étre orienté vers la population tumorale la mieux représentée.

Il s'agit de la moelle osseuse dans le cas des LA. Toutefois, |’ existence d’ un envahissement
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sanguin (ou meéningé, rarement) peut rendre un échantillon de sang ou du liquide

cérébrospinale propre a la caractérisation de la leucémie, et de facon parfois tres précieuse

lorsque le prélevement médullaire est difficile. Quelle que soit la nature du prélévement

choisi, I’évaluation cytologique du degré d envahissement par la population anormale

doit toujours étre réalisée et corrélée avec les résultats obtenus en cytométrie.

Respecter les conditions et modalités de préévement de sang et dela moelle osseuse::

De préférence, réaiser I’analyse le jour méme (dans les 12 heures). Dans ce cas, les
deux types d'anticoagulants EDTA et |'héparine peuvent étre utilisés
indifféremment ;

L'utilisation d'un échantillon prélevé sur EDTA est possible jusgu'a 24 heures
apres le prélevement ;

L’utilisation d'un échantillon prélevé sur héparine est possible jusqu’'a 48 heures
apres le prélevement ;

Conservation de I’échantillion a température ambiante (20-25 °C) de préférence,
et ne doit subir aucun choc thermique (risque d’internalisation de certains antigenes
de surface (HLADR) ;

Acheminer les prélevements le plus rapidement possible au laboratoire de
cytométrie;

Prévoir une codification pour chague échantillon afin de préserver |'anonymat
du patient ;

Etre exigeant sur les données cliniques fournies par le prescripteur via une
fiche de renseignements du patient tel que: la nature « suspectée » de la population
a étudier. Cette donnée oriente la recherche de la population d’intérét d aprés ses
caractéristiques de diffraction ou d'expression de certains antigénes (intensité
d’ expression de |'antigéne pan-leucocytaire CD45), et la composition des panels

d’anticorps monoclonaux a utiliser.

Controdler cytologiguement la représentativité cellulaire de I'échantillion

Doit au mieux étre mené sur des échantillons prélevés sur EDTA depuis moins
de 6 heures;;

Le contrdle doit porter réellement sur la suspension cellulaire directement utilisée
pour les marquages, pour vérifier que la population d'intérét est bien présente dans

letube afin d’'estimer sa proportion. Ce contrdle repose sur :

232



Recommandations

* Un frottis sanguin réalisé a partir du tube initial ;
 Un frottis médullaire réalisé a partir de la suspension prélevée pour le typage et nonles
frottis réalisés lors du prélévement avec les premiers mm?® de moelle.
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Conclusion

La classification des LA a fait appel aux recommandations du groupe FAB
depuis une vingtaine d’années. L’intérét longtemps porté a cette classification tient a sa
relative simplicité basée sur une description morphologique, apres coloration des frottis de
sang et de moelle osseuse, complétée par des examens cytochimiques, accessibles a tous les

laboratoires et tenant compte des anomalies cytomorphologiques du sang et de lamoelle.

Le myéogramme lu par un cytologiste averti reste |I’examen de premiere intention
en cas de suspicion d'une LA. Il est en effet trés rapide aréaliser. C'est aussi sans doute la
technique qui permet le mieux d’ apprécier les anomalies qualitatives des cellules. A cet effet,
cet examen a ses limites, il est en partie subjectif, nécessite une solide expérience et ne
permet de compter qu’un faible nombre de cellules parfois dans des zones qui ne sont pas
représentatives de la distribution cellulaire globale. De plusil ne permet pas la différenciation
des sous populations lymphocytaires.

Cest dans ce contexte que I|'anadlyse par CMF, qui permet une anayse
immunologique complémentaire de la morphologie comme préconisé dans la classification
OMS 2008 des LA a éé mise en place depuis 2012 au laboratoire d’hémobiologie du
CHU de Tizi Ouzou. Elle est devenue indispensable dans le diagnostic et la classification
des LA. En effet, cette technique permet de distinguer quatres catégories de LA selon leur
lignée d'origine : myéloide, lymphoide, phénotype mixte, histiocytaire et dendritique. La
classification des cellules anormales dans une entité nosol ogique est une étape indispensable
a la prise en charge optimisée du patient. Quand la LA est MPO ou noir soudan négatif,
I’examen par CMF des cellules blastiques est indispensable, I’ examen microscopique étant
insuffisant pour porter avec certitude le diagnostic de LAL. Laclassification FAB est dans ce
cas peu utile, en dehors de I'identification de la LAL3 de type Burkitt qui parfois préte a
confusion avec laLAM5a, voir LALT.

Actudllement, plus de 20 marqueurs sont analysés par CMF de fagon combinée;
mais aucun pris isolément, ne peut classer les différents sous-types de LA en particulier le
groupe des LAM. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que la classification FAB ne repose
pas uniquement sur des critéres morphologiques mais aussi sur la présence et le nombre de

progéniteurs granul ocytaires, monocytaires ou érythrocytaires.

Dans cette étude nous avons voulu exploiter la masse d’information apportée par

I’analyse immunophénotypique dans la classification des LA  afin de comprendre
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guand faut-il en avoir recours a cette technique sensible et spécifique mais couteuse en

temps et en formation.

L’immunophénotypage par CMF réalisé chez tous nos patients, soit 234 LA dont
70 (30%) chez I'enfant et 164 (69,6%) chez I'adulte, apermis I’ exploration des situations
suivantes : I’identification de lalignée myéloide, parmi les 234 patients, 145 cas (62%) sont
des LAM (121 cas chez [I'adulte et 24 cas chez [|'enfant), I’exclusion des lignées
lymphoides des LAM peu différenciées qui sont essentiellement de type MO, M7 et cytM PO
négative, souvent étiquetés comme LAL par |'éude cytologique. Nous avons recensé
82/234 cas de LAL (35 %) dont 43 LAL chez I'enfant et 39 LAL chez |’adulte, cette
distinction est importante vue le caractére péoratif des formes

peu différentiées.

La CMF nous a permis, dedifférencier parmi lesLAL les formesT et lesformes
B. Aingi, sur les82casde LAL 59 (72%) sont des LALB et 23(28 %) des LAL T.

Un manque de performance de |a cytol ogi e classique a été constaté dans la distinction
des formes B mature (LAL3) des autres formes lymphoblastiques. Sur 39 cas de LAL de
I’ adulte, nous avons distingué par CMF 03 (8%) de LAL3 type burkitt-like et chez I’ enfant
02 cas sur 43(4.65%) de LAL3 distingué. Cette distinction est importante pour un
traitement plus spécifique et une survie meilleure.

De pat sa performance la CMF nous a permis dindividualiser les LAL
biphénotypiques ou a phénotype mixte (MPAL), de tres rares casde LAL biphénotypiques
ont été recensés soit 7/234 cas (3%). Un cas (0.42%) de LA a celules dendritiques
myéloides a éé identifié sur les 234 cas de LA diagnostiquées. Le  profil
immunophénotypique de ces entités était important a déterminer pour orienter la conduite

thérapeutique et le pronostic.

Par ailleurs, la CMF  permet de distinguer les blastes des hématogones qui
correspondent aux précurseurs B (type 1 et 2) ains qu'aux B immatures (type 3). Les
hématogones de type 1 sont CD19+, CD38+ fort, CD10+ fort, CD34+, et CD45+ faible. Le
passage au stade hématogones de type-2 se caractérise par une perte du CD34, une
diminution de I’expression du CD10 et une augmentation de celle du CD45. Au stade B
transitionnel, le CD45 ale méme niveau d’ expression que celui des cellules B matures, le

CD38 reste fort et CD10 positif. Le passage au stade B mature est marqué par la perte du
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CD10, CD45 est fort et I’expression de CD38 diminue progressivement jusqu’a devenir
négatif. Les hématogones persistent chez I’enfant jusqu'a I’ége de 6 ans. La distinction
lymphocytes / hématogones /blastes myéloides est délicate en cytologie, et qu’'un certain

nombre d' hématogones au niveau medullaire sont souvent comptées avec les lymphocytes.

Les LAMO montrent une différenciation myéloide minimale, et souvent une
morphologie FAB L1/ L2 bien qu'un diagnostic de LAMO peut étre exclu gréace a |I’analyse
multiparamétrique offerte par la CMF. Les marqueurs cytMPO, cytCD3 et cytCD79a, sont
les meilleurs marqueurs pour distinguer les LAMO des LALB et LALT. Les antigénes
CD2, CD4, CD7, CD10 et CD19 ne peuvent pas étre considérés comme des signes de
différenciation lymphoide parce que nous avons I'expression de ces antigenes |ymphocytes

T et B associés aux LAM comme antigénes infidéles ou aberrants.

Les antigénes aberrants semblent saffirmer comme les meilleurs  marqueurs
pronostiques pour suivre I'évolution sous traitement dont certains sont corrélés a la
présence d'anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires et a des évolutions pronostiques
défavorables.

Nous avons constaté que les associations antigéniques lient le profil
immunologique et les sous types morphologiques. Dans notre éude, le CD34 et le
HLA-DR ont été exprimé sur une plus grande population de cellules myéoides
engagées mais immatures, ce qui nous a conduits a sélectionner le CD34 et le HLA-DR
comme marqueurs non associés a une lignée. La fréquence de positivité du HLA-DR et
CD34 est assez similaire dans les soustypes de LAM suivants LAMO, LAM1, avec une
forte expression seule du HLA-DR dansles LAMS et du CD34 dansles LAM7.

L’absence d'expression du CD34 e¢ du HLADR a éé constatée dans plus
de 80% des cas de LAM3, moins de 10% ont exprimeé soit le HLADR soit le CD34 soit les

deux marqueurs.

L’antigene CD117 présente une spécificité élevée pour les LAM, et représente un
marqueur fiable pour caractériser le degré de différenciation des blastes myéloides et
monocytaires. Le CD117 aété exprimé dans 100 % des cas de M7et MO, dans 89.5% des cas
de M1, dans 97 % des cas de M2, dans 58.8 % des cas M3 et dans 90 % des cas M4.Dans le
sous type M5 I'expression du CD117est faible 20 % strictement limitée aux stades précoces

avec une faible intensité d’ expression.
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Le diagnostic des LAM M4, M5b typiques peut étre posé sans CMF en utilisant la
classification FAB. Néanmoins, le diagnostic de la LAM7 ne peut ére posé par la
classification FAB seul, étant donné que la plupart de ces cas ont une fibrose médullaire.

La difficulté diagnostique peut ére aggravée par le fait que dans plusieurs cas les
meégacaryoblastes sont petits, ressemblant a des lymphoblastes ou méme a des lymphocytes.
Dans de tels cas, I'immunophénotypage par CMF occupe une place irremplacable par
I'identification des cellules blastiques «atypiques» rares en circulation comme les
meégacaryoblastes, exprimant CD41 et / ou CD61 mais MPO négative. Ainsi, un diagnostic
de LAM7 ne doit pas étre écarté devant un sang périphérique ne présentant pas 20%

d’ envahissement blastique, car c'est souvent le cas avec lesLAMY7.

En effet, I'assignement des cellules blastiques a une lignée est le critere
principa nécessaire au clinicien pour guider les choix thérapeutiques. Des marqueurs
antigéniques  clés dans l'immunophénotypage des LAM et LAL permettent une
stratification en sous-ensembles cliniquement pertinents avec des expressions antigéniques,
qui doivent étre prise en compte pour définir des populations LAM ou LAL a risque
élevé. Chez les enfants LALT de notre série d' éude, |'impact pronostic des antigenes
CD2 et CD8 aété observé. Les patients enfants LALT CD8(+) ont une meilleure survie
gue les groupes CD8(-) avec une signification statistique p=0,01. De méme les patients
CD2(-) ont une survie nettement meilleure que les patients CD2(+) (p=0,03).

Aussi, le taux de concordance entre la classification FAB des LAM  versus
classification immunophénotypique est élevé 91 % (p<0.001).Ces résultats ont permis de
conclure a la complémentarité entre les deux classifications (FAB /immunophénotypage) et

leur dépendance.

Enfin, nos résultats confirment que I'immunophénotypage des LA nous a

permis une classification orientée et fiable.
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Annexel: Schéma de |"hématopoiése [233].
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Annexe 2 : Fiche de renseignements
1. IDENTIFICATION DU PATIENT
Date d hospitalisation: .....................
N° du patient : ...............

Servicedemandeur: ..o

NOMS: .o

Prénom: ...............

Datedenaissance: ...........c..ccveunee. Age .o
Lieudenaissance: ...........c.coceevnnne. Codepostal : 1 _ 1 _I_1_1_1I
SEXE i

2. ANTECEDENTS PERSONNELS

Notion de consanguinité
[ ]Oui
[ JNon
[ INon précisé

Pathologies malignes antérieure

[_|Tumeur solide Date du diagnostic ..................
[|Pathol ogie hématol ogique Date du diagnostic ..................

[ JNon

[ INon précisé
3. ANTECEDENTS FAMILIAUX

Oui []
[ ]1er degré [_|Tumeur solide [ |Pathologie hématologique
Nombre

[ 12éme degré [_]Tumeur solide [ ]Pathologie hématologique
Nombre ..................

[ 13éme degré [_|Tumeur solide [ |Pathologie hématologique
Nombre ..................

Non [ ]
Non précisé [ |
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4. DIAGNOSTIC

Date du diagnostic de certitude: | _ | _ 1 1 I |1

Il sagit d’une LA primaire « de Novo » [ ]

LA secondaire [ ]
Circonstances de découverte

[]Symptémes Clinique Date deslers symptomes | 1 1 | | _|
[ ]Fortuite

LIN.F.S (€] HD e PO,

[ ]JAutres

[ INon précisé

ECOG [Jo []1 []2 13 []4
Poids........... T . TA . .
Paleur cutanéo-muqueuse [ JAbsente [ |Discréte [ ] Modérée [ ] Franche
Fiévre [ ]Oui [ JNon [_INon précisé
Syndrome (Sd) hémorragique [|Cutané [ IMuqueux  [_|Non précisé
[ IModéré [ ]Sévere [_INon précisé
[ ]Viscéra
Infection [ ]Oui [ ]Non [] Préciser........c.........
[_INon précisé
Sd tumoral

SPMG [Joui [ JNon DS.oiiiieiia,

HPMG [Joui [JNon  FHuerovoovveeeen,

Adénopathies superficielles [ ]Oui [ ]Non

Taille: de......... A........ Sege..ociiiin

Douleurs osseuses, articulaires [ ]Oui [ ]Non
Localisation médiastinale [ ]Oui [ ]Non
Localisation testiculaire [ ]Oui [ ]Non
Signes neurologiques [ 1Oui [ INon

Autres locaisations: ..................

5. NATURE DE PRELEVEMENT

[[1Sang périphérique [ IMoelle osseuse [] Autre (préciser)
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6. LES BILANSAU DIAGNOSTIQUE

= Hémogramme

g/d

= Frottissanguin

VGM=

GB: PNN:
Autres cdlules:

PE :

Description des blastes

PB :

Lym: Mono:

Plguettes :

= Frottis médullaire

Taux deréticulocytes: ............... G/L
Frottis médullaire : nombre de lames (

Richesse en mégacaryocytes : (nombre)

Lignéegranuleuse: ......... %

Série neutrophile
Cdlulesindifférenciées:
Promyélocyte :
Myélocytes

Lignée érythroblastiques: .........

Pro érythroblastes :
Erythro.basophiles:

Erythro.polychromatophiles :

Erythro.acidophiles:
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Métamyélocytes :
Poly. Neutrophiles:

Série éosinophile: %
Myéocytes:
Métamyélocytes :

Poly. Eosinophiles:

Série basophile: %
Noyaux nus: présents
Cedlulesdifficile a classer:

» Colorations Cyto chimique

Noir soudan :

= TypedeLA

= Commentaire

Lignée non myéoide: %

Lymphocyte:
Monocyte:
Plasmocyte :

Lignée mégacaryocytaire:
Phagocytes:

®m Résultatsde CMF au diagnostic :

Marquage membranaire

FITC PE ECD PC5.5
CD13 = CD15 = CD45 CD117 =
CD36 = CD14 = CD45 CD64 =
CD42b= CD4la= CD45 /
CD71= CD61= CD45 /
CD65= Glyco A = CD45 /

HLADR= CD13 = CD45 CD34 =
CD19= CD10 = CD45 CD20 =
CD33= CD7= CD45 CD2=

CD3= CD8= CD45 CD4 =
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CD4= CD16= CD45 CD56 =
CDla= CD45 CD5=
Tdt = TCRo/p = CD45 /
g CD38= CD45 CD20=
CD19= CD22= CD45 CD117=
CD38= CD45 CD34=

Marquage intra cytoplasmique

CD3cyt= MPO cyt = CD45 CD79acyt=

ChM cyt= CD22cyt= CD45 /

s: surface : cyt : cytoplasmique
(Si Ig s+ arechercher lamonotypie Kappa et ou lambda)

= TypedelLA:

= Marqueurs phénotypique aberrants:
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7. VOLET THERAPEUTIQUE

® Traitement symptomatique

Date de début detraitement : | I I I

Zyloric [ JOui [ _INon Transfusion [ ]Oui [ INon
Nbre CG: ............ Nbre Plag: ............ Nbre PFC: ......... Nbre CUP: ............
Corticoides [ JOui [[INon Réponse aux Corticoides: [ JOui [ JNon

Antibiotiques: [_] Oui [ ] Non

®m Traitement spécifique (Chimiothérapie)

Type de protocole:

Date Jldelalérecure: | I I I

Nombredecures: ..........

Evauation (date) : | I I I Jours: J.......... Phase:..........
SaNg ;.o

Modle: ......ocoevennin. % Blastes: ..........

[ JRC1: [ ]Oui [ ]Non a Jo...... (Préciser) Date:...............

Echec: [ ]JOui [ |Non

Complications: [_|CIVD [ ]Syndrome de lyse tumoral [ Jinfection
[ JAnémie [ ] Hémorragies [ ] Autre Préciser ............

Décés en induction[_JNon [_]Oui Date:1__1__ | |
CASES . ittt

Consolidation : [ Joui [ JNon

I ntensification : [ ]Joui [ ]Non

Rechute: [ Joui [ JNon Date delarechute: | I I

Blastesrésidudls:

[ ]Moelle [ INeuroméningé isolée
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[ ]JAutreslocalisations:

Traitement derelais: [ |Oui [ |Non TYPE: coieieieiee .
2éme RC: [ JOui [ Non Date:1__ |__ | |

Greffede moelle osseuse (GMO): [ JOui [ |Non Date:1 | |
En [_JRC1 (fin d’ induction) [ JRC2 (aprésrechute)

8. Statut du patient ala date des derniéres nouvelles

1-Rechute :

a) [ |Médullaire

b) [ ] Extramédullaire [ ] Neuroméningé[ ] Testiculaire[ JAutre..................
¢) [ IMixte, Préciser ..................

2-Décédé: [ JOoui [ |Non Date du décés: | |

3- [ ] Perdu de vue Date derniere nouvelle: | I I I
4- [ VivantRC1 [ ]VivantRC2 [ ]Vivant GMO [ ]Vivant Echec
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Annexe 3

Description des Clusters de différenciation essentiels qui regroupent les
antigénesrecherchés et pour lesquels des anticor ps monoclonaux
spécifiques ont été utilisés pour déter miner le profil immunophénotypiques

desleucémies aigues de notre éude

CD45

Est un marqueur pan-leucocytaire. Son intensité d’ expression varie en fonction du type
cellulaire, et sur un graphique CD45/SS il permet de cibler les blastes qui expriment plus
faiblement le CD45.

CD3

Est un antigene strictement spécifique de la lignée T, qui est essentiedd a ['activité
physiologique du lymphocyte T puisquiil va transmettre le signal d'activation induit par
I'engagement du TCR dans une réaction immunitaire. Durant la lymphopoiése T, le CD3 ne
sera pas tout de suite exprimé sur la membrane cellulaire, il va tout d'abord apparaitre en
intracytoplasmique au stade d'Early Thymique Progenitor (ETP). Il ne sera exprimé en
surface seulement une fois que les réarrangements geniques auront permis la production d'un
TCR fonctionnel, a partir du stade double positif. Selon la classification EGIL, le CD3 n'est
exprimé en surface que dans le type le plus mature de LAL-T, les LAL-T de type IV. On
note cependant que certaines LAL-T vont co-exprimer du CD3 de surface et du CDla
(signant une LAL-T 11l selon EGIL)[65]. En termes d'intensité d'expression, le CD3 est plus

faiblement exprimé par les blastes que par les lymphocytes T matures normaux.

CD4 et CD8

Sont exprimés par les thymocytes puis par respectivement 2/3 et 1/3 des lymphocytes T
matures. Le CD4 peut étre également exprimeé a un niveau plus faible par les monocytes,
les macrophages et certaines cellules dendritiques. Dans la population lymphocytaire T
normale, les lymphocytes T expriment le CD4 ou le CD8, jamais les 2 simultanément.

Les cellules pouvant exprimer alafois du CD4 et CD8 sont les thymocytes doubles positifs
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qui sont exclusivement localisés au niveau du thymus. La co-expression du CD4 et du CD8
au niveau médullaire ou du sang signe donc la présence de cellules leucémiques, et constitue

un LAIP qui permettrale suivi delamaladie résiduelle.

CD7

Proténe transmembranaire, membre de la superfamille des immunoglobulines, exprimeée par
les thymocytes, les lymphocytes T et NK. CD7 joue un role essentiel dans les interactions
cellulaires entre lymphocytes T et dans les interactions entre lymphocytes T et lymphocytes
B au coursdu processus de maturation lymphocytaire.

CD10

Est exprimé a un stade plus tardif que le CD34 au cours de la lymphopoiése T, et son
expression est breve. Ces deux marqueurs ne sont exprimés au diagnostic de LAL-T que
dans une minorité de cas, mais quand ils sont présents ils sont des marqueurs utiles au suivi
de la MRD, dautant plus que leur niveau dexpression reste stable aprés traitement
contrairement aux CD99 et TdT [66].

CD13

Metalloprotéase membranaire exprimée par les progéniteurs granulocytaires, monocytaires
précoces et les cellules matures de ceslignées. Le CD13 joue un rdle dans la présentation des
antigénes a la surface des cellules par I'excision des acides aminés N-terminaux des peptides

liesau CMH de classell.

CD14

Récepteur a endotoxine (lipopolysaccharide) exprimé en particulier par les cellules
monocytaires et macrophagiques. Le CD14 joue un role important dans la réponse
immunitaire innée anti-bactérienne. 1l est particuliérement positif dans les LAM a
différenciation monocytaire (LAM4 et LAMDS).

CD19

Glycoprotéine membranaire de la superfamille des immunoglobulines, présente a la surface
des lymphocytes B et des cellules dendritiques folliculaires du systéme hématopoiétique. Le
CD19 est un régulateur crucia dans le développement, I'activation et la différenciation des
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lymphocytes B. A la surface des lymphocytes B, le CD19 sassocie aux CD21, CD81 et

CD225 pour former un complexe de transduction du signal.
CD33

Molécule dadhésion appartenant a la famille des SIGLECS (Siaic acid-binding
Immunoglobulin-like Lectin), impliquée dans les interactions entre cellules. CD33 est
fortement exprimé par les myéloblastes, promyélocytes, myélocytes et monocytes [92]. Il est
positif dans 85 a90% des LAM.

CD34

Est I'un des marqueurs apparaissant le plus précocement pendant I'hématopoiese et sera
exprimé par de nombreux progéniteurs héematopoiétiques. Dans la lymphopoiése T, son

expression serarapidement perdue, au stade "early prothymocyte" [66].

CD38

Glycoprotéine impliquée dans |I’adhésion cellulaire et la transduction du signal. CD38 est
exprimeé sur les thymocytes et également ala surface des lymphocytes T, lymphocytes B et

cellules NK, expression augmentée au moment de I’ activation lymphocytaire.

CD56 et CD16

Le CD56 est un antigéne present sur les cellules NK. Le CD16 est exprimé par les cellules
NK, les monocytes et macrophages et par |les polynucléaires neutrophiles.

L’ utilisation d’'anticorps anti CD16 et anti CD56 dans notre panel nous permet de cibler et
d exclure de I’analyse les cellules NK normales. De plus, certaines leucémies expriment de

facon aberrante ces antigenes.

CDo64

Glycoprotéine membranaire appartenant a la famille des récepteurs du complément. CD64 a
la particularité d’ avoir une forte affinité pour la partie constante Fc des I1gG . Il aun role dans
I'initiation et |’ adaptation de la réponse immunitaire. Il est principalement exprimé par les

macrophages, les monocytes.

CD79%a

Glycoprotéine membranaire qui, associé au CD79b, forme le récepteur hétérodimérique des

lymphocytes B (BCR). Ce récepteur est responsable de la signalisation des lymphocytes B.
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Cest I'égquivalent du CD3 pour les lymphocytes B. Il est exprimé a tous les stades de

maturation des cellules B, depuis le lymphocyte pré-B précoce jusqu’ au plasmocyte.
CD117

Récepteur tyrosine kinase du CSF codé par |’ oncogene c-kit. Le CD117 est exprimé par les
myéloblastes, les cellules érythrocytaires primitives, quelques mégacaryoblastes et par les

cellules mastocytaires.

TdT

Le terminal deoxy nucleotidyl transferase est une ADN polymérase qui participe al'addition
de nucléotides pendant les réarrangements des génes du TCR et des immunoglobulines. De
maniére physiologique la TdT est fortement exprimée par les thymocytes corticaux
immatures, puis son expression sera perdue dans les cellules T matures normales
périphériques. Sa présence sur des cellules T sanguines ou médullaires est donc anormale. La
TdT est retrouvée de fagcon pathologique dans les LAL-T, les LAL-B aprécurseurs B et dans
environ 5% des LAM.
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Annexe4

Corrélation entre les différents sous types de LAM selon FAB et le profil
desdots plot CD45/SSC [133].
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Annexe 5 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement a la lignée
myéloide.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d hémobiologie du CHU

Tizi Ouzou).
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Représentation mono - Panel dorientation aprés Pand  d'orientation  aprés
paramétrique marquage intracytoplasmique marquage intracytoplasmique
CD45/SSC aprés pour déterminer la nature pour déterminer la nature
marquage de surface lymphoide  des  blastes: Iymphoide ou myéoide des
pour I'identification des représentation biparamétrique  blastes. Ce graphe montre une
blastes. des CD3cyt-CD79%a qui sont MPOcyt négative.
néaatifs.
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Représentation biparamétrique
des marqueurs myélaides:
CD33-CD15 aprés marquage de
surface. Ce graphe montre
CD33 positif et CD15 négatif.

Représentation biparamétrique
des marqueurs CD117-CD45
aprés marquage de surface. Ce
graphe montre la faible
positivité du marqueur
myéloide CD117.

Représentation  biparamétrique
des marqueurs HLADR- CD34
aprés marquage de surface. Ce
graphe montre la forte
positivité des deux marqueurs.
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Représentation biparamétrique
des marqueurs CD13- CD45
aprés marquage de surface. Ce
graphe montre la positivité de
CD13 marqueur pan myéloide.
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Annexe 6 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement alalignée
myéloide.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d hémobiologie du CHU

Tizi Ouzou).
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MPQOcyt positive. des CD3cyt-CD79a qui sont
négatifs.
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Représentation biparamétrique
des marqueurs CD117-CD45
aprés marquage de surface. Ce

Représentation biparamétrique
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Représentation  biparamétrique
des marqueurs CD13- CD45
aprés marquage de surface. Ce
graphe montre la forte
positivité de CD13 marqueur
pan myéloide.

Ce graphe montre une
faible positivité du CD15
marqueur myéloide de
meaturation.
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Annexe 7 :

Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement a la

lignée myéloide.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d hémobiologie du

CHU Tizi Ouzou).
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Représentation  biparamétrique
des marqueurs CD13-CD45
aprés marquage de surface. Ce
graphe montre la forte
positivité de CD13 marqueur
pan myéloide.
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Annexe 8 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement alalignée
myéloide.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d hémobiologie du CHU
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Annexes

Annexe9:

Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement a la
lignée myéloide.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’ hémobiologie du
CHU Tizi Ouzou).
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marquage de surface. Ce graphe
montre la forte positivité du
CD117 et lanégativité du CD33 sur
les blastes.
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Annexe 10 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement a la
lignée myéloide.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’ hémobiologie du
CHU Tizi Ouzou).
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Annexe 11 :

Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement a la

lignée lymphoide B.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’ hémobiologie du
CHU Tizi Ouzou).
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Annexe 12 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement a la
lignée lymphoide T.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’ hémobiologie du

CHU Tizi Ouzou).
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Résumé:
L'immunophénotypage par CMF est devenue une technique incontournable dans la stratégie
diagnostic des LA, a coté de I'examen cytomorphologique. Il permet de confirmer la lignée cellulaire

engagée dans le processus leucémique, et de préciser le stade de blocage des blastes dans leur différenciation
pour identifier et/ou préciser le diagnostic des diversesformes de LA.

L' objectif de ce travail est d'étudier le profil immunophénotypique d’'un ensemble de casde LA de
«novo » diagnostiqués au laboratoire d’hémobiologie du CHU de Tizi-Ouzou, par la technique de CMF, et
de déterminer le lien entre la fréguence d’ expression de certains marqueurs antigéniques et le pronostic des
patients.

Le diagnostic de la LA a été pose sur sang et/ou moelle par étude cytomorphologique selon FAB,
les échantillons ont été traités par CMF sur deux types de cytométres, I'EPICS XL (Beckman Coulter) et
I’ACCURI (Beckton Dekinson) a 4 couleurs aprés marquage par un panel d'anticorps monoclonaux. Il s agit
d’une étude transversale a visée descriptive et prospective.

234 LA ont été diagnostiquée dont 70 (30%) chez I’enfant et 164 (69,6%) chez I'adulte. Parmi les 234
patients, 82 (35 %) cas de LAL (43 LAL chez I’enfant et 39 LAL chez I’adulte) et 145(62%) cas sont des
LAM (121 caschez I'adulte et 24 caschez I'enfant). Sur les82 casde LAL 59 (72 %) cas sont des LALB
et 23 (28 %) casde LAL T. De trés rares cas de LA hiphénotypiques ont été recensés 7/234 (3%) cas.
Olcas de LpDC et 03 cas de de LAM a Cup Like que nous avons distingués des LAMS3 variantes. L'age
moyen des patients adultes : 45 ans + 16,25(19ans -78ans), chez I'enfant I’&ge médian : 54 ans + 6,2
(7 mois-18 ans). Ledélai  moyen de survie 40,68 mois pour les patients dont I'age <60ans vs 15,87 mois
pour les patients dont I'age > 60ans ; p=0,01. Le déla moyen de survie est de 24,11 mois pour les patients
dont le taux de GB< 50G/L vs 11,07 mois pour les patients avec un taux de GB >50 G/L; p=0,008. Dans la
série enfants: I'incidence des LAL (61% ) chez I'enfant est nettement plus élevée par rapport aux LAM
(34%) ; p=0,001 et les LALB(76%) sont plus élevés par rapport aux LALT(23%) ; p<0.001. L'anémie est
plus fréquentedansles LAL B 94%vs70 % dans les LAL T (p=0,012). L hyperleucocytose > 30 G/L est
retrouvée dans 36 % des LALB vs 60 % des LAL T. Globalement, la fréguence d expression des
marqueurs antigéniques montre une prédominance des marqueurs suivants : HLADR, CD19, CD79a et le
CD10 danslesLALB, et de laMPOcyt, CD13, CD117 etle CD33 danslesLAM. L’expression du CD15 a
montré un impact significatif sur la survie globale ; p=0.002. Le délai moyen de survie est de 45 mois pour le
groupe CD15+ vs 16 mois pour le groupe CD15(-) avec des taux de survie globale a 5 ans de 47% et 14%
respectivement. Contrairement a la série enfants LAM, le groupe d'enfants CD15(-) et CD15(+) ont une
moyenne de survie de 18 mois et 6 mois respectivement ; p=0.04. Dans les LALT de I’adulte, les délais
moyens de survie sont de 56 et 17 mois pour les CD4+ et CDA4(-) respectivement ; p=0,05. Chez les enfants
LALT I'impact pronostic des antigenes CD2 et CD8 aété observé. Les patients enfants LALT CD8(+) ont
une meilleure survie que les groupes CD8(-); p=0,01. De méme les patients CD2 (-) ont une survie
nettement meilleure que les patients CD2(+);p=0,03.Les taux de survie globale des groupes de patients
CD34(+)/CD34(-) et HLADR(+)/HLADR (-) sont faibles mais les moyennes de survie sont meilleure en
cas d'absence du CD34 et du HLADR malgré la non significativité statistique; p>0,05.

Ce travail souligne la place indispensable de I'immunophénotypage, en complément de I'analyse
cytomorphologique, dans le diagnostic et laclassification desLA, a reconnaitre des entités rares et a orienter
le pronostic par I’ expression ou hon de certains marqueurs antigéniques.

Mots clés: Leucémies aigues, Leucémies aigues lymphoides, Leucémies aigues myéloides, Leucémies aigues
biphénotypiques, Classification FAB des leucémies aigues, Classification OMS des leucémies aigues,
Immunophénotypage, Cytométrie en flux, Marqueurs antigéniques, Survie globale, Délai moyen de survie
globale.
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Abstract:

Immunophenotyping by FCM has become an essential technique in the diagnostic strategy of AL,
alongside cytomorphological examination . It makes it possible to confirm the cell lineinvolved in the leukemic
process, and to specify the stage of blocking of the blastsintheir differentiation in order toidentify and/ or specify
thediagnosisof thevariousformsof AL.

The objective of this work is to study the immunophenotypic profile of a set of de “novo” AL cases
diagnosed inthe hemobiology laboratory of the Tizi-Ouzou University Hospital , by the FCM technique, and to
determinethelink between the frequency of expression of certain antigen markersand the prognosis of the patients.

The diagnosis of AL was made on blood and / or marrow by cytomorphological study according to FAB;
the samples were treated with FCM on two types of cytometers , EPICS XL (Beckman Coulter ) and ACCURI
(Beckton Dekinson) at 4 col ors after labeling with apanel of monoclonal antibodies. Thisisacross-sectional study
with adescriptiveand prospectiveaim.

234 AL were diagnosed, including 70 (30%) in children and 164 (69.6%) in adults. Among the 234
patients, 82 (35%) cases of ALL (43 ALL in children and 39 ALL in adults) and 145 (62%) cases are AML
(121 cases in adults and 24 cases in child). Of the 82 cases of ALL, 59 (72%) cases are B-ALL and 23 (28%)
cases of T-ALL. Very rare cases of biphenotypic AL were identified 7/234 (3%) cases. 01 cases of LpDC and
03 cases of AML to Cup Like that we have distinguished from the AML3 variants. The mean age of adult
patients: 45 years + 16, 25 (19 years -78 years), in children the median age: 5, 4 years + 6.2 (7 months -18
years). The mean survival time 40.68 months for patients aged < 60 years vs 15.87 months for patients
aged> 60 years, p = 0.01. The mean survival time is 24, 11 months for patients with a GB rate <50G/L
vs 11, 07 months for patients with a GB rate > 50 G/L; p = 0.008. In the children’s series: the incidence
of ALL (61%) in children is significantly higher compared to AML (34%); p = 0.001 and B-ALL (76%) are
higher compared to T-ALL (23%); p <0.001. Anemia is more common in B-ALL 94% vs 70% in T-ALL
(p = 0.012). Hyperleukocytosis > 30 G /L is found in 36% of ALL vs 60% of T-ALL. Overal, the frequency of
expression of antigenic markers shows a predominance of the following markers: HLADR, CD19, CD79a and
CD10in B-ALL, and MPOcyt, CD13, CD117 and CD33 in AML. Expression of CD15 has shown a significant
impact on overall survival; p = 0,002. The mean survival time is 45 months for the CD15 + group vs 16 months
for the CD15 (-) group with overal 5 year survival rates of 47% and 14% respectively. Unlike the AML
children's series, the CD15 (-) and CD15 (+) group of children have an average survival of 18 months and 6
months respectively; p = 0, 04. In adult ALL T, the mean survival times are 56 and 17 months for CD4 + and
CD4 (-) respectively; p = 0, 05. In T-ALL children the prognostic impact of CD2 and CD8 antigens has been
observed. T-ALL CD8 (+) child patients have better survival than CD8 (-) groups; p = 0.01. Similarly, CD2 (-)
patients have significantly better survival than CD2 (+) patients; p = 0, 03.The overall surviva rates of the
patient groups CD34 (+) / CD34 (-) and HLADR (+)/ HLADR (-) are low but survival means are better in the
absence of CD34 and HLADR despite the statistical insignificance; p>0, 05.

This work underlines the essential place of immunophenotyping, in addition to cytomorphological
analysis, in the diagnosis and classification of AL, in recognizing rare entities and in guiding the prognosis by
the expression or not of certain antigenic markers.

Key words. Acute leukemias, Acute lymphoid leukemias, Acute myeloid leukemias, Acute biphenotypic
leukemias, FAB classification of acute leukemias, WHO classification of acute leukemias, |mmunophenotyping,
Flow cytometry, Antigenic markers, Overall survival, Mean time to overall survival.
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