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Les leucémies aiguës (LA) constituent un groupe hétérogène d’hémopathies malignes,

caractérisées par une prolifération clonale et incontrôlée dans la moelle osseuse (MO)

de précurseurs hématopoïétiques immatures bloqués à un stade précoce de différenciation et

ayant ainsi perdu toute capacité de maturation terminale. Ces cellules immatures, nommées

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

Les leucémies aiguës sont des affections rares. Elles représentent entre 10 et 15% des

hémopathies malignes avec un taux d’incidence standardisé à la population mondiale inférieur

à 6/100 000 habitants (hab)/an [2]. En Algérie les différentes approches épidémiologiques

effectuées entre 1994 et 2010 placent les LA de l’adulte au premier rang des hémopathies

malignes avec une incidence de 1.28 /100.000 /hab en 2010 [3].

On distingue selon l’origine du précurseur impliqué deux grands types : les Leucémies

Aiguës Myéloïdes (LAM), dont la fréquence augmente avec l'âge et les Leucémies Aiguës

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 moins de 15 ans [1, 2].

Le diagnostic d’une leucémie aiguë est évoqué lors de la mise en évidence de cellules

blastiques à l’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 aiguë (LA), le taux requit de blastes dans la moelle osseuse est

de 20% selon les recommandations de la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé

(OMS 2001) [4]. La nouvelle définition de l’OMS (2008) des LA n’est pas seulement

médullaire, la présence de 20% ou plus de blastes circulants fait également partie des critères

du diagnostic des LA.

Le diagnostic de LAL ou LAM est fait sur des critères cytologiques et

immunologiques des blastes de la moelle osseuse [1, 5]. L’apport de l’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, l’immunophénotypage par cytométrie en flux

(CMF) des cellules blastiques est devenu un examen biologique incontournable dans le

diagnostic et la classification de la LA. Il permet d’affiner ou même de modifier le résultat

de l’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 rares de LA dite de lignée ambiguë [10, 11]. C’est la technique de choix pour

confirmer la lignée hématopoïétique 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 de la maladie [14].

L’introduction de l’immunophénotypage des LA par CMF en 2013 était une première

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

de déterminer le profil immunophénotypique des cas de LAL et LAM nouvellement

diagnostiquées dans la région de Tizi Ouzou chez l’enfant et l’adulte, d’évaluer la

fréquence des marqueurs aberrants et de corréler certaines expressions antigéniques au

pronostic des patients.

Cette étude devrait aboutir à un diagnostic et à 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 la littérature.
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I.1. Historique

1827 l’anatomiste français Alfred DONNE (1795 – 1867) a publié un premier cas de

leucémie à la suite de l’examen du cadavre d’un homme âgé de 63 ans décédé suite à une

maladie qui a duré 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 à un

excès de production de globules blancs [15].

1869 Ernst Neumann découvre la fonction hématopoïétique de la moelle osseuse ce

qui a conduit au concept de leucémie myélogène et à une classification en trois formes:

myélogène pure, splénique ou lymphatique.

1889, Wilhelm Epstein a différencié la « leucémie aiguë » de la leucémie 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-Américano-britanniques

propose la classification dite « FAB », fondée sur l’examen cytomorphologique et

cytochimique des frottis médullaires, et qui a permis de dissocier les leucémies myéloïdes des

leucémies non myéloïdes « 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 critères de définition d'une leucémie myéloïde, lymphoïde de lignée T ou B et

biphénotypique[17].

2001, l’OMS a proposé une classification qui a regroupé les critères de la

classification FAB et EGIL en ajoutant des données cytogénétiques et moléculaires [4]. Cette
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classification a été modifiée en 2008 et en 2016 donnant lieu à la classification OMS de

2008 et de 2016 des LA [1, 18].

I.2. Définition

Les leucémies aiguës (LA) constituent un groupe d’hémopathies malignes,

caractérisées par l’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 être lymphoïdes [leucémies aiguës lymphoblastiques

(LAL)] ou myéloïdes [leucémies aiguës myéloïdes (LAM)]. Les cellules blastiques sont

retrouvées dans la moelle, le sang et parfois d’autres tissus. En parallèle, il existe un déficit

de production de cellules sanguines matures aboutissant à des cytopénies et à des

conséquences cliniques. [19]

I.3. Incidence et survie des leucémies aiguës

I.3.1. Leucémie Aigüe Myéloblastique (LAM)

La LAM est une expansion clonale de blastes myéloïdes. Elle est plus fréquente que

la LAL (70% des cas de LA sont myéloïdes) et qui touche surtout les adultes. Elle

représente75 % à 80 % des cas de LA chez l’adulte et de 15% à 20 % chez l’enfant [20].

I.3.1.1. Incidence

En Europe, selon une étude réalisée dans 27 pays européens sur 162 millions

d’habitants a estimé à 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 l’homme et 3,4 chez la femme). [22].

En Algérie, les LAM sont les plus fréquentes chez l’adulte. Le récent rapport du

groupe Algérien de travail sur les LAM portant sur une période de 7ans (2011-2017), montre

que 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 l’homme et 1.07 chez la femme). Le sex ratio est de 1.1, l’âge

médian au diagnostic est de 46.5 ans (16-92 ans). [23].

I.3.1.2. La survie

En Europe, la survie des LAM est voisine de 15 % [3, 24]. Alors que la survie

relative à 5 ans des Leucémies Aigues Promyélocytaires (LAP) ou LAM.M3 est de 62 %.
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Cependant, aux Etats Unis, la survie à 5 ans des LAM est toutefois légèrement meilleure elle

est de 25 % [25].

En Algérie, selon l’étude régionale multicentrique à l’ouest Algérien [26] sur

la période allant de 2007 à 2017, la survie globale (SG) à 2 ans des patients atteints de

LAM (LAM.M3 exclue) à la phase d’induction et âgés entre 16 et 60 ans est de 40% avec

une RC à 69% et un taux de décès à 12 % .

I.3.2. Leucémie Aigue Lymphoblastique (LAL)

Les LAL sont des proliférations malignes clonales aboutissant à l’accumulation dans

la moelle, le sang et éventuellement d'autres organes, de cellules immatures de la lignée

lymphoïde, bloquées au stade lymphoblastique [15].

I.3.2.1. Incidence

La leucémie aigue lymphoblastique se rencontre plus fréquemment chez l’enfant. Elle

représente 40% des cancers de l’enfant, 80% des leucémies aigues de l’enfant et 20% des LA

de l’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’après les derniers résultats de l’enquête nationale du groupe

Algérien d’étude des LAL sur une période de 4 ans (2010-2013), l’incidence de la maladie

chez les patients de plus de 18 ans est de 0.47/100000 hab. L’âge médian au diagnostic est

de 31 ans (18-87 ans) [30]. Dans une étude multicentrique sur la population pédiatrique en

Algérie en 2012 et sur une période de 10 ans, on retrouve un pic de LAL vers

l’âge de 2 à 5 ans [31].

I.3.2.2. La survie

En Europe, à 5 ans, la survie nette des LAL est de 41 % [32]. De même, aux Etats

Unis la survie nette est sensiblement identique, plus de 32 % [25]. Il est à savoir que la

survie dans ces pathologies est extrêmement variable selon l’âge : elle est de très bonne chez

l’enfant où elle est de 90 % , de 67 % chez les adolescents et jeunes adultes (15-24 ans) alors

qu’elle est de 30 % entre 45 et 55 ans et tombe à 16 % au-delà de 75 ans [33]. La survie est

aussi dépendante du type de LAL, ainsi une étude américaine montre que la survie à 5 ans

des LAL B est meilleure que celle des LAL T, quel que soit l’âge [34].



I- Généralités sur la leucémie aigue

27

En Algérie, selon une étude nationale multicentrique de 2015, sur l’évaluation du

protocole LINKER dans les LAL de l’adulte, la rémission complète (RC) a été obtenue chez

174/251patients (63.3%), la survie globale est de 34.4% à 5 ans pour une médiane de survie

de 17 mois (13 – 21mois). Une différence significative a été retrouvée dans la SG à 5 ans

selon l’âge : < 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].

I.3.3. Leucémies aiguës de lignée ambiguë

Les données épidémiologiques concernant les leucémies aiguës de lignée ambiguë

sont rares. Les LA biphénotypiques sont estimées entre 3 à 4 % des LA. Elles sont observées

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

I.4. Physiopathologie

I.4.1. Leucémogénèse : concepts généraux

La leucémogénèse est l’ensemble des mécanismes responsables d’une prolifération

cellulaire avec blocage de la maturation. Le processus leucémique est donc l’apparition d’un

clone cellulaire provenant d’une cellule immature à un moment quelconque de sa

différenciation. Le type de leucémie aiguë est ainsi déterminé par l’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 bloquées dans leur différenciation, à la différence des

clones cellulaires des syndromes myéloprolifératifs et des syndromes myélodysplasiques, et

ne peuvent aboutir à une hématopoïèse normale et efficace. Parallèlement, la diminution de

l’hématopoïèse résiduelle définit l’insuffisance médullaire et les cytopénies périphériques.

I.4.2. Processus de leucémogénèse

Actuellement, les processus de leucémogénèse mis en jeu restent incertains mais

l’implication d’une cellule souche leucémique présentant une capacité d’auto renouvellement

ou d’un progéniteur ayant acquis cette capacité par l’accumulation de mutations génétiques,

restent des modèles de référence [40, 41]. Selon l’hypothèse du «Two-hit model» de Gilliland

et Griffin [42], les évènements oncogéniques clés qui vont conduire au processus leucémique

essentiellement lors d’une LAM, sont divisés en deux classes d’anomalies génétiques :

- Mutations de classe I conférant un avantage prolifératif et/ou une résistance à

l’apoptose du clone malin. Les gènes mutés dans cette catégorie, sont des acteurs clés des
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voies de signalisation intracellulaire (récepteurs de tyrosine kinase FLT3, RAS, c-KIT). Ces

anomalies ont conduit à la mise en évidence d’anomalies de la transduction du signal

intracellulaire des cellules leucémiques.

- Mutations de classe II induisant un blocage de différenciation cellulaire impliquant

principalement des facteurs de transcription, mutés ou le plus souvent impliqués dans des

translocations chromosomiques récurrentes (AML1-ETO, PML-RARa…) [43, 41].

Les évènements oncogéniques clés qui conduisent à la leucémie aigue sont résumés

dans la figure 1 :

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

leucémie aiguë. Dans la plupart des cas, de nombreux facteurs variés peuvent être mis en

cause dans la survenue d’une leucémie aiguë.

I.5. Classification des leucémies aiguës

De nombreuses classifications ont été proposées par des groupes de travail pour

affiner le diagnostic :

Figure 1: L’hypothèse du « Tow- Hit Model » et la leucémogénèse selon Gilliland et
Griffin [42].
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 La classification morphologique et cytochimique, tel que proposé par le groupe

(FAB) en 1976 [2] (LAL : LAL1 à 3 et LAM : LAM0 à LAM6).

 La classification du groupe de travail MIC (Morphologie, Immunophénotypage,

Cytogénétique) en 1986 et en 1991, associant à l’étude morphologique des LA, l’étude

immunophénotypique et cytogénétiques pour une meilleur précision dans le typage de la LA

(typage LAM0 et LAM7) [42].

 La classification EGIL proposée par European Group for the Immunological

Characterization of Leukemias en 1995[17], basée sur l’étude immunophénotypique seul.

 La classification OMS en 2001 [4] qui a regroupé les critères de la classification

FAB et EGIL en ajoutant des données cytogénétiques et moléculaires. Cette classification à

été modifiée en 2008 donnant lieu à la classification OMS 2008 des LA.

 L’édition 2016 de la classification des tumeurs hématologiques, il s’agit d’une

révision de la classification OMS 2008 plutôt qu’une nouvelle classification, et son but est

d’intégrer les informations récentes concernant la clinique, le pronostic, la morphologie,

l’immunophénotypage et la génétique [1, 19].

I.5.1. Classification des LAM

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

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

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

pour documenter l’origine myéloïde de la prolifération blastique. Il s’agit de la réaction des

myéloperoxydases (MPO) ou du Noir Soudan (NS) et des estérases spécifiques monocytaires

utilisant le : Naphtol-ASD-Acétate (NASDA) comme substrat [16].

Le diagnostic de leucémie aigue myéloïde est porté lorsque le pourcentage de blastes

médullaires est supérieur ou égale à 30% des cellules nucléés. Ce taux a été modifié à 20%

suite à la classification OMS 2001.

La classification FAB 1976 [16] a divisé les LAM en 6 catégories de M1 à M6,

selon leur différentiation cytologique vers une lignée ou plusieurs lignées et le degré de

maturation des cellules. La classification FAB des LAM a été revue par le groupe de travail

MIC (Morphologie, Immunophénotypage, Cytogénétique) en 1986 et en 1991, associant à
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l’étude morphologique des LA, l’étude immunophénotypique et cytogénétique [44]. Ainsi,

deux types de LAM ont été confirmés : LAM à différentiation minime (LAM0) et la LAM

mégacaryoblastique (LAM7). Leurs caractéristiques fait appel à des techniques

complémentaires telles que l’immunophénotypage et éventuellement l’étude ultra

structurale avec cytochimie [45, 46,47].

- Leucémie aiguë myéloïde peu différenciée (LAM0)

Elle représente 5% des cas de LAM et survient le plus souvent chez l’adulte.

C’est une LA sans signe morphologique de différenciation myéloïde (absence de granulations

ou de corps d’Auer) ou cytochimique (peroxydases négatives). La nature myéloïde des blastes

est démontrée par l’étude immunophénotypique, avec expression de marqueurs myéloïdes

sans expression de marqueurs lymphoïdes. Le taux de blastes médullaires est supérieur

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

- Leucémie aiguë myéloïde sans maturation (LAM1)

Plus de 90 % des cellules de la moelle sont des blastes. La maturation granuleuse

(promyélocytes, myélocytes, métamyélocytes 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 très variable. La blastose médullaire est élevée

(≥ 90% des cellules non érythroblastiques), sans évidence de maturation myéloïde (< 10 %) à

partir du promyélocyte et au-delà. Les blastes ont souvent des granulations cytoplasmiques ou

des corps d’Auer. Dans les formes plus indifférenciées, la mise en évidence de la

myéloperoxydase (MPO) (par cytochimie ou par cytométrie de flux) permet d’affirmer la

nature myéloïde des blastes [49].

- Leucémie aiguë myéloïde avec maturation (LAM2)

Elle représente de 30% à 40% des LAM et survient à tous les âges. Elle est

caractérisée par une blastose supérieure ou égale à 20% associée à une maturation granuleuse

(> 10 %) montrant à des degrés divers des signes de dysplasie. La monocytose peut être

présente, mais elle est modérée (< 20 %). Les érythroblastes et les mégacaryocytes sont peu

dystrophiques [16, 49].
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- Leucémie aiguë promyélocytaire (LAM3)

Plus de 20% des cellules nucléées de la moelle sont des promyélocytes

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 bâtonnets 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’être presque constamment associé

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

A côté de la forme classique il existe une forme "variante" ou LAM3v, dont les

blastes sont soit dépourvus de granulation, soit présentant quelques fins grains azurophiles.

Les blastes peuvent prendre des aspects monocytoïdes voire bilobés, multilobés ou

réniformes. Cette forme microgranulaire contient de très rares cellules avec fagots de corps

d’Auer. Ce variant est souvent hyperleucocytaire [16].

- Leucémie aiguë myélomonocytaire (LAM4)

Elle représente de 15% à 25% des cas de LAM, et survient chez l’adulte et l’enfant.

C’est une prolifération des lignées granuleuse et monocytaire avec une blastose supérieure ou

égale à 20% (blastes, myéloblastes et monoblastes). La composante monocytaire (monocytes

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

Il existe une variante LAM4 appelée la LAM4 à éosinophiles (LAM4eo), présente

dans la moelle, un excès d'éosinophiles anormaux supérieur à 5% : présence de grosses

granulations violettes atypiques dispersées dans le cytoplasme au niveau des précurseurs avec

anomalies de segmentation et de condensation chromatinienne dans les granulocytes.

Ces LAM 4 avec éosinophiles anormaux sont associées à une anomalie

chromosomique typique, l’inversion du chromosome 16 (p13;q22) (p13;q22) ou son

équivalent, la translocation t (16;16) (p13;q22) souvent de bon pronostic [51].

- Leucémie aiguë monoblastique et monocytaire (LAM5 a et b)

Les LAM impliquant la lignée monocytaire représentent de 8% à 15% des cas de

LAM. La prolifération de cellules monocytaires (supérieure ou égale à 80 %) est composée
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de monoblastes, promonocytes et monocytes. Une composante granuleuse minoritaire peut

être présente. Les LA monoblastiques et monocytaires se distinguent par les proportions

relatives dans la moelle des monocytes, majoritaires dans la forme différenciée monocytaire

(M5b), et des monoblastes, exclusivement présents dans la forme indifférenciée

monoblastique (M5a) (voir figure 9). Dans cette forme, lorsque le diagnostic morphologique

est incertain, la réaction cytochimique des estérases et surtout l’étude des marqueurs

cellulaires par cytométrie de flux permettent d’affirmer le diagnostic [49].

La distinction de ces deux formes a peu d’intérêt 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 aiguë érythroïde (LAM 6)

C’est une prolifération qui implique la lignée érythroblastique.

On en distingue deux types :

- L’érythroleucémie (LAM6): définie par la présence dans la moelle osseuse de plus

de 50% des précurseurs érythroïdes de l'ensemble des cellules médullaires, et de plus de 20%

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

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

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

L’érythroleucémie est une maladie rare, elle représente 3 à 4% des cas de leucémies

aigues myéloïdes et est prédominante chez le sujet âgé. Quant à la leucémie érythroïde pure,

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

Le diagnostic différentiel entre M6 et syndrome myélodysplasique se pose lorsque le

taux d’érythroblastes médullaires est supérieur à 50 % :

- Si le taux de blastes est supérieur ou égale à 20 % des cellules non érythroblastiques, il

s’agit d’une M6 ;

- Si le taux de blastes est inférieur à 20 % des cellules non érythroblastiques, il s’agit

d’un syndrome myélodysplasique [16].
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- Leucémie aiguë mégacaryoblastique (LAM7)

Elle représente de 3% à 5% des cas de LAM et survient chez l’enfant et l’adulte. C’est

une prolifération qui comprend 50% ou plus de blastes de la lignée mégacaryocytaire [49].

Les mégacaryoblastes présentent un noyau ovale, nucléolé, à cytoplasme basophile

avec souvent des expansions cytoplasmiques très évocatrices de la lignée (voir figure 10).

Ces blastes sont peu différenciés et négatifs pour la myélopéroxydase, ils peuvent

facilement être confondus avec des lymphoblastes [16].

Cette leucémie est souvent associée à une fibrose médullaire, ce qui peut empêcher

l’aspiration médullaire et donc l’étude morphologique rendant le diagnostic encore plus

difficile.

I.5.1.2. Selon la classification immunologique EGIL

Si la classification FAB reste un examen de base pour le diagnostic des LAM,

l’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 même de le

modifier [54].

La classification immunologique est basée sur un système de score du groupe EGIL

[11], consistant à affecter, à chaque marqueur immunologique, une valeur basée sur sa

spécificité. Un score utilisé pour déterminer l’appartenance des cellules blastiques à une

lignée ; ainsi il faut au moins un score de 02 dans une lignée pour affirmer l’appartenance à

cette lignée.

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

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

Les LAM sont définies immunologiquement par l’expression de 2 ou plus des

marqueurs myélomonocytaires : anti-MPO, CD13, CD33, CD117. L’anti- MPO est le

marqueur le plus spécifique de la lignée myéloïde [55].
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Tableau 1: Système de score de l’EGIL pour les Leucémies aigues [17]

Score Marqueurs B Marqueurs T
Marqueurs

myéloïdes

2

CD79acyt

cytIgM

cytCD22

CD3

TCR

Anti-MPO

(lysozyme)

1

CD19

CD20

CD10

CD2

CD5

CD8

CD10

CD13

CD33

CD65

CD117

0,5
TdT

CD24

TdT

CD1a

CD7

CD14

CD15

CD64

TdT : Terminal Desoxyribonucleotidyl Transferase, c: intra cytoplasmique ; s: surface

A chaque sous - type de LAM, défini par le groupe FAB, correspond le plus

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

Cependant, les trois sous- types de LAM : M0, M6 et M7 sont définis sans équivoque

par l’immunophénotypage. Aussi, la caractérisation d’une forme rare de leucémie aiguë, la

leucémie à cellules dendritiques plasmacytoïdes, la cytologie est parfois évocatrice

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

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

Figure 2: Leucémie aigue à cellules blastiques dendritiques plasmacytoïdes. [56]
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Blastes de taille moyenne, au noyau parfois irrégulier, à 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.

- LAM0 ou LAM indifférenciées

La caractérisation immunologique des cellules blastiques a un intérêt majeur puisqu’il

s’agit de cellules indifférenciées, peroxydase et noir soudan négatifs, et pour lesquelles

l’étude cytologique et cytochimique aboutit la plupart du temps au diagnostic de LAL. La

détection à la surface de ces cellules des antigènes appartenant à la lignée myéloïde (CD33 et

le CD13), associées au marqueur des cellules souches, le CD34, à l’absence de marqueurs de

maturité (CD15, CD16), et surtout à l’absence de marqueur de la lignée lymphoïde aboutit

au diagnostic de LAM. Avant l’avènement des marqueurs immunologiques, seul la détection

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

- LAM6 ou LAM érythroblastiques

Les érythroblastes sont caractérisés par l’absence d’expression de CD45 et la

présence membranaire due CD36, le CD71 ou récepteur pour la transferrine, qui est un

marqueur de prolifération retrouvé sur n’importe quel type cellulaire, mais qui est également

présent sur toute la lignée érythroblastique, et enfin, la Glycophorine A ou le CD235a, cette

molécule est spécifique de la lignée érythroïde. Les stades les plus précoces expriment le

CD34 et le CD117, qui disparaissent avec la perte 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 à 20%, dont au moins la moitié appartient à la lignée

mégacaryocytaire, définie par la présence de marqueurs spécifiques en cytométrie de flux

CD41 (GP IIb), CD42 (Gp Ib) et CD61 (GPIIIa), associées à CD36 [16, 17].
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Tableau 2: Principaux marqueurs exprimés dans les sous-types de LAM selon la
classification FAB [17].

EGIL M0 M1/M2 M3 M4 M5 M6 M7

MPO - + + + -/+ + -

CD2 +/- +/- +/- +/- - - -

CD4 - - - +/- +/- - -

CD7 +/- +/- - +/- +/- +/- +/-

CD11c - -/+ +/- +/- + - -

CD13 +/- + + + +/- +/- +/-

CD14 - - - +/- +/- - -

CD15 - +/- +/- +/- +/- - -

CD19 - +/- - +/- +/- - -

CD33 +/- + + + + +/- +/-

CD34 + +/- - +/- +/- +/- +/-

CD36 - - - + + + +

CD56 +/- +/- - +/- +/- - -

CD61 - - - - - - +

CD64 - - +/- + + - -

CD71 + + + + + ++/+ +/-

CD117 + + +/- +/- +/- + +/-

Glyco A - - - - - + -

HLADR ++ + - + + +/- -/+

I.5.1.3. Selon la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)

Le développement des méthodes de cytogénétiques, de l’immunophénotypage puis de

la biologie moléculaire a mis en évidence l’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 de l’OMS pour la classification des LAM sont fondées sur:

- L’intégration des anomalies génétiques récurrentes ;

- La prise en considération de la dysmyélopoïèse ou des antécédents de syndrome

myélodysplasique (SMD) ;

- La prise en considération des antécédents thérapeutiques (chimiothérapie ou

radiothérapie). Ceci permet d’insister sur le caractère 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 myélodysplasies,

- LAM post-chimiothérapie quel que soit le traitement,

- LAM sans spécificité particulière : LAM de la classification FAB.

Dans l’édition de la classification OMS 2016 des leucémies aigues, il ya eu la

disparition de la leucémie aigue érythroïde pure. On parle de LAM avec composante

érythroblastique prédominante.

Le tableau 3, montre la correspondance entre la classification OMS et morphologique

FAB des LAM
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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 t(8;21) (q22;q22) ; RUNX1-

RUNX1T1

LAM avec t (15;17) (q22;q12) ; PML-

RARA

LAM avec inv (16) (p13.1q22) ou

t (16 ;16)(p13.1q22) ; CBFB-MYH11

LAM avec t (9;11)(p22;q23) ; MLLT3-MLL

LAM avec t (6;9)(p23;q34) ; DEK-NUP214

LAM avec inv(3) (q21q26.2) ou

t(3;3)(q21;q26.2) ; RPN1-EVI1

LAM (mégacaryoblastique) avec

t(1;22)(p13;q13) ; RBM15-MKL1

Entités provisoires :

LAM avec mutation NPM1

LAM avec mutation CEBPA

LAM avec maturation (LAM2 – FAB)

LA à promyélocytes (LAM3 – FAB)

LA Myélomonocytaire aiguë avec

éosinophiles anormaux (LAM4eo – FAB)

LA Monoblastique (LAM5 – FAB)

LAM avec maturation et excès de

basophiles (LAM2 – FAB)

LA mégacaryoblastique (LAM7 – FAB)

Divers types de LAM (souvent LA sans

maturation, myélomonocytaires ou

monoblastiques)

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 associées aux

myélodysplasies

Faisant suite à un syndrome

myélodysplasique ou un syndrome

myéloprolifératif/dysplasique

- Ou présentant des anomalies

cytogénétiques identiques à celles des

myélodysplasies

- Ou présentant une dysplasie sur > 50% des

cellules d’au moins 2 lignées myéloïdes

Groupe des LAM post chimiothérapie

Une seule entité quel que soit le traitement.

Groupe des LAM sans spécification

particulière

LAM avec différenciation minime

LAM sans maturation

LAM avec maturation

LA myélomonocytaire

LA monoblastique / monocytaire

LAM à composante érythroblastique

LA mégacaryoblastique

LAM à composante basophile

LA (Panmyélose aiguë) avec myélofibrose

LAM 0 – FAB

LAM 1 – FAB

LAM 2 – FAB

LAM 4 – FAB

LAM 5 – FAB

LAM 6 – FAB (LAM érythroïde)

LAM 7 – FAB
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I.5.2. Classification des LAL

I.5.2.1. Selon la classification morphologique FAB

Les LAL sont des proliférations malignes clonales aboutissant à l’accumulation dans

la moelle, le sang et éventuellement d'autres organes, de cellules immatures de la lignée

lymphoïde, bloquées au stade lymphoblastique. Le diagnostic des LAL a été longtemps fondé

sur la simple morphologie des blastes et la négativité de la cytochimie de la myéloperoxydase.

La classification FAB distinguait trois groupes : LAL1, LAL2 et LAL3. La LAL3

étant la LAL à cellules de Burkitt.

La classification cytomorphologique des LAL1 et LAL2 reposait sur quatre

critères : le rapport nucléocytoplasmique, le contour du noyau, la présence de nucléoles et la

taille cellulaire [2] (voir figure 3 et figure 4).

Afin de mieux apprécier ces différents critères, un système de cotation (voir tableau 4) a été

proposé par le groupe FAB basé sur :

- Le rapport nucléocytoplasmique (N/C) : défini comme élevé lorsque le cytoplasme

occupe moins de 20 % de la cellule et considéré comme faible lorsque le cytoplasme occupe

20% ou plus de la cellule,

- La présence et le nombre de nucléoles,

- La régularité de la membrane nucléaire : elle est dite régulière si son contour

est bien délimité, sans distorsion de sa continuité, même lorsqu’il existe de petites encoches

ou indentations. La membrane nucléaire est dite irrégulière si elle est réniforme, indentée

et/ou encochée,

- La taille des cellules : les cellules de grande taille ont un diamètre supérieur

ou double de celui d’un lymphocyte.

Tableau 4 : Système de cotation des LAL1 et LAL 2 selon les critères morphologiques de
la classification FAB

Critères morphologiques de cotation des

LAL1 et LAL 2
Score

Rapport nucléocytoplasmique N/C élevé

dans 75 % des cellules
+1

Rapport nucléocytoplasmique N/C diminué

dans 25 % des cellules
-1

Nucléole absent ou 1 petit dans 75% des

cellules
+1
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Nucléole net : 1 ou plusieurs dans 25 % des

cellules
-1

Contour nucléaire irrégulier dans 25 % des

cellules
-1

Plus de 50 % des cellules sont de grande

taille
-1

L’addition de ces différents scores permet de distinguer les LAL1 des LAL2.

- Score 0 à +2 : LAL1,

- Score négatif de -1 à -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 LAL1 et LAL2 semble de peu d’intérêt

pronostique, comparée à d’autres facteurs de risque tels que l’âge, le taux de globules

blancs, les données immunologiques et le caryotype.

La LAL 3 ou LAL de type Burkitt est homogène pour tous les caractères

précédemment décrits (voir figure 5). Les blastes sont des cellules de grande taille, régulières,

le noyau est rond ou ovale, la chromatine est dense, avec un ou plusieurs nucléoles bien

visibles dans la majorité des cellules. Le cytoplasme est modérément abondant et entoure

complètement le noyau avec une basophilie intense. De nombreuses vacuoles cytoplasmiques

sont souvent présentes dans la majorité des cellules blastiques.

Les principaux caractères cytologiques des différentes LAL sont résumés dans le

tableau 5. Le diagnostic des LAL1 et LAL 3 est facile à porter sur l’aspect

morphologique des blastes. Par contre, le diagnostic des LAL2 est difficile à distinguer de

celui des LAM1 et LAM0, car aucun critère morphologique et cytochimique ne les séparent

d’où l’importance des méthodes immunologiques.

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

LAL1 LAL2 LAL3

Taille cellulaire
Petite et Homogène

(12-15 u)

Moyenne à grande

(hétérogène)
Grande (hétérogène)

Rapport
nucléocytoplasmique

(N/C)

> 0.9 <0.8 0.8-0.9
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Chromatine
Homogène et

réticulée
Fine ou mottée

Homogène (finement

condensée)

Forme du noyau Régulière
Irrégulière, souvent

encoché Régulière

Nucléole Rare et petit
Presque toujours

grand
Nombreux

Basophilie du

cytoplasme
Modérée Moyenne Très intense

Vacuoles

cytoplasmique
Rares Rares

Très fréquent

>5/Cellule

Figure 5: LAL3 selon FAB : grands blastes à chromatine hétérogène, plusieurs
nucléoles, cytoplasme intensément basophile et multiples petites vacuoles [16].

Figure 4: LAL1 selon FAB : la morphologie correspond à celle de petits
lymphoblastes (petite taille, rapport N/C très élevé, chromatine fine, pas de

nucléole visible) [16].

Figure 3: LAL2 selon FAB : blastes avec une taille variable, un
noyau de contour souvent irrégulier avec une chromatine claire, et

un cytoplasme réduit sans granulations visibles [16].
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I.5.2.2. Selon la classification immunologique de l’EGIL

La mise en évidence par CMF de marqueurs cellulaires membranaires et intra

cytoplasmiques a permis d’affirmer la nature lymphoïde des blastes, de distinguer les LAL à

précurseurs B ; LAL-B (voir tableau 6) et les LAL à précurseurs T ; LAL-T (voir tableau 7)

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

maturation des cellules lymphoïdes.

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

EGIL Marqueurs communs Autres marqueurs

B-I
Pro B CD19+, cytCD79a+,

CD22+ (s ou cyt) (au

moins 2 des 3

marqueurs), DR+

TdT+ CD10- cytIgM- sIg-(κ ou λ)

B-II Commune TdT+ CD10+ cytIgM- sIg-(κ ou λ)

B-III Pré B TdT+ CD10+ cytIgM+ sIg-(κ ou λ)

B-IV B mature TdT- CD10+/- cytIgM+ sIg + (κ ou λ)

cyt : intracytoplasmique ; s : surface

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

EGIL
Marqueurs

communs
Autres marqueurs

T-I Pro T

cytCD3+,

CD7+,

*TdT+, DR+

Aucun

T-II Pré T CD2+ CD5+/- sCD3- CD1a-

T-III Cortical
CD2+ CD5+ CD4+ CD8+ CD1a+

sCD3-

T-IV T mature

T-IVa : CD2+ CD5+ sCD3+ TCR

αβ+ CD4+ ou CD8+ T-IVb : CD5+

sCD3+ **TCRγ/δ+ CD2- CD4- CD8-

*TdT : Terminal Desoxyribonucleotidyl Transferase, **TCR: T-Cell Receptor
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I.5.2.3. Selon la classification OMS

Le terme leucémie ou lymphome selon l’OMS peut être employé indifféremment,

selon la présentation initiale de la maladie. Cependant, dans les deux situations c’est le même

type de blastes qui est en cause. Ainsi, la LAL de type Burkitt (LAL3 - FAB) correspond au

lymphome de Burkitt leucémisé et est incluse parmi les tumeurs à cellules B matures (OMS

2001 et 2008) [4, 1].

La notion d’envahissement primaire d’un site ganglionnaire ou extra nodulaire est

ajoutée par l’OMS en introduisant le terme de lymphome/leucémie lymphoblastique à type

de : Leucémie aiguës / lymphomes lymphoblastiques B et de la leucémie aiguë / lymphome

lymphoblastique T.

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

osseuse, la distinction entre une leucémie et un lymphome est arbitraire.

 Cas des leucémies aiguës / lymphomes lymphoblastiques B

La classification OMS 2008 / 2016 [1, 18] des néoplasies à précurseurs lymphoïdes

B inclue :

La leucémie aiguë/lymphome lymphoblastique B (sans autre précision) et la leucémie

aiguë/lymphome lymphoblastique B avec anomalies cytogénétiques essentiellement :

- t (9;22) (q34;q11.2) avec le transcrit moléculaire BCR-ABL

- t (v;11q23) avec le réarrangement du gène MLL

- t (12;21)(p13;q22) avec le transcrit moléculaire TEL-AML1

- t (5;14)(q31;q32) avec le transcrit moléculaire IL3-IGH

- t (1;19)(q23;p13.3) avec le transcrit moléculaire E2A-PBX1

- Hyperdiploïdie

- Hypodiploïdie

 Cas des leucémies aiguës / lymphomes lymphoblastiques T

Dans cette catégorie deux entités provisoires sont listées :
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1- Leucémie aiguë lymphoblastique à précurseurs T précoces (early -T)

Les lymphoblastes expriment les CD2, CD3 intracytoplasmique et le CD7 mais pas

les CD1a et CD8, le CD5 est souvent négatif. Les lymphoblastes sont positifs pour au

moins un des antigènes des cellules souches : CD34, HLADR [18].

2- Leucémie aiguë/lymphome lymphoblastique à cellules Naturel Killer (NK)

Il s’agit d’une entité très rare, qui exprime le CD56. En pratique, devant une LA

avec cellules blastiques exprimant le CD56, il faut penser à exclure une LA à cellules

plasmacytoïdes dendritiques, parfois une LAM de phénotype myéloïde/ NK qui pourrait

correspondre à l'expansion d'un précurseur NK, parfois une LA avec expression d'antigènes

T, notamment les antigènes : CD7, CD2, CD5 et CD3 cytoplasmique [56].

I.5.2.4. Leucémies aiguës de lignée ambiguë

Dans environ 4 % des cas de LA, le phénotype des blastes ne permet pas de distinguer

l’origine myéloïde ou lymphoïde des précurseurs. Ces LA sont classées en LA de lignée

ambiguë [57,58]. Dans la classification OMS 2001, il a été distingué les LA indifférenciées

des LA biphénotypiques, et dans la classification OMS de 2008, de nouveaux critères dans

la classification des LA de lignée ambiguë, ont été proposées. Le groupe des leucémies

aiguës de phénotype mixte ou Mixed-Phenotype Acute Leukemia (MPAL) a été mis en place.

a) Leucémies aigues indifférenciées (LAI)

Les blastes ne présentent pas de différentiation morphologique myéloïde, sont

négatifs pour les cytochimies MPO et estérase, et n'expriment aucun antigène lymphoïde B, T,

ou myéloïde, NK ou dendritique. Il s'agit de LA rarissimes. Les cellules blastiques sont

généralement : HLA-DR+ CD34+CD38+ et parfois TdT+ et CD7+ [59].

L’expression isolée de CD34 en l’absence de tout autre marqueur est considérée

caractéristique des leucémies à cellules souches.

b) Leucémies aigues biphénotypiques (LAB)

Les leucémies aiguës biphénotypiques sont identifiées par la présence sur les

mêmes blastes de molécules membranaires ou cytoplasmiques appartenant à au moins deux

lignées (lymphoïde B, lymphoïde T ou myéloïde). La terminologie de la littérature

concernant les BAL est néanmoins très confuse, car ces leucémies sont aussi parfois appelées

leucémies «mixtes», leucémies «hybrides», leucémies «My+LAL» ou encore leucémies
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«Ly+LAM». Elles devraient en réalité être appelées leucémies « chimères » à distinguer

cependant des leucémies biclonales ou des leucémies exprimant de façon aberrante un ou

plusieurs marqueurs [17].

Seul l’examen par CMF est susceptible d’identifier la BAL en mettant en évidence

un «score immunologique » de l’EGIL supérieur à 2 dans au moins deux lignées

(voir tableau1). Ce score identifie plusieurs sous-groupes de LAB. Le premier groupe

correspond à une co-expression de marqueurs lymphoïdes et de marqueurs myéloïdes

(L+M). Ces LAB sont les plus fréquentes et l’expression des marqueurs myéloïdes est par

ordre de fréquence le CD33, CD13 et le CD11b. En fonction de l’expression de la MPO, il

est habituel de distinguer les LAB L+M MPO+ et les BAL avec marqueurs myéloïde et

lymphoïde (M+L) MPO +. Les LAB avec marqueurs lymphoïde B et T (B+T) sont plus

rares comme les BAL avec marqueurs lymphoïde B+T et marqueurs myéloïdes (B+T+M)

[17].

c) Leucémies aigues à phénotype mixte (MPAL)

La leucémie aiguë à phénotype mixte (MPAL) est une catégorie hétérogène qui

comprend la LA avec un mélange discret d’une population blastique myéloïdes et

lymphoïdes («Bilinéale») ou avec une coexpression de marqueurs lymphoïdes et myéloïdes

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

Les critères diagnostiques des MPAL, sont résumés dans la classification OMS

2008 révisé en 2016 qui évoque ses caractéristiques biologiques, cliniques et les pièges

diagnostiques courants de ces leucémies inhabituelles.

De nouveaux critères de consensus pour MPAL ont été publiés dans la 4e édition de

la classification de l'Organisation mondiale de la santé des « Tumeurs des tissus

hématopoïétiques et lymphoïdes » (voir tableau 8) et restent essentiellement inchangés dans

la mise à jour de 2016 [18].

Contrairement à l'approche EGIL , qui consiste à scorer un immunophénotype

blastique avec de nombreux marqueurs, les critères de l’OMS soulignent quelques

marqueurs clés définissant la lignée avec un accent particulier sur le CD19 pour la lignée B,

CD3 pour la lignée T et la myéloperoxydase (MPO) pour la lignée myéloïde. L'approche de

l'OMS est plus simple et repose fortement sur la sensibilité et la spécificité de quelques

marqueurs [61, 62].
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La classification OMS 2008 a créé d’une part, deux catégories distinctes de

MPAL avec deux anomalies cytogénétiques corrélées à 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;11q23) avec MLL réarrangé

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

spécifiques en :

- LA de phénotype mixte B et myéloïde, sans autres spécifications

- LA de phénotype mixte T et myéloïde, sans autres spécifications

Nous résumons dans le Tableau 8 les critères d’assignation de lignée pour le

diagnostic des MPAL selon l’OMS 2008 et 2016.

Tableau 8: Les critères d’assignation de lignée pour le diagnostic des MPAL selon

l’OMS 2008 révisé en 2016 [1 ,61 , 18].

Lignée Marqueurs

Myéloïde

MPO positive OU différenciation

monocytaire (avec au moins 2 des

suivants marqueurs sont positifs) :

Estérases non spécifiques, CD11c, CD14,

CD64, lysozymes)

Lignées T Forte positivité du cCD3 OU du sCD3

Lignées B

CD19 fortement positive et au moins 1

des marqueurs suivants avec expression

forte : CD79a, cCD22 ou CD10

OU

CD19 faible et au moins 2 des marqueurs

suivants avec expression forte : CD79a,

cCD22 ou CD10
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I.6. Diagnostic des leucémies aigues

I.6.1. Circonstances de découverte

Il n’existe pas de signe spécifique de LA. Le diagnostic est suspecté lors d’une

complication clinique d’une ou des cytopénies (altération de l’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 symptômes et c’est l’hémogramme qui fait

évoquer le diagnostic ;

- Moins fréquemment, 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 révélation initial est représenté par un spectre pouvant aller du bilan

d’une asthénie à un tableau beaucoup plus grave d’insuffisance médullaire profonde

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

I.6.2. Démarche diagnostique

 L’interrogatoire : permet de détailler la nature des antécédents onco-

hématologiques (syndromes myélodysplasiques et myéloprolifératifs, hémopathies

lymphoïdes, tumeurs solides) et de leurs traitements (radiothérapie, chimiothérapie). Il faut

également noter les résultats d’hémogrammes antérieurs, la notion d’exposition à 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 :

- Des signes d’insuffisance médullaire,

- Des signes de prolifération tumorale,

- Des complications métaboliques et le syndrome de leucostase.
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I.6.2.1.Signes d’insuffisance médullaire

C’est le résultat de l’insuffisance de production d’éléments sanguins normaux par la

moelle osseuse. On décrit :

• Un syndrome anémique : dans 90 à 95% des cas, avec asthénie, pâleur, dyspnée,

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

• Un syndrome infectieux : avec notamment des infections bactériennes traînantes ou

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

• Un syndrome hémorragique : présent dans 90% des leucémies aiguës ; il se

manifeste par des hémorragies cutanées (pétéchies, hématomes, purpura), muqueuses

(gingivorragies, épistaxis) particulières par leur caractère spontané ou déclenché par un

traumatisme minime.

I.6.2.2. Signes de prolifération tumorale

La LA se développe en règle dans la moelle osseuse, mais peut également s’étendre

au sang (d’où la présence des blastes circulants dans certaines leucémies) ou à d’autres

organes hématopoïétiques (rate, ganglion et foie) et non hématopoïétiques (peau, gencives,

système nerveux central…) ce qui est responsable du syndrome tumoral.

Le syndrome tumoral est plus fréquent dans les LAL (quasi-constant) que dans la

LAM (50% des cas), et il est la conséquence de la masse tumorale leucémique. Dans les LAM

il est présent surtout dans les formes myélomonocytaires LAM4, et monoblastiques LAM5, il

est habituellement absent dans les formes promyélocytaire [64].

a. Adénopathies

Les adénopathies superficielles (cervicales, inguinales, axillaires…) sont d’avantage

observées dans les LAL (80 % des cas). Les adénopathies profondes (médiastinales,

abdominales responsables de douleur) sont très évocatrices de LAL de type T et peuvent

occasionner un syndrome compressif.

Les LAL3 s’accompagnent fréquemment d’une masse ganglionnaire abdominale de

croissance rapide.

b. Splénomégalie
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C’est un élément commun au cours des LAL (75 % des cas), et des LAM (50 %) dans

les formes monocytaires, elle est souvent palpable, parfois très volumineuse atteignant ou

dépassant l’ombilic.

c. Hépatomégalie

Une hépatomégalie associée peut se voire dans 50 % des LAL et moins souvent dans

les LAM types M4 et M5 [65].

d. Atteintes osseuses

C’est un élément 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

provoquées (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 enchâssés dans le derme,

indolores.

f. Atteinte neuroméningée

L’atteinte du liquide céphalorachidien (LCR) s’observe plus spécialement dans tous

les types de LAL (et à des fréquences extrêmes dans la LAL3), les LAM à composante

monocytaire (LAM4, LAM4 à éosinophiles, LAM5) et de façon générale en cas

d’hyperleucocytose.

g) Atteinte gonadique : classiquement décrites au cours des LAL de l’enfant [66].

I.6.3. Confirmation du diagnostic

I.6.3.1. Hémogramme ou Numération Formule Sanguine

Il est anormal dans la très grande majorité des cas et permet souvent à lui seul

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

• L’anémie est habituellement retrouvée dans 90 à 95% des cas, d'importance variable

définie par un taux d’Hb inférieure aux valeurs physiologiques selon l’âge, et peut atteindre

des valeurs inférieures à 5 g/dl. Elle est arégénérative : taux de réticulocytes< 120 G/L,

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

• Une numération leucocytaire très variable. On peut observer tous les cas de figure, de

la leucopénie franche (< 1G/L) sans blastes circulants, jusqu’à l’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 très fréquente, parfois majeure (< 10 G/L). Elle peut être liée à

une insuffisance de production et/ou à une consommation excessive par un mécanisme de

CIVD, imposant la réalisation d’un bilan d’hémostase. Le nombre de plaquettes peut être

normal voire augmenté mais le syndrome hémorragique reste possible suite à une

thrombopathie associée).

I.6.3.2. L’examen du frottis sanguin [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 le long des bords, car les cellules anormales ne sont pas toujours réparties

de façon homogène.

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 aiguë : selon l’OMS 2001, un pourcentage de

blaste médullaire supérieur ou égal à 20% évoque d’emblée une leucémie aiguë.

 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 à la

fois le caractère malin des blastes et leur nature myéloïde. Quant à la présence de corps

d’Auer en fagots, associée à l’aspect bilobé des blastes, elle caractérise la leucémie aiguë

promyélocytaire.

 Détecter des signes de dysmyélopoïèse associés

Il est indispensable de rechercher une dysgranulopoiése morphologique, avec

anomalies superposables à 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 à un défaut de production, avec parfois

agranulocytose (< 0.5 G/L) nécessitant une prise en charge en urgence.

- Un excès de granulocytes basophiles ou une hyper éosinophilie sont possibles, dans

le cadre des variants morphologiques.

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

- Les lymphocytes sont en nombre habituellement normal en fonction de l’âge.

I.6.3.3. Le myélogramme

Il est systématiquement demandé, que ce soit pour confirmer un diagnostic évoqué

devant l’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 à 20% [63]

La morphologie du noyau cellulaire est le point le plus critique dans l’identification

des cellules blastiques, aussi les caractéristiques cytoplasmiques sont très utiles dans la

détermination de la lignée : les myéloblastes 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 à grande, à faible rapport nucléo

cytoplasmique. Elles présentent un noyau excentré à chromatine lâche 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: Myéloblastes et batonnets d’Auer [68]
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− Dans la LAM3 classique, les blastes présentent un noyau caractéristique

bilobé ou réniforme. Le cytoplasme est rempli de granules azurophiles, parfois coalescentes.

La caractéristique est que quelques cellules contiennent de très nombreux corps d'Auer,

organisés en fagots ; (voir figure 8). En pratique plus la leucocytose est importante plus les

cellules sont hypo granuleuses.

− Les monoblastes : cellules de grande taille avec un noyau central rond ou oblong

et un cytoplasme abondant. Il 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).

Figure 8: Myéloblastes montrant des corps d’Auer organisés en fagots [68].

Figure 9: Leucémie aiguë monoblastique, LAM5a [68].
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− Les mégacaryoblastes : cellules de taille réduite à moyenne avec un rapport

nucléocytoplasmique élevé. Le cytoplasme est basophile, souvent dépourvu de granulations,

et peut montrer des bourgeons ou pseudopodes ; (voir figure 10).

− Les proérythroblastes sont parfois morphologiquement indifférenciés, et seules

les techniques immunophénotypiques précisent le caractère érythroïde (voir figure11).

I.6.4. Examens complémentaires permettant la classification des leucémies aigues

I.6.4.1. Etude cytoenzymatique

 Myéloperoxydase (MPO)

Principe :

Repose sur la révélation de la myéloperoxydase leucocytaire en présence de la

benzidine qui est oxydée par le peroxyde d’hydrogène (H2O2) pour donner un composé de

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

Interprétation :

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

Figure 11: Blastes évocateurs des proérythroblastes [68]
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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 les LAM la réaction est souvent positive ≥3%

Dans les LAL la réaction est souvent négative <3%

Les aspects de la positivité de la réaction de la MPO sont les suivants :

- Myéloblastes : positivité focale (uniquement à un pôle de la cellule) cas de la

LAM2 (voir figure 12), ou au contraire positivité majeure et dans toute les cellules cas des

LAM3,

- Monoblastes : positivité en petits grains dispersés ou absence de positivité LAM5a

indifférenciée.

La réaction est négative dans la LAM0, LAM5a, LAM6, LAM7 et les LAL.

 Les estérases non spécifiques

Principe :

Cette réaction permet la mise en évidence des estérases « enzymes qui catalysent

l’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 apparaît sous forme de granulations rouges ou bleues [69, 70].

Interprétation :

Figure 12: Myéloblastes positivité focale de la MPO (cas d’une LAM2) [68].
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La réaction des estérases non spécifiques est positive dans les LAM et inhibée par

l’action du NaF dans les LAM à composante monocytaire. Le seuil de positivité est de : 3%,

les NASDA sont négatives dans les LAL et positives dans les LAM.

NASDA+ NAF : inhibition de la réaction dans les monoblastes

NASDA+ NAF : non inhibition de la réaction dans les myéloblastes

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

De nombreuses colorations cytochimiques existent, il s’agit de techniques manuelles,

rapides et peu chères, depuis longtemps utilisées dans le diagnostic des leucémies aigues [71],

mais présentent comme principaux inconvénients l’absence de contrôle, la dégradation des

réactifs et la variabilité inter-opérateurs [72].

I.6.4.2. L’étude immunophénotypique par CMF

A l’heure actuelle, l’analyse des données fournies par la CMF a permis de montrer

que 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 à un stade de maturation

donné pour la lignée dont est issue la cellule leucémique,

Figure 13: Cytochimie des estérases. L'activité enzymatique est présente dans les
cellules de la lignée monocytaire et révélée sous la forme d'un précipité brun rouge

d'autant plus intense que les cellules sont matures [69].
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− Le niveau d’expression anormal (hypo ou hyper expression) d’un marqueur présent

pour un stade de maturation donné,

− Expression de marqueurs d’autres lignées non exprimés normalement par les

cellules de la lignée dont sont issues les cellules leucémiques.

a)Démarche suivie pour caractériser les leucémies aiguës

L’expression de l’antigène panleucocytaire le CD45 va persister sur les leucocytes

tout au long de leur vie à l’exception des plasmocytes tandis que les érythrocytes et les

plaquettes perdent l’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 l’intensité la plus forte du CD45 et le signal

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 myéloïdes.

− 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

hématopoïétiques normales, l’identification des blastes peut se faire grâce à l’histogramme

CD45/SSC [74].

L’utilisation combinée du SSC et d’un marquage par CD45, pour ses caractéristiques

d’antigène 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

grossièrement triangulaire, entre les granuleux (SSC plus élevé), 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 associées, les autres compartiments sont diminués ou absents [75].

b. Détermination de la lignée des blastes

Selon l’EGIL (voir tableau 9), la mise en évidence de certains marqueurs par les

cellules leucémiques va permettre de les assigner à la lignée dont elles sont issues. En

combinant une série de marquages multiples, il devient ainsi possible non seulement

d’identifier la lignée à laquelle appartient chaque cellule mais aussi son stade de maturation

au sein d’une lignée donnée.

Tableau 9: Les marqueurs les plus spécifiques pour déterminer l’appartenance d’une cellule
a une lignée cellulaire selon EGIL [17].

CD34, HLA-DR Marqueurs d’Immaturité

cytCD79, CD19, cytCD22 Lignée lymphocytaire B

cytCD3 Lignée lymphocytaire T

cytMPO, CD13, CD33, CD117 Lignée myéloïde

CD41, CD42, CD61 Lignée plaquettaire

Glycophorine A, CD36 Lignée érythrocytaire

Figure 14: Histogrammes: CD45/SSC [76]
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Ainsi, une cellule leucémique appartient à la lignée myéloïde si :

− Elle exprime au moins deux marqueurs myéloïdes : CD13 / CD33 / CD117

/cytMPO

− Elle n’exprime pas plus de deux marqueurs lymphoïdes B ou T :

 Marqueurs lymphoïdes B : CD19 / CD22 / cytCD79a

 Marqueurs lymphoïdes T : cytCD3 / CD2 / CD5 / CD7 / CD8

Une cellule leucémique appartient à la lignée lymphoïde B si :

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

− Et négativité d’au moins trois des marqueurs T: cytCD3/CD2/CD5/CD7/CD8

− Et la négativité d’au moins trois des marqueurs myéloïdes :

CD13/CD33/CD117/cytMPO

Une cellule leucémique appartient à la lignée lymphoïde T si :

− La positivité de cytCD3 ou CD3 membranaire

− La négativité d’au moins deux marqueurs B : CD19/CD22/cytCD79a

− Et la négativité d’au moins trois des marqueurs myéloïdes :

CD13/CD33/CD117/cytMPO

I.6.5. Examens biologiques à visée pronostic

I.6.5.1. L’étude cytogénétique [77, 78]

La cytogénétique inclut le caryotype conventionnel qui examine l’ensemble des

chromosomes obtenus à partir de cellules leucémiques en métaphase [79].

Les anomalies chromosomiques contribuent à définir le type de leucémie et présentent

aussi l'intérêt d'être des facteurs pronostiques indépendants, essentiels pour les choix

thérapeutiques. Il s’agit d’anomalies de nombre ou de structure (délétions, translocations).

Les principales entités sont :

 Pour les LAL, l’hyperdiploïdie confère un bon pronostic. À l’inverse,

la t (9;22) ou chromosome Philadelphie (Phi) est un élément de pronostic très péjoratif. Sa

fréquence augmente avec l’âge et 1/4 des LAM de l'adulte ont une t (9;22).



I- Généralités sur la leucémie aigue

60

 Pour les LAM, la présence des anomalies récurrentes t (15;17), t (8;21), inv(16),

ou la t (16;16) permettent à 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 s’agit d’anomalies clonales acquises et certaines parmi elles sont spécifiques du

type de LAM :

 La t (8;21) se retrouve typiquement dans les LAM2,

 La t (15;17) se retrouve presque toujours dans les LAM3,

 L’inversion du chromosome 16 est associée aux LAM4 à éosinophiles.

I.6.5.2. L’étude moléculaire

L'étude cytologique, immunologique et cytogénétique des blastes leucémiques révèle

l’importante hétérogénéité des leucémies aigues d'un malade à l'autre. Un des intérêts

principaux des études de biologie moléculaire est d'affiner encore la caractérisation des

leucémies en mettant à jour les anomalies génétiques qui en sont à l’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 à ce jour dans les LAL. Leur mise en évidence

amène à intensifier le traitement, et à entreprendre une greffe de moelle osseuse en première

rémission complète [80].

A l’heure actuelle, dans les LAM, la recherche des mutations FLT3-ITD (Mutations

du récepteur FMS-like tyrosinekinase 3 (FLT3), NPM1 (Mutations du gène 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].

I.7. Les facteurs pronostiques des LA de Novo

I.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



I- Généralités sur la leucémie aigue

61

translocations chromosomiques, des délétions (del) ou une inactivation fonctionnelle de

gènes 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 cas de LAP).

- Groupe de pronostic défavorable (30 % des cas chez les 15-60 ans) incluant :

Caryotypes complexes (trois anomalies différentes associées ou plus), monosomies 5 ou 7,

délétion 5 q, anomalies en 3q ; t (6;9) ; t (9;22) ; anomalies en 17p. Les taux de survie à cinq

ans sont inférieurs à 20 %.

- Groupe de pronostic intermédiaire (50 % des cas chez les 15-60 ans) : caryotypes

normaux et anomalies à l’exclusion de celles précités. Les taux de survie à cinq ans sont de

l’ordre de 40 à 50 %.

b) Hyperleucocytose

Les patients avec hyperleucocytose ont un risque élevé de rechute.

c) Résistance multidrogue (MDR1)

Codée par le gène mdr1, la Gp 170 (ou P-glycoprotéine [PGP]) est une protéine

transmembranaire qui fonctionne comme une pompe à efflux ATP-dépendante. Elle diminue

la concentration intracellulaire des agents anticancéreux réduisant ainsi leur activité anti

tumorale.

La résistance conférée par l’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 à des taux de RC

significativement inférieurs et à un risque de rechute significativement supérieur.

d) Âge

L’âge est un pronostic défavorable. Les LAM des sujets âgés sont souvent associées à

des caractéristiques clinico-biologiques péjoratives : expression du gène MDR1 et caryotypes

défavorables (anomalies des chromosomes 5 et/ou 7 et caryotypes complexes). Au total, les

patients âgés de plus de 65 ans ont des taux de survie à cinq ans inférieurs à 10 % [82].
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e) 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 très péjoratif et indique une allogreffe. L’utilisation de

la PCR, 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 de façon plus sensible l’évolution de la maladie résiduelle.

I.7.2. Facteurs pronostiques des LAL [80 ; 84]

a) Âge

L’âge (> 60 ans) est un facteur péjoratif avec des taux de RC de 60 à 75 % et des taux

de survie à trois ans de 10- 20 %. Les plus jeunes (< 30 ans) ont les taux de RC les plus hauts

(90 à 95 %) avec des taux de survie à trois ans d’environ 60 %.

b) Cytogénétique

Les anomalies clonales acquises sont retrouvées dans 60 à 75 % des cas. Les LAL

avec t (9;22) représentent 25 % des LAL de l’adulte et l’incidence augmente avec l’âge,

plus de 40 % après 40 ans.

c) Taux de leucocytes initial

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

significativement inférieure.

d) Autres facteurs mineurs

Certaines présentations sont associées à un pronostic plus défavorable tel que

l’atteintes du système nerveux central; fort pourcentage de blastes médullaires et/ou

circulants, des LDH élevées.

e) Réponse au traitement

Lors de la 1ére phase du traitement dite d’induction, une corticorésistance et/ou

l’obtention d’une RC en plus de 4 à 6 semaines sont péjoratifs.

Chez les patients présentant un marqueur clonal (réarrangement des gènes du TCR γ et 

δ et/ou réarrangement des gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines), l’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 à 1 % (sur 200 000 cellules mononuclées médullaires)

en fin d’induction, prédit une rechute.
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II.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) jusqu’à une

source d’excitation lumineuse constituée, le plus souvent, par un laser. Elle permet de

compter une à une des cellules en suspension, dans un liquide, qui circulent l’une derrière

l’autre, de les trier en fonction de leurs propriétés électriques, optiques, géométriques

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

Actuellement, les applications de la CMF couvrent des disciplines aussi diverses

que : l’hématologie, l’immunologie, la microbiologie, la pharmacologie anticancéreuse,

l’étude des microorganismes marins, la biologie végétale etc.… et les champs des

applications ne cesse de s’élargir avec le développement de nouveaux réactifs et de nouvelles

techniques [87, 88].

II.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 première fois évoquée dans un article

scientifique 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 photoélectrique [91].

- En 1950, Coons et Kaplan décrivent le premier couplage d’anticorps à l’isothiocyanate

de fluorescéine (FITC). La découverte de ce couplage est loin d’être 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 mammifères par (HERZENBERG à Stanford), puis en 1973, la publication

d’un article sur les applications du 1er cytométre : le FAC Scan à trois couleurs et

utilise du laser bleu à 488 nm. Au cours de la même année, à l’initiative de Van Dilla

[93] il ya eu l’utilisation du laser comme source de lumière (respectivement 633 et 488

nm),
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- Les années 70 sont connues par l’invention de multiples cytométres : l’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 l’acronyme FACS-II.

- En 1976, Shapiro imagine des appareils de CMF pourvus de multiples sources lasers.

Cette ingénieuse idée permettra, plus tard, l’analyse simultanée de nombreuses

fluorescences [94]. En 1978, Schlossman débute la production d’anticorps monoclonaux

spécifiques d’antigènes de cellules lymphoïdes sanguines [95]. En cette même année la

société Becton-Dickinson, développe la série des appareils Epics dotés d’un laser argon

[96].

- L’année 1981 a vu l’apparition des cytométres à flux avec un banc optique fixe et

l’association du cytométre à 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 analyseurs 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 progrès ont été réalisés

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

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

permettant la mesure de quatorze couleurs [97].

- En 2016, mise en place d’analyseurs permettant l’analyse de 20 paramètres par cellule.

- Ces dernières années, il a été créé des sociétés de cytométrie qui permettent à tous les

utilisateurs de cette technologie de s’échanger des informations et du savoir faire tel que :

AFC : Association Française de Cytométrie, ESCCA : Société Européenne de Cytométrie

Clinique, CCS : Société Internationale de Cytométrie Clinique, ISAC : Société

Internationale d’avancement en cytométrie .

II.3. Composition d’un cytométre:

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

systèmes :

- 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 système de filtres pour exciter,

récupérer et amplifier les différents signaux émis ;

- Electronique pour convertir les signaux optiques en des signaux électroniques

proportionnels et les numériser pour les analyser avec un ordinateur.

à préciser que le point d’interrogation (voir figure 15) est l’élément principal du

système de CMF. En effet, c’est là que les cellules traversent le ou les lasers et que le

système optique collecte la lumière diffractée et la fluorescence émise par la cellule. Le

passage des cellules les unes derrière les autres, réalisée par le principe de centrage

hydrodynamique est primordial pour une analyse précise des signaux optiques.

II.3.1. Le système fluidique

Il y a 2 composants fluidiques principaux : le liquide de gaine (qui forme le manteau

à l’intérieur duquel les cellules circulent) et l’échantillon contenant des cellules en suspension.

Trois paramètres permettent d’expliquer la focalisation hydrodynamique : la pression, la

vitesse et la densité [97, 99].

Figure 15: Composants majeurs d’un cytométre en flux [98].
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 Principe de l’hydro focalisation et le centrage hydrodynamique

La CMF est une technique qui permet d’effectuer une analyse multiparamétrique de

cellules individualisées. Les cellules doivent être dissociées les unes des autres, circulant

l’une derrière l’autre, dans une suspension liquide pour être analysées individuellement.

Cela est possible grâce au principe de mécanique des fluides d’hydrophocalisation

schématisé sur la figure 16 [100].

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

car les cellules sont déjà en suspension.

L’échantillon est injecté avec une certaine pression au milieu d’une buse, à

l’intérieur de laquelle 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

la vitesse d’analyse des cellules. La sortie de la buse étant un petit orifice, le liquide de gaine

sera accéléré à la sortie de la buse. La structure de la buse et de l’orifice permettent d’obtenir

un flux laminaire à l’intérieur duquel les cellules sont attirées et sont forcées de circuler les

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

La création d’un flux nécessite :

 Une pression appliquée sur le liquide de gaine et sur l’échantillon ;

 L’application d’une 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

l’injecteur et donc vers l’échantillon également. En cas de pression identique sur le liquide de

gaine et sur l’échantillon, ce dernier n’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, mais il y a aussi la pression de l’échantillon qui influence le

flux.

L’utilisateur a la possibilité de changer la pression différentielle appliquée sur

l’échantillon et donc de modifier la vitesse de défilement des cellules. Cependant, en

augmentant le différentiel de pression, la vitesse est accélérée mais le diamètre du jet

cellulaire est lui aussi agrandi. Cette dernière modification entraîne une influence négative sur
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la précision de l’analyse. En effet, le diamètre étant élargi, la vitesse de défilement augmente

mais le centrage des cellules dans le flux diminue et péjore la qualité de l’analyse.

Lorsque les cellules ne passent pas toutes au même endroit devant le laser, 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 entraînant une dispersion plus importante, autour de la moyenne,

augmentant ainsi les coefficients de variation (CV). En effet, si les cellules ne passent pas

toutes exactement au même endroit par rapport au faisceau laser, le signal émis par chacune

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

Figure 16: Principe de l’hydro focalisation [97].

Figure 17: Influence de la concentration et de la pression sur la
précision de la mesure [97].
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Ainsi, il convient d’ajuster au mieux la concentration de l’échantillon à la vitesse

d’analyse offerte par la gaine porteuse, qui est une caractéristique propre à l’appareil

utilisé. Ceci permet de conserver une vitesse d’analyse optimale sans être obligé

d’augmenter le diamètre de la veine échantillon. En général, des concentrations de 106 et 107

cellules/ml sont jugées parfaitement adaptées pour des vitesses d’analyse de 1000 à 2000

cellules/sec et 30000 cellules/sec respectivement [97].

De nombreuses recherches sur l’injection et le centrage des cellules dans la gaine

liquide ont permis d’optimiser la focalisation et sa stabilité et de multiplier par 10 à 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 à celle de l’échantillon, afin de prévenir les effets de réflexion qui peuvent

entraîner une perte du signal [97, 99].

II.3.2. Le système optique

Le système optique d’un appareil de CMF se compose de plusieurs éléments :

- Une ou plusieurs sources lumineuses : le(s) laser(s) ;

- Les canaux optiques : une succession de filtres et miroirs ;

- Des détecteurs.

II.3.2.1. La source d’énergie

La source d’excitation lumineuse utilisée doit permettre l’excitation des

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

Le laser est le plus fréquemment employé, car il assure puissance, stabilité du

chromatisme et finesse du faisceau, ce qui permet de focaliser le rayon lumineux sur une

seule cellule à la fois.

Chaque laser permet d’émettre une lumière monochromatique (un seul type de

photons). Il présente une forme elliptique après focalisation avec un faisceau d’éclairement

très concentré (très 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 système de refroidissement par eau, du fait de leur

puissance. Aujourd’hui, les lasers sont beaucoup plus petits, ne requièrent plus de système de

refroidissement, et ils fournissent une excitation stable à 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 à 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 l’ADN, et reste en grande partie réservé à 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 la lumière visible [104].

II.3.2.2. Canaux optiques

Un canal optique est un chemin que la lumière peut suivre depuis le point

d’interrogation (particule) jusqu’à un détecteur. Des éléments optiques (filtres et miroirs

dichroïques) réalisent la séparation des canaux et la sélection des longueurs d’onde.

Pour être mesurés par les photomultiplicateurs (PMT) ou photodiodes, les signaux

lumineux (photons) émis par chaque cellule sont focalisés puis séparés par une alternance de

miroirs dichroïques et de filtres.

a) Les miroirs dichroïques : sont des diviseurs optiques, dont le rôle est de

canaliser chaque signal optique vers son détecteur. L’efficacité d’un miroir dichroïque est

mesurée au travers du pourcentage de transmission et de la longueur d’onde limite transmise

qui peuvent changer suivant l’angle d’interception du faisceau incident. C’est pourquoi les

miroirs dichroïques 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 si la

transmission a lieu au dessous ou au dessus :

 Un miroir dichroïque passe-bas (short-pass) de 560 transmet les longueurs d’onde

inférieures à 560 nm et réfléchit celles dont les longueurs d’onde sont supérieures

à 560 nm.
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 Un miroir dichroïque passe-haut (long-pass) agira dans le sens inverse, en

transmettant les longueurs d’onde supérieures à une certaine valeur, et en réfléchissant

celles inférieures à cette même valeur [105].

b) Les filtres : doivent avoir une bande passante restreinte et une capacité de

transmission maximale. En fonction du traitement de surface reçu, 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 lumière émise par chaque fluorochrome utilisé (voir figure

18).

 L

 Les filtres passe-haut : stoppent la lumière inférieure à une certaine longueur

d’onde, à l’inverse.

 Les filtres passe-bas : stoppent la lumière supérieure à une certaine longueur

d’onde.

 Les filtres passe-bande : laissent passer la lumière se trouvant entre deux

longueurs d’ondes. Ce type de filtres est le plus largement utilisé. Placés juste devant un

détecteur. Les filtres passe-bande permettent d’assurer que le détecteur reçoit

uniquement les longueurs d’ondes qui lui sont appropriées.

Ces filtres doivent permettre la meilleure collection possible des diverses

fluorescences, et doivent donc se caractériser par une excellente transmission dans la bande

de sélection. Il y a lieu de noter que l’efficacité de transmission diminue avec l’âge des

filtres, qui doivent par conséquent être régulièrement contrôlés et éventuellement remplacés

si nécessaire.

c) Paramètres récoltés par le cytométre

Chaque événement passant devant le faisceau laser va diffracter la lumière laser,

la lumière diffusée renseigne sur la morphologie et la structure de la cellule (Voir figure 18) :

Figure 18: Les différents types de filtres utilisés en cytométrie [106].



- Diffusion sous un petit angle (Forward Scatter Cell, FSC)

Il s’agit de la lumière collec

et correspondant d’un point de vue physique à la diffraction. Son intensité varie avec la

taille de la cellule et donne une indication sur la taille des particules analysées

D’autre part, les cellules dont la membrane est endommagée, ont un indice de

réfraction inférieur à 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 sous un angle plus grand (Side Scatter Cell, SSC)

Il s’agit de la lumière collectée à 90° par rapport à l’axe du faisceau lumineux,

qui est un mélange de lumière réfractée et réfléchie (voir figure19).

L’intensité de la réflexion et 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, légèrement plus fort pour les monocytes et très élevé pour les

granulocytes. Ainsi, différents types cellulaires peuvent être caractérisés, sans aucun

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

- La fluorescence est collectée à 90°

Par rapport à l’axe du faisceau lumineux. Elle peut être 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 à un immunomarquage

[96].

Figure 19: Diffusion de la lumière aux petits angles et aux grands angles [108].

II- Apport de la CMF au diagnostic de la leucémie aigue

72

Diffusion sous un petit angle (Forward Scatter Cell, FSC)

Il s’agit de la lumière collectée dans l’axe du faisceau du laser (angle inférieur à 10°)

et correspondant d’un point de vue physique à la diffraction. Son intensité varie avec la

taille de la cellule et donne une indication sur la taille des particules analysées

t, les cellules dont la membrane est endommagée, ont un indice de

réfraction inférieur à 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.

sous un angle plus grand (Side Scatter Cell, SSC) :

Il s’agit de la lumière collectée à 90° par rapport à l’axe du faisceau lumineux,

lumière réfractée et réfléchie (voir figure19).

L’intensité de la réflexion et de la réfraction dépendent des propriétés intrinsèques 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

les lymphocytes, légèrement plus fort pour les monocytes et très élevé pour les

granulocytes. Ainsi, différents types cellulaires peuvent être caractérisés, sans aucun

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

La fluorescence est collectée à 90° :

Par rapport à l’axe du faisceau lumineux. Elle peut être une auto fluorescence

ou résulter, comme c’est le cas le plus souvent, d’un marquage par un ou plusieurs

omes spécifiques de constituants cellulaires ou associés à un immunomarquage

Diffusion de la lumière aux petits angles et aux grands angles [108].
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tée dans l’axe du faisceau du laser (angle inférieur à 10°)

et correspondant d’un point de vue physique à la diffraction. Son intensité varie avec la

taille de la cellule et donne une indication sur la taille des particules analysées [107].

t, les cellules dont la membrane est endommagée, ont un indice de

réfraction inférieur à 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.

Il s’agit de la lumière collectée à 90° par rapport à l’axe du faisceau lumineux,

la réfraction dépendent des propriétés intrinsèques 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

les lymphocytes, légèrement plus fort pour les monocytes et très élevé pour les

granulocytes. Ainsi, différents types cellulaires peuvent être caractérisés, sans aucun

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

Par rapport à l’axe du faisceau lumineux. Elle peut être une auto fluorescence

ou résulter, comme c’est le cas le plus souvent, d’un marquage par un ou plusieurs

omes spécifiques de constituants cellulaires ou associés à un immunomarquage

Diffusion de la lumière aux petits angles et aux grands angles [108].
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Ainsi, il existe trois types de canaux :

- Canal « taille » (FSC « Foward Scatter Channel ») : diffusion de la lumière dans l’axe,

- Canal « structure » (SSC « Side Scatter Channel ») : réfraction de la lumière à 90°,

- Canal « fluorescence » (FL1, FL2, FL3, FL4...): mesure l’intensité de fluorescence

relative émise à 90°.

II.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 dans la partie : système électronique.

II.3.3. Le système électronique et traitement du signal

L’analyse des données en cytométrie revient à traiter les signaux lumineux émis par

les cellules et à les convertir en signaux électriques 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).

Figure 20: Vision globale du système optique d'un cytométre de flux [109].
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a) Les photodiodes (PD)

Les PD, particulièrement 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 également pour la détection de la

fluorescence des éléments marqués. Les PMT possèdent un enchaînement d’électrodes

(les dynodes) dont le rôle est d’augmenter le signal électrique. Cette possibilité

d’amplification du signal fait que les PMT sont des photodétecteurs particulièrement

sensibles [97].

c) Traitement du signal

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

L’ensemble du signal électrique issu de l’émission de fluorescence d’une cellule lors

de son passage devant un laser est appelé impulsion (pulse). Il à une amplitude comprise

entre 0 et 10 V et la durée de cette impulsion (quelques microsecondes) est appelé :

« temps de vol ou largeur de l’impulsion ».

L’intensité de fluorescence de cellules fortement marquées peut être, mille fois (ou

plus), supérieure à 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 de l’impulsion et digitalisation du signal

Il s’agit de la Conversion Analogique (volts) Digitale (canaux) (ADC). Le signal

provenant de chaque détecteur est transformé en un signal informatique et traité par un

circuit de compensation de fluorescence réalisé par soustraction analogique. Il est

digitalisé 10 millions de fois par seconde (10 MHz) sur une échelle de 262 128 intervalles

ou canaux pour la mesure de l’aire de l’impulsion. Cette technologie mise en place par la

société BD Biosciences permet de répartir les données obtenues sur une échelle

logarithmique à 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 canal dont le compteur est incrémenté du nombre

d’évènements. Le tracé du nombre d’évènements par canal est appelé : Histogramme

mono paramétrique. Les valeurs linéaires de canaux sont transformées en valeurs

logarithmiques (Log). L’échelle logarithmique est fortement conseillée, car plus

discriminante pour les faibles intensités de fluorescence que l’échelle linéaire [111, 112].

e) Affichage et stockage du signal

Une fois que les signaux optiques sont convertis de façon proportionnelle en signaux

électroniques puis en chiffres, les données sont stockées dans l’ordinateur sous forme de

fichier FCS (Flow Cytometry Standard). Le fichier représente une liste de valeurs

numérique de chaque paramètre étudié pour chaque cellule analysée.

Les données concernant les cellules, bruits de fond, etc,... sont conservées en

Listmode (LMD), apparenté à un grand tableau comprenant toutes les valeurs

paramétriques de chaque objet, qui peuvent être 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-à-dire avec un paramètre en abscisses, l’ordonnée correspondant au nombre

d’évènements par canal ou sous forme d’histogrammes biparamétrés ou cytogramme où il y a

un paramètre en abscisse et un en ordonnée (voir figure 21). Dans ce dernier type de

représentation, le nombre d’évènements correspond à un axe Z pouvant être représenté par la

densité de nuage de points ou par des courbes de niveau [97].

Figure 21: Différents modes de représentation des données obtenues en CMF [113].



II.4. Fluorescence et Fluorochromes

La fluorescence est une forme de luminescence se produisant suite à l’absorption de

photons par une molécule de ty

II.4.1. Principe de la Fluorescence

L’énergie E d’un photon fait passer un électron d’un état basal à un état excité.

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

avant de retrouver son état de repos en libérant l’énergie restante sous

Ainsi, le photon libéré est moins énergétique que le photon incident. D’après la loi de

Planck, la longueur d’onde est inversement proportionnelle à l’énergie. Le photo

une plus grande longueur d’onde que le photon incident

Selon le diagramme de Jablonski (voir figure 22

issus des mêmes sous-couches électroniques et ne seront pas non plus sur la même couche

sous-couche électronique une fois excités. De même ils ne seront pas sur la même sous

couche électronique après leur relaxation. Il n’existe donc pas une valeur, mais une gamme

de valeurs d’énergie ou longueur d’onde qui sera absorbée ou émise par un

FigureFigure
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Fluorochromes

La fluorescence est une forme de luminescence se produisant suite à l’absorption de

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

.4.1. Principe de la Fluorescence

d’un photon fait passer un électron d’un état basal à un état excité.

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

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

Ainsi, le photon libéré est moins énergétique que le photon incident. D’après la loi de

Planck, la longueur d’onde est inversement proportionnelle à l’énergie. Le photo

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

mme de Jablonski (voir figure 22), les électrons ne sont pas tous

couches électroniques et ne seront pas non plus sur la même couche

couche électronique une fois excités. De même ils ne seront pas sur la même sous

couche électronique après leur relaxation. Il n’existe donc pas une valeur, mais une gamme

de valeurs d’énergie ou longueur d’onde qui sera absorbée ou émise par un

Figure 21: Diagramme de Jablonski [117].Figure 22: Diagramme de Jablonski [117].
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La fluorescence est une forme de luminescence se produisant suite à l’absorption de

d’un photon fait passer un électron d’un état basal à un état excité.

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

forme d’un photon.

Ainsi, le photon libéré est moins énergétique que le photon incident. D’après la loi de

Planck, la longueur d’onde est inversement proportionnelle à l’énergie. Le photon émis a

), les électrons ne sont pas tous

couches électroniques et ne seront pas non plus sur la même couche ou

couche électronique une fois excités. De même ils ne seront pas sur la même sous-

couche électronique après leur relaxation. Il n’existe donc pas une valeur, mais une gamme

de valeurs d’énergie ou longueur d’onde qui sera absorbée ou émise par un fluorochrome.
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En 1935, Alexandre Jablonski, physicien polonais, explique le mécanisme de

fluorescence à travers un diagramme devenu célèbre : le diagramme de Jablonski. Une

molécule fluorescente est capable d’absorber de l’énergie lumineuse et de rapidement

réémettre cette énergie sous forme de fluorescence. L’émission de fluorescence se produit

à partir du minimum d’énergie vibrationnelle de l’état S1, vers l’état S0 (voir figure 22) [117].

Pour chaque fluorochrome on peut établir un spectre de longueur d’onde capable de

l’exciter (λ excitation), et un spectre de longueur d’onde de fluorescence (λ 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 la longueur 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 Stokes 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, à l'aide de miroirs dichroïques, la forte lumière incidente (λ1) de la faible 

fluorescence émise (λ2), ce déplacement doit être >20 nm.

Éventuellement, un déplacement de Stokes important (Iodure de Propidium, Red 670)

facilitera la réalisation de marquages multiples en conjonction avec des fluorochromes ayant

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

Si on prend l’exemple de la fluorescence du FITC (voir figure 23), son spectre

d'émission étant approximativement l'image miroir décalée vers le rouge de la bande

d'absorption située vers les plus courtes longueurs d'onde.
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II.4.2. Les contraintes liées à l’émission des fluorochromes

En présence de plusieurs fluorochromes, des fuites optiques à travers des filtres

d'analyse respectifs peuvent néanmoins apparaître à cause du recouvrement de leurs spectres

d'émission. On cherche à contourner le problème par le choix des fluorochromes ayant des

spectres d’émission éloignés 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 le rouge (émission : 667 nm) et évite ainsi le « cross-talk ».

Figure 23: Spectres d'excitation et d'émission du FITC dans l'eau à pH 7 [120].

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

l’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 la

phycoérythrine (PE) pour une double quantification avec le FITC à partir d'une seule

excitation à 488 nm. De plus, ces grands pigments naturels, de par leur absorptivité molaire

50 à 100 fois celle de la fluorescéine ou de la rhodamine, offrent un gain de sensibilité, mais

au prix de leur taille et d'un encombrement stérique important.

Les années 1990 ont vu l’arrivée des fluorochromes tandem, des molécules de

cyanines ou Alexa fluors couplées avec PE ou APC qui leur fournissent l’énergie d’excitation.

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

chimique :

• Une 1ère molécule, excitable par le laser 488 nm, joue le rôle de donneuse d’énergie.

Le transfert d’énergie s’effectue via la liaison chimique liant les deux fluorochromes;

• Une 2éme molécule acceptrice reçoit l’énergie uniquement via la liaison chimique

car elle n’est pas excitable à 488 nm. Elle réémet un signal à une longueur d’onde supérieure

à celle de la molécule 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 à effectuer.

II.5. L’immunophénotypage dans les leucémies aigues

Dans les leucémies aiguës (lymphoblastique ou myéloblastique),

l’immunophénotypage par cytométrie en flux, permet de déterminer l'appartenance des

cellules blastiques à 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 s’agit de la seule technique qui permet de détecter les leucémies aigues à

phénotype mixte ( MPAL) exprimant à la fois des marqueurs de lignées myéloïdes et

lymphoïdes B ou T. L’immunophénotypage des leucémies aigues, présente un rôle

pronostique par la mise en évidence d'un phénotype corrélé à 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 l’évolution de l’expression des marqueurs de différentiation et

de maturation des cellules des différentes lignées hématopoïétiques joue un rôle capital pour

poser le diagnostic le plus précis possible dans le cadre des leucémies aiguës par

immunophénotypage.

L’analyse des images issues d’un histogramme biparamétrique SSC/CD45 à l’étude

immunophénotypique d’une leucémie aigue, donne une information quant au type de

leucémie à laquelle pourront être 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 à être confronté à une leucémie aiguë touchant une des lignées lymphoïde ou

encore des cellules peu différenciées de la lignée myéloïde (LAM0, M1 ou M2). Par contre,

lorsque les cellules montrent des signaux plus intenses en SSC, on peut envisager une

leucémie promyélocytaire (LAM3) ou encore une leucémie monocytaire (LAM5) ou à

participation monocytaire (LAM4) [127].

II.6. L’expression des molécules de surface en fonction des stades de

différenciation des cellules myéloïdes et lymphoïdes

II.6.1. L’expression des antigènes de la lignée lymphoïde 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].

À chacun de ces stades peut être associé un phénotype bien précis. Il est à noter que le

CD19, le cytCD79a et le HLADR vont êtres exprimer par toutes les cellules durant le

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

- Au stade Pro-B, le CD34 est exprimé plus fortement que le CD10, le CD22 est exprimé

principalement dans le cytoplasme et très faiblement en surface.

- Le passage au stade Pré-Pré-B 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 sCD22.

- Au stade Pré-B, les cellules perdent l’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 chaînes légéres « mu » d’Ig apparaissent dans le cytoplasme de ces cellules.

- Le passage au stade B précoce va être caractérisé par la disparition progressive du

CD10, l’augmentation de l’expression du sCD22, l’apparition du CD20, des chaînes Ig D

et Ig M en surface. L’apparition des chaînes d’Ig s’accompagne de l’expression du CD79b.
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- Du stade B précoce jusqu’au stade B mature, on observe une augmentation

progressive de la densité d’expression du CD20, du sCD22, des chaînes légères et lourdes

d’Ig ainsi que du CD79b. Leur densité maximale d’expression est atteinte au stade de

lymphocyte B mature (voir figure 26).

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

II.6.2. L’expression des antigènes de la lignée lymphoïde T en fonction des stades

de différenciation

Les progéniteurs de la lignée lymphoïde T quitte rapidement le compartiment

médullaire 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 lymphoïde T sont issues du CFU- L (Colony

Forming Unit lymphoide) à aspect blastique (immature). Elles sont caractérisées par

l’expression du HLADR, du CD34, de la TdT et montrent une positivité pour le CD2 et le

CD7. Il est à noter qu’une petite proportion de ces cellules peut montrer une expression faible

du CD13, du CD33 ainsi 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 de la TdT.

- Par la suite, ces cellules perdront l’expression du HLADR, du CD34 et acquériront

l’expression du CD5. On parle alors 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 à exprimer avec une faible densité du CD3 en surface. Une certaine

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

- Au stade final de maturation, ces cellules T perdront l’expression du TdT et montreront

une expression du sCD3 (CD3 de surface) ainsi que du CD4 ou du CD8 selon le type de

cellules T matures auxquelles elles vont donner naissance. On parle alors

de « Thymocyte mature ». Ces cellules T quitteront le thymus pour circuler dans

l’organisme sous forme de lymphocytes T matures.

II.6.3. L’expression des molécules de surface au cours de la différenciation des

cellules myéloïdes

II.6.3.1. L’expression des molécules de surface au cours de la différenciation des

cellules de la lignée granuleuse

Les CFU-G (Colony Forming Unit of Granulocyt) vont donner naissance aux

myéloblastes (voir annexe 1) qui vont être caractérisé par la diminution de l’expression du

CD34, du CD13, du HLADR et une augmentation de la proportion de cellules exprimant le

CD11c. Ces cellules commencent à exprimer le CD15 avec une expression faible et montrent

une expression maximale du CD33.

- Au stade de promyélocyte, les cellules perdent l’expression du CD34 et du HLADR.

L’expression du CD11c augmente faiblement, le CD15 est exprimé par la majorité de ces

cellules. Le CD117 n’est plus exprimé que par une petite proportion de ces cellules.

- Une diminution de l’expression du CD13 et une augmentation importante des

caractéristiques structurales signent le passage du promyélocyte vers le myélocyte. Les

myélocytes sont caractérisés par une expression faible du CD13 et montrent une

augmentation de la densité d’expression du CD15, du CD11c. L’expression du CD33

commence à diminuer.

- Le passage du myélocyte au métamyélocyte est caractérisé par l’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 d’expression du CD11b, du CD13 et 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 la lignée granuleuse.
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Figure 28: Evolution de l’expréssion des marqueurs de surface au cours de la
différenciation de la lignée granuleuse [128].

II.6.3.2. L’expression des molécules de surface au cours de la différenciation des

cellules de la lignée monocytaire [52]

Le CFU-M (Colony Forming Unit of Monocyt) donnera naissance au monoblaste

(voir annexe1) caractérisé par une diminution de l’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 ainsi que

du CD11b qui devient maximale au stade de monocyte mature. Le passage du promonocyte

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

Il est à noter que les cellules de la lignée monocytaire garderont l’expression du

HLADR tout au long du processus de maturation. On observe une légère diminution du

niveau d’expression de cette molécule jusqu’au stade de monocyte mature et une élévation

marquée de l’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 de la maturation des cellules monocytaire.
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II.6.3.3. L’expression des molécules de surface au cours de la différenciation des

cellules de la lignée érythroïde [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 CD11c. Les cellules qui

s’engagent dans la lignée érythroïde perdent l’expression du CD11c et montrent une

augmentation de l’expression du CD36 avec la diminution de l’expression du CD45, du CD34

puis du CD117. Les proérythroblastes peuvent être caractérisés par une expression faible du

CD45, du CD34, du CD117 et une positivité du 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 exprimé au stade d’érythroblaste. En fin de maturation, les cellules érythroides ne

sont plus positives que pour la Glycophorine A.

II.6.3.4. L’expression des molécules de surface au cours de la différenciation des

cellules de la lignée 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 plaquettaire

exprimeront faiblement le CD61 et le CD36. Au stade de mégacaryoblaste, les cellules vont

perdre l’expression du CD45, du CD34, du CD33 et voir une augmentation de l’expression

Figure 29: Evolution de l’expréssion des marqueurs de surface au cours de la différenciation monocytaire
[128].
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du CD36 et du CD61. Elles vont acquérir l’expression du CD41 et du CD42 au stade de

mégacaryocyte. Les plaquettes présentent une positivité pour le CD41, le CD42 et le

CD61.

II .7. Identification des marqueurs immunophénotypiques prèsents sur les

cellules leucémiques et absents sur les cellules normales

Contrairement à 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 façon aberrante certains

marqueurs, créant ainsi un immunophénotype aberrant spécifique du clone leucémique. Ces

immunophénotypes aberrants sont retrouvés dans la littérature sous le terme de « Leukemia-

associated aberrant immunophénotypes » ou LAIP [129].

On distingue 4 catégories de LAIP :

 Les LAIP de type surexpression antigénique : comme pour les CD10, CD123 et

CD58 dans les LAL-B, les CD99, CD7, et l’association CD4/CD8 dans les LAL-T.

 Les LAIP de type diminution d’expression d’antigènes : comme pour les CD45,

CD81, CD38 ans les LAL-B, et le CD2 et le CD45 dans les LAL-T.

 Les LAIP de type asynchronisme: certains marqueurs ne sont exprimés qu'à 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 d’antigènes spécifiques de cellules immatures comme le CD3

intracytoplasmique avec des antigènes de cellules matures de la même lignée comme le

CD5, alors que le CD3 de surface est absent, est évocatrice de leucémie

(CD5+/cytCD3+/sCD3-).

 Les LAIP de type infidélité de lignée: co-expression aberrante d’antigènes de

lignées cellulaires différentes. Par exemple, co-expression de marqueurs de lignée B

et T (CD4 et CD19), expression d’antigènes myéloïdes sur des lymphoblastes.
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En Algérie, les travaux publiés [130], [33], [131] semblent indiquer que l’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 l’analyse

des données cytologiques et cytochimiques de frottis sanguins et médullaires, qui sont à la

base de la classification proposée par le groupe coopératif FAB. Des avancées toutefois

insuffisantes ont été constatées. Les colorations cytochimiques simples particulièrement le

noir soudan, ne sont pas pratiquées systématiquement. La CMF, quant à elle n’est réalisée

que 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 être porté par les études

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 aiguë

biphénotypique 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 ambiguë

[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 étude nationale [133] sur l’immunophénotypage par CMF des LA non

lymphoblastiques, retrouve une prédominance du profil immunophénotypique de la LAM5,

ce qui n’est pas fréquent 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

élevé 49% [136] versus 15 % [137]. Ce taux élevé des LALT a été rapporté dans d’autres

publications [135], [138].

Concernant l’utilisation des combinaisons antigéniques il à été constaté que

l’association de : CD13/CD33/CD117 et MPO a permis de classer 100% des leucémies

aigues en LAM [139].

Cependant, très peu d’études nationales portants sur le diagnostic des LA

biphénotypique ou MPAL existent, et celles retrouvées [136] sont difficiles à comparer aux

données de la littérature [140] vu la faible taille de l’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 antigènes de

surface des cellules blastiques dont l’expression peut influencer le pronostic [8,141].

L’étude de la valeur pronostique de l’immunophénotypage inclus les expressions

antigéniques telles que l’HLA-DR, CD34, CD117, CD33, CD7, CD2, CD4, CD15, dont

l’impact pronostique en termes de rémission complète (RC) et de survie globale (OS) a été

rapporté dans la littérature [12], [13].

En Algérie, le diagnostic des LA à reposé longtemps sur l’étude

cytomorphologique du groupe FAB, ceci à posé d’énormes difficultés dans le diagnostic et

la classification des LA.

A cet effet, nous avons procédé en 2012 à la mise en place de la technique

de CMF pour le diagnostic et la classification des LA au laboratoire d’hémobiologie du

CHU de Tizi Ouzou.

La CMF est le seul examen qui permet de déterminer l’appartenance de la LA à

une lignée cellulaire lymphoïde T, B ou myéloïde , de préciser le niveau de différenciation

de la lignée , d’identifier le stade de maturation des LAL T et B (TI,TII,TIII,TIV –

BI,BII,BIII,BIV), de mettre en évidence des entités rares LA (LA biphénotypique, MPAL,

LAM0, LA cellules dendritiques, ...etc), de mettre en évidence des Ag à la surface des

blastes dont l’expression peut influencer le pronostic en terme de OS,

l’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, ce qui permet un diagnostic et une classification plus

fine des LA, ainsi une prise en charge précoce et un traitement adéquat.

C’est pourquoi nous proposons dans ce travail, d’étudier le profil

immunophénotypique des LA de « novo » chez l’enfant et l’adulte dans la région de

Tizi Ouzou dans le cadre d’une étude transversale, prospective afin de comparer nos

résultats à 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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Nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

Objectif principal

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

par cytométrie en flux chez l’enfant et l’adulte dans la région de Tizi Ouzou.

Objectifs secondaires

- Décrire le profil épidémiologique de notre population d’étude ;

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

- Etudier l’association du pronostic aux différentes expressions antigéniques ;

- Rechercher d’éventuels phénotypes aberrants et leurs significations
pronostiques ;

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

1.1. Type de l’étude

Il s’agit d’une étude transversale à visée descriptive. La procédure de l’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 d’Hématologie adulte et de l’unité d’Onco-hématologie

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

1.3. Critéres d’inclusion

- Patients de tous les âges (enfants et adultes),

- Tous les nouveaux cas de leucémies aigues hospitalisés pour la 1ère fois au

CHU de Tizi Ouzou.

1.4. Critéres d’exclusion

Ont été exclus de l’étude les patients :

- Avec antécédents de leucémies aigues ;

- En rechute de leucémies aiguës ;

- Avec antécédents de cancers solides ;

- Avec antécédents de traitement antinéoplasique (chimiothérapie, radiothérapie) ;

- Avec antécédents de syndromes myélodysplasiques ;

- Participants en même temps à une autre étude clinique ou à des phases d’essais

cliniques ;

- Sans médullogramme ;

- Présentent une sérologie HIV positive, hépatite B chronique active ou

hépatite C ;

- Non suivis au CHU de Tizi Ouzou.
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1.5. Période de l’étude

Le recrutement des patients s’est étalé sur une période de 6 ans soit 72 mois

allant de janvier 2013 au 31 décembre 2018. Pour l’étude du délai de survie globale, ou la

probabilité de survie, nous avons fixé la date limite au 30 novembre 2019.

1.6. Lieux de l’étude

- Laboratoire d’Hémobiologie du CHU Tizi-Ouzou: réception des prélèvements au

niveau de l’unité de cytologie et leur traitement (étude cytomorphologique et

immunophénotypique pour un diagnostic de leucémies aigues selon les modalités

définis dans la 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 myéloides chez l’enfant et l’adulte à partir des données du

groupe de travail européen sur le cancer RARECARE [142], fautes de données nationale.

Le calcule de la taille échantillonnale a été effectué par la formule suivante :

n = t² × p × (1-p) / m²

n : Taille d'échantillon minimale pour l'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 prévalence

mondiale est entre 10 à 15 % des cas de LA sur l’ensemble des hémopathies

malignes[142] ; elle représente aussi moins de 3% sur l’ensemble des cancers [143].

m : Marge d'erreur (généralement fixée à 5 %).

n = 1,96² × 0,1 × 0,9 / 0,05² = 138

Soit un effectif de 138 au minimum si p=10%
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Ainsi, le nombre de LA nouvellement diagnostiqué et répondants à nos critères

d’inclusions était de 234 cas, sur un pool total de 340 patients hospitalisés pour

leucémies aigues quelque soit le critère de survenue.

2. Méthode de travail

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

2.1. Phase pré analytique

Pour chaque patient, devant une suspicion d’une LA, le service clinique nous

adrésse :

- Un prélèvement sanguin sur tube en plastique avec anticoagulants EDTA (4ml)

pour effectuer un hémogramme ;

- Un prélèvement médullaire constitué d’environ 0,5 à 1 ml d’une aspiration de

moelle osseuse collectée dans un tube en plastique avec anticoagulant EDTA, pour

confectionner des frottis médullaires et effectuer un immunomarquage par CMF.

Brooimans et al [144] définissent à 2 ml obtenus en une seule ponction par une seule

aspiration de moelle, le volume maximal prélevé pour obtenir un prélèvement

représentatif de la richesse médullaire.

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

Pour le suivi des patients dans notre étude, les données ont été recueillies à partir

des dossiers de patients disponibles dans le service d’Hématologie adultes et l’ unité

Onco-hématologie de pédiatrie, que nous avons consulté de manière individuelle et

anonyme.

Dans le cadre de l’optimisation de l’exploitation des dossiers et en vue de les

standardiser nous avons établi une fiche de renseignements (voir annexe 2) qui comprend

trois volets :

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 l’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

l’annexe 2) ;

- Coloration cytochimique au Noir Soudan (NS) sur frottis médullaire : pour la

distinction entre la lignée lymphoïde et myéloïde des éléments blastiques. (Le noir

soudan a été réalisé de façon systématique, quelque soit le sous-type FAB ;

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

heures.

2.2.1. Etude cyto hématologique

2.2.1.1. Hémogramme

- L’hémogramme a été réalisé sur les analyseurs d’hématologie : Advia 2120

(Siemens) et l’XT-1800 (Sysmex).

L’hémogramme doit contenir au minimum les éléments suivants :

 Numération Globulaire : leucocytes, globules rouges, numération plaquettaire

 Les constantes hématimétriques : Hématocrite, VGM, CCMH, TCMH,

 Formule Leucocytaire : Granulocytes neutrophiles, Granulocytes éosinophiles

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 réalisée par

l’automate Hématek 2000 de Bayer. La coloration de Wright permet la réalisation de

l’équilibre sanguin et médullaire. Le colorant de Wright est un mélange de Bleu de

méthylène, d’éosine et d’azur de méthylène. Il fixe le frottis par son alcool méthylique et

comme tous les colorants neutres en solution alcoolique, il ne libère son activité colorante

qu’après additions d’eau tamponnée.

 Réactifs nécessaires

- Colorant de Wright en solution à 0.3%, tamponnée à un 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 « l’Hématek 2000

de Bayer »

Une fois les lames placées au niveau de l’automate, rapidement sont couvertes avec

1mL de colorant de Wright en solution pendant 1 min ; puis rincés dans deux bains de

tampon en solution pour Wright pendant 1 min chacun.

 Critères de lecture

 Noyaux : violet tirant sur le bleu foncé,

 Globules rouges : rose, gris rose, gris « chamois »,

 Cytoplasmes basophiles : bleu ciel à bleu foncé,

 Cytoplasmes acidophiles : rouge clair ou rosé,

 Cytoplasme des cellules monocytaires : gris clair à gris bleuté,

 Granulations des polynucléaires neutrophiles : marron, rose sale,

 Granulations des polynucléaires éosinophiles : orangées,

 Granulations basophiles et des mastocytes : violet foncé à rouge pourpre.

 L’observation à la microscopie optique

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

et d’apprécier la richesse cellulaire.

Le fort grossissement (Obj x100 à immersion) ; permet :
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- D’observer la morphologie des cellules sanguines, de déterminer les pourcentages

et les valeurs absolues de diverses sous-populations leucocytaires, le comptage se

fait sur 100 globules blancs (l’équilibre leucocytaire) ;

- La détection des éventuelles anomalies dans les 3 lignées sanguines en l’occurrence la

recherche et la description des cellules blastiques ;

- Réalisation du décompte en % sur 100 éléments cellulaires nucléés pour le frottis

médullaire.

La classification FAB des sous-groupes de LA est basée sur l’appréciation du

pourcentage et de l’aspect cytomorphologique des blastes dans la moelle. Le diagnostic de

LA a été porté dès qu’il y avait plus de 20 % de blastes dans la moelle osseuse et ou le sang.

2.2.2. Etude cytochimique : Réaction au noir soudan

2.2.2.1. Principe

Le noir soudan possède une forte affinité pour les lipides et donne une coloration

intense. La réaction est basée sur la propriété des graisses d'être 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 :

Sol A = Noir soudan …………………...0.30g

Ethanol absolu ……………….100ml

Sol B = Phénol cristallisé……………….16g,

Ethanol absolu…………….....30ml,

Eau distillée………………....100ml,

Phosphate disodique.........0.30g.

 Sol C = Sol A ………….... 60ml,

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

3. Ethanol à 70% : 70 ml d'éthanol absolu pour 30 ml d'eau distillée
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4. Solution de GIEMSA à 10% dans l'eau tamponnée à 7 :

 GIEMSA……………………………………………...7ml

 Eau distillée…………...qsp.......................................100ml

Technique

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

- Immerger les lames pendant 1h à température ambiante dans la solution filtrée dans

un bac de coloration,

- Rincer dans l'éthanol 70% plusieurs fois,

- Rincer à l'eau distillée,

- Sécher et contre colorer 30mins dans la solution de GIEMSA à 10%,

- Rincer à l'eau distillée et sécher à l'air.

Interprétation

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.

- Si le pourcentage des cellules blastiques contenant des grains colorés en brun

foncé est ≥ 3% on parle de réaction positive ;

- Si le pourcentage des cellules blastiques contenant des grains colorés en brun

foncé est <3% on parle de réaction négative.

Dans les LAM la réaction est souvent positive ≥3%

Dans les LAL la réaction est souvent négative <3%

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

- Myéloblastes : positivité focale (uniquement à un pôle de la cellule) cas de la

LAM2 (voir figure 30) ou au contraire positivité majeure et dans toute les cellules

cas des LAM3,

- Monoblastes : positivité en petits grains dispersés ou absence de positivité LAM5,

- La réaction est négative dans la LAM0 et la LAM7.
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2.2.3. Calcul de l’indice de pureté de la moelle

2.2.3. Calcul de l’indice de pureté de la moelle

Les microtraumatismes engendrés lors du geste de prélèvement médullaire peuvent

provoquer des ruptures des vaisseaux capillaires, les cellules sanguines ainsi libérées,

peuvent facilement être aspirées, contaminant le prélèvement de moelle, c'est ce qu’on

appelle l'hémodilution. Lors de toute analyse de moelle osseuse en CMF, il est primordial

de savoir si l'échantillon sur lequel nous travaillons est de bonne qualité, c'est à dire

représentatif du tissu médullaire (moelle osseuse peu diluée). Nous avons évalué

l'hémodilution de deux façons :

2.2.3.1. Par la méthode d’Holdrinet [145]

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

Indice de pureté (%) = 1 − 100

Si le prélèvements de moelle est suffisant, on réalise une dilution au 1/10ème du suc

médullaire dans du tampon Phosphate Bis Sulfate (PBS) avant d’être passés sur un

automate de cytologie, SYSMEX XT-1800, pour qu’une numération soit effectuée.

Le prélèvement sanguin datant du même jour que celui de la moelle est passé sur

l’automate de cytologie hématologique SYSMEX XT-1800 afin qu’une numération des

globules rouges et leucocytes du sang soit aussi effectuée.

Figure 30: Réaction du noir Soudan (nettement positive au cours d'une LAM2) [64].
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On parle de moelles très pures si l’indice de pureté est ≥ 70%, moelles de pureté

intermédiaire si 50% ≤ Indice de pureté < 70%, moelles diluées si l’ indice de pureté est

< 50%. Nous avons exclus de notre étude les moelles diluées.

2.2.3.2. Par l'étude cytologique d'un frottis effectué à partir de la suspension
cellulaire du prélèvement de moelle osseuse

Quelque soit la quantité du prélévement de moelle adréssée, nous avons estimé

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

cherchons à phénotyper, ainsi 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 utilisé le 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 à la panne du Cytométre EPICS-XL en 2017,nous avons utilisé un deuxième

cytométre type « BD- ACCURI 6C de chez Beckton Dikinson » à 4 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

cytométres est identique.

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

sur l’appareil.

2.2.4.2. Contrôle de l’alignement du laser

La qualité des résultats, en termes de sensibilité et de discrimination, dépend de

l’optimisation de l’alignement du laser qui constitue l’étape essentielle lors de la préparation

d’un cytométre à flux. Il s’agit d’optimiser l’intersection entre le flux de cellules et le faisceau

laser, que l’on effectue le plus souvent en utilisant des billes calibrées « c’est le réactif Flow

Chek de Beckman Coulter », le meilleur réglage est atteint lorsque l’analyse donne un

maximum de fluorescence avec un pic très étroit CV ≤ 1 % [146].
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Avec le cytométre type « BD- ACCURI 6C », une fois ce réglage effectué nous

avons passé des billes de contrôle 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 si le CV est < 3% [147].

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

 Les réglages de l'amplification du signal capté par les PMT, et la compensation ;

 Les réglages d'analyse, qui permettent d'interpréter les résultats.

2.2.4.3. Réglage des PMT

Nous avons travaillé avec une sensibilité constante des cytométres. Pour cela nous

avons dans un premier temps effectué un premier réglage de sensibilité de la manière

suivante :

- Le réglage des photomultiplicateurs a été réalisé sur un mélange de cellules normales

et blastiques 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 évènements

négatifs apparaissent dans la première décade de l’histogramme biparamétrique.

- Aussi, pour vérifier la qualité de la fluorescence nous avons utilisé des billes

fluorescentes dont le coefficient de variation (CV) des billes les plus brillantes doit

être ≤ 1% dans le cytométre EPIX-XL et < à 5 % dans le cytométre BD- ACCURI

6C.

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

Il s’agit de vérifier l’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 chaîne de traitement du signal. Le déclencheur correspond

au paramètre que l’opérateur choisit pour que l’appareil effectue une mesure sur une

particule. Pour le réglage du seuil (threshold) est très 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 l’inverse, si le seuil est trop bas, un grand nombre de débris est analysé et
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risque de nuire à la qualité et la précision des résultats. Il faut donc bien ajuster le seuil pour

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

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

employées pour déterminer le seuil de positivité et de négativité de la population d’étude.

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 l’analyse, elle faussera donc le résultat de

MFI (moyenne d’intensité de fluorescence). Au niveau de chaque PMT, la compensation est

une transformation mathématique consistant à soustraire les signaux non spécifiques

provenant des autres fluorochromes.

Le problème posé est donc : un signal fort dans un PMT1 peut provoquer un signal

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

Ceci produit parfois une fausse réponse positive. Il est donc indispensable de

retrancher électroniquement 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 le temps. Ceci à 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, perçue en trop par un PMT, on soustrait à ce signal une

proportion du signal produit par le PMT destiné à ce fluorochrome.

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

PMT doit être compensé 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 après avoir réglé les compensations car ces dernières

dépendent des intensités de fluorescence analysées,

- Dans les cas de l’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 être 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 à

compenser devient la même que celle de la population négative c’est la méthode des

médianes.

 Marquage FITC (FL1) : passage du tube avec un mono marquage FITC

Ajuster la compensation par la formule : Signal out =FL2 - % FL1.

La médiane (Mean) de la population FITC doit être inferieur ou égal à celui de la

population négative sur l'axe de Fl2.

 Marquage PE : passage du tube marqué PE (2ème fluorescence)

Figure 31: Compensation de la population en FL1
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Ajuster la compensation FL1 - % FL2, et le Mean de la population PE doit être

inferieur ou égal a celui de la population négative sur l'axe de FL1.

Aussi, il faut ajuster la compensation FL3 - % FL2, le principe est que, le Mean

de la population marquée en PE doit être inferieur ou égal à celui de la population négative

sur l'axe deFL3.

 Pour le marquage en FL3 et FL4, le réajustement de l’auto fluorescence

s’effectue ainsi :

- Marquage FL3 : passage du tube marqué par la 3ème fluorescence

Ce n'est pas nécessaire d'ajuster la compensation FL2 - % FL3, le Mean de la

population enFL3 est déjà inferieur ou égal a celui de la population négative sur l'axe de

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

inferieur ou égal à celui de la population négative sur l'axe de FL4.

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

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

inferieur ou égal à celui de la population négative sur l'axe de FL3.

Le contrôle du réglage des compensations a été effectué par des mono-marquages

comme il est recommandé par plusieurs auteurs [148, 149]. C’est ce qui est représenté dans

le tableau 10.

Figure 32: Compensation de la population en FL2
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Tableau 10: Contrôle des compensations [149]

Tube Anticorps Intérêt

1 Blanc Réglage des voltages (FS, SS, FL1, FL2, FL3, FL4)

2 CD3-FITC
Réglage des compensations du FITC par rapport à FL2,

FL3 et FL4

3 CD8-PE
Réglage des compensations du PE par rapport à FL1,

FL3 et FL4

4
CD45-ECD ou

PerCPcy5.5

Réglage des compensations de l’ECD ou du PerCPcy5.5

par rapport à FL1, FL2 et FL4

5 CD4-PC5
Réglage des compensations du PC5 par rapport à FL1,

FL2 et FL3

6

CD3 FITC

CD8 PE

CD45 ECD

CD4 PC5

Contrôle qualité de tout le réglage

2.2.5. Choix des anticorps et panel utilisé

L’immunomarquage des cellules blastiques est effectué à l’aide d’anticorps

monoclonaux de Beckman Coulter couplés à 04 fluorochromes différents (FITC, PE, ECD,

PC5) compatibles avec le cytométre type Beckman-Coulter EPICS- XL-MCL

Avec le cytométre « ACCURI -6C », le seul changement est le fluorochrome qui

marque l’anticorps monoclonal dirigé contre l’Ag pan leucocytaire : le CD45, à 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 à savoir : le groupe EGIL, l’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 était composé de deux tubes, une combinaison de marqueurs

exclusivement membranaires et une combinaison comprenant également des marqueurs

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

FITC PE
ECD ou

PerCPcy5.5
PC5

Tube 1 CD13 CD15 CD45 CD117

Tube 2 CD36 CD14 CD45 CD64

Tube 3 CD42b CD41a CD45 /

Tube 4 CD71 CD61 CD45 /

Tube 5 / Glyco A CD45 /

Tube 6 HLADR CD13 CD45 CD34

Tube 7 CD19 CD10 CD45 CD20

Tube 8 CD33 CD7 CD45 CD2

Tube 9 CD3s CD8 CD45 CD4

Tube10 CD4 CD16 CD45 CD56

Tube11 CD3s CD1a CD45 CD5

Tube12 Tdt TCR α/β CD45 /

Tube13 Igs CD38 CD45 CD20

Tube14 CD19 CD22s CD45 CD117

Tube15 / CD38 CD45 CD34

Marquage intracytoplasmique

Tube16 CD3cyt MPO cyt CD45 CD79a cyt

Tube17 Ch u cyt CD22cyt CD45 /

(Si Ig s + à rechercher la monotypie Kappa ou lambda)

Pour choisir les anticorps qui allaient composer notre panel, il a fallu réfléchir à

plusieurs contingences :

 Ils devaient nous permettre de différencier les cellules normales des cellules

leucémiques. Le panel devait donc comprendre des anticorps dirigés contre des

antigènes de cellules matures normales, contre des antigènes spécifiques d’immaturité

et contre des marqueurs aberrants évoquant un LAIP,

 Il fallait que dans chaque tube on retrouve à 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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 Nous devions pouvoir classer les LA selon la classification EGIL.

 Les caractéristiques des différents anticorps sont présentées en annexe 3.

2.2.6. Technique d’immunomarquage

Pour tout immunomarquage sur prélèvement sanguin ou médullaire la technique

de lyse sans lavage était utilisée :

Sur un prélèvement frais de moins de 24 h, 1ml qui est l’équivalent de 10 millions

de cellules/millilitres (soit 10Giga/L) étaient prélevées et remises en suspension dans 500μl

de tampon (PBS) afin d’obtenir une suspension à 20 millions de cellules par millilitres

(soit 20Giga/L).

L’étude immunophénotypique des leucémies aigues implique un double marquage :

membranaire et intracytoplasmique.

2.2.6.1. Marquage membranaire

Dans des tubes Falcon, 50μl de cette suspension (soit 1 million de cellules) étaient

incubés avec les anticorps marquant les antigènes de surface. L’incubation durait 15

minutes dans l’obscurité,

Lavage des cellules avec un grand volume de la solution PBS par centrifugation,

pendant 5 minutes à 1500 tours afin d’éliminer l’excès d’anticorps non fixés,

Ajouter 2 ml de la Versa Lyse® dans chaque tube pour lyser les globules rouge et

vortexer immédiatement,

 Incuber10 mn à T° ambiante et à l’abri de la lumière,

Centrifuger à 1500 tours pendant 5 mn et vider par retournement pour éliminer le

surnageant puis resuspendre le culot dans 500 ul de PBS et lecture immédiat au

cytométre.

2.2.6.2. Marquage intra cytoplasmique

 Distribuer de l’anti - CD 45dans des tubes à Falcon puis ajouter 50ul de la

suspension cellulaire

 Vortexer doucement tube à tube

 Incuber 15 mn à T° ambiante et à l’abri de la lumière

 Ajouter 200 μl du perméabilisant (réactif 1) dans chaque tube

 Vortexer énergiquement, immédiatement après chaque addition
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 Incuber 15 mn à T° ambiante et à l’abri de la lumière

 Ajouter 4 ml de PBS dans chaque tube

 Centrifuger à 300 g (1100 trs) pendant 5 mn à T° ambiante

 Eliminer le surnageant par aspiration

 Ajouter 200 μl du fixateur (réactif 2) dans les tubes

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

 Incuber 5 mn à T° ambiante

 Agiter doucement à la main pendant 2 à 3 secondes (à la main ou au vortexe)

 Ajouter dans les tubes les anticorps monoclonaux spécifiques d’Ag intra cytoplasmiques

 Vortexer doucement tube à tube

 Incuber 15 mn à T° ambiante et à l’abri de la lumière

 Ajouter 4 ml de PBS dans chaque tube

 Centrifuger à 300 g (1100 trs) pendant 5 mn à T° ambiante

 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 sensibilité de

10-4 (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 logiciels : WinMDI 2.9® et le C Flow®

Plus.

Dans un premier temps, sur un graphique taille/ structure (FS/SS)

nous sélectionnons une région appelée « cell » qui exclue de l’analyse les

débris cellulaires (voir figure 33).

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

lequel nous pouvons sélectionner nos différentes populations leucocytaires : monocytes,
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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 hématopoïétiques 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 critères du score EGIL.

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

positives à l’intérieure de la population cible.

- Une première analyse va être réalisée sur une fenêtre 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 fenêtre

nous permettent de définir le niveau d’expression des marqueurs exprimés par les

cellules leucémiques.

Figure 33: Elimination des débris et sélection des différentes populations cellulaires
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Pour chaque anticorps de la combinaison, un graphique CD/SSC (l’exemple de la figure 32 est le

CD3c/SS et 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 l’histogramme biparamétrique CD45/SSC va déjà

nous donner une information quant au type de leucose aiguë à laquelle pourront être

rattachées les cellules leucémiques.

Ainsi, lorsque les cellules leucémiques sont des cellules de grande taille et donnant un

signal peu intense en SSC, on peut s’attendre à être confronté à une leucémie aiguë touchant

une des lignées lymphoïde ou encore des cellules peu différenciées de la lignée myéloïde

(LAM M0, M1 ou M2). Par contre, lorsque 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 à 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 à partir de l’annexe 5.

Figure 34 : Graphiques CD/SSC
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3. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été saisis et analysé avec les logiciels : « IBM SPSS Statistics

version 20 », et le « Microsoft Excel 2007 ». Les variables quantitatives ont été exprimées

sous forme de moyennes ou de médianes ; avec l’intervalle interquartiles (IQ) [25% et 75%

de la population] ; et sous forme d’effectifs et de pourcentages pour les variables

qualitatives.

Les tests statistiques utilisés sont :

3.1. La comparaison des variables continues sur échantillons indépendants a été

réalisée par le test paramétrique « t »de Student si l’échantillonnage est > 30 ou le test de

Fischer Exact pour un échantillon <30 ;

3.2. Les variables qualitatives ont été 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 qualitatives dont le nombre d’au moins une

variable est < 5 ;

3.4. L’étude du lien entre l’expression des antigènes leucocytaires spécifiques de

lignée et le sous type FAB dans les LAM a été réalisé par la corrélation de Pearson ;

3.5. Nous avons comparé la distribution des variables entre les groupes à l’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 été utilisé pour la comparaison de 4 variables

qualitatives (fréquences) ;

3.8. Pour l’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 à un temps donné, d’expliquer la survenue d’un événement qualitatif au

cours du temps t (comme le décès). Utilisée lorsque les échantillons sont < 200 sujets.
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b- Le test du log-rank, pour comparer dans chaque groupe, le nombre observé et le

nombre attendu d'événements si la survie était identique dans les deux groupes, sur

l'ensemble de la période étudiée. Le calcul est basé sur le test de Khi-2 à 1 degré de liberté

(1 ddl) au risque de 5% et en analyse uni variée.

3.9. Les données indispensables à l’estimation de la survie globale sont résumées

dans la figure 35 et définis ci dessous :

a- Survie Globale (SG) ou (Overall Survival, OS) : L’analyse de la survie est

l’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 à la date de décès ou des

dernières nouvelles. Par convention, on nomme l’événement attendu : « décès ».

b- Date d’origine (DO) : C’est la date correspondant au point de départ de l’étude.

Dans certains cas la date d’origine peut être antérieure à l’inclusion dans l’étude, on parle de

cohorte historique ;

c- Date des dernières nouvelles (DDN) : C’est la date la plus récente à laquelle on a

recueilli des informations sur le patient, notamment la survenue ou non de l’événement

d’intérêt (vivant/décédé) ;

d- Date de Point (DP) : C’est la date choisie pour faire le bilan ou le point,

appelée aussi date d’analyse de la survie du dernier patient inclus ;

Figure 35: Représentation graphique des données à recueillir pour le calcul des durées de survie
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e- Perdu de vue : Un sujet est perdu de vue lorsque sa surveillance est interrompue

avant la date de point et que l’événement d’intérêt ne s’est pas produit ;

f-Censure : Une durée de survie d’un individu est dite censurée lorsque l’événement

d’intérêt n’a pas été observé. Elle concerne : les sujets perdus de vus (C) et ceux vivant à la

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 à la date de l’analyse. (Recul = DP-DO). Les

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

Dans notre étude la date d’origine est le 1er 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 à 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 probabilité de survie globale en % = (a-b)/a

a =Vivants au début de l’étude et b=Décédés

La figure 35 montre :

- Le patient A est suivi entièrement durant la période de l’étude ;

- Le patient B est encore vivant après la date de point. Son décès surviendra peut-être

plus tard, 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 où on l’a perdu de vue (date de dernière nouvelle) ;

- Le patient Z, sa maladie est apparue avant la date de début d’étude (cohorte historique).

3.10. L’analyse de la concordance entre la cytologie et la CMF testée en utilisant le

coefficient de concordance kappa décrit par Cohen en 1960 [151] ;

Le coefficient kappa de Cohen mesure le degré de concordance entre deux

méthodes de diagnostic utilisées sur un même échantillon. Il 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.

Ainsi si deux méthodes sont parfaitement concordantes, elles peuvent se substituer l’une à

l’autre (voir tableau 12).

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

Valeur 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 Très Fort

3.11. La précision des estimations pronostiques est fournie par l’intervalle de

confiance (IC à 95%).
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1. Description des résultats des patients adultes

1.1. Aspects épidémiologiques

1.1.1. Répartition des patients selon le sexe

Sur l’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.

1.1.2. Répartition des patients selon les tranches d’âge

L’âge moyen est de : 45 ans ± 16,25 (Moyenne ± Ecart type) avec des âges extrêmes

allons de 19 ans à 78 ans. L’intervalle interquartile IQ = [31-58,7 ans].

Femme
49%

Homme
51%

Figure 36: Répartition graphique des LA de l’adulte selon le sexe
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Tableau 13:Répartition des LA selon les tranches d’âges

Dans notre série adultes , les patients dont l’âge est < 60ans sont majoritaires 70%

versus 30% des patients dont l’âge est > 60 ans (voir tableau 13 et figure 37).

Tranches d’âge/ans Effectifs Fréquence %

[19-21[ 4 2,4
[21-25] 19 11,6
[26-30] 15 9,1
[31-35] 15 9,1
[36-40] 15 9,1
[41-45] 18 11,0
[46-50] 14 8,5
[51-55] 7 4,3
[56-60] 21 12,8
[61-65] 12 7,3
[66-70] 13 7,9
[71-75] 7 4,3

>75 4 2,4
Total 164 100,0

Figure 37: Répartition graphique des LA de l’adulte selon les tranches d’âge
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1.1.3. Répartition des patients selon l’âge et le sexe

On note une fréquence des cas de leucémie aigue de novo à la tranche d’âge de

[21-25]ans chez les hommes et aux tranches d’âge [41-45] ans et [56-60] ans chez les

femmes (voir figure 38).

Le test de la médiane à échantillons indépendants test de Chi-2 montre que les

médianes des âges sont identiques pour les catégories de sexe. (Chi-2=1,54.P=0,2).

1.2. Aspects épidémiologiques cliniques et biologiques selon le type 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’âge est de 47,5 ± 16,42(moyenne ± Ecart type) avec des extrêmes de

20 ans à 78 ans.

Figure 38 : La pyramide des âges des LA de l’adulte en fonction du sexe
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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 à échantillons indépendants montre

que les médianes des âges sont identiques pour les catégories de sexe ; (Chi-2=0,2. P=0,6).

1.2.1.2. Répartition des LAM selon les tranches d’âge

Tableau 14: Répartition des patients LAM selon les tranches d’âge

Tranches d’âge 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 l’âge : 24 (19,8 %) patients ont un âge

inférieur à 30 ans, 32 (26,44 %) patients dont l’âge varie de 31 ans à 45 ans et 53,7 % ont

plus de 45 ans (voir tableau 14).

1.2.1.3. Caractéristiques cliniques des LAM

Le tableau 15 résume les caractéristiques cliniques des LAM de l’adulte. Les

signes cliniques ont été enregistrés chez 77 patients (63,6 %). Néaumoins dans 39 cas

(32 %) aucun signe clinique n’a été renseigné.
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Tableau 15: Caractéristiques cliniques des LAM

*NR : Non renseigné ou sans renseignement clinique

Pâleur cutanéo muqueuse

Effectifs Fréquence %

Absente 3 2,5

Discrète 18 14,9

Modéré 23 19,0

Franche 77 63,6

Total 121 100,0

Syndrome tumoral

Effectifs Fréquence %

*NR 1 0,8

Absent 80 66,1

Présent 40 33,1

Total 121 100,0

SPMG ≥5cm

Effectifs Fréquence %

NR 1 0,8

Absente 104 86,0

Présente 16 13,2

Total 121 100,0

HPMG ≥5cm

Effectifs Fréquence %

NR 1 0,8

Absente 109 90,1

Présente 11 9,1

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 Fréquence %

NR 1 0,8

Absent 73 60,3

Présent 47 38,8

Total 121 100,0
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La pâleur cutanéo muqueuse (PCM) a été observée chez la majorité des patients

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

Le syndrome tumoral a été retrouvé dans 33,1 % des cas, avec la prédominance de la

survenue des adénopathies superficielles, le syndrome hémorragique dans 50% des cas.

48/121 (39,7 %) patients ont présenté au moins une infection prouvée sur

prélèvements 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 été 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.

Fièvre

Effectifs Fréquence %

NR 17 14,1

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
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1.2.1.4. Circonstances de découverte des LAM

Les circonstances de découverte (CDD) les plus fréquemment retrouvées dans les

LAM de l’adulte étaient la consultation 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)

Fièvre et asthénie

Syndrome hémorragique

Adénopathies isolées

Douleurs abdominales

Douleurs osseuses

Asthénie persistante

Syndrome anémique

Syndrome infectieux

Découverte fortuite

Total

2 1,7

12 9,9

26 21,5

17 14,0

2 1,7

3 2,5

24 19,8

25 20,7

7 5,8

3 2,5

121 100,0

2%

10%

21%

14%

2%2.5%

20%

21%

6%

2.5%

NR

Fiévre et asthénie

syndrome hémoragique

Adénopathies isolées

douleurs abdominales

douleurs osseuses

asthenie persistante

syndrome anémique

syndrome infectieux

découverte fortuite

Figure 39: Représentation graphique des circonstances de découverte des LAM
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1.2.1.5. Analyse des données de l’hémogramme et de l’étude cytomorphologique

Les données de la numération des globules blancs, plaquettes et

d’hémoglobine sont résumées dans le tableau 17 :

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

Taux de globules blancs (GB) Taux de plaquettes (Plaq)

Le taux médian de GB est de 27,94

G/L±61,74 (Médian ± Ecart type) avec une

valeur minimum de 0,56 G/L et maximum

de 312G/L. L’intervalle Inter-Quartiles (IQ)

est de (8,79-75,45 G/L).

Le taux médian des plaquettes est de 35G/L

avec un minimum de 7G/L et un maximum

de 200G/L. L’IQ est de (22-61,25 G/L).

Taux d’hémoglobine (Hb)

Le taux médian de l’hémoglobine est de 8,25g/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 et médullogramme

Le taux médian de blastes circulants était 62 %, IQ: 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 critères descriptifs de la classification FAB. L’étude du myélogramme a

objectivé un taux médian de blastes de 72 %, IQ: 53-89%. Le taux de blastes médullaires à

varié entre 5 % (observé dans le cas des LAM monoblastique type b (LAM5b) à

prédominance monocytaire mature) et 100 %.

La différence des médianes de blastes médullaires entre les différents types de

LAM, ainsi que leur distribution médullaire, était statistiquement significative (p<0,001).

Dans les LAM ; les signes de dysgranulopoïèse, de dysérythropoièse ont été 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 G/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%

plaq G/L <20 [20-100] >100 Total

Effectifs 22 91 7 120

Fréquence % 18,34 75,83 5,83 100%

Hb g/dl <8 [8-10] ]10-12] >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 33,91 16,52 27,82 2,60 100%

49,15% des patients adultes atteints de LAM ont un taux de globules blancs

supérieur à 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 plaquettes 22/120 (18,34 %) des cas ont une thrombopénie

sévère < 20 G/L .Une anémie sévère avec un taux d’Hb <8g/dl à 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 sous types de LAM

Le tableau 19 résume la classification des LAM selon les critères morphologiques.

Quatre cas de LAM étaient difficiles à classer par seulement les critères FAB. Six cas

étaient classés en LAL.
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Tableau 19: Classification cytologique des LAM selon les critères du groupe FAB

Effectifs Fréquence %

LAM DC 6 5,0

LAM3Variante 7 5,8

LAM probable ? 3 2,5

LAM1 14 11,6

LAM2 32 26,4

LAM3 Promyélocytaire 14 11,6

LAM4 27 22,3

LAM5 18 14,9

Total 121 100,0

1.2.1.7. Profil immunophénotypique des LAM

L’immunophénotypage par CMF a été réalisé sur 67 prélèvements médullaires

et 54 prélèvements sanguins.

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

sur les cellules blastiques dans les LAM

Prédominance d’expression des marqueurs : CD33 (98%), MPO (95%)

et le CD13 (86,8%). Les marqueurs d’immaturité ou non restreints à une lignée : HLADR, et

CD34 sont présents dans respectivement 78 % et 47,90 % des cas (voir figure 40).

78%
47,90%

75,20%
95%

98%
86,80%

33,90%
74,40%

14,90%
68,60%

50,40%
3,30%
4,10%

1,70%

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

HLADR

CD34

CD38

MPO

CD33

CD13

CD15

CD117

CD14

CD64

CD11c

CD41

CD42

CD61

Figure 40: Expression des marqueurs myéloïdes et d’immaturité dans les LAM
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Le nombre total des patients varie avec chaque marqueur testé à cause parfois de

l’addition séquentielle d’un marqueur durant la période d’étude (cas du Tdt, CD36 et CD56).

Une hétérogénéité de l’expression des marqueurs de surface est observée : le pourcentage de

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

dans notre série aucune LA à érythroblastes, à 98 % pour le CD33.

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

l’adulte.

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

avec les cellules myéloblastiques.

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

HLADR CD38
Effectifs Pourcentage% Effectifs Pourcentage%

NEGATIF 27 22,3 NT 27 22,3

POSITIF 94 77,7 POSITIF 91 75,2

Total 121 100,0 Total 121 100,0

CD34 MPO

Effectifs Pourcentage Effectifs Pourcentage%

NEGATIF 63 52,1 NEGATIF 6 5,0

POSITIF 58 47,9 POSITIF 115 95,0

Total 121 100,0 Total 121 100,0

CD33 CD15

Effectifs Pourcentage% Effectifs Pourcentage%

NEGATIF 2 1,7 NEGATIF 39 32,2

POSITIF 119 98,3 NT 41 33,9

Total 121 100,0 POSITIF 41 33,9

Total 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 Total 121 100,0

Total 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 7,4 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 TDT

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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- Coexpression des antigènes lymphoïdes et myéloïdes dit aberrants dans les sous

types de LAM

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

spécifiques pour la classification de la lignée en cause, des marqueurs dits :

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

ne s’accordent pas avec la lignée d’origine. Le tableau 21 montre les cas de LAM avec

coexpression d’antigènes aberrants. La fréquence d’expression pour chaque marqueur est

déterminée en fonction du nombre de cas testés.

Tableau 21: Coexpression d’antigènes aberrants dans les LAM

Cas

LAM/

FAB

Ag

aberr

-ants

CD2 CD5 CD4 CD7 CD10 CD19 CD20 Tdt CD36 CD56 CD41 CD42 CD61

LAM0 2 0 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

LAM5 9 0 0 / 2 0 0 0 1 0 3 1 1

LAM7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0

Nbre

cas

testés

120 102 118 121 121 118 88 58 71 75 121 121 20

Fréque

-nce %
5 0,98 4,23 14,04 3,30 4,23 0 5,17 2,81 12 1,65 1,65 0,83
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Figure 41: Co-expression d’antigènes aberrants dans les LAM

La co-expression d’antigènes lymphoïde de lignée B et T est retrouvée dans 38/121

cas de LAM (31,40 %), l’antigène de la lignée T le plus exprimé est le CD7 : 14% des cas

avec une forte intensité d’expression. Pour la lignée B on retrouve l’antigène CD19 co-

exprimé à 4,23% (voir figure 41).

C’est les cellules blastiques des LAM avec maturation (LAM2 selon FAB) qui co-

expriment le plus de marqueurs aberrants 15/54 cas de LAM (27,7 %). Le CD56

l’antigène 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 l’immunophénotypage des LAM

Tableau 22: Diagnostic final des cas discordants
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0,98%
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5,17%
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CD2 CD5 CD4 CD7 CD10 CD19 CD20 TDT CD36 CD56 CD41 CD42 CD61

N°/Patient
Cytochimie

au noir
soudan (NS)

FAB
Marqueurs

immunologiques
Diagnostic

proposé
Diagnostic

final

1 Positif

LAM DC
présence de
blastes en
coupelles

DR+faible, 34-,
MPO+,38+,117+,

33+,11c+,13-
LAM2 Cup like LAM2

2
Positif

fortement
LAM DC

DR-,34-,
MPO+,38+,117-,33+,13-

,15+,64+ ,11c+,56+

LAM3v
(variante)

LAM3v
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Un redressement diagnostic et une classification finale des cas de LAM discordants

grâce à l’immunophénotypage par CMF, a été effectuée ; (voir tableau 22).

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

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

posée à cheval sur le cytoplasme et le noyau, dont la taille peut atteindre le tiers du diamètre

cellulaire on parle d’inclusions en coupelles ou Cup-Like.

3 Positif

LAMDC
présence de
blastes en
coupelles

DR-,34-,38+,
MPO+,117+,

33+,13+,64+,15+
LAM2 Cup like LAM2

4 Douteux
LAM

probable

DR+, 34+,
MPO+,33+,38+,13+,41+,

42+,61+
LAM7 LAM7

5 Non fait

LAMDC: 02
populations
blastiques

(l’une
d’aspect

plasmocytoide
et l’autre

monocytoide)

DR+,34-,
MPO+,38+,117-

,33+,13+,15+,64+,4+,56+

LA
plasmacytoïdes

dérivée des
cellules

dendritiques

LpDC

6 Positif

LAMDC
présence de
blastes en
coupelles

DR-,34- ,38+, 117+,
MPO+

33+,13+,15+,64+,11c+,4+
LAM2 Cup like LAM2

7 Douteux
LAM

probable
DR+,34+, MPO- ,117+,

33+,13+,38+

LAM à
différentiation

minime
LAM0

8 Positif
LAMDC DR-,34+, MPO+ ,117+,

33+,13-,64+,11c+,4+
LAM avec
maturation

LAM2

9 Douteux
LAM

probable
33+,117+,11c+,64+,

MPO-,34+, DR+

LAM à
différentiation

minime
LAM0
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1.2.1.9. Leucémies aigues biphénotypiques

Tableau 23: Caractéristiques cliniques et biologiques des LA biphénotypiques

N°/Patient
Age

ans/Sexe
PCM

Syndrome
Tumoral

Fièvre infection CDD
GB
G/L

Hb
g/dl

Plq
G/L

Blastes
Sang%

Blastes
MO %

1 40/ H Franche Présent Absente Absente
syndrome
anémique

8,76 8,5 71 68 33

2 57/H Discrète Absent / /
découverte

fortuite
24 10 114 29 57

3 23/F Discrète Absent Absente Absente
asthénie

persistante
11,7 9,1 47 42 86

4 41/F Franche Présent présente Absente
syndrome

hémorragique
0,49 7,3 14 / 99

Tableau 24: Caractéristiques immunophénotypiques des LA biphénotypiques

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 à

coexpression myéloïde et lymphoïde 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, âgé de 22 ans. L’étude cytologique montre des blastes présentant un aspect de

lymphoblastes avec une coloration cytochimique au noir soudan négative.

N°/Patient

Age
(ans)
/Sexe

FAB Phénotypage Diagnostic final

1 40/H

LAM
probable
NS non

concluant

DR+,34+, MPO+, CD33+, CD13+, CD117-,CD19+,
CD79a+

LA biphénotypique
LAM/B

2 57/H
LAL

probable
NS-

DR+,34-, MPO+, CD38+, CD33+, CD13-, CD117+,
CD64+,CD79a+, CD19+,CD15+,CD56+

LA biphénotypique
LAM/B

3 23/F

LAM
probable
NS non

concluant

DR-,CD34+,MPO+,CCD38+,CD117-
,CD33+,CD13+,CD7+,CD19+,CD79a+

LA biphénotypique
LAM/B

4 41/F

LAM
probable
NS non

concluant

DR+,CD34+,MPO+,CD38+,CD33-,CD13-
,CD117,CD19+,CD10+,CD79a+,CD22cyt+,CD22s+

LA biphénotypique
LAM/B
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L’étude 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%)

cas de LAL adultes.

La moyenne d’âge est de 38,89 ± 14,32(moyenne ± Ecart type) avec un âge minimum

de 19 ans et maximum de 76 ans. L’intervalle interquartile (IQ) est de [26-48].

1.2.2.1. Répartition des LAL selon le sexe

14 patients sont de sexe féminin (35,9 %) et 25 patients sont de sexe masculin

(64,1%) avec un sexe ratio H/F = 1,78.

1.2.2.2. Répartition des LAL selon les tranches d’âge

Tableau 25: Fréquence des LAL selon les tranches d’âges

Tranches d’âge

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 13,3

[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 majorité des patients se trouve dans la tranche d’âge de [19- 45 ans].

28 patients (71,79 %) ont moins de 45 ans inclus et uniquement 11 patients (28,2 %) ont

plus de 46 ans (voir tableau 25).

1.2.2.3. Répartition des LAL selon la classification morphologique FAB

Nous avons colligés 39 cas de LAL dont la fréquence des sous types FAB est la

suivante : LAL1 15 cas (38,46 %), LAL2 21 cas (53,84 %) et les LAL3 3 cas (7,69%).

1.2.2.4. Répartition des LAL selon les sous types immunologiques

Les LAL étaient réparties en 26 cas de 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: Fréquence des sous types immunologiques 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 cas de LALT n’ont pas été classé en sous type par manque d’anticorps monoclonaux.
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Figure 42: Fréquence des sous types immunologiques LAL B et LAL T

Le tableau 26 et la figure 42 montrent une prédominance des LALB sous type

II ou commune 46 % et des LALT sous type prés T 39%.

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

Une corrélation entre l’immunophénotype des LAL et les caractéristiques cliniques

des patients adultes est résumée dans le tableau 27.
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Tableau 27: LAL de l’adulte - Corrélation entre le phénotype des LAL et les
caractéristiques cliniques

Paramètre

LAL B

Total= 26

Effectifs

(%)

LALT

Total= 13

Effectifs

(%)

Tests statistique

Khi-2 de Pearson (%) et test

de Student (moyennes)
P

Sexe : Femme 10 (38,5) 4(30,8) 3,28 0,07

Homme 16 (61,5) 9 (69,2) 0,22 0,63

Sexe ratio H/F 1,6 2,25 / /

Age (moyenne) ±

Ecart type

Age (Mini-maxi) ans

36,11±11,8

(19-61)

44,42±17,5

(23-76)

Indice de Student

t = 1,76
0,086

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 (23,1) 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

Fiévre 13(50) 11(84,6) 4,39 0,036

Syndrome

infectieux
13(50) 4(30,8) 0,64 0,42

Syndrome

hémorragique
13(50) 5(38,5) 0,46 0,5

1.2.2.6. Caractéristiques hémato biologiques des sous types immunologiques des
LAL

- Taux de globules blancs

La médiane du taux de GB dans les LAL type B est de 15,85±50,92 G/L, le taux

varie de 0,80-238 G/L. L’IQ = [7,57-52,35]. Pour les LAL type T, la médiane est de

38,57±130 G/L avec des variations minimale et maximale de 3,99 à 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 à été retrouvé 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%) dans les LALB.

2/26 cas de pancytopénie soit 7,69 % étaient observé uniquement dans les LALB.

- Taux d’hémoglobine

Le taux médian de l’Hb dans les 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’IQ = [7,8-9,6].

Dans les LALT le taux médian en Hb est de 8,4g/dl ±1,69 dont les valeurs varient de

7,4g/dl à 13,7g/dl. L’anémie définit par un taux d’Hb<12 g/dl était retrouvée dans 12 cas

(92,3%) de LAL T versus 24 cas (92,3%) dans les LAL B (p=1).

- Taux de plaquettes

Le taux médian de plaquettes est de 47,5G/L ± 51,48 dans les LALB, les valeurs

varient de 12G/L à215/L, IQ = [22,5-87,5].

Dans les LAL T le taux médian de plaquettes est de 46 G/L ± 91,68, les valeurs

varient de 20G/L à 333G/L, IQ = [32-134].

Une thrombopénie (taux de plaquettes <100G/L était 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 %, IQ: 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 critères descriptifs de la classification FAB. L’étude du myélogramme a

objectivé un taux médian de blastes de 86 %, IQ: 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

Figure 43: Circonstances de découvertes des LALB

Le syndrome hémorragique essentiellement modéré, est la circonstance de

découverte la plus fréquente dans les LAL B : 31% des cas (voir figure 43).

- Circonstances de découvertes des LALT

Figure 44: Circonstances de découvertes des LALT
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Dans les LALT, les patients ont consulté dans 39% des cas suite à la découverte

d’ADP isolées (voir figure 44).

1.2.3. Fréquence d’expression des antigènes de différentiation leucocytaire dans

les LAL B et T

L’étude immunophénotypique par CMF des cas de LAL à été réalisé sur 16/39

prélèvements sanguin (41,02%) et 23/39 prélèvements médullaires (59%).

1.2.3.1. Fréquence d’expression antigénique dans les LAL B

Prédominance d’expression des marqueurs antigéniques lymphoïdes 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: Antigènes leucocytaires testés et leur positivité dans les LAL B

Antigène Nbre cas testés Nbre cas positifs Fréquence %

HLADR 26 25 96,2

CD34 26 20 76,9

CD38 20 18 90

CD19 25 (NT : 1cas) 25 100

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 15,78
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1.2.3.2. Fréquence d’expression antigénique dans les LAL T

Tableau 29: Antigènes leucocytaires testés et leur positivité dans les LALT

Antigène Nbre cas testés Nbre cas positifs Fréquence %

HLADR 13 5 38,46

CD34 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

CD1a 11 3 27,27

CD10 13 7 53,84

HLAD
R

CD34 CD38 CD19 CD79a CD20 CD10
CD22c

yt
Tdt

Ch
mucyt

IgMs

% 96,2 76,9 90 100 100 52,94 100 46,12 66,66 50 15,78
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Figure 45: Fréquence de positivité des antigènes testés dans les LAL B
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Les Ag CD7, CD3cyt, CD2, CD5 sont les plus sensibles pour la détection des

LAL de type T, le CD7 est l’Ag lymphoïde T de surface le plus exprimé 100 % des cas

(voir tableau 29 et figure 46).

Dans notre série d’étude des LAL, l’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 cas dans les LALB (3,8%).

1.2.4. Co-expression d’antigènes aberrants dans les LAL

La co-expression d’antigènes aberrants myéloïdes ou lymphoïde d’une autre

lignée est résumée dans le tableau 30. L’antigène est considéré comme aberrant lorsque

le score qui lui attribué est < 2.

Les LAL qui co-expriment des Ag myéloïdes (LAL My+) représentent 30,76%

versus 69,23 % des cas de LAL n’exprimant pas d’Ag myéloïdes (LAL My-).
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Figure 46: Fréquence de positivité des antigènes testés dans les LAL T
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Tableau 30: Expression d’antigènes aberrants selon la classification immunologique des
LAL T et B

Type

LALT

Ag

aberrant
CD13 CD33 Sexe/Age Survie

LALT

IV
positif négatif H/48ans 12m

LALT II positif négatif H/44ans 4m

LALT II négatif positif H/38ans 1m

LALT II négatif positif H/56ans 58m

Nbre cas testés 13 13

Nbre cas positifs 2 2

Fréquence % 15,38 15,38

Type

LALB
CD13 CD33 CD11c CD36 CD7 Sexe/Age

Survie

mois

LA B III 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 0m

LALBIII Positif F/34ans 15m

LALBII Positif H/23ans 4m

LALBIV Positif F/59ans 65m

LALB II Positif H/53ans 0m

LALBIII Positif H/42ans 0m

LALBIII Positif H/21ans 24m

Nbre cas testés 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’antigènes aberrants de nature myéloïde dans les LAL de
lignée T

Parmi les 13 cas de LAL de la lignée T, 4 patients co-exprimaient des Ag myéloïdes

(30,76%), il s’agit de LALT My+. Le CD13 était exprimé seul chez deux patients, pareil

pour le CD33 il était exprimé d’une manière isolée chez les deux autres patients.
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1.2.4.2. Co-expression d’antigènes aberrants de nature myéloïde 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 myéloïdes : CD13, CD33, CD36, CD11c.

Le CD33 est l’Ag myéloïde le plus exprimé vu qu’il a été testé chez la totalité des

patients 5/26 cas (19,23 %).

L’Ag lymphoïde de la lignée T : le CD7 a été co-exprimé dans 03 cas (11,53%).

1.3. Etude de la survie globale en fonction des facteurs pronostiques

Les patients adultes de notre série d’étude dont l’âge est > 18 ans ont reçu des

traitements spécifiques de chimiothérapie dés la phase d’induction, regroupés dans les

protocoles suivants :

- Les cas de LAM à l’exception des LAM3 : Protocole Rubidomycine associés à

l’Aracytine ;

- Les cas de LAM3 : association au protocole Rubidomycine- Aracytine de l’ATRA

(l’acide tout-trans rétinoïque ou All-Trans Retinoic Acid) ;

- Les cas de LAL B : protocole Linker qui a été remplacé par les protocoles

GRAAPH/GRAALL depuis la systématisation de la recherche du chromosome Philadelphie1

(Ph1) en 2017 ;

- (Si le patient est Ph1+ c’est le protocole GRAAPH 2005 qui a été utilisé et dans le

cas ou le patient est Ph1- , c’est les protocoles GRAALL 2005 de 2014 à 2016 et Linker

de 2017 à 2019 qui ont été utilisés.

- Les cas de LAL T : c’est le protocole Linker qui à été utilisé.

Une prophylaxie neuroméningée par injections intrathécale de chimiothérapie

(méthotrexate et corticoïdes) a été instaurée dès l’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 à la LA dans les

LAM et LAL

Tableau 31: Fréquence des facteurs pronostiques liés au patient et à la LA dans les
LAM et LAL

1.3.2. Survie globale en fonction des facteurs pronostiques lies à la LA

1.3.2.1. Survie globale en fonction du type de la LA

Les cas censurés appelés aussi : les exclus vivants (VV) et les perdus de vue (PV)

La survie globale est calculée de la date du diagnostic de la leucémie aigue à la date

du décès du patient.

Le taux de survie des LAL est meilleurs (33%) versus LAM (15%) ; (voir tableau 32).

Tableau 32: Survie globale en fonction du type de la LA : LAM/LAL

Total
Nombre

de décès
%

Nombre

VV et

PV

%
Nombre

VV
% Survie

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 /

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

Syndrome tumoral 40/120 33,33 25 64,10 11,53 0,001



Résultats adultes

143

Figure 47: Courbe de survie globale en fonction du type de la LA : LAM/LAL

Le délai moyen de survie est de 34,65 mois pour les LAM avec un IC à 95%

[27-42] versus 30,27 mois pour les LAL avec IC à 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 survie en fonction du type immunologique des LAL

Tableau 33: Survie globale en fonction du type immunologique des LAL :LALB/LALT

EGIL
Total des

patients

Nombre de

décès
%

Nombre de

Vivants (VV) et

perdues de vues

(PV)

% % Survie

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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Le délai moyen de survie est de 26,66 mois pour les LAL de type B IC à 95 %

[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).

Figure 48: Survie globale en fonction du type immunologique des LAL : LALB/LALT
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1.3.2.3. Probabilité de survie en fonction de l’âge, 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 de l’age, du sexe,

du syndrome tumoral et du taux de globules blancs au diagnostic des LAM.

Tableau 34: Survie globale en fonction de l’âge, du sexe, du syndrome tumoral, et du taux

de globules blancs au diagnostic dans les LAM

Groupes

d’âge
Total

Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

≤ 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 /

Sexe Total
Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

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 /

Groupes de

GB
Total

Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

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

tumoral
Total

Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

NR 1 0 0 1 100,0 /

Absent 80 38 47,5 42 52,5 33,6

Présent 40 24 60 16 40,0 0

Global 121 62 51,2 59 48,8 /
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- 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.

- Le délai moyen de survie est de 40,68 mois pour les patients dont l’âge est ≤60ans

IC à 95 % [31,59-49,76] versus 15,87 mois pour les patients dont l’âge est > 60ans IC à

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 délai moyen de survie est de 24,11 mois pour les patients dont le taux de

GB< 50G/L IC à 95 % [18-30], versus 11,07 mois pour les patients avec un taux

de GB ≥50 G/L IC à 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).

Figure 49: LAM adultes - Survie globale en fonction de l’âge
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- CAS DES LAL

Tableau 35: Survie globale en fonction de l’âge, du sexe, du syndrome tumoral, et du taux
de globules blancs au diagnostic dans les LAL

Sexe Total
Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

Femme 14 11 78,6 3 21,4 15,4

Homme 25 9 36 16 64,0 47,4

Global 39 20 51,3 19 48,7 /

Groupes

d’âge
Total

Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

Figure 50: LAM adultes - Survie globale en fonction du taux de globules blancs
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≤ 60 ans 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

tumoral
Total

Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

Absent 14 6 42,8 8 57,1 30

Présent 25 14 56 11 44,0 33

Global 39 20 51,3 19 48,7 /

Taux de

GB
Total

Nombre de

décès
%

Nombre de VV

et PV
% % Survie

<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 délai moyen de survie est de 32 mois pour les patients dont l’âge est ≤ 60ans

IC à 95 % [20,7-43,3] versus 16 mois pour les patients dont l’âge est >60ans

IC à 95 % [0,0-33,6]. Le test de comparaison au Log Rank retrouve un p=0,4 pour un

Khi2=0,7.

- Le délai moyen de survie est de 32,5 mois pour les patients dont le taux de

GB<50G/L IC à 95 % [20,2-45], versus 24,2 mois pour les patients avec un taux

de GB ≥ 50 G/L IC à 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 délai moyen de survie est de 39 mois pour les patients de sexe masculin IC à 95%

[24,4-53,14], versus 18,4 mois pour les patients de sexe féminin IC à 95% [6,8-30]. Le

test de comparaison au Log Rank retrouve un p = 0,06 pour un Khi2= 3,45 ;

(voir figure 52).

- Le délai moyen de survie est presque identique pour les patients avec ou sans syndrome

tumoral, il est de 28,90 mois en présence du syndrome tumoral IC à 95% [16,23-41,6],

versus 28,13 mois en absence du syndrome tumoral IC à 95 % [14-42]. Le test de

comparaison au Log Rank donne un p=0,6 pour un Khi2=0,26.
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Figure 51: LAL adultes - Survie globale en fonction du taux de globules blancs

Figure 52: LAL adultes - Survie globale en fonction du sexe
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1.3.3. Valeur pronostique des différents marqueurs immunologiques exprimes

dans les LA au diagnostic

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 de la lignée myéloïde

Le tableau 36 résume le nombre de patients inclus jusqu'à la fin du suivi, la

fréquence de l’événement survenus (décès) et des non événements (vivants et perdues de vue)

en fonction de l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface.

Tableau 36: LAM adultes - Survie globale en fonction de l’expression ou non des Ag
leucocytaires de surface

HLADR Total
Nombre de

décès
%

Nombre VV et
PV

% % Survie

NEGATIF 27 12 44,4 15 55,6 42

POSITIF 94 50 53,2 44 46,8 13

Global 121 62 51,1 59 48,8 /

CD34 Total
Nombre de

décès
%

Nombre VV et
PV

% % Survie

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
Nombre de

décès
% Nombre VV et PV % % Survie

NEGATIF 29 17 58,6 12 41,4 20,5

POSITIF 91 45 49,4 46 50,5 16,4

Global 120 62 51,6 58 48,3 /

CD64 Total
Nombre de

décès
% Nombre VV et 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 48,7 /

CD15 Total
Nombre de

décès
% Nombre VV et PV % % Survie

NEGATIF 38 22 58 16 42,1 14

POSITIF 41 17 41,46 24 58,5 47
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Tableau 37: LAM adultes- Statistiques et délais moyens de survie en fonction de

l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface

Paramètre
Délai moyen

de survie en mois
IC à 95% Khi2 p

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
1,9 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- 37,5 29-46

Le tableau 37 résume les délais moyens de survie globale en fonction de

l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface dans les LAM.

La figure 53 illustre des éxemples de courbes de survie globale de Kaplan

Meyer selon l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface dans les LAM.

Global 79 39 49,4 40 50,6 /

CD14 Total
Nombre de

décès
% Nombre VV et PV % % Survie

NEGATIF 98 49 50 49 50,0 17

POSITIF 19 10 52,6 9 47,4 0

Global 117 59 50,4 58 49,6 /



Résultats adultes

152



Résultats adultes

153

Chez les patients atteints de LAM une MPO positive avec expression de CD13

et/ou CD33 reste des critères d’appartenance vers la lignée myéloïde, 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 le CD33 (119cas +/121).

1.3.3.1.2. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques de surface

non spécifique de la lignée myéloïde : marqueurs aberrants

Tableau 38: LAM adultes- Délai moyen et taux de survie globale en fonction de
l’expression ou non des Ag aberrants

Paramètre
Délai moyen

de survie en mois
% Survie IC à 95% Khi2 p

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 0,9

Figure 53: Courbes de survie globale selon l’expression ou non des Ag leucocytaires de
surface dans les LAM
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CD4- 34 15 25-44

CD7+ 29 27 16-42
0,01 0,7

CD7- 33 28 24-41

Figure 54: Courbes de survie globale selon l’expression ou non des Ag aberrants
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1.3.3.2. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques de surface dans les
LAL

- Cas des LAL T

Tableau 39: LALT de l’adulte – Taux du décès et de survie globale en fonction de

l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface

Le taux de survie est meilleur chez le groupe de patients CD4+ (75%) versus CD4-

(25%) ; voir tableau 39.

HLADR Total Nbre de décès % Nombre VV et PV % % Survie

NEGATIF 8 5 62,5 3 37,5 37,5
POSITIF 5 2 40,0 3 60,0 50

Global 13 7 53,8 6 46,2 /

CD34 Total Nbre de décès % Nombre VV et 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 Nbre de décès % Nombre VV et 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 Nbre de décès % Nombre VV 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 Nbre de décès % Nombre VV et PV % % Survie

NEGATIF 8 6 75,0 2 25,0 25
POSITIF 5 1 20,0 4 80,0 75

Global 13 7 54,0 6 46,2 /

CD5 Total Nbre de décès % Nombre VV et 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 Nbre de décès % Nombre VV et PV % % Survie

NEGATIF 6 3 50 3 50 40
POSITIF 7 4 57 3 43 43

Global 13 7 54 6 46,2 /
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Tableau 40:LAL T adultes - Délai moyen et taux de survie en fonction de l’expression

ou non des Ag leucocytaires de surface

Paramètre
Délai moyen

de survie en mois
IC à 95% % Survie Khi2 p

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 délai moyen de survie globale 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 exprimé chez la totalité des patients LALB 26/26 cas (100 %).

13/26 patients à CD10+ sont décédés (50 %). Le délai moyen de survie chez les patients

CD10+ est de 27 mois. Le taux de survie à la fin de l’étude est de 26,4 % pour une durée

de survie de 65 mois.
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- Co-expression du marqueur aberrant myéloïde le CD33 dans les LAL B

Le CD33 est positif dans 6/26 cas de LALB (23%) et négatif dans 20/26 cas

(78%). Le délai moyen de survie chez les patients CD33+ est de 39 mois

IC à 95 % [13-64] versus 20 mois chez les patients CD33- IC à 95 % [11-28]. P=0,3

- Co-expression de marqueurs myéloïdes dans les LAL

La co-expression d’Ag myéloïdes a été retrouvée dans 14/36 cas (39 % )

et négative dans 22/36 cas (61%). Le délai moyen de survie chez les patients My+ est

de 29 mois IC à 95 % [10-48] versus 41 mois chez les patients My- ,

IC à 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.

Figure 55: Courbe de survie globale selon l’expression ou non des antigénes
aberrants myéloides dans les LAL
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Meyer selon l’expression ou non de
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illustre des exemples de courbes de survie

selon l’expression ou non des antigénes leucocytaires de surface

globale de Kaplan

ace dans les LALT.
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Figure 56: Courbes de survie globale selon l’expression ou non des antigénes
leucocytaires de surface dans les LAL T
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Résultats

enfants
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2. Description des résultats des patients enfants

2.1. Aspects épidémiologiques

2.1.1. Répartition des patients selon le sexe

La série des 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 Garçons (G) / Filles (F) : G/F=1.

2.1.2. Répartition des patients selon les tranches d’âge

L’âge médian est de : 5,4 ans ± 6,2 (Médiane ± Ecart type) avec des âges

extrêmes allons de 7 mois à 18 ans. L’intervalle interquartile (IQ) = [3-15,6 ans] ; (voir

tableau 41 et figure 57).

Tableau 41: Répartition des leucémies aigues selon les tranches d’âges.

Tranches d’âges/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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2.1.3. Répartition des patients selon l’âge et le sexe

Fréquence des cas de leucémie aigues de novo à la tranche d’âge de [2-6[ ans chez les

filles et aux tranches d’âge [2-6[ ans et [16-18] ans chez les garçons ; (voir figure 58).

Figure 57: Répartition graphique des leucémies aigues selon les tranches d’âge

Figure 58: Pyramide des âges des cas de leucémies aigues en fonction du sexe
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Le test de la médiane à échantillons indépendants, test de Chi-2 montre que les

médianes des âges sont identiques pour les catégories de sexe. (Chi-2=0, 23, P=0,63). Aussi,

la distribution des âges est identique sur les catégories de sexe. (Test non paramétrique

de Kruskal-Wallis à 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 l’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 l’enfant est

nettement élevée par rapport aux LAM (p=0,001 pour un Khi-2=10,33).

La médiane d’âge est de 5 ± 6,08 (médiane ± Ecart type) avec un âge minimum de 1

ans et maximum de 18 ans. L’intervalle interquartile (IQ) 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 sexe ratio G/F = 0,95.

2.2.1.2. Répartition des LAL selon les tranches d’âge

Tableau 42: Fréquence des LAL selon les tranches d’âge

Tranches d’âge / ans Effectifs Pourcentage %

[30j-2[ 3 7,0

[2-6[ 23 53,5

[6-12[ 5 11,6

[12-16[ 2 4,7

[16-18] 10 23,3

Total 43 100,0

Plus de la moitié des enfants 23/43 cas (53,5 %) se trouve dans la tranche d’âge

de [2-6[ans ; (voir tableau 42).
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2.2.1.3. Répartition des LAL selon l’âge et le sexe

Prédominance des cas de LAL dans la tranche d’âge de 2 à 6 ans dans les deux sexes ;

(voir figure 59).

2.2.1.4. Répartition des LAL selon la classification morphologique FAB

La fréquence des sous types FAB est la suivante : 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 sous types immunologiques

Les 43 cas de LAL de l’enfant étaient réparties en 33 cas de LALB (76,7 %) et

10 cas de LALT (23,2 %).

La série LAL de l’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.

Figure 59: Répartition des LAL selon l’âge et le sexe
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Tableau 43: Fréquence des sous types immunologiques des LAL B et 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 II ou commune à 57,6 % et des LALT corticale

ou sous type III à 40 %.

2.2.1.6. Caractéristiques épidémiologiques et cliniques des sous types

immunologiques des LAL

Une corrélation entre l’immunophénotype des LAL et les caractéristiques cliniques

des patients enfants est résumée dans le tableau 44.

Tableau 44 : LAL de l’enfant - Corrélation entre le phénotype des LAL et les
caractéristiques cliniques positifs

Paramètre
LAL B Total=33

Effectifs (%)

LAL T

Total=10

Effectifs (%)

Tests statistique :

Khi-2 de Pearson (%) et

Student (moyennes)

P

Sexe : Féminin 18(54,5) 4(40)
0,2 0,6

Masculin 15(45,4) 6(60)

Sexe ratio M/F 0,83 1,5 / /

Age (moyenne) ±

Ecart type

Age (Mini-maxi) ans

6,5±6

(1-18)

10,6± 6,5

(1-18)

Indice de Student

t = -1,90
0,06

Syndrome tumoral 26(78,7) 9 (90) 0,6 0,4
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ADP 18(54,5) 7(70) 0,7 0,4

SPMG ≥5cm 18(54,5) 6(60) 0,09 0,76

HPMG 15(45,4) 3(30) 0,7 0,4

PCM 30(90,9) 7(70) 2,8 0,09

Fiévre 19(57,5) 4(40) 0,4 0,5

Syndrome

infectieux
10/32=31,25 2(20) 0,082 0,7

Syndrome

hémorragique
11(33,3) 5(50) 0,9 0,3

La distribution des âges est identique entre le groupe des LALB et LALT (p=0,12 par

le test de Kolmogorov-Smirnov à échantillons indépendants, test = 1,18)

2.2.1.7. Caractéristiques hémato biologiques des sous types immunologiques des

LAL

- Statistiques des cas de LAL B (voir tableau 45)

Tableau 45: Statistiques des cas de LAL B

GB HB PLQ
Blastose

sanguine

Blastes dans

la Moelle

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 1,1 3,6 10 9 10

Maximum 543,0 12,0 227 96 100

Quartiles

25 6,228 6,550 22,50 35,75 71,00

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 des cas de LALT (voir tableau 46)

Tableau 46: Statistiques des cas de LAL T

GB HB PLQ
Blastose

sanguine

Blastes dans

la Moelle

Effectifs

Manquants

10 10 10 10 10

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 12,4 215 100 100

Quartiles

25 20,833 7,300 21,50 38,50 80,75

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 à -49].

L’anémie définit par un taux d’Hb < 11,5g/dl est plus fréquente dans les LAL type B

31/33 cas (94%) versus 7/10 cas (70 %) dans les LAL type T. La différence de fréquence

est statistiquement significative (p=0,012 ; Khi-2=6,34).

Le taux moyen de plaquettes 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 à 95% [7-83].

L’hyperleucocytose > 30 G/L est retrouvée dans 12/33 (36 %) des LALB versus

6/10 (60 %) des LAL T.

Absence de cas leucopéniques et pancytopéniques dans les LAL T de l’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 ne montre pas une différence significative (p=0,14).

Le test de Kolmogorov-Smirnov à échantillons indépendants montre que la

distribution des globules blanc et de l’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

- Circonstances de découvertes des LALB

Tableau 47: Circonstances de découvertes des LALB

Effectifs Pourcentage %

Atteinte articulaire 2 6,1

Adénopathies 5 15,2

Asthénie 3 9,1

Douleurs abdominales 3 9,1

Douleurs osseuses 2 6,1

Fièvre associée 5 15,2

Fièvre isolée 7 21,2

Syndrome hémorragique 4 12,1

Syndrome infectieux 2 6,1

Total 33 100,0

La fièvre isolée est le motif de consultation le plus fréquent chez les enfants atteints

de LAL type B (21,2%) ; (voir tableau 47).

- Circonstances de découvertes des LALT

Dans notre série, les enfants atteints de LALT ont consulté dans 50 % des cas

suite à une asthénie qui peut étre associée à d’autres signes cliniques tel que la fièvre,

des ADP cervicales, épistaxis et ecchymoses ; (voir tableau 48).
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Tableau 48: Circonstances de découvertes des LALT

Effectifs Pourcentage %

Adénopathies 1 10,0

Asthénie 5 50,0

Fièvre associée 1 10,0

Syndrome hémorragique 2 20,0

Signes neurologiques (épidurite) 1 10,0

Total 10 100,0

2.2.1.9. Fréquence d’expression des antigènes de différentiation leucocytaire dans les

LALB et LALT

- Fréquence d’expression antigénique dans les LALB

Prédominance d’expression des marqueurs antigéniques lymphoïdes B spécifique :

CD19 (100%), CD79a (97%) et le CD 10 (97 %); (voir tableau 49 et figure 60).

Tableau 49: Antigènes leucocytaires testés et leur positivité dans les LAL B

Antigène 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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- Fréquence d’expression antigénique dans les LAL T

Tableau 50: Antigènes leucocytaires testés et leur positivité dans les LALT

Antigène Nombre cas 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 2 22,2

CD5 9/10 8 88,8

CD7 10 10 100

CD8 9/10 5 55,5

Tdt 10 3 30

CD1a 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 l’Ag lymphoïde T de surface le plus exprimé 100 % des cas ;

(voir tableau 50 et figure 61).
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Figure 60: Fréquence de positivité des antigènes testés dans les LAL B
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L’Ag myéloïde intracytoplasmique MPOcyt était négatif dans toute les LAL de

l’enfant, le CD117 Ag d’immaturité de la lignée myéloïde était retrouvé positif uniquement

dans deux cas de LALT.

2.2.1.10. Coexpression d’antigènes aberrants dans les LAL

- Coexpression d’antigènes aberrants de nature myéloïde dans les LAL de

lignée T

Parmi les 10 cas de LAL de la lignée T, deux (02) patients coexpriment l’Ag

myéloïde CD13 (20 %). Le CD33 n’a pas été coéxprimés.

- Coexpression d’antigènes aberrants de nature myéloïde 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 myéloïdes de type :

CD13 (03 cas), CD33 (03cas) et le CD11c dans 02 cas.

Deux (02) Ag de la lignée lymphoïde T étaient coéxprimé : le CD7 coéxprimé dans

2/32 cas (6,25 %) et le CD2 coéxprimé dans 1/32 cas (3,12%).
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Figure 61: Fréquence de positivité des antigènes testés dans les LAL T
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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 d’âge est de 11 ± 6,22 (moyenne ± Ecart type) avec des extrêmes

de 7 mois à 18 ans. IQ : [4-16 ans].

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 sexe ratio G/F = 1,18.

2.2.2.2. Répartition des LAM selon les tranches d’âge

Dans notre série, les LAM chez l’enfant sont fréquentes aux extrémités

inférieurs< 6 ans 7/24 cas (29,16 %), et supérieurs de l’âge de l’enfant [16-18] ans 9/24 cas

(37,5 %) ; (voir tableau 51).

Tableau 51: LAM de l’enfant et tranches d’âge

Le test de la médiane à échantillons indépendants montre que les médianes des âges

sont identiques pour les catégories de sexe. (Test Exact de Fisher, P=1).

2.2.2.3. Caractéristiques cliniques des LAM

Le tableau 52 résume les caractéristiques cliniques des LAM de l’enfant.

Tous les enfants de notre série d’étude ont présenté au moins un des signes

cliniques décrit dans le tableau 52.

Effectifs Pourcentage %

[30j-2[

[2-6[

[6-12[

[12-16[

[16-18]

Total

2 8,3

5 20,8

5 20,8

3 12,5

9 37,5

24 100,0



Résultats enfants

173

Tableau 52 : Caractéristiques cliniques des LAM

Tous les enfants atteints d’une LAM 24/24 (100%) ont présenté une pâleur cutanéo

muqueuse (PCM) au diagnostic avec prédominance d’une PCM franche 54 %.

Le syndrome tumoral était retrouvé dans 66,7 % des cas, avec la prédominance de la

survenue des adénopathies superficielles, le syndrome hémorragique dans 45,8 %,

le saignement est essentiellement modéré.

9/24 patients ont présenté au moins une infection prouvée sur prélèvements

microbiologiques, soit 37,5 %.

PCM Fièvre

Effectifs Fréquence % Effectifs Fréquence %

Discrète 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 SPMG ≥ 5cm

Effectifs Fréquence % Effectifs Fréquence %

Absent 8 33,3 Absente 16 66,7

Présent 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

Présent 11 45,8 Présent 9 37,5

Total 24 100,0 Total 24 100,0
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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 l’enfant étaient la consultation pour une asthénie dans 33,3 % des cas suivie d’une

fièvre dans 25 % des cas ; (voir tableau 53)

Tableau 53 : Circonstances de découverte des LAM

2.2.2.5. Analyse des données hémato biologique des LAM

Tableau 54: Statistiques des données hémato biologique des LAM

- Etude cytologique des LAM : frottis sanguin et médullogramme

Le taux médian de blastes circulants était 43 %, IQ: 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 critères descriptifs dela classification FAB. L’étude du myélogramme a

Effectifs Fréquence %

Douleurs articulaire 1 4,2

Adénopathies 2 8,3

Asthénie 8 33,3

Fiévre 6 25,0

Fiévre isolée 2 8,3

Syndrome hémorragique 4 16,7

Syndrome tumoral 1 4,2

Total 24 100,0

Taux GB

G/L

Taux HB

g/dl

Taux

PLQ G/L

blastose

sanguine %

blastes dans

la MO %

Total
24 24 24 23 24

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

Quartiles

25 3,798 7,000 24,75 22,00 42,25

50 19,000 7,550 42,00 43,00 70,00

75 41,750 8,400 73,50 80,00 88,00
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objectivé un taux médian de blastes de 70 %, IQ: 42-88 %. Le taux de blastes médullaire à

varié entre 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 catégories de 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%

plaq 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] ]10-12] >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 à 30 G/L dont 16,8 % ont un taux > 100G/L.

Concernant le taux de plaquettes 5/24 de nos patients (21%) ont une thrombopénie

sévère < 20 G/L. 16/24 patients (66,6%) ont une anémie sévère avec un taux d’Hb < 8g/dl.

Pas de différence significative entre les différents sous type de LAM. P>0,05

Tous les patients ont présenté au moins une anomalie de l’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 sous types de LAM

Trois cas de LAM étaient difficiles à classer par les critères FAB seul, ils étaient

classés en LAL. L’étude immunophénotypique a permis de redresser leur diagnostic.
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Tableau 56: Classification cytologique des LAM selon les critères du groupe FAB

Prédominance des cas de LAM3 type promyélocytaire 11/24 cas soit 45,8 %, dont 2

cas de variantes cytologique ; voir tableau 56.

Aussi, le diagnostic du type de la leucémie aigue n’a pas été posé chez trois patients

par l’étude cytologique seule. C’est l’étude immunophénotypique qui a permis de typer ces

trois cas comme leucémie aigue biphénotypique que nous allons analyser dans le chapitre

des LA biphénotypique.

2.2.2.7. Profil immunophenotypique des LAM

L’immunophénotypage par cytométrie en flux a été réalisé sur 40 prélèvements

médullaires et 30 prélèvements sanguins.

Il existe une variation d’expression des marqueurs antigéniques, le pourcentage de

patients positifs pour un antigène varie de 0% pour la Glycophorine A et le CD14 car nous

n’avons eu dans notre série aucune LA à érythroblastes, ni de LAM5 type b monocytaire

mature, à 95,8 % pour le CD33.

Effectifs Fréquence %

LAM probable ? 3 12,5

LAM1 3 12,5

LAM2 4 16,7

LAM3 11 45,8

LAM4 1 4,2

LAM5 2 8,3

Total 24 100,0
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Tableau 57: Fréquence de positivité des anticorps monoclonaux testés avec les cellules

myéloblastiques

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

sur les cellules blastiques dans les LAM

Prédominance d’expression des marqueurs de la lignée myéloïdes : CD33 (95,8 %),

MPO (87,5%), CD13 (75%) et le CD117 (70,8%). Les marqueurs d’immaturité HLADR, et

HLADR CD34
Effectifs Pourcentage % Effectifs Pourcentage %

Négatif 12 50,0 Négatif 10 41,7
Positif 12 50,0 Positif 14 58,3
Total 24 100,0 Total 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
Total 24 100,0 Total 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 Total 24 100,0

CD64 CD14
Effectifs Pourcentage% Effectifs Pourcentage %

Négatif 4 16,7 Négatif 24 100,0
Positif 20 83,3
Total 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 Total 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 Total 24 100,0

CD61
Effectifs Pourcentage %

Négatif 22 91,7
Positif 2 8,3
Total 24 100,0
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CD34 sont présents dans respectivement 50 % et 58,3% des cas. Le CD38 un marqueur de

prolifération est fortement exprimé (90%) ;(voir figure 62).

- Coexpression des antigènes lymphoïdes et myéloïdes aberrants dans les sous

types de LAM

Une co-expression aberrante d’antigènes de lignées cellulaires différentes à été

retrouvée sur les cellules blastiques des LAM de l’enfant, il s’agit des LAIP de type infidélité

de lignée. La fréquence d’expression pour chaque marqueur est déterminée en fonction du

nombre de cas testés; (voir tableau 58).

La coexpression d’antigènes lymphoïde de lignée B et T est retrouvée dans 12/24 cas

de LAM (37,2 %), l’antigène de la lignée T le plus exprimé est le CD7 : 20,8 % des cas suivi

par l’Ag CD2 à 12,5 % avec une surexpression pour les deux Ag. Pour la lignée B on

retrouve l’antigène CD19 coéxprimé à 4,16 % ; (voir tableau 58).
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HLAD
R

CD34 MPO CD33 CD13 CD117 CD64 CD14 CD15 CD41 CD42 CD61 CD38

Fréquence % 50% 58,30% 87,50% 95,80% 75% 70,80% 83,30% 0% 21% 8% 8% 8% 90%

Figure 62: Expression des marqueurs myéloïdes et d’immaturité dans les LAM



Résultats enfants

179

Tableau 58: Coexpression d’antigènes aberrants dans les LAM

2.2.2.8. Exemples de cas discordants entre le diagnostic cytologique du FAB et

l’immunophénotypage des LAM

Tableau 59 : Diagnostic final des cas discordants

Nombre cas

LAM/FAB

Ag

aberrants
CD2 CD7 CD36 CDTdt

CD19
CD56

LAM0 0 0 0 0 0 0 0

LAM1 2 0 1 0 1 0 0

LAM2 3 0 1 0 0 1 1

LAM3 4 2 2 0 0 0 0

LAM4 0 0 0 0 0 0 0

LAM5 0 0 0 0 0 0 0

LAM7 3 1 1 1 0 0 0

Nombre cas

testés
24 24 24 24 24 24

Fréquence % 12,5 20,83 4,16 4,16 4,16 4,16

N°: Patient
sexe/âge

Cytochimie au
noir soudan

(NS)
FAB

Résultat de
l’immunophénotypage

Diagnostic final
par CMF

1
féminin/8ans

Douteux LAM/LAL ?

Dr-, CD34+, CD38+,
CD41+,CD42+,CD61+,

MPO-, CD117+ ,CD64+,
CD13-,CD14- ,CD33+,

CD15-

LAM7
LAM méga

caryoblastique

2 masculin/3ans Douteux LAM/LAL ?

Dr-, CD34+, CD38+,
CD41+, CD42 +,

CD61+, MPO-, CD117+,
CD64-, CD13-, CD14-,

CD33+, CD15-

LAM7
LAM méga

caryoblastique

3
féminin/1an

Douteux LAM/LAL ?

Dr+, CD34+, CD38+,
CD33+, CD41-, CD42-,
CD61-, CD117+, MPO-,
CD13-, CD64-, CD14-,

CD15-

LAM0
LAM à

différentiation
minime
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L’immunophénotypage par CMF nous a permis de redresser le diagnostic des cas de

LAM difficiles à classer par l’étude cytologique uniquement ; (voir tableau 59).

2.3. Leucémies aigues biphénotypiques

Tableau 60 : Caractéristiques cliniques et biologiques des LA biphénotypiques

N°Patient Age/Sexe PCM
Syndrome

Tumoral
Fièvre infection CDD

GB

G/L

Hb

g/dl

Plq

G/L

Blastes

Sang%

Blastes

MO %

1 3ans/m Franche Présent Absente Absente
Douleurs

articulaires
12 6,6 19 36 34

2 7ans/f Franche Présent Présente Absente
Syndrome

hémorragique
157 7,2 17 94 100

3 3ans/f Discrète Présent Présente Absente Fiévre associée 48 11,7 21 82 70

Tableau 61: Caractéristiques immunophénotypiques des LA biphénotypiques

3/70 leucémie aigue de l’enfant (4,28%) sont des LA biphénotypiques dont le

diagnostic a été confirmé par CMF. Les trois cas de LA biphénotypiques sont à coexpression

myéloïde et lymphoïde B ou T; (voir tableau 61).

N°

Patient

FAB Résultat de l’immunophénotypage Diagnostic final par CMF

1
LAM probable

NS non concluant

DR+, CD34+, MPO+, CD33+, CD13+, CD117+,

CD13+, CD19+, CD79a+
LA biphénotypique LAM/B

2 LAL2 probable NS-

DR-,CD34+,MPO-,CD33+, CD13+,

CD117+,CD64+,CD79a-, CD19-

,CD3cyt+,CD3s-,CD2-,CD5+,CD7+

LA biphénotypique LAM/T

3
LAM probable

NS non concluant

DR+,CD34+,MPO+,CCD38+,CD117-

,CD33+,CD13+,CD3cyt -,CD3s-, CD7-

,CD19+,CD79a-, Tdt+, Chaine mu cyt +

LA biphénotypique LAM/B
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2.3. Etude de la survie globale en fonction des facteurs pronostiques

Dans ce chapitre, nous avons inclus les patients enfants dont l’âge a varié de 7 mois à

15 ans ayant reçu des traitements spécifiques de chimiothérapie dés la phase d’induction,

regroupés dans les protocoles suivants :

- Les cas de LAM ont été traités par le protocole ELAM 2002

- Les cas de LAL ont été traités par le protocole EORTC 2000

Cependant, les enfants dont l’âge a varié de 15,5 à 18 ans ont été inclus dans les

protocoles adultes de chimiothérapie.

2.3.1. Fréquence des facteurs pronostique liés au patient et à la LA dans les

LAM et LAL

Tableau 62: Fréquence des facteurs pronostique liés au patient et à la LA dans les

LAM et LAL

2.3.2. Survie globale en fonction des facteurs pronostiques lies à la LA

2.3.2.1. Survie globale en fonction du type de la LA

Tableau 63: Survie globale en fonction du type de la LA

Total Nbre de décès % Nbre VV et PV % Nbre VV % de survie

LAM 24 17 71 7 29,2 5/24 20

LAL 43 20 46,5 23 53,5 14/43 32,5

Global 67 37 55,2 30 44,8 19 /

Le délai moyen de survie est de 23 mois pour les LAM avec un IC à 95%

[10,5-35] versus 45 mois pour les LAL avec IC à 95 % [34-56] ;(voir tableau 63).

LAM (N°= 24) LAL (N°=43) Tests statistiques

Effectifs % Effectifs % Chi2 p

Sexe masculin 13 54,2 21 49 0,17 0,67

Age ≥ 10 ans 14 58,3 14 32,5 4,21 0,04

Age ≤ 1 an 2 8,3 2 4,6 / 0,9

GB ≥ 50G/L 5 21 14/42 33 1,16 0,3

Syndrome tumoral 16 66,6 36 84 2,6 0,1
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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 à 95 % [7-19] versus 52 mois pour ceux atteints de LAL avec

IC à 95 % [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).

2.3.2.2. Probabilité de survie globale en fonction du type immunologique des LAL

Tableau 64: Survie globale en fonction du type immunologique des LAL: LALB/LALT

EGIL Total des patients Nbre de décès %
Nbre (VV) et

(PV)
% Taux de survie %

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 /

Figure 63: Courbe de survie globale en fonction du type de la LA : LAM/LAL



Résultats enfants

183

Le délai moyen de survie est de 48 mois pour les LAL B avec un IC à 95%

[36-61] versus 34 mois pour les LAL T avec IC à 95 % [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 l’âge, du sexe, du syndrome

tumoral, et du taux de globules blancs au diagnostic

- CAS DES LAL

Tableau 65 : Survie globale en fonction de l’âge, du sexe, du syndrome tumoral, et du
taux de globules blancs au diagnostic dans les LAL

Groupe d’âge Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre de VV et

PV
%

%

Survie

≥ 10ans 14 9 64,3 5 36 22,2

<10ans 29 11 38 18 62 40,4

Global 43 20 46,5 23 53,5 /

Figure 64: Courbe de survie globale en fonction du type immunologique des LAL : LALB /LALT
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Sexe Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre de VV et

PV
% %Survie

Féminin 22 6 27,2 16 72 45

Masculin 21 14 66,6 7 33 29

Global 43 20 46,5 23 53 /

Syndrome

tumoral
Total

Nombre de

décès
%Décès

Nombre de VV et

PV
%

%

Survie

Absent 7 3 43 4 57 50

Présent 36 17 47 19 53 33

Global 43 20 46,5 23 53,5 /

Taux de GB Total
Nombre de

décès
%Décès

Nombre de VV et

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 /

L

e

l-

Figure 65: LAL de l’enfant - Courbe de survie globale en fonction de l’âge
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- Les enfants atteints de LAL dont l’âge est ≥ 10 ans ont un délai moyen de survie

de 11,7 mois IC à 95 % [6-17,5] versus 54 mois pour les patients dont l’âge est < 10 ans

IC à 95 % [42-66], avec un taux de survie meilleure (40%) ; (voir tableau 65).

- Le test de comparaison au Log Rank montre une différence de survie statistiquement

significative en fonction de l’âge, p=0,007 pour un Khi-2=7,3 ; (voir figure 65).

- Le délai moyen de survie est de 24 mois pour les patients de sexe masculin IC à

95% [13-35] , versus 61 mois pour les patients de sexe féminin IC à 95% [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).

Figure 66: LAL de l’enfant - Courbe de survie globale en fonction du sexe
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- Le délai moyen de survie pour les patients avec syndrome tumoral est de 46 mois

IC à 95% [34-58], versus 26 mois en absence du syndrome tumoral IC à 95 % [11-41].

La différence des délais de survie n’est pas statistiquement significative p=0,9 ;

(voir figure 67).

Figure 67: LAL de l’enfant -Courbe de survie globale en fonction de la 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 mois, IC

à 95 % [42-68] versus 11 mois pour les patients avec un taux de GB ≥50 G/L IC à 95 %

[6-17] p=0,005 pour un Khi-2= 8 ; (voir figure 68).
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Figure 68 : LAL de l’enfant - Courbe de survie globale en fonction du taux de globules blancs
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- CAS DES LAM

Tableau 66: Survie globale en fonction de l’âge, du sexe, du syndrome tumoral, et du taux
de globules blancs au diagnostic dans les LAM

Groupes

d’âge
Total

Nombre

de décès
% Décès

Nombre de

VV et PV
% % Survie

≥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 /

Sexe Total
Nombre de

décès
% Décès

Nombre de

VV et PV
% % Survie

Féminin 11 8 72,7 3 27 17

Masculin 13 7 54 6 46 27,4

Global 24 15 62,5 9 37 /

Groupes

de GB
Total

Nombre de

décès
% Décès

Nombre de

VV et PV
% % Survie

<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

tumoral
Total

Nombre de

décès
% Décès

Nombre de

VV et PV
% % Survie

Absent 9 5 4 44,4 23

Présent 15 10 5 33,3 42

Global 24 15 9 37,5 /

- Le délai moyen de survie est presque identique entre les deux groupes de patients : il

est de 24 mois pour les patients dont l’âge est ≥ 10 ans IC à 95 % [6-43] et de 23 mois

pour les patients dont l’âge est <10 ans avec IC à 95 % [7,5-38]. Le test de comparaison

au Log Rank retrouve un p=0,7 pour un Khi2=0,11.

- Le délai moyen de survie est de 28 mois pour les patients de sexe masculin IC à 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 délai moyen de survie pour les patients ayant présenté un syndrome tumoral, est de

13 mois, IC à 95% [7-19], versus 36 mois en absence du syndrome tumoral IC à 95 %

[12-60].

- La survie est nettement meilleure chez les enfants sans syndrome tumoral au

diagnostic malgré un P=0,4.

- Le délai moyen de survie est de 32 mois pour les patients dont le taux de

GB< 50G/L IC à 95 % [15-50], versus 8 mois uniquement pour les patients avec un taux

de GB ≥ 50 G/L IC à 95% [1-17] ; (voir figure 69).

- La différence de survie est nettement significative malgré p=0,1.

Les taux de survie globlale pour ces différents paramétres sont résumés dans le tableau 66.

Figure 69: LAM de l’enfant- Courbe de survie globale en fonction du taux de globules blancs
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2.3.3. Valeur pronostique des différents marqueurs immunologiques exprimes

dans les LA

2.3.3.1. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques dans les LAL

- Cas des LAL T

Tableau 67: LAL T de l’enfant – Taux du décès et de survie globale en fonction de
l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface

HLADR Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre VV et

PV
%

%

Survie

NEGATIF 7 3 43 4 57 44

POSITIF 3 3 100 0 0,0 0

Global 10 6 60 4 40 /

CD34 Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre VV et

PV
%

%

Survie

NEGATIF 8 5 62,5 3 37,5 21,4

POSITIF 2 1 50 1 50 50

Global 10 6 60 4 40 /

CD3s Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre VV et

PV
%

%

Survie

NEGATIF 4 3 75 1 25 25

POSITIF 6 3 50 3 50 33

Global 10 6 60 4 40 /

CD2 Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre VV et

PV
%

%

Survie

NEGATIF 3 1 33 2 67 67

POSITIF 7 5 71 2 29 17

Global 10 6 60 4 40 /

CD8 Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre VV et

PV
%

%

Survie

NEGATIF 4 3 75 1 25 0

POSITIF 5 2 40 3 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
l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface

Les patients enfants LALT CD8+ ont une meilleure survie que les groupes CD8- avec

une signification statistique p=0,01. De même les patients CD2- ont une survie nettement

meilleure que les patients CD2+ (p=0,03) ;(voir tableau 67 et 68).

Pour les autres groupes antigéniques (HLADR+et-, CD34+et- et CD3s+et-)

la difference de survie reste légére et non statistiquement significative.

Les courbes de survie globale de Kaplan Mayer en fonction de l’expression ou non

des Ag leucocytaires de surface dans les LALT de l’enfant sont illustrées dans la figure 70.

Paramètre
Délai moyen

de survie en mois
IC à 95%

Taux de survie

%
Khi-2 p

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

CD3s+ 28,6 0-61 33
0,15 0,7

CD3s- 20 0-48 25

CD2+ 5 0,7-9 17
4,5 0,03

CD2- 57 24-90 67

CD8+ 49 17-80 60
2,7 0,01

CD8- 6 0-16 0
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Figure 70: LAL T de l’enfant – Courbes de survie globale en fonction de l’expression ou non
des Ag leucocytaires de surface
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- Cas des LAL B

Tableau 69: LAL B de l’enfant – Taux du décès et de survie globale en fonction de
l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface et intracytoplasmiques

Les antigènes spécifiques de la lignée lymphoïde B et exprimés au stade précoce de

la lymphopoïèse B : CD19, CD79a et l’Ag Calla ou le CD10 étaient exprimé respectivement

dans 100 % des cas en fonction du nombre de cas testés et 32 cas /33 soit 97% pour le CD10.

HLADR Total
Nombre de

décès
%

Décès
Nombre VV et

PV
% % Survie

NEGATIF 5 2 40 3 60 60
POSITIF 27 12 43 15 56 40

Global 32 14 42 18 56 /

CD34 Total
Nombre de

décès
%

Décès
Nombre VV et

PV
% % Survie

NEGATIF 17 10 59 7 41 33
POSITIF 16 4 25 12 75 75

Global 33 14 42 19 58 /

CD22cyt Total
Nombre de

décès
%

Décès
Nombre VV et

PV
% % Survie

NEGATIF 17 8 47 9 53 47
POSITIF 14 4 29 10 71 70

Global 31 12 39 19 61 /

CD22s Total
Nombre de

décès
%

Décès
Nombre VV et

PV
% % Survie

NEGATIF 5 2 40 3 60 60
POSITIF 12 5 42 7 58 58

Global 17 7 41 10 59 /
Chaine
mu cyt

Total
Nombre de

décès
%

Décès
Nombre VV et

PV
% % Survie

NEGATIF 15 4 26,6 11 73 64
POSITIF 14 7 50 7 50 50

Global 29 11 38 18 62 /

Tdt Total
Nombre de

décès
%

Décès
Nombre VV et

PV
% % Survie

NEGATIF 13 6 46 7 54 54
POSITIF 6 2 33 4 67 67

Global 19 8 42 11 58 /

CD20 Total
Nombre de

décès
%

Décès
Nombre VV et PV % % Survie

NEGATIF 19 6 32 13 68 59
POSITIF 6 4 67 2 33 33

Global 25 10 40 15 60 /
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Tableau 70 : LAL B de l’enfant – Délai moyen et taux de survie globle en fonction de
l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface et intracytoplasmiques

Les taux de survie globlae et délais moyens de survie, en fonction de

l’expression 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

l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface et intracytoplasmique dans les LALB de

l’enfant, sont représentées dans la figure 71.

Paramètre
Délai moyen

de survie en mois
IC à 95%

Taux de survie

%
Khi-2 p

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
0,45 0,5

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
0,25 0,6

Tdt - 31 17-44,5 54

CD20+ 14 5-23 33
2,96 0,08

CD20- 45 34-57 59
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Figure 71: Courbes de survie globale en fonction de l’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 des antigènes myéloïdes associées

(LAL/My+) et sans expression d’antigènes myéloïdes (LAL B /My-)

Tableau 71: Survie globale des LALB de l’enfant avec expression des antigènes
myéloïdes associées (LALB/My+) et sans expression d’antigènes myéloïdes(LAL B /My-).

Le délai moyen de survie pour les cas de LAL B My+ est de 28 mois pour un IC à

95% [10-45], versus 58 mois pour les LALB My- avec un IC à 95 % [11-41]. La

différence des délais de survie globale est statistiquement significative (p=0,05 pour un

Khi-2=3,7) ; (voir figure 72).

LALB et

coexpression

d’Ag

aberrants

myéloïdes

Total
Nombre de

décès

%

Décès

Nombre VV et

PV
% % Survie

LALB My+ 8 6 75 2 25 19

LALB My- 23 7 30 16 70 70

Global 31 13 42 18 58 /

Figure 72: Courbe de survie globale des LAL B de l’enfant en fonction de l’expression ou non des Ag
myéloïdes (LALB /My+ / LAL B /My-)
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2.3.4.1. Valeur pronostique des marqueurs immunologiques de surface dans

les LAM

Le tableau 72 résume le nombre de sujets inclus jusqu'à la fin du suivi ou de l’étude,

la fréquence de l’événement survenu (décès) et des non événements (vivants et perdues de

vues) en fonction de l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface.

Tableau 72: LAM de l’enfant – Taux du décès et de survie globale en fonction de
l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface

HLADR Total Nombre de décès % Décès 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 Nombre de décès %Décès 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 Nombre de décès %Décès Nombre VV 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 Nombre de décès % Décès Nombre VV 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 Nombre de décès % Décès Nombre VV 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 /



Résultats enfants

197

Tableau 73 : LAM enfants- Délai moyen de survie globale en fonction l’expression
ou non des Ag leucocytaires de surface

Paramètre
Délai moyen

de survie en mois
IC à 95% Khi-2 p

HLADR+ 11 5-17
1,33 0,2

HLADR- 32 11,5-53

CD34+ 11 6-16
2,35 0,1

CD34- 39 16-63

CD117+ 21 8-34
0,006 0,9

CD117- 28 0-57

CD13+ 29 13-46
0,8 0,4

CD13- 11 4-18

CD15+ 6 0-15
4,3 0,04

CD15- 18 7-30

Chez les patients atteints de LAM : une MPOcyt positive avec expression du CD33

et du CD13 est un critère d’appartenance vers la lignée myéloïde, 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- à

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 globale de Kaplan Meyer et la comparaison des groupes d’antigènes

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 de l’enfant- Courbes de survie globale en fonction de
l’expression ou non des Ag leucocytaires de surface
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3. Description cytologique FAB et immunologique des LA

3.1. Classification des sous types de LAM selon les critères cytomorphologiques

du FAB

Tableau 74: Répartition des sous type de LAM selon FAB

3.2. Etude cytomorphologique du frottis de sang périphérique des sous types de LAM

selon la classification FAB

Nous présentons dans le tableau les éléments analysés sur frottis sanguin en

établissant une moyenne du % pour chaque élément et dans chaque sous type de LAM.

Sous type de LAM

selon FAB
Effectifs Fréquence %

M1 17 11,7

M2 36 25

M3 32 22

M4 28 19,3

M5 20 14

LAM DC 12 8,3

Total 145 100
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Figure 74: Répartition des sous type de LAM selon FAB
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Tableau 75: Equilibre leucocytaire sur frottis de sang périphérique selon les sous types de

LAM

Sous types 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 0 4

M4 68 8 2 0 9 15

M5a 75 2 0 0 3 20

LAM DC 70 10 0 0 15 5

3.3. Etude cytomorphologique au frottis médullaire des sous types de LAM selon la

classification FAB

Tableau 76: Fréquence des éléments médullaires selon les sous types de LAM

Sous types de

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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Figure 75: Equilibre leucocytaire sur frottis de sang périphérique selon les sous types de LAM
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M4 69 8 1 13 9

M5a 88 2 0 10 0

LAM DC 69 10 2 5 14

3.4. Répartition des cas de LAM selon le degré de positivité de la coloration

cytochimique au noir soudan

L’étude morphologique (frottis sanguin et frottis médullaire) complétée par la

coloration cytochimique au noir soudan a permis d’établir une classification concluante

des sous types de LAM dans 72,4 % des cas de notre série d’étude ; (voir figure 77).
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Figure 76: Répartition des éléments médullaires selon les sous types de LAM
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3.5. Classification immunophénotypique des cas de LAM difficiles à classer et

redressement diagnostic

Tableau 77: Classification finale des sous types de LAM après immunophénotypage

Sous type de LAM
selon EGIL

Effectifs Fréquence %

M0 3 2
M1 19 13

M2 37 25,5

M3 32 22

M4 30 20,7

M5 20 14

M7 3 2

LApCD 1 0,7

Total 145 100

Fortement
positif; 72

%

Finement
positif; 28

%

Négatif ; 4
%

Coloration au noir soudan des LAM

Figure 77: Degré de positivité du noir soudan dans les LAM
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3.6. Fréquence d’expression des marqueurs antigéniques en fonction des sous

types de LAM

3.6.1. Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM0

3.6.2. Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM1
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Figure 79: Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM1

Figure 78: Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM0
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3.6.3. Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM2

3.6.4. Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM3
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Figure 81: Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM3

Figure 80 : Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM2
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3.6.5. Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM4

3.6.6. Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM5
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Figure 83: Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM5

Figure 82: Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM4
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3.6.7. Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM7

3.7. Etude de la concordance entre la classification cytologique 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 à 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

765 0,000 91 %

Kappa = 0,69

concordant 126 7

non concordant 12 0

Un pourcentage de concordance a été calculé avec la mesure de la valeur du

coefficient Kappa de Cohen (K) qui a démontré un accord fort (voir tableau 78) entre

l'étude cytomorphologique du FAB et immunophénotypique des LAM.
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Figure 84: Fréquence d’expression des antigènes leucocytaires dans les LAM7
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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 l’immunophénotypage selon EGIL et la classification

cytologique FAB des sous types de LAM

Tableau 79: Taux de concordance entre l’immunophénotypage et la classification

cytologique FAB des sous types de LAM

LAM1 Immunophénotypage % Concordance

Cytologie-FAB concordant non concordant

79 %concordant 15 2

non concordant 4 0

LAM2 Immunophénotypage % Concordance

Cytologie-FAB concordant non concordant

86 %concordant 32 4

non concordant 5 0

LAM3 Immunophénotypage % Concordance

Cytologie - FAB concordant non concordant

97%concordant 31 1

non concordant 1 0

LAM4 Immunophénotypage %Concordance

Cytologie - FAB concordant non concordant

93%concordant 28 0

non concordant 2 0

LAM5 Immunophénotypage % Concordance

Cytologie - FAB Concordant Non concordant

100%concordant 20 0

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

LAM

Cytologie

FAB

M1 M2 M3 M4 M5 M0 M7 LAPDC

LAMDC 1 3 1 0 0 3 3 1

LAM1 15 2 0 0 0 0 0 0

LAM2 2 32 0 2 0 0 0 0

LAM3 1 0 31 0 0 0 0 0

LAM4 0 0 0 28 0 0 0 0

LAM5 0 0 0 0 20 0 0 0

Total : 145 19 37 32 30 20 3 3 1

% Concordance 79 % 86% 97 % 93 % 100 %

3.9. Confrontation entre le typage cytologique FAB et immunophenotypique dans le

diagnostic des 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’étude immunophenotypique nous a permis de redresser le diagnostic ; Sept (07 cas)

de LA B ont été retrouvés dont 03 cas chez l’enfant et 04 cas chez l’adulte.

Tableau 81: Tableaux croisés : cytologie FAB versus immunophénotypage pour le

typage des LAB

Cytologie-FAB Immunophénotypage % Concordance

LAL : 84 cas Concordant non Concordant
97,6%Concordant LAL : 82 LAB : 2

Non concordant 2 0
LAM : 150 cas Concordant Non concordant

96.6 %Concordant LAM : 145 LAB : 5
Non concordant 5 0

On constate un redressement de 5,8 % LAL vs LAB et LAM vs LAB.
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Notre étude a recensé 234 cas de LA nouvellement diagnostiqués au CHU de Tizi-

Ouzou sur 5ans. Sur l’ensemble des LA recensées 145/234 cas (62 %) sont de lignée

myéloïde et 82/234 cas (35 %) sont de lignée lymphoïde. Cependant, 7/234 cas (3%) sont de

phénotype mixte.

- Données cliniques et cytologiques de l’adulte

Chez les patients adultes de plus de 18 ans, les LAM représentent 74 % (121/164

cas) des LA. Ces proportions concordent à celles décrites dans la littérature où les LAM

représentent 75 à 80 % des LA chez l’adulte [153, 143]. L’âge moyen des patients atteints

de LAM dans notre étude est de 47,5 ans. Cependant, la plupart des autres études

épidémiologiques observent une médiane d’âge des LAMplus élevée, établie autour de 65

ans [143]. Aux Etats-Unis, la médiane d’âge est de 67 ans [153]. L’équipe de X. Troussard

sur l’incidence des hémopathies malignes en Basse – Normandie France rapporte un âge

moyen des LAM de 63 ans [137].

Plus de la moitié des patients adultes LAM ont un âge > 45ans. Parmi le groupe de

LAM recensées, on retrouve une légère 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 âge moyen de 39 ans et une tranche d’âge majoritaire de [19- 45 ans],

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’âge dans le groupe des LAL

adultes est comparable à l’étude de X.Troussard en France [137].

Sur le plan clinique, un syndrome tumoral est décrit dans 33 % des cas au diagnostic.

Ceci est révélé fréquemment par des adénopathies superficielles. Il a été démontré que ces

manifestations sont plus communes dans les LAL que les LAM [154].

Comme indiqué classiquement dans la littérature, nous avons retrouvé chez nos

patients adultes atteints d’une LAM au moins une anomalie de l’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 l’adulte selon la classification 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 à 40 %

des LAM [157,158]. Les précédentes publications mentionnent une plus faible proportion de

M5 que celle observée dans notre série. La leucémie aiguë 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 été rapporté dans la littérature [133,159]. La LAM7 est très rare,

elle représente environ 2 % des LAM [157]. Nous avons recensé un cas de M7, le

diagnostique à été posé à l’immunophénotypage par CMF.

Cependant, l’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 LAM0 et un cas de

LpDC, des entités qui restent rares.

Sur les 39 cas de LAL colligés chez l’adulte la fréquence 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 la moitiée des cas sont des LAL type2.

Dans une étude antérieure à Alger [135], il a été retrouvé sur 43 patients adultes

LAL, 30 cas de LAL2 (70%) ,7 cas de LAL1 (16%) et 6 cas de LAL3 (14%).

- Données cliniques et cytologiques de l’enfant

Dans notre étude, chez l’enfant, les LAL étaient plus fréquentes (61,4 %) suivi par

les LAM (34 %) et LA Biphénotypiques (4,3 %). L’incidence des LAL chez l’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

la LAL représente près de 80% de la leucémie chez les enfants de moins de 15 ans [160].

L’âge médian de la survenue de la leucémie aigue chez l’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 être expliqué par la prédominance de LAL

chez les enfants contrairement à la LAM [161].
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Dans la distribution des LA de l’enfant on retrouve un pic maximum à la tranche

d’âge de [2-6[ans 43 %, ce qui correspond aux données publiées dans la littérature [24,31].

Nous avons recensé 21 enfants de sexe masculin et 22 de sexe féminin, soit

respectivement 48,8% et 51,2%.Le sex-ratio M/F = 0,95 ce qui n’est pas en accord avec des

études nationales qui évoquent la plus grande vulnérabilité des garçons par rapport aux filles,

avec un sex-ratio de 2 [31,135].

Les LA de l’enfant s’associent toujours à des degrés variables à des signes de

prolifération et d’insuffisance médullaire. Les enfants atteints de LA présentent les

symptômes suivants: fatigue, fièvre persistante, infections, ecchymoses, douleurs osseuses,

arthralgies ou adénopathies [162,163]. Dans notre série, la présentation clinique était

identique pour les cas de LAM et LAL, cependant le tableau clinique de patients atteints de

LAM été plus grave.

Les anomalies de l’hémogramme étaient principalement représentées par la

thrombopénie (LAL : 77 % vs LAM : 88%), l’anémie (LAL : 88% vs LAM : 100 %) et

l’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 à 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 à 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 l’étude cytomorphologique des LAL, nous avons retrouvé

19/43 cas de LAL1 soit 44,2 % suivis par les LAL2 22/43 cas soit 51 % et les LAL3

2/43 cas soit 4,65 %. Parmi ces trois types cytologiques la rareté des LAL3 a aussi été

décrite (4,6 %) [24] (6,5%) [165].

La répartition des cas de LAM selon la classification FAB retrouve une prédominance

des LAM promyélocytaires ou LAM3 : 11/24 cas (45,8 %).
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Trois cas de LAM étaient difficiles à classer par les critères FAB seul, ils étaient

classés en LAL. L’étude immunophénotypique a permis de redresser leur diagnostic : 02

cas de LA mégacaryoblastique LAM7, 01 cas de LAM sans maturation LAM0.

- Les LA biphénotypiques

Les LAB dites de phénotype mixte sont rares, elles représentent 2 à 5 % des LA

[166,167]. Notre étude a recensé 4/164 cas des LA de l’adulte soit 2,44%, sont à

coexpression myéloïde et lymphoïde B, 3/70 LA de l’enfant

soit 4,28 %, sont à coexpression myéloïde et lymphoïde 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 août 1997, les LAB ont été diagnostiquées

chez 25 cas (3,6%) [168]. Une fréquence plus élevée est parfois observée dans certaines

séries de la littérature [169], une variabilité liée à une utilisation plus ou moins fréquente de

la CMF dans le diagnostic d’une LA. Aussi, un taux 2 fois plus élevé par rapport à notre

étude 6% vs 3 % a été rapporté dans la littérature [132].

- Analyse du profil immunophénotypique des LAM

L’étude immunophénotypique permet la mise en évidence de divers antigènes de

différenciation membranaire et intracytoplasmique confirmant l’appartenance à une lignée.

Le nombre total de patients testé positif à un marqueur varie avec chaque marqueur testé à

cause parfois du nombre insuffisant de cellules et l’addition séquentielle d’un marqueur

durant cette période. Dans les LAM de l’adulte, une grande hétérogénéité de l’expression des

marqueurs de surface a été observée, le pourcentage de patients positifs pour un antigène

varie de 0% pour le CD235 ou la Glycophorine A à 98 % pour le CD33.

Le présent travail, montre que l'analyse des antigènes de différenciation, à 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 à des stades spécifiques de différenciation myéloïdes. Chez l’adulte, l’expression
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des marqueurs myéloides est représentée ainsi : CD33 (98%), MPOcyt (95%) et le CD13

(87%), suivi par le CD117 (74,4%), CD64 (68,6%), et le CD15 (34%).

Chez l’enfant, nous avons retrouvé les taux suivants : CD33 (95,8 %), MPOcyt

(87,5%), CD64 (83%), CD13 (75%), CD117 (70,8 %), et le CD15 (21%).

Le marqueur le plus exprimé 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] à 90% [170].

Le CD15, qui a été signalé comme un antigène de différenciation tardive [173] est

fortement exprimé 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 et la

MPOcyt nous a permis de classer 100 % des leucémies aigues en LAM, un résultat identique

a été décrit [139].

Les marqueurs non restreints à une lignée : HLA-DR, et CD34 sont présents

respectivement dans 78 % et 48 % des LA de l’adulte et 50% HLA-DR positif, 58 % de

CD34 positifs dans les LA de l’enfant.

Le panel choisis pour cette classification sont suffisants car tous les cas de LA

exprimaient au moins l'un d'entre eux. L'expression des antigènes pan-myéloïdes CD13,

CD33 et CD117 avait une large distribution dans la population des LAM étudiée. La

combinaison de ces trois marqueurs sont très sensibles pour le diagnostic de la LAM, plus de

95% des cas sont positifs pour au moins l'un d'entre eux, et semble légèrement supérieur à la

détection unique de la myéloperoxydase comme antigène cytoplasmique [174].

De plus, la recherche de positivité de l'antigène MPO cytoplasmique comme

marqueur d'attribution de lignée, à montré que plus de 98% des cas rapportés pourraient

être identifiés comme LAM. Inversement, la négativité de CD13, CD33 et le CD117 définie

un petit groupe de leucémie aiguë qui reste d'origine myéloïde avec expression de la MPO.
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- Analyse du profil immunophénotypique des LAL

LAL B

L’expression intracytoplasmique de CD79a ou de la chaîne epsilon de CD3 signe son

engagement à la lignée lymphoïde respectivement B et T, elle est associée à l’expression

membranaire de la molécule CD19 pour la lignée B. Concernant la lignée T, elles expriment

en premier lieu la molécule d’adhésion CD7 dans une phase précoce pouvant conduire à un

retour vers la lignée myéloïde. Les antigènes CD2 et CD5 apparaissent par la suite [175].

Les 43 cas des LAL de l’enfant ont été réparties en 33 cas de LALB ( 76,7 % )

et 10 cas de LALT (23,2 %), les LAL T ne sont pas aussi fréquentes 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 Français des hémopathies

de l’enfant [33], qui montrent que chez les enfants de moins de 15 ans, les LAL représentent

environ 80 % des cas de leucémies aiguës, et plus de 80 % d'entre elles sont des LAL B et 20

% des LAL T.

Chez l’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 comparables à ce qui a

été publié dans la littérature internationale LALB (65%), LALT (33%) [177,178]

et nationale, les LALT adulte représentent un peu moins que le tiers des LALB avec des

taux respectifs de 23% et 77% [176].

Cependant, contrairement à 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 l’adulte : LALT 44% , LALB 56%) [135].

L’antigène CD19 est exprimé dans 91 % à 100% des cas (enfants-adultes) ; il est

spécifique de la lignée B ; sa positivité varie selon les séries de 96% à 100 % [179], [180],

[181], [182], [136]. Il n’est jamais trouvé dans les LAL de type T.

Le CD10 (anciennement CALLA : lymphoblastique aigu commun antigène

leucémique) à été exprimé dans 97 % à 100% des cas (enfants-adultes) et son taux a

varié selon les sous types de LAL B de 0% à 100 %. Selon les séries d’études nationales et

internationales le taux de l’antigène Calla varie de 75% [136], 78 % [135], 90% [181]

à 94% [180]. Le CD10, a été l'un des premiers marqueurs disponibles pour identifier les
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cellules leucémiques chez les enfants atteints de leucémies lymphoblastiques aiguës[183].Un

antigène doué d’une activité enzymatique type Aminopéptidase [184].Dans les LAL B,

l'expression du CD10 est impliqué dans la définition des sous types EGIL B-I versus B-II,

il doit être absent du sous groupe B-I et présent sur le sous groupe B-II [17]. Le taux du

CD10 diminue dans les formes matures de LAL B [185].

L’incidence des cas de LAL B-I chez l’enfant varie de 5 à 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 à environ 15% [187].

Dans notre série, aucun cas de sous type LAL B-I n’a été recensé que ce soit dans la

série pédiatrique ou adulte.

L’antigène HLA-DR est exprimé dans 85% à 96% des cas, sa fréquence

d’expression dans les études nationales et internationales varie de 94% [135], 97 % [136], à

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

des LAM.

L’antigène CD34, marqueur d’immaturité spécifique de la cellule souche

hématopoïétique est exprimé dans 48,5 % des LAL B de l’enfant et 77 % des LAL B de

l’adulte, ces taux sont inversés par rapport à ceux retrouvés dans une série nationale 71 % et

38 % (enfants-adultes) [135] et restent élevé dans les études internationales 82% [180],

60 % à 70 % [188]. Ceci peut être expliqué par le stade de maturation le plus fréquent dans

chaque étude, sachant qu’à chacun des quatres stades de maturation des cellules de la lignée

lymphoïde B un phénotype bien précis. Les deux premiers stades (Pro-B et Pré-Pré-B)

regroupent des cellules caractérisées par l’expression de la 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 très faiblement en surface. Le passage au stade

Pré-Pré-B (LAL BII) 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 l’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 chaînes u apparaissent dans le cytoplasme de ces cellules. Le passage au

stade B mature va être caractérisé par la disparition progressive du CD10, l’augmentation de

l’expression du CD22 de surface, l’apparition du CD20 et de chaînes Ig D et Ig M en surface

[189].

Dans notre série le phénotype LAL B-II est le plus fréquent que ce soit chez l’enfant

(57,6%) ou chez l’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 composées de cellules matures de

la différentiation B n’expriment pas cet antigène il s’agit d’un asynchronisme d’expression

retrouvée dans différentes études [181].

LAL T

Dans les LAL T, les antigènes CD3cyt, CD7, CD5, CD2 sont les plus exprimés au

diagnostic. Dans notre série, le CD7 et CD3cyt sont exprimés dans 100% des cas de

l’enfant. 92 % et 100 % dans les LALT de l’adulte. Dans la littérature l’expression du

CD7 varie de 92 % à 100% des cas [179,189].

Le CD7 est une glycoprotéine appartenant à la super-famille d'immunoglobulines

[190], il est exprimé sur les cellules T et Natural Killer (NK) impliquée dans l'activation,

prolifération et production de cytokines permettant des propriétés adhésives aux cellules

matures [191,192]. De plus, le CD7 est l’antigène de surface le plus précoce

des lymphocytes T normaux et des lymphocytes T à précurseurs malins [190, 192].

Devant une MPO négative, les CD3cyt et CD5 sont les meilleurs marqueurs

permettant de distinguer la LAM0 des LAL à précurseur T.[9]

L'expression de CD10 dans les LALT est décrite dans plusieurs séries de la littérature

[186, 193,194]. Dans notre étude l’expression du CD10 était de 40 % chez l’enfant et

54 % dans la série adulte. Il semble être une caractéristique rare des LAL T, des

incidences similaires d'environ 30% ont été rapportées dans la littérature. Cela pourrait être

lié au possible rôles physiologiques du CD10 dans la maturation thymique normale sur les

cellules T activées.
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Les antigènes CD34 et HLA-DR sont fréquemment exprimés surtout dans les formes

les plus immatures de LALT, décrites comme associées à un mauvais pronostic, de même

que les cas négatifs pour le CD10 [195, 196].

Chez l’adulte, les LAL-T représentent environ 25% de l’ensemble des LAL et les

LAL-B 75%, dont 25% de LAL B avec t (9;22). Chez l’enfant, les LAL-T sont moins

fréquentes et représentent environ 11% de l’ensemble des LAL [186].

Les LAL B à t (9;22) (q34;q11) avec réarrangements BCR/ABL sont plus fréquentes

chez l’adulte que chez l’enfant et elles sont souvent associées à l’expression de CD19, CD34

et CD10. Leur mauvais pronostic justifie un traitement par des inhibiteurs de la tyrosine

kinase qui améliore la réponse au traitement [36].

- Expression d’antigènes aberrants

L’expression d’antigènes aberrants est souvent considérée comme une infidélité

de lignée, dans notre série elle était plus fréquentes dans les LA de l’adulte que celles

de l’enfant.

Expression d’antigènes myéloïdes dans les LAL B et T

Dans la littérature, des LAL positives à l'antigène myéloïde ont été rapportées dans

les groupes pédiatriques et adultes avec des fréquences plus ou moins égales, allant de 11%

à 35% sur l’ensemble des LA [197].

Dans notre série adulte, les LAL qui expriment un ou plusieurs antigènes

myéloïdes (LAL My+) représentent 30,76% versus 69,23 % de LAL n’exprimant pas

d’antigènes myéloïdes (LAL My-).

Dans les LALB, 9/33 patients (27,27 %) ont exprimé des Ag myéloïdes : CD13

(6,69%), CD11c (9,09%), CD33 (19,23%), CD36 (28,57%), Le CD33 est l’Ag myéloïde le

plus exprimé vu qu’il a été testé chez la totalité des patients.

Selon les données de la littérature, l’incidence des marqueurs myéloïdes dans les

LAL de l’adulte varie de 26% [135], 31% [198], 40% [200] à 54% [199]. Cette variabilité

peut être liée au nombre total de patients LAL. Parmi les 13 cas de LAL T, 04 patients

ont exprimé des Ag myéloïdes (30,76%). Le CD13 et CD33 étaient exprimés seul chez

deux patients avec un taux de 15,38 % pour chaque 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 myéloïdes (CD 13, CD33). Dans une mata

étude [197] portant sur plus de 500 cas enfants avec leucémie aigue, uniquement 11 cas (2%)

de LAL avec expression de marqueurs myéloïde positifs ont été retrouvés.

Certains phénotypes sont corrélés à des anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires

récurrentes ayant une incidence pronostique péjorative. L'expression d'antigènes myéloïdes

(CD13 et CD33) dans les LAL B peut être associée à un réarrangement BCR-ABL

particulièrement fréquent chez l’adulte [201]. Dans le groupe des LAL pro-B, certaines LAL

CD10 négative expriment de façon anormale le CD15 et le CD65 (antigènes myéloïdes) et

sont associées à des translocations impliquant la région 11 q23 et le gène MLL comme la

translocation 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 amé1iorer

la survie des patients.

Expression d’antigènes lymphoïdes dans les sous types de LAM

Dans les LAM de l’adulte, l’expression d’antigènes lymphoïde de lignée B et T a

été retrouvée dans 38/121 cas de LAM (31,40 %), l’antigène de la lignée T le plus exprimé

est le CD7 14% des cas avec une forte intensité d’expression. Pour les antigènes de la

lignée B on a retrouvé l’antigène 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

cas de LAM (27,7%). Le CD56 antigène marqueur des lymphocytes T NK (Naturel Killer)

a été assez exprimés dans les LAM : 12 % pour 75 cas testés.

L’association d’expression de l'antigène CD19 a été observée dans 2 des 29 cas de

LAM2 et 03 des 20 cas de LAM3. Aucune des cas de leucémies aigues myéloïdes testées

n’été positif pour le CD20.

Parmi les antigènes T associées, le CD2, CD4, CD5, et le CD7 ont été trouvés. Le

CD7 a été observée dans 1des 2 cas de LAM0 (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

antigène (5 %), enfin le CD4 observé chez 5 des 118 cas de LAM (4,23%) [9].

Dans les LAM de l’enfant, l’expression d’antigènes lymphoïde de lignée B et T a

été retrouvée dans 12/24 cas de LAM (37,2 %), l’antigène de la lignée T le plus exprimé

est le CD7 (20,8 %) des cas, suivi par l’Ag CD2 à 12,5 % avec une surexpression pour les

deux Ag. Pour la lignée B l’antigène CD19 a été exprimé à 4,16 %.

Dans la littérature, l'incidence rapportée de la LAM à CD2 + varie entre 11%

et 25% [197].

Pour le CD7, bien qu’il soit un marqueur associé à pan-T et NK, il est exprimé de

manière aberrante sur les cellules blastiques de LAM [205, 206, 207] avec une fréquence

d'expression rapportée qui varie de 12% à 32% selon de nombreuses études internationales

[208, 209, 210, 123, 205, 211, 212, 213, 214].

Les corrélations décrites entre données immunologiques et cytogénétiques et/ou

moléculaires, associées a certains groupes morphologiques sont ainsi mieux détectées. Par

exemple, l'expression des marqueurs CD34, CD19 et CD56 dans une LAM2 ou M1 est

associée a une translocation t (8;21) avec réarrangement des gènes AML1/ETO [215, 216,

217]. L’expression du CD2 associée a celle des antigènes CD33, CD13 dans les LAM4 avec

maturation éosinophile correspond à une inversion pericentrique du chromosome 16 et

surtout un réarrangement du CBF/MYH11 [218]. Le phénotype typique d'une LAM3

est la forte expression des CD33 et CD13 avec une homogénéité d’expression du CD33 et

l’hétérogénéité d’expression du CD13. Le HLA-DR, CD34 sont négatifs [1, 204].

L'expression d’antigènes associés aux mégacaryocytes

Les antigènes CD41, CD42 et CD61, bien que positifs dans tous nos cas de LAM 7

testés (CD41 4/4, CD42 4/4; CD61 4/4), ont également été observés dans les cas de LAM3

et LAM5, l'importance d'une telle expression n'est pas claire, mais une liaison non spécifique

des plaquettes via les récepteurs Fc semble être l’explication probable.Cependant,

l’expression aberrante de ces antigènes associés aux plaquettes peut être une alternative

explication, puisque dans certains études l'expression de seulement un de ces antigènes et

non les deux ou les trois a été observée [9].
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- Impact des facteurs pronostiques sur la survie globale

Plusieurs facteurs influencent le pronostic des leucémies aiguës. Les données de survie

sont totalement différentes entre les LA lymphoïdes et myéloïdes, avec un pronostic plus

sombre pour les LAM.

Dans notre étude, les deux facteurs associés de façon indépendante à un sous type de

leucémie aigue chez l’adulte sont l’âge > 60 ans plus fréquent dans les LAM (p=0,037), le

syndrome tumoral, fréquent dans les LAL (p=0,001).

Dans les LAM de l’adulte de notre série, le taux de survie à 5 ans est de 13% chez

les patients de moins de 60ans avec un délai moyen de survie de 40,68 mois versus 20%

de survie globale à 3 ans. 0% de survie à 5 ans chez les patients de plus de 60 ans pour un

délai moyen de survie de 15,87 mois. La différence de survie des patients LAM selon l’âge

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 à 1 an de 28 % chez

des patients de plus de 60 ans atteints de LAM a été observé [219]. Aussi il a été rapporté

un taux de survie globale à 5 ans de 23 % chez les moins de 55 ans contre 11 % pour

les patients âgés de plus de 55 ans [143].

Le pronostic selon le sexe apparaît différent. Les hommes ont une survie moyenne

globale plus longue que les femmes. Le délai 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 dans les LAM de l’adulte,

le pronostic est plus favorable quand la leucocytose est inférieure à 50 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 apparaît comme un facteur pronostique indépendant. L’hyperleucocytose

initiale représente un facteur de mauvais pronostic et s’associe à un taux de mortalité plus

élevé [49].

Dans la littérature, il est rapporté que dans les LAL de l’adulte, l’âge (> 60 ans) est

un facteur péjoratif. La survie maximale n’excède pas 2ans et demi, le taux de survie

globale est de 33% versus 10-20 % de survie globale à trois ans [132]. Les patients les
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plus âgés (> 60 ans) bénéficient de protocoles adaptés mais le taux de rémission est moins

élevé et la médiane de survie observée est souvent inférieure à 1 an [220].

Selon nos résultats nous avons conclue que ni la présence du syndrome tumoral

ni l’hyperleucocytose supérieure à 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), elle 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 être un facteur de pronostic dans les LAL de

l’adulte, le taux de survie globale à 5 ans chez les hommes est de 47,4% versus 15,4 % chez

les femmes bien que la différence n’est pas tout à fait significative (p= 0,06).

Concernant la valeur pronostique du phénotype immunologique LALB/LALT, les

LAL de la lignée T, sont considérées comme de bon pronostic chez l’adulte, néanmoins, elles

ont un pronostic globalement superposable à celles de la lignée B [221, 222].

Dans notre série, la survie moyenne globale est faible 26 % dans les LALB versus

42 % dans les LALT.

Dans la population enfant de notre étude, l’âge ≥ 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 l’âge ≥ 10ans (p=0,04).

Le pronostic des LAL est bien meilleur chez les enfants versus LAM avec des taux

de survie globale à 5ans de 20% et 49 % pour les LAM et LAL respectivement (p=0.04).

Malgré le faible taux de survie, nos résultats rejoignent les données de certains

auteurs sur l’impact positif des LAL de l’enfant sur la survie globale.[223, 224].

En outre, l’étude de l’impact pronostic de l’âge, du sexe et de l’hyperleucocytose,

des LAL de l’enfant de notre série a montré que l’âge ≥ 10ans, le sexe masculin et

l’hyperleucocytose >50G/L sont des facteurs intimement liées au mauvais pronostic.

Ainsi, les enfants atteints de LAL dont l’âge est ≥ 10 ans ont un délai moyen de

survie de 11,7 mois versus 54 mois pour les patients dont l’âge est < 10 ans (p=0.007).

Le délai 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 à 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 l’enfant et l’adolescent, la tranche d’âge associée à un

pronostic favorable va de 1 à 10ans. Les LAL de l’adolescent de plus de 15 ans sont souvent

considérées comme à haut risque, du fait des caractéristiques qui se rapprochent de celles des

adultes. Le sexe masculin a longtemps été considéré comme un facteur de mauvais pronostic.

Les raisons de cette différence ne sont que partiellement expliquées dans la littérature par la

fréquence plus élevée de LAL T dans cette population et par les rechutes testiculaires. Il

semble également que le taux de rechute médullaire soit supérieur chez les garçons.

L’introduction de l’intensification des thérapeutiques dans les protocoles de chimiothérapies

a nettement réduit l’impact de ce facteur pronostique [49].

La valeur pronostique du phénotype immunologique LALB/LALT de l’enfant a été

observée. Les enfants à LAL B ont une meilleure survie que ceux présentant

une LAL T malgré la non significativité statistique (p=0.4). Le délai moyen de survie est

de 48 mois pour les LAL B versus 34 mois pour les LAL T.

Nombreuses études ont démontré la relation entre le pronostic et l’expression de

certains marqueurs antigéniques tel que le CD34,CD14,CD117 et le CD7 dans les LAM.

Une étude française [225] qui a porté sur la classification immunologique de 176

LAM nouvellement diagnostiquées chez l’adulte, a montré un lien fortement significatif

entre la diminution de la survie globale et la positivité du CD34 (p=0.0002)

du CD7 (p=0.04) et le CD14 (p<0.008). De même, une étude nationale sur l’impact

pronostic du C-KIT (CD117) dans les LAM a retrouvé de point de vue évolutif que

l’expression du CD117 est associée à 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 l’adulte avec inclusion des leucémies aigues promyélocytaires (connus pour leur

pronostic favorable), seul l’expression cytométrique de l’antigène de maturation

granulocytaire CD15 a montré un impact significatif après 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 à 5 ans de 47% et 14%

respectivement.
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Contrairement à la série enfants LAM, une légére différence en terme de survie a 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

légèrement meilleure (36.7 mois versus 30.4 mois), néanmoins un taux de survie globale

à 5 ans médiocre (34.6 % versus 23.6%) et reste statistiquement non significatif (p=0.7).

Une divergence entre de nombreux auteurs à été retrouvée concernant la corrélation entre

la rémission complète et l’expression ou non du CD34 chez les patients LAM de novo.

Depuis les années 90, il à 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 l’aracytine à haute

dose dans les protocoles de chimiothérapie pour le traitement des patients LAM.

Cependant, l’absence de différence significative en terme de survie entre les patients

LAM CD34 + et LAMCD34 - peut être expliquer par le fait que les patients ne sont pas

traité uniformément à l’induction, certains reçoivent de haute doses de chimiothérapie en

induction tandis que d’autres reçoivent des doses basses de chimiothérapies ou pas du

tout.

Pour les patients adultes LAM HLADR+ versus HLADR-, le taux de survie globale

à 5 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 l’absence du HLADR sur les cellules

myéloblastiques n’a pas été confirmés dans de larges séries [225, 227].

Plusieurs auteurs ont rapporté que l’expression aberrante du marqueur T CD7 dans

les LAM, était de pronostic défavorable [205, 212, 213] alors que d’autres études dont la

notre, n’ont pas trouvé une association pronostic entre l’expression du CD7 et les sous types

de LAM [208, 13, 214]. Ceci peut être dû soit aux différences de taille de cohorte soit aux

méthodes d’étude de la survie globale du CD7 : analyse statistique univariée versus multi

variée, soit aux types de protocoles thérapeutiques.

Dans les LALT de l’adulte, nous avons constaté une nette différence en termes de

moyenne de survie globale à 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’étude, l’impact pronostic des antigènes

CD2 et CD8 a été observé. Les patients enfants LALT CD8(+) ont une meilleure survie

que les groupes CD8(-) avec une signification statistique p=0,01.De même 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 myéloïdes (My+) est de 28 mois versus 58 mois pour les

LALB sans expression de marqueurs myéloïdes (My-) ; une différence de survie globale est

constatée dans les deux groupes malgré l’absence d’une nette signification statistique

(p=0.05).Dans la littérature la signification pronostique de l’expression associée d’antigènes

myéloïdes dans les LAL de l’enfant reste controversée .Un taux de RC à 100% dans les

LAL My+ et My- , probablement lié a la chimiothérapie intensive utilisée, a été décrit [228].

Bien qu’il ait été publié que les patients avec LAL My+ ont un mauvais pronostic versus

LAL My- [229].

Aussi, 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’antigènes myéloïdes 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 et la concordance entre la classification

cytologique FAB et l’ immunophénotype des LA

L’étude de l’expression des marqueurs de surface est toutefois déterminante pour

le diagnostic des leucémies aigues myéloblastiques type M0, M7, M1(CD34+, HLADR+)

versus M1 Cup like et LAM3 typique et variante (CD34-,HLADR- ), M5a versus M5b,

ainsi que de la leucémie aigue biphénotypique. Cependant, des associations antigéniques

lient le profil immunologique et les sous types morphologiques.
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−Marqueurs non assignés à une lignée

Dans notre étude, le CD34 et le HLA-DR ont été exprimé sur une plus grande

population de cellules myéloïdes engagées mais immatures, ce qui nous à conduits à

sélectionner le CD34 et le HLA-DR comme marqueurs non associés à une lignée.

La fréquence de positivité du HLA-DR et CD34 est assez similaire dans les sous types

de LAM suivants LAM0, LAM1, avec une forte expression seule du HLA-DR dans les

LAM5 et du CD34 dans les LAM7, cela était indiqué dans la différenciation myéloïde

normale [225].

Nous avons constaté l’absence d’expression du CD34 et du HLADR dans plus

de 80% des cas de LAM3, moins de 10% ont exprimé soit le HLADR soit le CD34 soit les

deux marqueurs.

−L’antigène CD117 (c-kit)

Dans notre série d’étude nous avons noté une corrélation significative entre la

classification FAB des LAM et certains antigènes leucocytaires. Le CD117 (c-kit) a été

exprimé dans 100 % des cas de M7et M0, 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 l’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]. Il a été retrouvé que

dans 82 LAM adulte le CD117 a été exprimé dans 100% des cas de M1 et M7, dans 80%

des cas de M0, 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 complètement d'expression

de l'antigène CD117, alors que 100% des cas de M5a étaient positifs. Cette étude a aussi

confirmé que dans les LAL, qu'il s'agisse de lignées B ou T, l'expression de surface de

CD117 n'a jamais été observée. Nous concluons que l'antigène 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 myéloides et

monocytaires.
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−Antigènes pan myéloïdes

L’expression du CD13 et CD33 (antigènes pan myéloïdes) a été forte dans tout les

sous types de LAM de notre étude de M1 à M5.

Globalement, le CD33 est un marqueur beaucoup plus sensible que le CD13 pour la

lignée myéloïde, mais moins spécifique que le CD13.

−Marqueurs associés préférentiellement à une lignée : tel que le CD14, CD64,

CD36 et le CD11c.

Ce sont des antigènes fortement exprimés sur les blastes ayant un engagement

monocytaire, une plus forte expression du CD14, CD11c et du CD36 dans les LAM5 vs

LAM4, CD14 :72% vs 13%, CD11c :100% vs 93,80 %, CD36 : 92% vs 69%. L’expression

du CD64 est presque identique entre LAM5 et LAM4 (84% vs 90%).

−Concordance entre la classification cytologique FAB et l’immunophénotype

des sous types de LAM

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 à la complémentarité entre les deux

classifications et leur dépendance.

Ainsi, par les critères 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 à réaction cytochimique négative (LAM0 et LAM7) vu la taille minime des

échantillons. Dans la littérature nationale [135] il a été 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

entre les 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 semblables à ceux publiés : M1 85% versus

79%, M2 93 % vs 86 %, M4 81 % vs 93 %, M5 100% 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 la combinaison LAM1/LAL2.

La distinction entre ces différents types de leucémies aigue myéloïdes, nécessite la

combinaison FAB/immunophénotypage.

Les antigènes CD34 et HLADR ne sont pas assignés à 100 % aux blastes de type

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 CD15àété

observé dans les LAM avec maturation (LAM2 selon FAB), ce qui nous à permis la

distinction M1/M2.

La positivité quasi constante du HLADR, CD33, CD36 du CD4 et la faible

positivité (voir négativité) du CD117 marque les LAM monoblastiques immatures

(LAM5a selon FAB), ce qui n’est pas le cas des 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 la différence de ce qui est cité dans la littérature nationale et internationale [135,231] nous

avons retrouvé :

− 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 à cup-like nuclei,

qui peut poser un problème de diagnostic différentiel sur l’aspect morphologique avec une

leucémie aigue promyélocytaire variante (LAM3 variante selon FAB).Cette entité rare de

LAM décrite pour la première fois en 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 et LAM2. L’invagination

nucléaire peut aller jusqu’au franc clivage, donnant un aspect nucléaire bilobé, pouvant être

à l’ origine de la confusion avec une LAM3 variante. [231]
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Dans notre d’étude, trois cas de LAM avec des blastes Cup-like étaient difficile à

différencier cytologiquement des LAM3 variantes. L’examen cytologique du sang et de la

moelle a montré un envahissement blastique (plus de 90 % sur les deux territoires).

Les caractéristiques cytomorphologiques communes retrouvées chez les trois patients

sont les suivantes : la population blastique en majorité est indifférenciée homogène,

constituée d’éléments de grande taille, a noyau central, assez régulier, cytoplasme

discrètement basophile, finement granulaire. Une association de blastes à noyau parfois très

contourné, agranulaires et parfois à noyau bilobé. Il n’y a pas de corps d’Auer visible.

En l’absence des études moléculaires, nous nous sommes basés sur l’étude minutieuse

du profil immunophénotypique médullaire de ces LAM qui nous à permis de les classer en

LAM2 à Cuplike et de les distinguer des LAM3 variantes afin de mieux orienter la conduite

thérapeutique.L’immunophénotypage a démontré l’affiliation myéloïde de la prolifération

tumorale avec absence d’expression des marqueurs d’immaturité CD34 et HLADR.

*Cas N°1:HLA DR+faible, CD34-,MPO+,CD38+,CD117+,CD33+, CD13-,CD11c+

*Cas N°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 à celui des LAM3 variantes, la différence est dans

l’intensité d’expression de la MPO et le CD33, plus forte dans la LAM3 variante et celles

du CD117 et le CD13 plus intense dans les LAM2 Cup-like.

− La LA plasmacytoïde dérivée des cellules dendritiques myéloïdes (LpDC) : 01 cas

a été retrouvé dans notre série d’étude. Il s’agit d’un type rare de leucémie aigue, représente

environ 1% des leucémies aigues. Elle est distinguée comme une entité à part entière grâce à

l’étude immunophénotypique par le groupe EGIL dans la classification OMS 2001 des LA.

Ce cas est celui d’un patient B. Ali, de sexe masculin âgé de 39 ans sans antécédents

carcinologiques, ayant consulté en hématologie en 2015 pour fièvre, asthénie et pâleur

cutanéo muqueuse franche. L’examen clinique ne retrouve pas de syndrome tumoral, ni

syndrome hémorragique. Aucune atteinte cutanée n’a été observée.
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Le bilan biologique a révélé une leucopénie à 1.16 G/L avec anémie à 8.9 g/dL, une

thrombopénie à 64 G/L. Le bilan d’hémostase montre des TP, TCA et fibrinogène normaux,

sans syndrome de lyse ni CIVD. L’examen du frottis sanguin a retrouvé quelques cellules

immatures indifférenciées, le myélogramme a montré une moelle richement blastique avec

absence de mégacaryocytes. La moelle est envahie par un important contingent de cellules

immatures de taille moyenne à grande, le rapport nucléocytoplasmique est diminué, la

chromatine est très 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 l’existence d’une population positionnée en

fenêtre blastique CD45 faible, CD34 négative et HLADR positif. Cette population exprime en

forte intensité le CD56 et le CD4. Les marqueurs lymphoïdes B (CD19, CD79a cyt) et T

(CD3cyt) sont négatifs, avec expression des marqueurs myéloïdes: 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 à composante myélomonocytaire.

Le patient a reçu une chimiothérapie de type LAM, son pronostic était plutôt favorable

avec un taux de survie à 5 ans de 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 maladies en utilisant des panels simplifies au

quotidien. L’assignement de lignée est en effet le critere principal necessaire au clinicien pour

guider les choix therapeutiques. Ainssi, il est utile de definir au diagnostic les caracteristiques

immunophenotypiques qui seront mises à profit pour rechercher la maladie residuelle ou

caracteriser la rechute comme issue du meme clone ou d’une autre population de blastes.

Les études de survie peuvent bénéficier de l’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 1ere ligne contenant

les marqueurs lymphoides B (CD79acyt, CD22cyt, CD19, CD10), les marqueurs

lymphoides T (CD3cyt,CD2,CD7), le Tdt et les marqueus myéloides

(CD117,CD13,CD33, MPO cyt), pour orienter la démarche diagnostique et un panel

de 2éme ligne pour le sous typage des LA qui contient : CD45,HLADR, 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 d’anticorps monoclonaux sur une série plus

importante de patients LAM, LAL est indispensable afin de retrouver plus de co-

expression d’antigènes myéloïdes /lymphoïdes pour pouvoir identifier des

caractéristiques cliniques, biologiques et thérapeutiques spécifiques

aux LAL My(+) vs LAL My(-) et LAM Ly(+) vs LAM Ly(-).

- L’étude du caryotype des blastes au diagnostic vu que l’étude cytogénétique

est l’un des facteurs pronostic majeurs permettant une stratification des LAL et

LAM en groupes de risques favorables et défavorables en vue d’une adaptation du

traitement aux probabilités de rechute et de survie.

Pour mener à bien la technique de CMF, nous proposons de meilleurs conduites

qui consistent à :

Choisir la nature du prélèvement :

Le prélèvement doit être orienté vers la population tumorale la mieux représentée.

Il s’agit de la moelle osseuse dans le cas des LA. Toutefois, l’existence d’un envahissement
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sanguin (ou méningé, rarement) peut rendre un échantillon de sang ou du liquide

cérébrospinale propre à la caractérisation de la leucémie, et de façon parfois très précieuse

lorsque le prélèvement médullaire est difficile. Quelle que soit la nature du prélèvement

choisi, l’évaluation cytologique du degré d’envahissement par la population anormale

doit toujours être réalisée et corrélée avec les résultats obtenus en cytométrie.

Respecter les conditions et modalités de prélèvement de sang et de la moelle osseuse :

- De préférence, réaliser l’analyse le jour même (dans les 12 heures). Dans ce cas, les

deux types d’anticoagulants EDTA et l’héparine peuvent être utilisés

indifféremment ;

- L’utilisation d’un échantillon prélevé sur EDTA est possible jusqu’à 24 heures

après le prélèvement ;

- L’utilisation d’un échantillon prélevé sur héparine est possible jusqu’à 48 heures

après le prélèvement ;

- Conservation de l’échantillion à température ambiante (20-25 °C) de préférence,

et ne doit subir aucun choc thermique (risque d’internalisation de certains antigènes

de surface (HLADR) ;

- Acheminer les prélèvements le plus rapidement possible au laboratoire de

cytométrie ;

- Prévoir une codification pour chaque échantillon afin de préserver l’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

à étudier. Cette donnée oriente la recherche de la population d’intérêt d’après ses

caractéristiques de diffraction ou d’expression de certains antigènes (intensité

d’expression de l’antigène pan-leucocytaire CD45), et la composition des panels

d’anticorps monoclonaux à utiliser.

Contrôler cytologiquement la représentativité cellulaire de l’échantillion

- Doit au mieux être mené sur des échantillons prélevés sur EDTA depuis moins

de 6 heures ;

- Le contrôle doit porter réellement sur la suspension cellulaire directement utilisée

pour les marquages, pour vérifier que la population d’intérêt est bien présente dans

le tube afin d’estimer sa proportion. Ce contrôle repose sur :
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• Un frottis sanguin réalisé à partir du tube initial ;

• Un frottis médullaire réalisé à partir de la suspension prélevée pour le typage et non les

frottis réalisés lors du prélèvement avec les premiers mm3 de moelle.
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La classification des LA à fait appel aux recommandations du groupe FAB

depuis une vingtaine d’années. L’intérêt longtemps porté à cette classification tient à sa

relative simplicité basée sur une description morphologique, après coloration des frottis de

sang et de moelle osseuse, complétée par des examens cytochimiques, accessibles à tous les

laboratoires et tenant compte des anomalies cytomorphologiques du sang et de la moelle.

Le myélogramme lu par un cytologiste averti reste l’examen de première intention

en cas de suspicion d’une LA. Il est en effet très rapide à réaliser. 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 plus il ne permet pas la différenciation

des sous populations lymphocytaires.

C’est dans ce contexte que l’analyse par CMF, qui permet une analyse

immunologique complémentaire de la morphologie comme préconisé dans la classification

OMS 2008 des LA a été 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 : myéloïde, lymphoïde, phénotype mixte, histiocytaire et dendritique. La

classification des cellules anormales dans une entité nosologique est une étape indispensable

à la prise en charge optimisée du patient. Quand la LA est MPO ou noir soudan négatif,

l’examen par CMF des cellules blastiques est indispensable, l’examen microscopique étant

insuffisant pour porter avec certitude le diagnostic de LAL. La classification FAB est dans ce

cas peu utile, en dehors de l’identification de la LAL3 de type Burkitt qui parfois prête a

confusion avec la LAM5a, voir LALT.

Actuellement, plus de 20 marqueurs sont analysés par CMF de façon combinée ;

mais aucun pris isolément, ne peut classer les différents sous-types de LA en particulier le

groupe des LAM. Ceci pourrait être expliqué par le fait que la classification FAB ne repose

pas uniquement sur des critères morphologiques mais aussi sur la présence et le nombre de

progéniteurs granulocytaires, monocytaires ou érythrocytaires.

Dans cette étude nous avons voulu exploiter la masse d’information apportée par

l’analyse immunophénotypique dans la classification des LA afin de comprendre
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quand faut-il en avoir recours à 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 l’enfant et 164 (69,6%) chez l’adulte , a permis l’exploration des situations

suivantes : l’identification de la lignée myéloïde, parmi les 234 patients, 145 cas (62%) sont

des LAM (121 cas chez l’adulte et 24 cas chez l’enfant), l’exclusion des lignées

lymphoïdes des LAM peu différenciées qui sont essentiellement de type M0, M7 et cytMPO

négative, souvent étiquetés comme LAL par l’étude cytologique. Nous avons recensé

82/234 cas de LAL (35 %) dont 43 LAL chez l’enfant et 39 LAL chez l’adulte, cette

distinction est importante vue le caractère péjoratif des formes

peu différentiées.

La CMF nous a permis, de différencier parmi les LAL les formes T et les formes

B. Ainsi, sur les 82 cas de LAL 59 (72%) sont des LALB et 23 (28 %) des LAL T.

Un manque de performance de la cytologie classique a été constaté dans la distinction

des formes B mature (LAL3) des autres formes lymphoblastiques. Sur 39 cas de LAL de

l’adulte, nous avons distingué par CMF 03 (8%) de LAL3 type burkitt-like et chez l’enfant

02 cas sur 43(4.65%) de LAL3 distingué. Cette distinction est importante pour un

traitement plus spécifique et une survie meilleure.

De part sa performance la CMF nous à permis d’individualiser les LAL

biphénotypiques ou à phénotype mixte (MPAL), de très rares cas de LAL biphénotypiques

ont été recensés soit 7/234 cas (3%). Un cas (0.42%) de LA à cellules dendritiques

myéloïdes a été identifié sur les 234 cas de LA diagnostiquées. Le profil

immunophénotypique de ces entités était important à 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) ainsi 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 l’expression du CD10 et une augmentation de celle du CD45. Au stade B

transitionnel, le CD45 a le même 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 l’expression de CD38 diminue progressivement jusqu’à devenir

négatif. Les hématogones persistent chez l’enfant jusqu'à l’âge de 6 ans. La distinction

lymphocytes / hématogones /blastes myéloïdes est délicate en cytologie, et qu’un certain

nombre d’hématogones au niveau médullaire sont souvent comptées avec les lymphocytes.

Les LAM0 montrent une différenciation myéloïde minimale, et souvent une

morphologie FAB L1 / L2 bien qu'un diagnostic de LAM0 peut être exclu grâce à l’analyse

multiparamétrique offerte par la CMF. Les marqueurs cytMPO, cytCD3 et cytCD79a, sont

les meilleurs marqueurs pour distinguer les LAM0 des LALB et LALT. Les antigénes

CD2, CD4, CD7, CD10 et CD19 ne peuvent pas être considérés comme des signes de

différenciation lymphoïde parce que nous avons l'expression de ces antigènes lymphocytes

T et B associés aux LAM comme antigènes infidèles ou aberrants.

Les antigènes aberrants semblent s’affirmer comme les meilleurs marqueurs

pronostiques pour suivre l’évolution sous traitement dont certains sont corrélés à la

présence d'anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires et à des évolutions pronostiques

défavorables.

Nous avons constaté que les associations antigéniques lient le profil

immunologique et les sous types morphologiques. Dans notre étude, le CD34 et le

HLA-DR ont été exprimé sur une plus grande population de cellules myéloïdes

engagées mais immatures, ce qui nous à conduits à sélectionner le CD34 et le HLA-DR

comme marqueurs non associés à une lignée. La fréquence de positivité du HLA-DR et

CD34 est assez similaire dans les sous types de LAM suivants LAM0, LAM1, avec une

forte expression seule du HLA-DR dans les LAM5 et du CD34 dans les LAM7.

L’absence d’expression du CD34 et du HLADR a été constatée dans plus

de 80% des cas de LAM3, moins de 10% ont exprimé soit le HLADR soit le CD34 soit les

deux marqueurs.

L’antigène CD117 présente une spécificité élevée pour les LAM, et représente un

marqueur fiable pour caractériser le degré de différenciation des blastes myéloïdes et

monocytaires. Le CD117 a été exprimé dans 100 % des cas de M7et M0, 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 l’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 être posé sans CMF en utilisant la

classification FAB. Néanmoins, le diagnostic de la LAM7 ne peut être posé par la

classification FAB seul, étant donné que la plupart de ces cas ont une fibrose médullaire.

La difficulté diagnostique peut être aggravée par le fait que dans plusieurs cas les

mégacaryoblastes sont petits, ressemblant à des lymphoblastes ou même à des lymphocytes.

Dans de tels cas, l’immunophénotypage par CMF occupe une place irremplaçable par

l’identification des cellules blastiques «atypiques» rares en circulation comme les

mégacaryoblastes, exprimant CD41 et / ou CD61 mais MPO négative. Ainsi, un diagnostic

de LAM7 ne doit pas être écarté devant un sang périphérique ne présentant pas 20%

d’envahissement blastique, car c'est souvent le cas avec les LAM7.

En effet, l’assignement des cellules blastiques à une lignée est le critère

principal 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 être prise en compte pour définir des populations LAM ou LAL à risque

élevé. Chez les enfants LALT de notre série d’étude, l’impact pronostic des antigènes

CD2 et CD8 a été observé. Les patients enfants LALT CD8(+) ont une meilleure survie

que les groupes CD8(-) avec une signification statistique p=0,01. De même 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 à la complémentarité entre les deux classifications (FAB /immunophénotypage) et

leur dépendance.

Enfin, nos résultats confirment que l’immunophénotypage des LA nous à

permis une classification orientée et fiable.
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Annexe 1 : Schéma de l’hématopoiése [233].



Annexes

256

Annexe 2 : Fiche de renseignements

1. IDENTIFICATION DU PATIENT

Date d’hospitalisation : …………………

N° du patient : ……………

Service demandeur: …………………………

Noms : …………………………

Prénom: ……………

Date de naissance : ………………….. Age: ……………

Lieu de naissance: …………………… Code postal : I _ I _ I _ I _ I _ I

Sexe : ……………………

2. ANTECEDENTS PERSONNELS
Notion de consanguinité

Oui
Non
Non précisé

Pathologies malignes antérieure

Tumeur solide Date du diagnostic ………………
Pathologie hématologique Date du diagnostic ………………
Non

Non précisé

3. ANTECEDENTS FAMILIAUX

Oui

1er degré
Nombre

Tumeur solide Pathologie hématologique

2éme degré
Nombre ………………

Tumeur solide Pathologie hématologique

3éme degré
Nombre ………………

Tumeur solide Pathologie hématologique

Non

Non précisé
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4. DIAGNOSTIC

Date du diagnostic de certitude : I _ I _ I _ I _ I _ I

Il s'agit d’une LA primaire « de Novo »

LA secondaire

Circonstances de découverte

Symptômes Clinique Date des 1ers symptômes I _ I _ I _ I _ I _ I

Fortuite

N.F.S GB :……………. Hb :……………… Plq :…………….

Autres

Non précisé

Examen clinique

ECOG 0 1 2 3 4

Poids ………. T° :…………. TA : ……………

Pâleur cutanéo-muqueuse Absente Discrète Modérée Franche

Fièvre Oui Non Non précisé

Syndrome (Sd) hémorragique Cutané Muqueux Non précisé

Modéré Sévère Non précisé
Viscéral

Infection Oui Non Préciser………………
Non précisé

Sd tumoral

SPMG Oui Non DS…………………

HPMG Oui Non FH………………...

Adénopathies superficielles Oui Non

Taille : de ………à ……… Siège ………………
Douleurs osseuses, articulaires Oui Non

Localisation médiastinale Oui Non

Localisation testiculaire Oui Non

Signes neurologiques Oui Non

Autres localisations : ………………

5. NATURE DE PRELEVEMENT
Sang périphérique

Moelle osseuse Autre (préciser)
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6. LES BILANS AU DIAGNOSTIQUE

 Hémogramme

GB = …………. G/l GR= …………. T/l Hb=…………. g /dl VGM=…………. fl

CCMH=……… g /dl TCMH=………pg PLQ=…………. G /l

 Frottis sanguin

GR :

GB : PNN : PE : PB : Lym : Mono :
Autres cellules :

Description des blastes

Plquettes :

 Frottis médullaire

Taux de réticulocytes : …………… G/L

Frottis médullaire : nombre de lames (……)

Richesse en mégacaryocytes : (nombre) ……………….

Lignée granuleuse : ……… % Lignée érythroblastiques : ……… %

Série neutrophile Pro érythroblastes :
Cellules indifférenciées : Erythro.basophiles :
Promyélocyte : Erythro.polychromatophiles :
Myélocytes : Erythro.acidophiles :
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Métamyélocytes :
Poly. Neutrophiles : Lignée non myéloïde : %

Série éosinophile : % Lymphocyte :
Myélocytes : Monocyte :
Métamyélocytes : Plasmocyte :
Poly. Eosinophiles :

Série basophile : %
Noyaux nus: présents Lignée mégacaryocytaire :
Cellules difficile à classer: Phagocytes :

 Colorations Cyto chimique

Noir soudan :

 Type de LA

 Commentaire

Résultats de CMF au diagnostic :

Marquage membranaire

FITC PE ECD PC5.5

CD13 = CD15 = CD45 CD117 =

CD36 = CD14 = CD45 CD64 =
CD42b= CD41a= 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 =

CD1a= CD45 CD5 =

Tdt = TCR α/β = CD45 /

Igs=
CD38= CD45 CD20 =

CD19= CD22= CD45 CD117=

CD38= CD45 CD34=

Marquage intra cytoplasmique

CD3cyt= MPO cyt = CD45 CD79a cyt=

Ch M cyt= CD22cyt= CD45 /

s : surface : cyt : cytoplasmique

(Si Ig s+ à rechercher la monotypie Kappa et ou lambda)

 Type de LA :

 Marqueurs phénotypique aberrants :
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7. VOLET THERAPEUTIQUE

Traitement symptomatique

Date de début de traitement : I ___I___ I ______ I

Zyloric Oui Non Transfusion Oui Non

Nbre CG : ………… Nbre Plaq : ………… Nbre PFC : ……… Nbre CUP : …………

Corticoïdes Oui Non Réponse aux Corticoïdes : Oui Non

Antibiotiques : Oui Non

Traitement spécifique (Chimiothérapie)

Type de protocole :

Date J1 de la 1ére cure : I ___I___ I ______ I

Nombre de cures : ……….

Evaluation (date) : I ___I___ I ______ I Jours : J………. Phase : ……….

Sang : ……….……….

Moelle : ……….………. % Blastes : ……….

RC1 : Oui Non à J………. (Préciser) Date :……………

Echec : Oui Non

Complications : CIVD Syndrome de lyse tumoral Infection
Anémie Hémorragies Autre Préciser …………

Décès en induction Non Oui Date : I ___I___ I ______ I

Causes : ………………….………………….………………….

Consolidation : Oui Non

Intensification : Oui Non

Rechute : Oui Non Date de la rechute : I ___I___ I ______ I

Blastes résiduels :

Moelle Neuroméningé isolée
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Autres localisations :

Traitement de relais : Oui Non Type : ………………….

2 éme RC : Oui Non Date : I ___I___ I ______ I

Greffe de moelle osseuse (GMO) : Oui Non Date : I ___I___ I ______ I

En RC1 (fin d’induction) RC2 (après rechute)

8. Statut du patient à la date des derniéres nouvelles

1-Rechute :
a) Médullaire
b) Extra médullaire Neuroméningé Testiculaire Autre ………………
c) Mixte, Préciser ………………

2-Décédé : Oui Non Date du décès : I ___I___ I ______ I

Causes du décès : ………………………………………

3- Perdu de vue Date dernière nouvelle : I ___I___ I ______ I

4- Vivant RC1 Vivant RC2 Vivant GMO Vivant Echec
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Annexe 3

Description des Clusters de différenciation essentiels qui regroupent les

antigènes recherchés et pour lesquels des anticorps monoclonaux

spécifiques ont été utilisés pour déterminer le profil immunophénotypiques

des leucémies aigues de notre étude

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 antigène strictement spécifique de la lignée T, qui est essentiel à l'activité

physiologique du lymphocyte T puisqu'il va transmettre le signal d'activation induit par

l'engagement du TCR dans une réaction immunitaire. Durant la lymphopoïèse 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 géniques auront permis la production d'un

TCR fonctionnel, à 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 CD1a

(signant une LAL-T III 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 être également exprimé à 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 à la fois 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 permettra le suivi de la maladie résiduelle.

CD7

Protéine transmembranaire, membre de la superfamille des immunoglobulines, exprimée par

les thymocytes, les lymphocytes T et NK. CD7 joue un rôle essentiel dans les interactions

cellulaires entre lymphocytes T et dans les interactions entre lymphocytes T et lymphocytes

B au cours du processus de maturation lymphocytaire.

CD10

Est exprimé à un stade plus tardif que le CD34 au cours de la lymphopoïèse T, et son

expression est brève. 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, d'autant plus que leur niveau d'expression reste stable après traitement

contrairement aux CD99 et TdT [66].

CD13

Metalloprotéase membranaire exprimée par les progéniteurs granulocytaires, monocytaires

précoces et les cellules matures de ces lignées. Le CD13 joue un rôle dans la présentation des

antigènes à la surface des cellules par l'excision des acides aminés N-terminaux des peptides

liés au CMH de classe II.

CD14

Récepteur à endotoxine (lipopolysaccharide) exprimé en particulier par les cellules

monocytaires et macrophagiques. Le CD14 joue un rôle important dans la réponse

immunitaire innée anti-bactérienne. Il est particulièrement positif dans les LAM à

différenciation monocytaire (LAM4 et LAM5).

CD19

Glycoprotéine membranaire de la superfamille des immunoglobulines, présente à la surface

des lymphocytes B et des cellules dendritiques folliculaires du système hématopoïétique. Le

CD19 est un régulateur crucial dans le développement, l'activation et la différenciation des
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lymphocytes B. À la surface des lymphocytes B, le CD19 s'associe aux CD21, CD81 et

CD225 pour former un complexe de transduction du signal.

CD33

Molécule d’adhésion appartenant à la famille des SIGLECS (Sialic 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 à 90% des LAM.

CD34

Est l'un des marqueurs apparaissant le plus précocement pendant l'hématopoïèse et sera

exprimé par de nombreux progéniteurs hématopoïétiques. Dans la lymphopoïèse T, son

expression sera rapidement perdue, au stade "early prothymocyte" [66].

CD38

Glycoprotéine impliquée dans l’adhésion cellulaire et la transduction du signal. CD38 est

exprimé sur les thymocytes et également à la surface des lymphocytes T, lymphocytes B et

cellules NK, expression augmentée au moment de l’activation lymphocytaire.

CD56 et CD16

Le CD56 est un antigène présent 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 l’analyse les cellules NK normales. De plus, certaines leucémies expriment de

façon aberrante ces antigènes.

CD64

Glycoprotéine membranaire appartenant à la famille des récepteurs du complément. CD64 a

la particularité d’avoir une forte affinité pour la partie constante Fc des IgG . Il a un rôle dans

l’initiation et l’adaptation de la réponse immunitaire. Il est principalement exprimé par les

macrophages, les monocytes.

CD79a

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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C’est l’équivalent du CD3 pour les lymphocytes B. Il est exprimé à 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 l’oncogène 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 à l'addition

de nucléotides pendant les réarrangements des gènes du TCR et des immunoglobulines. De

manière 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 façon pathologique dans les LAL-T, les LAL-B à précurseurs B et dans

environ 5% des LAM.
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Annexe 4

Corrélation entre les différents sous types de LAM selon FAB et le profil
des dots plot CD45/SSC [133].
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Annexe 5 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la lignée
myéloïde.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du CHU
Tizi Ouzou).

Cas d’une LA sans maturation : LAM0

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde des blastes :
représentation biparamétrique
des CD3cyt-CD79a qui sont
négatifs.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde ou myéloïde des
blastes. Ce graphe montre une
MPOcyt négative.

Représentation mono -
paramétrique
CD45/SSC après
marquage de surface
pour l’identification des
blastes.

Représentation biparamétrique
des marqueurs myéloïdes :
CD33-CD15 après marquage de
surface. Ce graphe montre
CD33 positif et CD15 négatif.

Représentation biparamétrique
des marqueurs CD117-CD45
après marquage de surface. Ce
graphe montre la faible
positivité du marqueur
myéloïde CD117.

Représentation biparamétrique
des marqueurs HLADR- CD34
après marquage de surface. Ce
graphe montre la forte
positivité des deux marqueurs.

Représentation biparamétrique

des marqueurs CD13- CD45

après marquage de surface. Ce

graphe montre la positivité de

CD13 marqueur pan myéloïde.
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Annexe 6 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la lignée
myéloïde.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du CHU
Tizi Ouzou).

Cas d’une LA à maturation minime : LAM1

Représentation mono -
paramétrique CD45/SSC
après marquage de surface
pour l’identification des
blastes.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde ou myéloïde des
blastes. Ce graphe montre une
MPOcyt positive.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde des blastes :
représentation biparamétrique
des CD3cyt-CD79a qui sont
négatifs.

Représentation biparamétrique
des marqueurs HLADR- CD34
après marquage de surface. Ce
graphe montre la forte
positivité des deux marqueurs.

Représentation biparamétrique
des marqueurs CD117-CD45
après marquage de surface. Ce
graphe montre la forte
positivité du marqueur
myéloïde CD117.

Représentation biparamétrique

des marqueurs CD13- CD45

après marquage de surface. Ce

graphe montre la positivité de

CD33 marqueur pan myéloïde.

Représentation biparamétrique

des marqueurs CD13- CD45

après marquage de surface. Ce

graphe montre la forte

positivité de CD13 marqueur

pan myéloïde.

Ce graphe montre

une forte positivité

du CD7 marqueur

aberrant.

Ce graphe montre une

faible positivité du CD15

marqueur myéloïde de

maturation.
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Annexe 7 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la
lignée myéloïde.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du
CHU Tizi Ouzou).

Cas d’une LA à maturation : LAM2

Représentation mono -
paramétrique CD45/SSC
après marquage de surface
pour l’identification des
blastes.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde des blastes :
représentation biparamétrique
des CD3cyt-CD79a qui sont
négatifs.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde ou myéloïde des
blastes. Ce graphe montre une
MPOcyt fortement positive.

Représentation biparamétrique
des marqueurs HLADR- CD34
après marquage de surface. Ce
graphe montre CD34 faible,
HLADR négatif.

Représentation biparamétrique
des marqueurs CD117-CD33
après marquage de surface. Ce
graphe montre la positivité
des deux marqueurs
myéloïdes.

Représentation biparamétrique

des marqueurs CD13-CD45

après marquage de surface. Ce

graphe montre la forte

positivité de CD13 marqueur

pan myéloïde.

Ce graphe montre une

forte positivité du CD15

marqueur myéloïde de

maturation.

Représentation biparamétrique
des marqueurs monocytaires
CD64-CD36 après marquage
de surface. Ce graphe montre
la forte positivité des deux
marqueurs sur les blastes, qui
signifie l’engagement des
cellules leucémiques vers la
lignée monocytaire.
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Annexe 8 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la lignée
myéloïde.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du CHU
Tizi Ouzou).

Cas d’une LA promyélocytaire : LAM3 typique

Représentation mono -
paramétrique CD45/SSC
après marquage de surface
pour l’identification des
blastes qui ont la forme d’une
flamme dans la LAM3

Panel d’orientation, marquage
intracytoplasmique pour
déterminer la nature lymphoïde
des blastes : représentation
biparamétrique des CD3cyt-
CD79a qui sont négatifs.

Panel d’orientation , marquage
intracytoplasmique pour
déterminer la nature
lymphoïde ou myéloïde des
blastes. Ce graphe montre une
MPOcyt fortement positive.

Représentation biparamétrique des
marqueurs d’immaturité HLADR-CD34
après marquage de surface. Ce graphe
montre CD34 faible, HLADR négatif.

Représentation biparamétrique des marqueurs CD13- CD45

après marquage de surface. Ce graphe montre la forte

positivité de CD13 marqueur pan myéloïde.
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Annexe 9 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la

lignée myéloïde.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du

CHU Tizi Ouzou).

Cas d’une LA myélomonocytaire : LAM4

Représentation mono -
paramétrique CD45/SSC
après marquage de surface
pour l’identification des
blastes et les monocytes.

Panel d’orientation, marquage
intracytoplasmique pour
déterminer la nature lymphoïde
des blastes : représentation
biparamétrique des CD3cyt-
CD79a qui sont négatifs.

Marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde ou myéloïde des
blastes. Ce graphe montre une
MPOcyt positive sur blastes
et les monocytes.

Représentation biparamétrique des
marqueurs d’immaturité HLADR-CD34
après marquage de surface. Ce graphe
montre CD34 et HLADR fortement positif.

Représentation biparamétrique

des marqueurs CD13- CD45

après marquage de surface. Ce

graphe montre la forte positivité

du CD13 marqueur pan myéloïde

sur les blastes et les monocytes.

Représentation biparamétrique des

marqueurs CD33-CD117 après

marquage de surface. Ce graphe

montre la forte positivité du

CD117 et la négativité du CD33 sur

les blastes.
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Annexe 10 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la

lignée myéloïde.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du

CHU Tizi Ouzou).

Cas d’une LA monoblastique : LAM5b

Représentation mono -
paramétrique CD45/SSC
après marquage de surface
pour l’identification des
monoblastes.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde des blastes :
représentation biparamétrique
des CD3cyt-CD79a qui sont
négatifs.

Panel d’orientation , marquage
intracytoplasmique pour
déterminer la nature
lymphoïde ou myéloïde des
blastes. La MPOcyt est
faiblement positive sur les
monoblastes

Monoblastes

Ces deux graphes biparamétriques montrent la forte positivité
des monoblastes pour les marqueurs monocytaires CD11c et
CD11b, en marquage de surface.

Ces deux graphes biparamétriques montrent la forte positivité
des monoblastes pour le CD13, HLADR et la négativité du
CD34, en marquage de surface.

Ces deux graphes biparamétriques
montrent : les monoblastes expriment
fortement le CD33, faiblement le
CD15 et CD117 négatif. Le marquage
est fait en surface.
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Annexe 11 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la

lignée lymphoïde B.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du

CHU Tizi Ouzou).

Cas d’une LAL B sous type II (LALB Commune)

Représentation mono -
paramétrique CD45/SSC
en marquage de surface
pour l’identification des
blastes qui sont dans ce
cas : CD45 négatif.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde ou myéloïde des
blastes. Ce graphe
biparamétrique montre une
MPOcyt et CD3cyt négatifs.

Panel d’orientation après
marquage intracytoplasmique
pour déterminer la nature
lymphoïde des blastes : CD79a
positif un marqueur
lymphoïde B. Il s’agit d’une
LALB.

Représentation biparamétrique
des marqueurs HLADR- CD34
après marquage de surface. Ce
graphe montre CD34 et
HLADR fortement positifs.

Ce graphe montre un

CD10 positif permettant

de déterminer le sous type

de la LALB.

Graphe biparamétrique CD22s-IgMs après

marquage de surface. CD22s fortement positif,

IgMs négatif.

Graphes biparamétriques qui montrent des

lymphoblastes exprimant fortement les marqueurs

lymphoïdes B : CD22cyt en marquage

intracytoplasmique et le CD19 en surface, avec la

négativité de la chaine mu en intracytoplasmique.
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Annexe 12 : Cytogrammes de détection des blastes par CMF et leur assignement à la

lignée lymphoïde T.(Images de la plate forme de CMF du laboratoire d’hémobiologie du

CHU Tizi Ouzou).

Cas d’une LALT sous type III (LALT cortical)

Représentation mono -
paramétrique CD45/SSC en
marquage de surface pour
l’identification des blastes qui
sont dans ce cas : CD45 faible.

Panel d’orientation après marquage
intracytoplasmique pour déterminer la
nature lymphoïdeT des blastes. Ce graphe
biparamétrique CD3cyt-CD45 montre un
CD3cyt positif, il s’agit de blastes T (LALT).

Panel d’orientation après marquage
intracytoplasmique pour
déterminer la nature lymphoïde ou
myéloïde des blastes. Ce graphe
biparamétrique montre une MPOcyt
et CD79acyt négatifs.

Graphe biparamétrique CD45-HLDR

marquage de surface. Montre des

blastes T à HLADR négatif.

Graphes biparamétriques qui montrent des lymphoblastes exprimant fortement

les marqueurs lymphoïdes T : CD4, CD8 et faiblement le CD3 en surface.

Graphes biparamétriques qui montrent des lymphoblastes

exprimant les marqueurs lymphoïdes T : CD5 et le CD1a

(marqueur T cortical) avec la négativité du CD34.

Graphes biparamétriques qui montrent des lymphoblastes

exprimant les marqueurs lymphoïdes T précoces : CD7, CD2

et le Tdt en intracytoplasmique.



Résumé :
L’immunophénotypage par CMF est devenue une technique incontournable dans la stratégie

diagnostic des LA, à coté de l’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 diverses formes de LA.

L’objectif de ce travail est d’étudier le profil immunophénotypique d’un ensemble de cas de 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 fréquence d’expression de certains marqueurs antigéniques et le pronostic des
patients.

Le diagnostic de la LA a été posé sur sang et/ou moelle par étude cytomorphologique selon FAB,
les échantillons ont été traités par CMF sur deux types de cytométres, l’EPICS XL (Beckman Coulter) et
l’ACCURI (Beckton Dekinson) à 4 couleurs après marquage par un panel d’anticorps monoclonaux. Il s’agit
d’une étude transversale à visée descriptive et prospective.

234 LA ont été diagnostiquée dont 70 (30%) chez l’enfant et 164 (69,6%) chez l’adulte. Parmi les 234
patients, 82 (35 %) cas de LAL (43 LAL chez l’enfant et 39 LAL chez l’adulte) et 145(62%) cas sont des
LAM (121 cas chez l’adulte et 24 cas chez l’enfant). Sur les 82 cas de LAL 59 (72 %) cas sont des LALB
et 23 (28 %) cas de LAL T. De très rares cas de LA biphénotypiques ont été recensés 7/234 (3%) cas.
01cas de LpDC et 03 cas de de LAM à Cup Like que nous avons distingués des LAM3 variantes. L’âge

moyen des patients adultes : 45 ans ± 16,25(19ans -78ans), chez l’enfant l’âge médian : 5,4 ans ± 6,2
(7 mois -18 ans). Le délai moyen de survie 40,68 mois pour les patients dont l’âge ≤60ans vs 15,87 mois
pour les patients dont l’âge > 60ans ; p=0,01. Le délai 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 : l’incidence des LAL (61% ) chez l’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 fréquente dans les LAL B 94% vs 70 % 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 fréquence d’expression des
marqueurs antigéniques montre une prédominance des marqueurs suivants : HLADR, CD19, CD79a et le
CD10 dans les LALB, et de la MPOcyt, CD13, CD117 et le CD33 dans les LAM. 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 à 5 ans de 47% et 14%
respectivement. Contrairement à 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 l’adulte, les délais
moyens de survie sont de 56 et 17 mois pour les CD4+ et CD4(-) respectivement ; p=0,05. Chez les enfants
LALT l’impact pronostic des antigènes CD2 et CD8 a été observé. Les patients enfants LALT CD8(+) ont
une meilleure survie que les groupes CD8(-); p=0,01. De même 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 l’immunophénotypage, en complément de l’analyse
cytomorphologique, dans le diagnostic et la classification des LA, à reconnaitre des entités rares et à orienter
le pronostic par l’expression ou non 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 line involved in the leukemic
process, and to specify the stage of blocking of the blasts in their differentiation in order to identify and / or specify
the diagnosis of the various forms of AL.

The objective of this work is to study the immunophenotypic profile of a set of de “novo” AL cases
diagnosed in the hemobiology laboratory of the Tizi-Ouzou University Hospital , by the FCM technique , and to
determine the link between the frequency of expression of certain antigen markers and 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 colors after labeling with a panel of monoclonal antibodies. This is a cross-sectional study
with a descriptive and prospective aim.

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. Overall, the frequency of
expression of antigenic markers shows a predominance of the following markers: HLADR, CD19, CD79a and
CD10 in 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 overall 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 survival 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, Immunophenotyping,
Flow cytometry, Antigenic markers, Overall survival, Mean time to overall survival.
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