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PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsyatrie

Janvier et Décembre 1976

2.Pr. HASSAR Mohamed Pharatagie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Galmhie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologethopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie @Ho-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation

10.Pr. TAOBANE Hamid* h@urgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

11.Pr
12.Pr
13.Pr
14.Pr
15.Pr

ABROUQ Ali*

BENOMAR M’hammed
BENSOUDA Mohamed
BENOSMAN Abdellatif
LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16.Pr
17.Pr
18.Pr
19.Pr
20.Pr

ALAOUI TAHIRI Kébir*
BALAFREJ Amina
BELLAKHDAR Fouad
HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21.Pr
22.Pr
23.Pr
24.Pr
25.Pr
26.Pr

BOUCETTA Mohamed*

EL GUEDDARI Brahim El Khalil
MAAOUNI Abdelaziz
MAAZOUZI Ahmed Wajdi

NAJI M'Barek *

SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.Pr.
28.Pr.
29.Pr.
30.Pr.
31.Pr.
32.Pr.

BENJELLOUN Halima

BENSAID Younes

EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
IHRAI Hssain *

IRAQI Ghali

KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33.Pr.
34.Pr.
35.Pr.
36.Pr.
37.Pr.
38.Pr.
39.Pr.
40.Pr.
41.Pr.
42.Pr.

AJANA Ali

AMMAR Fanid

CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq

EL HAITEM Naima

EL MANSOURI Abdellah*

EL YAACOUBI Moradh

ESSAID EL FEYDI Abdellah

LACHKAR Hassan

OHAYON Victor*

Oto-Rhino-Laryngolog
Chirurgie-Cardi@asculaire
Anatomie

Chirurgie Thaxique
Physiolag

Feumo-phtisiologie
Pédiat

Neurochirurgie
Rhumatpé
Cardiologie

Neurochirurgie
Radltérapie
Médecine Interne
Anesthésigéanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie
Pathologie Chyiaale
Neurologie
Stomatologie et Chirurgie kildo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryriggie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale

Gastro-Entédogie
Pneumo-phtisipe
Cardiologie
Chimie-Taologie Expertise

Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne



43.Pr

. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

44 Pr
45.Pr
46.Pr
47.Pr
48.Pr

. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
. DAFIRI Rachida

. FAIK Mohamed

. HERMAS Mohamed

. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49.Pr.
50.Pr.
51.Pr.
52.Pr.
53.Pr.
54.Pr.
55.Pr.
56.Pr.
57.Pr.
58.Pr.
59.Pr.

ADNAOUI Mohamed

AOUNI Mohamed

BENAMEUR Mohamed*
BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
CHAD Bouziane

CHKOFF Rachid

KHARBACH Aicha

MANSOURI Fatima
OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
SEDRATI Omar*

TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

60.Pr.
61.Pr.
62.Pr.
63.Pr.
64.Pr.
65.Pr.
66.Pr.
67.Pr.
68.Pr.
69.Pr.
70.Pr.
71.Pr.
72.Pr.
73.Pr.
74.Pr.
75.Pr.
76.Pr.
77.Pr.
78.Pr.
79.Pr.

AL HAMANY Zaitounia

ATMANI Mohamed*

AZZOUZI Abderrahim

BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOUI Layachi

CHANA El Houssaine*

CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*

KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH

Neurologie

Chirurgie Pédiatuigy
Radiologie
Urologie
TraumatologithOpédie
Médecine Intern

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Urologie

Gynécologie -Oéistque
Anatomie-Pathyptue
Neurologie

Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réaation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie
Chirurgie Générale
Hématologie
Chirurgie Gérade

Pharmacie galéeiq
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgi&énérale

Pédiatrie
Anesthésie-Réaniomat
Médecine Préveat Santé Publique et Hygien
Pharmacologie



80.Pr.

TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

81.Pr.
82.Pr.
83.Pr.
84.Pr.
85.Pr.
86.Pr.
87.Pr.
88.Pr.
89.Pr.
90.Pr.
91.Pr.
92.Pr.
93.Pr.
94.Pr.
95.Pr.
96. Pr.

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed
EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

97.Pr.
98. Pr.
99.Pr.

100.Pr.
101.Pr.
102.Pr.
103.Pr.
104.Pr.
105.Pr.
106.Pr.
107.Pr.
108.Pr.
109.Pr.
110.Pr.
111.Pr.
112.Pr.
113.Pr.
114.Pr.
115.Pr.
116.Pr.

AGNAOU Lahcen

AL BAROUDI Saad

BENCHERIFA Fatiha
BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réaniima

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
AnesthésieaRiénation

Neurochgrier

Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologieb&tétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie

Radiothéeapi
Chirurgie Générale

Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Maladibtaboliques
Gynécologie Obgsigque

Immunologie
Traumato-Orthopédie

Radiologie
Médecine Imer

Chirurgie Cardio- Vaslaire

Chirurgier@éale

Immunologie
Chirurgie Pédiqtre

Médecine Interne

Dermatologie

Chirurgie Générale



117.Pr
118.Pr
119.Pr
120.Pr
121.Pr
122.Pr
123. P

. JELTHI Ahmed

. MAHFOUD Mustapha

. MOUDENE Ahmed*

. OULBACHA Said

. RHRAB Brahim

. SENOUCI Karima ép. BELKHADIR
r. SLAOUI Anas

Mars 1

124.Pr.
125.Pr.
126.Pr.
127.Pr.
128.Pr.
129.Pr.
130.Pr.
131.Pr.
132.Pr.
133.Pr.
134.Pr.
135.Pr.
136.Pr.
137.Pr.

994

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOQUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

995

Mars 1

138.Pr.
139.Pr.
140.Pr.
141.Pr.
142.Pr.
143.Pr.
144.Pr.
145.Pr.
146.Pr.
147.Pr.
148.Pr.
149.Pr.
150.Pr.
151.Pr.
152.Pr.
153.Pr.
154.Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amoqgrane*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

EL MESNAOUI Abbes

ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

Anatomie Pathologique

Traumatologie — Orthopédie

Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale

Gynécologie —Obstétrique
Derrokdgie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstétng
Traumatologie — Ortlulipé
Radiologie
Ophtalmgil®
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Géalé
Gynécologie Obstgue
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstgte

Urologie

Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réaaaithon
Anesthésie Réaation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngolagi
Gynécologie Obstétrique

Médecine Préveatet Santé Publique

Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie

Radiothérapie



155.Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
156.Pr. RZIN Abdelkader*

157.Pr. SEFIANI Abdelaziz
158.Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

159.Pr. AMIL Touriya*

160.Pr. BELKACEM Rachid

161.Pr. BELMAHI Amin

162.Pr. BOULANOUAR Abdelkrim
163.Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
164.Pr. EL MELLOUKI Ouafae*
165.Pr. GAOUZI Ahmed

166.Pr. MAHFOUDI M’barek*
167.Pr. MOHAMMADINE EL Hamid
168.Pr. MOHAMMADI Mohamed
169.Pr. MOULINE Soumaya
170.Pr. OUADGHIRI Mohamed
171.Pr. OUZEDDOUN Naima
172.Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

173.Pr. ALAMI Mohamed Hassan
174.Pr. BEN AMAR Abdesselem
175.Pr. BEN SLIMANE Lounis
176.Pr. BIROUK Nazha

177.Pr. BOULAICH Mohamed
178.Pr. CHAOUIR Souad*
179.Pr. DERRAZ Said

180.Pr. ERREIMI Naima

181.Pr. FELLAT Nadia

182.Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
183.Pr. HAIMEUR Charki*
184.Pr. KANOUNI NAWAL
185.Pr. KOUTANI Abdellatif
186.Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
187.Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
188.Pr. NAZI M’barek*

189.Pr. OUAHABI Hamid*
190.Pr. SAFI Lahcen*

191.Pr. TAOUFIQ Jallal

192.Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Ophtalmologie
StomatologieCGHirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatg et plastique
Ophtalmologie
Chirurgie Généza
Parasitologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Intern
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécolo@ibstétrique
Chirurgie Géade
Urologie
Neurologie
O.RL.
Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie Réaaition
Physiologie
Urologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Cardiologie
Neurologie
Anesthésie Réanimation
Psychiatrie
GynécologiebGtétrique



Novembre 1998

193.Pr.
194.Pr.
195.Pr.
196.Pr.
197.Pr.
198.Pr.
199.Pr.
200.Pr.
201.Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima

KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid ( M)

Novembre 1998

202.Pr.
203.Pr.
204.Pr.

BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

2000

Janvier

205.Pr.
206.Pr.
207.Pr.
208.Pr.
209.Pr.
210.Pr.
211.Pr.
212.Pr.
213.Pr.
214.Pr.
215.Pr.
216.Pr.
217.Pr.
218.Pr.
219.Pr.
220.Pr.
221.Pr.
222.Pr.
223.Pr.

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAQUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANYAzzedine
GHANNAM Rachid
HAMMANI Lahcen
ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*
KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae
TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

224.Pr.
225.Pr.
226.Pr.
227.Pr.
228.Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Lagawiogie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Mexiec
Néphrologie
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologi
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie

Pneumo-pioiogie

Ophtalmologie

Chirurgie Géaé
Chirurgie Gale
Pneumo-phtisiologie

Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthé&éanimation

Traumatologietipédie
Gastro-fntogie

Anesthésie-BAimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine arhe

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie



229.Pr.
230.Pr.
231.Pr.
232.Pr.
233.Pr.
234.Pr.
235.Pr.
236.Pr.
237.Pr.
238.Pr.
239.Pr.
240.Pr.
241.Pr.
242.Pr.
243.Pr.

CHERTI Mohammed

ECH-CHERIF EL KETTANI Selma

EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*
LACHKAR Azzouz
LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*
ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

244.Pr.
245.Pr.
246.Pr.
247.Pr.
248.Pr.
249.Pr.
250.Pr.
251.Pr.
252.Pr.
253.Pr.
254.Pr.
255.Pr.
256.Pr.
257.Pr.
258.Pr.
259.Pr.
260.Pr.
261.Pr.
262.Pr.
263.Pr.
264.Pr.
265.Pr.
266.Pr.
267.Pr.
268.Pr.
269.Pr.
270.Pr.

ABABOU Adil

AOUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid

BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed

EL QUESSAR Abdeljlil

Cardiologie
Anesthésie-Réartiora
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie
Endocrinologie etddees Métaboliques
Anesthésie-Réaation
Urologie
Traumatologie Orfiéalie
Neurochirurgie
Anatomie Pathgique
Pédiatrie
Stomatologie Et Chirurgiexla-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réamition
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie

Pneumo-pbtaiie
Gastro-Entlogie
Cardiologie

Pédiatri
Dermatologie

Gynécologie Olrstgie
Rhumatologie
Anatomie

Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie

Chirurgie Géaé
Radiologie
Gynécologie Obstptd
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie



271.Pr.
272.Pr.
273.Pr.
274.Pr.
275.Pr.
276.Pr.
277.Pr.
278.Pr.
279.Pr.
280.Pr.
281.Pr.
282.Pr.
283.Pr.
284.Pr.
285.Pr.
286.Pr.
287.Pr.
288.Pr.
289.Pr.

ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NABIL Samira

NOUINI Yassine
OUALIM Zouhir*
SABBAH Farid
SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

290.Pr.
291.Pr.
292.Pr.
293.Pr.
294.Pr.
295.Pr.
296.Pr.
297.Pr.
298.Pr.
299.Pr.
300.Pr.
301.Pr.
302.Pr.
303.Pr.
304.Pr.
305.Pr.
306.Pr.
307.Pr.
308.Pr.
309.Pr.
310.Pr.
311.Pr.
312.Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasaire Périphérique
Médecine Interne
Chirurgie Géaée
Hématolog#inique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Péripdnée
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologiqu
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérolegi
Biochimie-Chiei
Endocringle et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Périque
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie
Urologie



313.Pr.
314.Pr.
315.Pr.
316.Pr.
317.Pr.
318.Pr.
319.Pr.
320.Pr.
321.Pr.
322.Pr.
323.Pr.
324.Pr.
325.Pr.
326.Pr.
327.Pr.
328.Pr.
329.Pr.
330.Pr.

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES::

Janvier 2004

331.Pr.
332.Pr.
333.Pr.
334.Pr.
335.Pr.
336.Pr.
337.Pr.
338.Pr.
339.Pr.
340.Pr.
341.Pr.
342.Pr.
343.Pr.
344.Pr.
345.Pr.
346.Pr.
347.Pr.
348.Pr.
349.Pr.
350.Pr.
351.Pr.
352.Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BENRAMDANE Larbi*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said

NAOUMI Asmae*

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
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INTRODUCTION

La découverte de la cytométrie en flux (CMF), s&emau point et son
application dans le diagnostic des maladies huraangout hématologiques et

néoplasiques, a permis d’énormes progres en belogdicale.

Cette technique repose sur les progres réalisésldatience de I'informatique,
I'étude du laser, I'obtention d’anticorps monoclorala cytochimie et la chimie
des fluorochromes. Bien que le principe de la Ch#ft,connu depuis les années
1930, ce n’est que durant ces dernieres annéesajuepplication dans le

domaine médical s’est accrue.

Le terme de leucémies aigués désigne des pathslagitraordinairement

hétérogénes tant au plan clinque que biologigues®Bint en commun d’étre des
proliférations cancéreuses de cellules hématopoigti immatures et d’envahir
la moelle osseuse. Le progrés des techniquesgé@yétiques, cytométriques et
en biologie moléculaire a abouti a de nouvelledeertes dans la pathogénie
des leucémies aigués et de nouvelles entités @ntre&onnues, classées et

diagnostiquées avec plus de précision.

L’objectif de ce travail est de mettre en évidetiapport de la cytométrie en
flux dans le diagnostic des leucémies aigués et faipoint sur son role dans la
découverte de certains phénotypes anormaux pemhé&amonitoring de la

maladie résiduelle.



PREMIERE PARTIE

« LA CYTOMETRIE EN FLUX: ASPECTS
TECHNIQUES»



A.HISTORIQUE :

La cytométrie en flux est née d'un besomuiibmatisation du comptage des

constituants cellulaires du sang.

Les origines de la CMF sont anciennes puisque ee$034 que Moldavan
concut le premier appareil qui réalisait des nutngma cellulaires en faisant
défiler les cellules dans une fin capillaire otegllétaient visualisées par un

capteur photo électronique.

En 1949,Coulte, en Floride, inventa les compteurs automatiqueascadules

sanguines et les analyseurs de volume.

Une analyse multiparamétrique des éléments figdeesang s’est établie en
1965 par Kamenskyet ses collaborateurs permit d’avoir des histograerhe

résultat s’est informatisé.

En 1968Dietrich et Gohdemirent au point des cytophotométres [1].

En 1969, les travaux d€an Dilla et ses collaborateurs sur I'excitation des
cellules avec un laser permirent d’énormes prodags I'application de la CMF

en biologie fondamentale et dans la clinique méelif.

Dans les années 1970, les chercheunsodeAlamoset deSandford aux Etats-
Unis associaient des méthodes de mesure indivaukll volume ou de la
fluorescence de cellules entrainées par un fluecades méthodes électro-

statique permettent le tri cellulaire dans des tmm$ vitales. Mais la CMF ne



s’est développée que depuis les années 1980 aympalition des anticorps
monoclonaux et certaines applications comme le qgigpage des hémopathies
malignes et le suivi des populations lymphocytaidens les pathologies

associées au VIH.

Ainsi, le développement simultané d’appareillagesmercialisés polyvalents
et 'apparition des hybridomes pour la productidanticorps monoclonaux a
conduit a une explosion des activités impliquar@iaF [3].

L'utilisation des propriétés cellulaires intrinségu(Exemple : diffusion, auto
fluorescence) et le développement permanent deofthcomes capables de
traduire de nombreuses propriétés et fonctionsilegiks ont conduit a la mise
en ceuvre de méthodes de plus en plus fines paualyse de populations de

cellules hétérogénes [4].

Deux familles d'instruments|[5]

» Cytometre de flux analyseur : Analyses des cedlul

» Cytomeétre de flux analyseur-trieur: Analyse dedlutes + Tri (séparation

physique)

Exemples de cytometre de flufs,6]

» FACS calibreur®
« Utilise un refroidissement par air, laser Argonleégentée a 15 mW de
puissance et d'une longueur d'onde fixe d'émisso#88 nm.

» Détection de six parametres.



Analyseur + Trieur.

» BDLSR ™
Détection de 8 parametres (6 couleurs et deux ressla dispersion).

Refroidissement a air, double laser : He (325 n®)ndW et laser Argon
(488 nm) a 15 MW.

La BD LSR simplifie les applications UV de routine.

Une haute performance pour le triage cellulaire.

» Becton-Dickinson FACS ®

Trieuse cellulaire a une vitesse plus élevé qiAIAS calibreur®.

» Beckman Coulter®

Grande performance de tri cellulaire.

» MoFlo®

Trieur cellulaire a haut rendement, systeme pesirapplications a haute

vitesse de tri.



B.DEFINITION DE LA CMF

La cytométrie (cyto = cellule ; métrie = mesure) @éfinie selon Howard
Shapiroen 1948

« La cytométrie en flux est un processus dans lechuque cellule ou autre
particule passe en une seule file dans un couantdé devant un ou plusieurs
détecteur(s) qui va ou vont mesurer ses caradtgrest chimiques et/ou
physiques » [7]. C’est une technique qui consiste 'analyse objective,

guantitative et multiparamétrique des particulesespension dans un liquide.
Elle utilise la fluorescence, des moyens fluidiqueptiques et le soutien

informatique pour le traitement des signaux ouineges [8].

Les signaux optiques ou physiques émises par kicylar étudiée, coupant le
faisceau lumineux d’un laser ou d’'une lampe a art mesurés essentiellement

en relation avec :

» Les propriétés optiques intrinséques des particudesrespondant aux
phénomenes de diffusion lumineuse liés aux dimessie la particule, a

leur structure interne, ou a lI'auto fluorescenceeitaines cellules.

» Les propriétés optiques induites de fluorescend#enues par des
marquages spécifiques de structures ou de fonat@lulaires. Ces
signaux séparés par des filtres optiques sont atéHe par des
photomultiplicateurs (PMT), amplifiés, numérisésites et stockés par

un ordinateur.



Ce procédé d'analyse individuelle puisqu’il est tiparamétrique, il peut

s’effectuer a une vitesse de plusieurs milliervéi'ements par seconde.

L’'ordinateur calcule les données statistiques adeecaux distributions des
parametres mesurés et les représente sous la filmséogrammes mono ou
biparamétriques sur une ou plusieurs populatiomd s propriétés cellulaires
sont ainsi évaluées. La fonction de tri des cytoende flux les plus évolués,
permet de trier physiquement, une ou deux populateellulaires définies par

leurs propriétés optiques [9].

C.REALISATION DE L’ANALYSE CYTOMETRIQUE

1. Principe de la CMF :
Il est basé sur la combinaison de trois systerfie3] :

% Un systeme fluidique : distribution de I'échantillo
% Un systéme optique : source d’excitation et depération des signaux

% Un systeme électronique : traitement électronicegedbnnées.



(PMTL)

Figure 1: Principe d’'un cytometre de flux [6].

2. Systeme fluidique :

Le systéeme de distribution de I'échantillon coresish un systeme de
fluide sous pression, qui a pour but de dirigecHantillon (cellules/particules),
dans un flux et un courant soigneusement contrfdgsteme de centrage

hydrodynamique), qui coupent un faisceau étroltudeere [11].

Essentiellement, le systeme fluidique comprendayaun /canal central a travers
lequel I'échantillon est injecté, entouré d'unengagxtérieure qui contient plus

vite 'écoulement du fluide. Comme la gaine flugkedéplace, il crée un effet de



glisser massives sur le rétrécissement de la cleodmtrale. Cela modifie la
vitesse du fluide central dont le front de débwidet parabolique avec la plus

grande vitesse en son centre et la vitesse atagmzéro (Figure 2).

L'effet crée un fichier unique des particules eedt appelé« Focalisation

Hydrodynamique » [12]. Dans des conditions optimales (flux lamingaite

fluide dans la chambre centrale ne se mélangerayeasle liquide de la gaine.

Les caractéristiques de I'écoulement du fluide reérdont estimées a

I'aide de la loi Reynolds : [4]

R. = pVD/u

Avec: D = diamétre du tube V = la vitessgyenne du fluide
p = densité du fluide p = viscosité du fluide
LorsqueRe <2300 le débit est toujours laminaire.

LorsqueRe >2300 le flux peut étre turbulent, ce qui accélereiftudion.
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Figure 2 Principe de la focalisation hydrodynamique [4].

3. Systéme optique :

3.1. Source d’énerqig13]

Il est nécessaire de focaliser une source luminsusdes cellules qui doit

permettre une illumination des colorants a une U@y d’'onde proche de leur
maximum d’excitation.

Deux types de sources sont actuellement utilisés:

» Les lasers (les plus fréequemment utilisés)
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lls présentent un grand nombre d’avantages: puissastabilité, finesse du

faisceau. Les lasers ont des spectres d’émisssoomtinus et ils fournissent une
lumiére cohérente. La présence de plusieurs lasetgpes différents permet de
multiplier le nombre de fluorochromes aux carastéques spectrales différentes
(Tableau ).

Type du laser Longueur d’'onde correspondante (nm)
Argon(Ar) (plus utilisés) 352 et 488
Krypton (Kr) Lignes rouges
Hélium Néon (He-Ne) 633
Hélium Cadmium (He-Cd) 325 et 441
YAG 525
Violet 405
Lasers solides -

Tableau | : Les principaux lasers utilisés en cytométridide [13]

» Les lampes a vapeur de mercure ou au xénon saitudilisées

11



La focalisation est moindre que dans le cas du,lasais le spectre est assez

large et leur co(t est limité.

3.2. Canaux optiques[13,14]

lls correspondent au trajet suivi par la lumierevdlume d’illumination aux

détecteurs.
Il existe trois types de canaux :

» Canal “ taille ” (FSC « Foward Scatter Channel »)
» Canal “ structure ” (SSC « Side Scatter Channel »)
» Canal “fluorescence” (FL1, FL2, FL3...)

Les différents signaux optiques émis par la celld@vent étre focalisés,
sépares, puis acheminés vers des systemes daeatétpbbtomultiplicateurs ou

photodiodes.

lls sont pour cela, sélectionnés par differentsutis optigues composes d’'une
alternance de miroirs dichroiques et de filtresiv&u le traitement de la
surface, on peut obtenir trois types de miropasse-haut(Long Pass) qui
transmettent des longueurs d’ondes supérieure® dongueur d'onde donnée,
passe-bas(Short Pass) qui transmettent les longueurs d’ondes infégge et
passe bande(Band Pass) qui transmettent les longueurs d’'ondes coegris
entre deux valeurs. En général, des détecteursipiegltsont utilisés d’une
maniére simultanée pour étudier les parametresfisidn (FSC, SSC) et de

fluorescence.

12



Ainsi, l'analyse des différents canaux dépend desprEtés spectrales des

fluorochromes utilisés, de I'ordre et des carastiguies des filtres.

3.3. Deétecteurs [13]

Apres avoir traversé cette succession deimmiet de filtres, la lumiére est
recueillie et transformée en signal électrique ypraphotomultiplicateur ou une
photodiode. Les signaux optiques recueillis ont umensité corrélée avec des

propriétés cellulaires, on distingue généralement :

% Les photodiodeqPD) :

Sensibilité plus faible. C’est un détecteur utilsr les signaux forts : taille.

% Les photomultiplicateurs (PMT):

Plus sensible qu’une photodiode, offrant un gaipdrtant. C’est un détecteur
de fluorescence (Figure 3).
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Echantillon
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dichroique

Détecteur PMT 1

de diffraction E}
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Flux de cellules J. Paul Robinson

Purdue University

o e R

Figure 3 Un systeme complexe de filtres et de détectearmgt de faire

plusieurs mesures simultanées [15].

3.4. Fluorescence émise

La CMF est principalement utilisée pour mesurdtdarescence des cellules
qui ont été colorées soit par des techniques dinofiluorescence soit par

I'utilisation de sondes fluorescentes.

Principe: [16]

Certains substances, a I'état de repag Bt la propriété d’absorber
I'énergie émise (J par une source lumineuse extérieure (de fréquegcee
longueur d’ondé.) pour faire passer un électron d’'une sous coual@eaautre,

qui correspond a un état excitg)(S

14



Lorsque I'excitation cesse, I'électron va gagner miveau intermédiaire
correspondant a une énergie)($uis dans un second temps, regagner son
niveau d’origine (§. L'énergie libérée lors de cette seconde étapeS{)S

permet 'émission d’'un photon : c’est le phénoméa#uorescence(figure 4).

Comme I'énergie S est proportionnelle a la longudandei (S= h n), celle-ci

correspond a un niveau d’énergig,<Sy=h (n,-ng) (h est la constante de Planck)
et commen= C/i (C’est la vitesse de la lumiére) donc :

Sr-So=h (Clh; — Clho) | S-S =hC (hy — o)

niveaux d"energie

/N E—
5 ~& relaxation
/I'“ -Bch vibraticnz
) AN i
1 absorption ﬂuorescencj
W c 4 2
— — < £ so

Figure 4 Principe de la fluorescence [16].

Le diagramme Jablonski représentant le phénomeéndludeescence. On
retiendra la propriété fondamentale :

15



A excitation< A émission; puisquel’énergie photon d'excitation > énergie

photon émis
S, : état électronique fondamental
S, : état électronique excité

Commentaire :

» En 1: phénomenes d'absorption (U.V) : passages aairgletctronique
excité (10-15s), différents niveaux vibrationnels retationnels sont
accessible.

» En 2 : relaxations vibrationnelles (10-12s) : retour Buniveau de plus
basse énergie de I'état excité. Conversion derdjé&nen chaleur.

» En 3 : la fluorescence : c'est quand le retour au nivékectronique
fondamental est réalisé avec émission d'un phdtandurée de vie de
I'état excité est classiquement de I'ordre de 16Kz un fluorochrome
standard. La fluorescence « est immédiate a I'abear», le photon émis
est moins énergétique que le photon absorbé. Aankiémise est plus
longue que la absorbée.

» En 4 : relaxations vibrationnelles (10-12s) : retour Buniveau de plus
basse énergie de I'état fondamental. Conversidérkrgie en chaleur.

» En nf : la fluorescence est en compétition avec lesxdistions non

émissives.

Ainsi toutes les molécules qui absorbent ne flumees pas (le phénomene

est méme plutdt rare) : les processus de désactiviabn émissive qui vont

16



réduire la durée de vie de I'état excité sont enpeétitionavec le phénomeéne
émissif. Si les processus non émissifs sont stateinent plus rapides que
les processus émissifs, la fluorescence ne seralpseyvée (cas le plus

fréquent).

3.5. L'immunofluorescence

C’est une technique employée communéme@MF, consiste a marquer
(marquage direct ou indirect), une cellule avec a®t$corps conjugués a des
fluorochromes pour identifier les antigenes cellels les récepteurs ou les

protéines de surface [17].

Des fluorochromes avec différents pics d’absorpgbrde réémission peuvent
étre combinés pour permettre I'analyse multicolteecellules individuelles. La

fluorescence totale mesurée est composeée de lasleence spécifigue due aux
liaisons antigene-anticorps formées et d’'une flsoeace non spécifique. Ce

signal non spécifique est mesuré a lI'aide d’'unnrtréde isotopique » [18].

3.5.1.Les anticorps monoclonaux

lls sont obtenus par fusion des lymphocytes datavec des cellules du
myélome. On clone les cellules hybridés isoléahatun des clones, sécréte un
anticorps monoclonal adapté spécifiguement a uhdserminant antigénique

de la molécule d’'antigene.

Le développement des anticorps monoclonaux a pexrtascytométrie en flux

de devenir un outil performant d'analyse multipataique cellulaire. Depuis

17



son introduction, son champ d'application a étégéket touche non seulement
les domaines de I'hnémato-oncologie mais égalemedindmunologie et de la

recherche en biologie cellulaire (Tableau I1) [16].

Au cours de ces dernieres années, le diagnostihée®pathies malignes a
évolué grace a limmunophénotypage, aux examensgeéyétigues, aux

analyses moléculaires et aux examens morphologiques

L'immunophénotypage est devenu depuis sa découwertssaire au diagnostic
des lymphomes et des leucémies. Il apporte deseiggregnents sur leur
pronostic et leur évolution apres traitement (sdieila maladie résiduelle). I
peut jouer un réle dans les choix thérapeutiquesywdant I'utilisation de
certains anticorps monoclonaux. Ces derniers,Us pbuvent d'origine murine,
sont regroupés en fonction d'une classificationagsigne une appartenance de

la molécule gu'ils reconnaissent a un cluster tiérdnciation (CD).

L'intensité de la fluorescence donne des informatsur la densité antigénique
a la surface des cellules. L'emploi de plusiewrsrichromes, chacun pouvant
étre excité avec la méme longueur d'onde mais é@meitdes longueurs d'onde

différentes, permet de mesurer plusieurs propriggéislaires a la fois [17].
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Marqueur panleucocytaire
CD45 (toutes les cellules hématopoiétiques)

Cellules immatures

CD34 (précurseurs hématopoiétiques)

CD117 (c-kit) (cellules leucémiques myéloides)
HLA-DR (précurseurs myéloides, monocytes,
cellules B, cellules T activées)

TdT (thymocytes, lymphoblastes, certains
myéloblastes)

Cellules myélo/monocytaires

CD4 (monocytes)

CD11b (hgnée granulocyltaire et monocyltaire,
lymphocytes B,T, et NK)

CD13 (lignée granulocytaire et monocyltaire)
CD14 (lignée monocytaire)

CD15 (lignée granulocytaire et monocytaire)
CD33 (lignée granulocytaire et monocytaire)
CD65 (lignée granulocytaire et monocytaire)

Lignée ttaire

CD41 (gp lIb/1lla) (mégacaryocytes, plaquettes)
CD42b (gp Iba) {(mégacaryocyltes, plaquettes)
CD61 (gp llla) {mégacaryocytes, plaquettes)

Lignée érythrocytaire
Glycophorine A (précurseurs érythroides,
globules rouges)

Lymphocytes B

CD10 (lymphocytes pré-B, précurseurs B)

CD19 (tous les précurseurs B et lymphocytes B mirs)
CD20 (tous les précurseurs B et lymphocytes B mirs)
CD22 (tous les précurseurs B et lymphocytes B miirs)
CD23 (lymphocytes B, monocytes)

CD24 (tous les précurseurs B et lymphocytes B miirs)

Plasmocytes
CD138 (plasmocytes)
CD38 (plasmocytes, lymphocytes T activés)

L es T

CD1a (thymocytes corticaux)

CD2 (thymocytes, lymphocytes T mirs et NK)
CD3 (thymocytes, lymphocytes T mirs)

CD4 (thymocytes, lymphocytes T-helper mirs)
CDS5 (thymocytes, lymphocytes T miirs)

CD7? (tous les précurseurs et lymphocytes T
mirs, NK)

CD8 (thymocytes, lymphocytes T-cytotoxiques)

Lymphocytes NK

CD11b (ymphocytes B,T, et NK, lignée
granulocytaire et monocytaire)

CD16 (ymphocytes NK, granulocytes)

CD57 (ymphocytes T-LGL, certains lymphocytes
NK, monocytes)

CDS6 (lymphocytes T et NK)

CD : Cluster de différenciationT.dT

NK : Natural Killer;T-LGL : T-large granular lymphocytegp : glycoprotéine

Tableau II: Principaux antigénes utilisés dans le diagndsiioatologique [16].

3.5.2.Les fluorochromes

Définition: Les fluorochromes sont des substances chimiquasretias ou

synthétiques capables de produire

: Terminal deoxynucleotidyl Transférase ;

une fluorescdeagémettent pas ou peu de
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fluorescence lorsqu’ils sont en solution, et quividenent beaucoup plus
fluorescents lorsgu’ils sont fixés spécifiquement 8n organite ou substance

intracellulaire. Chaque fluorochromes possede soprp spectre [19](Figure 5).

Fluorescein

=

"-.

Phycoerythrin

PE-TRX

PE-Cy5

PerCP

PerCP-Cy5.5

PE-Cy7

MALA
L
he
MA

Figure 5. Différents fluorochromes utilisés en cytométrie feux, avec leurs

spectres « Excités (en gris) et spectres émisdelewr) en nm » [8].

Les fluorochromes les plus utilisés ainsi que learsictéristiques figurent sur le

tableau suivant :
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Fluorochromes Laser (nm) Emission maximale (nm)
Alexa Fluor®405 360, 405,407 421
Pacific Blue® 360, 405,407 455
AmCyan 405,407 491
Alexa Fluor ®488 488 519
FITC 488 519
PE 488,532 587
PE-Texas Red® (ECD®) 488,532 615
Texas Red® 595 615
APC 595, 633, 635,647 660
Alexa Fluor® 674 595, 633, 635,647 668
PE-Cy5 488,532 667
PerCP 488,532 678
PerCP-Cy5.5 488,532 695
Alexa Fluor®700 633,635 719
PE-Cy7 488,532 785
APC-Cy7 595, 633, 635,647 785

FITC : Isothiocyanate de fluorescéineerCP: peridinine chlorophylle4mtéine

PE:R-phycoérythrineAPC: allophycocyanin€&erCP-Cy5.5PerCP-cyanine5.5;

PE-Cy7. PE-Cyanine7APC-Cy7. APC-Cyanine7PE-Cy5.PE-Cyanine

Tableau Ill : Caractéristiques des fluorochromes les plussésl{20].
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Intérét des fluorochromes: [21]

Les fluorochromes sont tres utilisés comme marguelAcMo et d’autres
substances. lls permettent également d’obtenir almbreuses informations
concernant la cellule. Parmi les propriétés cdleda déterminées par les

fluorochromes, nous pouvons citer :

¢ La teneur en acides nucléiques ;

¢ Les récepteurs cellulaires de surface ;

¢ La composition antigénique de la surface cellalair
¢ Les protéines totales de la cellule.

3.6. Marquage des cellules

3.6.1.Préparation de la suspension cellul§lie

C’est une étape primordiale dans I'analyse cytoioégr Les liquides corporels
constituent des suspensions naturelles de celldisponibles et facilement
analysables. Toutefois, dans I'analyse des tissiides, les cellules doivent étre

dispersées par 'action d’'un agent désagrégearntealiedes.

Dans l'analyse des lymphocytes par exemple, leemiliicoll-isopaque est
souvent utilisé pour la séparation et la purifeatides cellules avant leur

marquage (figure 6).
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Figure 6: Milieu ficoll-isopaque [1]

3.6.2.Etude en monomarquadéO]

Apreés isolement, purification des cellules et prapan de la suspension
cellulaire, arrive I'incubation des cellules en roorarquage (un seul anticorps).
Elle peut étre réalisée avec des AcMo directement caBgigr la substance
fluorescente (immunofluorescence directe) ou aescahticorps dont la fixation
est révélée avec un anticorps anti-immunoglobudmeouris conjugué au FITC
(immunofluorescence indirecte). L'utilisation d’amirps directement conjugués
est plus simple et plus rapide, mais l'intensitdlderescence obtenue est moins
forte.
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3.6.3.Etude en double marquagg 0]

L’étude des cellules en double marquage (incubaties cellules avec
deux anticorps) permet une analyse plus précideuts sous-populations. Par
cette technique les populations lymphocytaires @DLD8, par exemple, ont
pu étre différenciées et méme subdivisées en piprngadont la définition

antigénique est plus proche de la définition fautelle.

L’étude en double marquage nécessite l'utilisatiendeux anticorps marqués
par des fluorochromes différents. On utilise sotverFITC et la PE dont les
signaux de fluorescence sont analysables par laritéajdes cytometres.
L’analyse simultanée de la fixation des anticorpsa daite sur un cytogramme
analysant les signaux verts et rouges. Il permet&ralénombrer les cellules
n'ayant pas fixés spécifiguement d’anticorps, ayet I'un des deux anticorps
ou les deux. La technigue de double marquage peuBgpliquée au repérage

des cellules mortes et a leur élimination de I'gsaldu signal de fluorescence.

Le marquage au bromure d’éthidium (marqueur de RBPermet de repérer les
cellules mortes par leur fluorescence dans le ro®& un cytogramme
d’analyse de double marquage, seules les celldgatives pour le rouge sont

prises en compte pour le phénotypage cellulaire.

3.6.4.Inconvénients des marquages multiplER0]

Les problémes rencontrés lors de l'utilisation degquages multiples peuvent

étre les suivants :
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% Un probleme d'immunofluorescence li¢, a la présateeellules mortes,
a la fixation non spécifique des anticorps conjsgsidr les récepteurs Fc
des cellules et a I'autofluorescence ;

% La superposition des spectres d’émission nécegsisaion les cas de
figure, des compensations de fluorescence ;

% La résonance du transfert d’énergie : 'émissiamdiolorant correspond

a I'absorption du suivant.

L’obstacle majeur est le chevauchement importastpectres d’émission des
fluorochromes employés pour révéler les anticorpaaunlonaux. L'introduction
d’'un second laser a permis de vaincre une telefémence en rendant possible
I'excitation de plusieurs fluorochromes a spectiésxcitation et d’émission
bien distincts. Mais cette technique était troprdeuet complexe pour étre

couramment utilisée.
4. Systeme électronique [10]

Les signaux lumineux sont amplifiés et transfore@signaux électriques
par des photomultiplicateurs. L'intensité des signélectriques est analysée par
un systeme informatique et représentée graphiquer@baque signal est traité
séparément, et un programme peut étre écrit poupreadre en compte
I'intensité de fluorescence d’'une cellule qu’'a tandition que ses signaux de
diffusion correspondent a une morphologie parteseli Ceci permet, par
exemple, de limiter le phénotypage d'une suspensielfulaire aux seuls

lymphocytes.
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Ainsi, les signaux analogiques obtenus sont corsvesh signaux digitaux et un

ordinateur recueille les données sous formes gehgraes :

* Des histogrammes monoparametriqgues ou I'axe dedsabs représente
I'intensité du signal analysé et I'axe des ordosriéenombre de cellules.

* Des histogrammes biparamétriques ou cytogrammesemient deux

signaux simultanément.

5. Présentation des résultats [21,22]
Types de résultats que I'on peut obtenir :

Le moyen le plus simple de représenter les résutigbmétriques obtenus est

I'histogramme qui représente la fluorescence relative par odgpgu nombre

d’évenements.

256

Events

10° 10° 10° 10° 10¢
Relative fluorescence Intensity

Figure 7. Représentation graphique d’'un histogramme [21].
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Pour apprécier les caractéristiques relatives autxe® parametres, il est
nécessaire d'utiliser des représentations telle: gudot plot », « density plot »

ou «contour plot ».

% Dot Plot (Taille et Granulosité)

o

35C-H

Figure 8: Représentation de la taille et de la granuld&it¢

Pour chaque cellule qui passe, sa taille est agalgar rapport a sa granulosité.
Cela est un bon moyen de détecter un petit nomlgecigements dont les
populations sont clairement séparées mais ne dus€ee renseignement sur la
densité relatives des évenements: c’est la raigoripale pour utiliser le

« density plot ».
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+»» Density Plot

o

35C-H

Figure 9 : Représentation de la densité relative des éveneni21].

Cette représentation simule une représentatiorDealBle troisieme parametre
est le nombre d’évenements. Cela permet a I'utidiza de mettre en évidence

une population discréte.

«» Contour Plot
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SSC-H
o
Wy

Figure 10 Représentation des contours [21].

Il s’agit 1a d’'une autre représentation en 2 dinn@ms de populations dont le

nombre d’évenements est similaire.

+» Histogramme Tridimensionnel
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Figure 11 Représentation des résultats en 3 dimensions [21]

Cet histogramme triparamétrique est obtenu a pdictir biparamétrique auquel
on ajoute une troisieme dimension représentanbigbine de cellules. Il permet
d'avoir une idée de la proportion des différentggories de cellules les unes

par rapport aux autres.
6. Interprétation des résultats :

Elle se fait par étapes : d’abord technique, maggymar marquage, puis

biologique sur 'ensemble de 'immunophénotypage.

6.1. Validation technique d’'un marquage [23,24]

Les marquages sont procédés par le passage duodleonsotypique

correspondant. L'interprétation commence donc gderdhiner si le réglage et
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le placement des bornes sont corrects au niveaucdegéles, puis si le
marquage est conforme a ce qu’on voit habituellémentitre d’exemple, sur
les lymphocytes sanguins, un marquage par le CbAa8ealtoujours un pic étroit
et intense, un marquage par le CD38 est souventnpense et la limite entre
négativité et positivité repose entierement suplecement de la borne sur
l'isotype contréle. L’analyse cytométrique néctssn constitution d’'un panel
de tubes contenant le different marquage multigetidé au diagnostic, et
requiert I'attention exclusive d’'un manipulateupérmenté. Compte tenu de la
complexité technique et des anomalies découlanpat®logies, la compétence
et 'expérience du personnel qui effectue la lexcau cytometre restent a I'lheure

actuelle des éléments déterminants de la qualitéatalyse.

6.2. Validation clinigue:

Elle se fait sur les valeurs usuelles et eventgtd les antécédents du
patient. C’est la qu’intervient la connaissance dages é€léments, cliniques,
hématologiques, sérologiques ou anatomopathologiduest tres souhaitable
que des valeurs usuelles pour les parameétres égstin diagnostic soient

établies dans chaque laboratoire [23].
D.SPECIFICITES DE LA CYTOMETRIE EN FLUX

Ce qui distingue la CMF des autres techniques&stlg possede, les six

caracteéristiques suivantes :
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L’analyse quantitative C’est un atout majeur par rapport a la microgeop

optique courante, de pouvoir quantifier les paragsebvbservés. Mais des
parametres intervenant dans toute analyse par |& {iosent, dans le
cadre d’'une quantification absolue, l'utilisatioe dtandards calibrés :
billes fluorescentes [25].

La sensibilité de détection des signaux de flumese :

En immunofluorescence, il est possible de disceznge le bruit de fond,
et une population de cellules lymphoides, portanviren 1000
déterminants antigéniques par cellule.

La vitesse de travailLa vitesse moyenne d’analyse d’'un cytométre est d

1000 cellules par seconde bien qu’il soit possilsle; les appareils
modernes, d’'analyser de maniéere fiable jusqu’a Q0&@enements par
seconde sur plusieurs parametres.

L’analyse simultanée de plusieurs parameéties cytométrie de flux offre

la possibilité de travailler simultanément sur puss parameétres, ce qui
permet de mesurer, deux ou trois parametres sin@dtasur une
population lymphocytaire du sang ou de la moel(§.[1

Tri cellulaire: Les cytometres de haut de gamme sont équipésed’u

option préparatrice permettant de trier et de murifles populations
cellulaires apres leur analyse. Le principe destisimple : le jet liquide,
contenant les cellules, est fractionné par la Vitaad’'un cristal, puis les
gouttelettes sont chargées électriquement et sei@riées lors de leur

passage dans un champ électrique crée entre les mlagues d'un
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condensateur. Le choix de la gouttelette a chamjde sens de la charge
sont effectués par le systeme informatique en fonalles souhaits de
I'utilisateur et des signaux engendrés par I'araalyss cellules contenues
dans la gouttelette (figure 12). La mise en ceultre tti est une opération

délicate nécessitant des compétences particuleires temps, et reste

réservée aux applications de recherche [25].

Entrée de I"échartillon — on

Os cillateur picioeclectrique

— e
7 | Entrée du ﬂuid/
'Cﬁteum T
E: / DECISIONS de tri
Z Capteur
)

Petite :g.ule Grande cellule
+

’. p - Demiire goutte Wers la gauchd] Vers la droite
— "¢ ¥ attachée I I i :
L
o

ARV Histogramme des fréquences
Droite

Failsceau laser

D e
& L
<> O

conservé
FPetite celule Grande celhale

Figure 12 Principe du tri cellulaire [15].

« La maladie résiduelle Le concept de « maladie résiduelle » désigne

habituellement lidentification, a l'aide des teajues sensibles, de

cellules pathologiques chez un patient en rémissionplete clinique.
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Les essais de détection de rechute précoce de itsinmealignes par
'analyse des marqueurs cellulaires ont été fogsaligu niveau du sang
périphérique ou de la moelle, puisque ces tissasfaoiles a récupérer et

a étudier en simple suspension cellulaire en CN. [2
E.LIMITES DE LA CYTOMETRIE EN FLUX : [19]

Le champ d’adaptation de la cytométrie est done @ége mais il reste
encore des limitations incluant principalement soait. Une bonne formation et
une bonne expérience des utilisateurs sont nécessaour bien utiliser cette
technique. Les difficultés de réglage font quedealyses a plus de 4 couleurs,
sont encore limitées a des laboratoires tres dgda Ces instruments sont
codteux en investissement, les lasers restentidsagt les systemes fluidiques
les plus sophistiqués sont trés exposés au boudtayéinstabilité du flux. La
maintenance de ces appareils est donc colteusgcedle surtout dans les pays
émergents qui ont des problemes de chaleur, poessigmidité, stabilité de
I'alimentation électrique, d’approvisionnement digsiides purifiés, d’achat des

réactifs fluorescents onéreux et de maintenancdgmimgeénieurs spécialisés.
F. APPLICATIONS DE LA CYTOMETRIE EN FLUX :[13]

A I'hneure actuelle, les applications de l'immunampigpage par CMF sont
nombreuses et presque infinies. En général, laratdo des cellules avec des
anticorps peut étre utilisée pour identifier, coenptt caractériser tout type de
cellules individuelles ou des composants subcéledaDans les deux derniéres

décennies, de nombreuses applications de l'immuémmbypage ont montré une
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grande utilité clinique, principalement dans le dom de I'hématologie et

l'immunologie (Tableaux IV et V).

Pronostic et/ou| Suivi de la

Maladie Diagnostic | Classification MEV* maladie
Leucémie aigué Oui Oui Discutable Oui
Désordre
Oui Oui Oui Oui

lymphoprolifératif
chronique (CLPD)

Myélodysplasie (MDS) - Non - Non
Hémoglobinurie
paroxystique nocturne Oui Oui Non Oui
(PNH)
Mastocytose Oui Oui Non Oui
Thrombocyopathies Oui Discutable Oui Non

Immunodéficience

o Oui Oui Non Non
primaire

Infection par VIH Non Oui Oui Oui

Transplantation Oui Oui Oui Oui

*MEV : mise en évidence

Tableau IV: Applications Clinique de 'immunophénotypage pgtométrie
de flux [13].
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(%) des cas
Hémopathies malignes aberrants

Précurseur-B leucémie aigue lymphoblastique >95%
Lymphocytes T leucémie aigue lymphoblastique >99%
Leucémie myéloblastique aigue >75%
Leucémie aiguie biphénotypique 100%
Syndromes lymphoprolifératifs chroniques a cellies >95%
Syndromes lymphoprolifératifs chroniques a celldles NA

Syndromes lymphoprolifératifs >40%
Gammapathies monoclonales >90%
Troubles myélodysplasiques / myéloprolifératifs NA

Tableau V : Fréquence des phénotypes aberrants détectégtparétrie en flux

dans les cancers hématologiques [13].

NA : Non systématiquement analysées en grandes dérients.
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Deuxieme partie :

« LA CYTOMETRIE EN FLUX :
APPLICATIONS DANS LE DIAGNOSTIC
ET LE SUIVI DES LEUCEMIES AIGUES »
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A.INTRODUCTION

La cytométrie en flux est la technique deixhpour la réalisation de
l'immunophénotypage des leucémies aigués. Le bt idmunophénotypage
est de repérer les cellules anormales, de déterndue lignée d'origine,
d'analyser leur degré d'hétérogenéité et d'en rdiéter les caractéristiques
phénotypiques. Les cellules a analyser, étant @@jauspension, sont faciles a
recueillir a partir du sang ou de la moelle osseGstte technique est devenue
dans le domaine de la routine hématologique grad¢a simplification et a
I'amélioration des performances des cytometrescassa la disponibilité de
nombreux anticorps couplés a différents fluorochesmpermettant une analyse

multiparamétrique [27].

Le diagnostic des leucémies aigués repose essemizlt sur I'examen
cytologique, cytochimique (hémogramme et myélogranminsi que sur
'immunophénotypage de la prolifération blastiq@8][ Classiquement il se fait,

apres I'examen clinique par : [29]

% Données de 'hémogramme ;

% Cytologie et histologie médullaires ;

% Cytochimie complétant I'étude cytologique ;

s Immunophénotypage par la CMpour détecter I'expression d’antigénes
ou clusters de différenciation (CD) sur les blastds rattacher la
prolifération blastique a une lignée ou a une autre

% Etude cytogénétique conventionnelle et moléculaire.
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B. CLASSIFICATIONS DES LEUCEMIES AIGUES :

La classification des leucémies trouve son origlags I'organisation du

tissu hématolymphopoiétique [30].

Ce tissu s’articule entre plusieurs compartimemist da MO hématopoiétique
qui occupe une position centrale dans la produatibia distribution (via le
sang) des cellules qu’elle produit. Les leucémim intéresser dans un premier
temps les deux compartiments que sont la moelleussset le sang, avant d’étre
multicentriques et ainsi envahir les organes périgines comme le foie, la rate

et les ganglions lymphatiques [31].
On a différents outils pour les classer :

» La cytologie constitue la base de la classificaké.

> A I'heure de la cytométrie en flux et des anticomenoclonaux, une
classification immunologique s’est établie, la slasation de IEGIL.

> La cytogénétique et la biologie moléculaire somuas en complément.
Et a I'heure actuelle, on a une classification guessayé de regrouper

toutes ces classifications : la classificatioMS.
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Classification OMS

Cytologie Cytogénétique

Immunologie Biologie

Cytochimie moléculaire

Classification Classification
FAB EGIL

Schéma 1 Composants de la classification OMS [32].

1. Leucémies aigués myéloides :

La leucémie aigué myéloide (LAM) est une expansionale de blastes
myéloides [33].

1.1. Classification FAB

En 1976 une classification cytologique internationale H&#/ a été mise
en place. Cette classification, nommée FAB (Frafw@ricaneBritannique),

repose sur I'analyse morphologiget biochimiquedes cellules. Elle concerne
essentiellement les LAM classéeshde aM7 [34].
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Figure 13 Représentation schématique de I'hématopoiéseaterat relation

avec les leucémies aigués myeloides [34].
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Commentaires:

Les blastes leucémiques des différentes classeaBgLAM MO a LAM M7)
correspondent approximativement aux différentetulesl de chaque lignage.
Cette classification FAB est toujours utilisée pes cytologistes quand ils ne
disposent d’aucun renseignement clinigue ou cytétgume. Les réactions
cytochimiques utilisées pour identifier les LA guaur but d'aider a préciser la
lignée d'appartenance des blastes en montrané¢emee ou l'absence d'activité

d'enzymes caractéristiques [35].

#* Myéloperoxydase

La cytochimie de la myéloperoxydase caractérisecédisiles myéloides
granuleuses et a un moindre degré les cellules oytaices. La présence d'une
activité myéloperoxydasique dans les blastes esttée par la dégradation de la
benzidine en produit marron vert en présence dexgde d’hydrogene dans les
cellules. Les lignées neutrophile et éosinophilentremt une positivité intense,
focalisée, alors que les cellules de la lignée rogiare expriment la MPO sous

forme de granulations cytoplasmiques fines et dssms [35].
% Estérases

Il existe deux types d’estéraseées estérases non spécifiquesapables
d'hydrolyser le naphtol-ASD-acétate (NASDA), sordgentes dans les lignées
granulocytaire et monocytaire. L'activité enzyma#igest révélée sous la forme
de grains bleus. L’'activité estérase de la lign@maunytaire est inhibée par le

fluorure de sodium, ce qui la différencie de cel&ela lignée granuleuse pour
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laquelle il n’y a pas d’inhibitionLes estérases spécifigueappelées butyrate-
estérases, caractérisent, les cellules monocytdifE&gsenciées. Les réactions
des estérases sont utilisées pour individualiser dellules granuleuses et

monocytaires au sein d’'une population blastiqué. [35

La définition de leucémie aigué selon le groupe F&Bose sur un taux de
blastes au myelogramme supérieur ou égal a 30 &néimie réfractaire avec
exces de blastes en transformation (AREB-T) reptégealors le stade évolutif
intermédiaire entre une AREB, appartenant aux synds myélodysplasiques,
et une LAM. La blastose de 'AREB-T se situait alentre 20 et 30% [34].

Selon la classification FAB, qui a évolué au fil ¢emps, on distingue 8
catégories de LAM (Tableau VI) en fonction de Itatenciation cellulaire de la
MO vers une ou plusieurs lignées cellulaires etddgré de maturation des

cellules. (Figures 14 a 20).
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LAM

Caractéristiques

Incidence %

MO
Indifférenciés

» Les blastes médullaires représent
plus de 90 % des cellules nucléée

* Myéloblastes sans granulation
corps d'Auer ni positivité pour
peroxydase.

» Le taux de blastes positifs po
MPO est <3 %.

e L'immunophénotypage des cellul
blastiques est nécessaire.

* Les blastes expriment au moins

antigenes myéloides et n’exprime

aucun marqueur lymphoide.

ent
'S,
ni
a

ur

M1
Myéloblastique
sans
différenciation

* Plus de 90 % des cellules de
moelle sont des blastes.

* Le taux de blastes positifs pour
MPO est supérieur ou égal a 3 %

* Les myéloblastes peuvent conte
quelgues granulations et/ou
corps d’Auer.

15-20

a

nir
un

M2
Myéloblastique
avec
différenciation

 MPO positifs (>ou égale a 3%)
Les blastes peuvent contenir un cg
d'Auer volumineux. Une monocytose p¢
étre présente.

ps
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M3
Promyeélocytaire

Les cellules infiltratives sont des

promyélocytes anomaux : cellul
hypergranuleuses, renfermant

es
de

nombreux grains azurophiles et des
corps d’Auer répartis en fagots dans  g_1
le cytoplasme et pouvant masquer

le noyau.

Il existe une variante cytologique,
peu granuleuse_: variante
microgranulaireou LAM3 variante.
MPO intensément positive.

M4
Myélomonocytaire

Ressemble a la LAM-M2 avec
contingent
supérieur a 5 G/L ou un continge
monocytaire médullaire supérieut
20% (monocytes et précursel
monocytaires).

Une forte activité estérasique.

monocytaire  sangui

n

Nt
a 25-30
rs

M4 EO
Myélomonocytaire
avec eosinophiles

Présente dans la moelle (pas dan
sang).

Un exces d'éosinophiles anormatx

grosses  granulations  violett
atypigues dispersées dans le cy
plasme au niveau des précurseur

S le
25-30

€S
yto-

4
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Plus de 80 % des cellules de la MO
sont des cellules monocytaires
(monoblastes, promonocytes ou
monocytes). Selon que les blastes
M5 sont des monoblastes ou plutot des
Monoblastique monocytes / promonocytes (aspect 2-10
différencié) on peut distinguer les
LAM5a et les LAMSb.
La MPO est faiblement positive et
les NASDA estérases sont positifs
et inhibées par NaF.
La moelle osseuse est infiltrée par
M6 _ >50% d’érythroblastes anormaux.
Elrjythroblasthue Il existe un excés de blastes par 3-5
Erythroleucémie rappgrt aux cellules non ’erythro—
blastiques (>30% de myéloblastes)
Les cellules blastigues sont peu
différenciées, pouvant montrer des
M? « blebs »cytoplasmiques.
Megacaryo- les MPO sont négatives 3-12
blastique '

Présence des micromeégacaryocyt

Cette entité est souvent associé
une myélofibrose ce qui rend ut
BOM et la CMF pour confronter |

es.
e a
le

e

diagnostic.

Tableau VI : Classification FAB des LAM [36].
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Figure 14: LAM-M1 « Envahissement médullaire par une majorité de
myéloblastes (Wright-Giemsa, x 1000) » [36].

Figure 15 LAM-M2 « Aspect hétérogene avec présence de blastes,

myéloblastes et maturation granuleuse anormalerigfit¥Giemsa, x1000) [36]
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Figure 16 LAM-M3 « Présence de blastes hypergranuleux et fagots de
corps d’Auer (Wright-Giemsa, x1000) » [36].

Figure 17 LAM-M4 « les noyaux sont monocytoides mélangés avec

éosinophiles anormaux (Wright-Giemsa, x1000) »}.[36
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Figure 18 LAM-M5 « Mélange de monoblastes et d’éléments monocgtaire
différenciés (Wright-Giemsa, x1000) » [36].

Figure 19 : LAM-M6 « meélange d’éléments de maturation érythroblastiques
dysérythropoiétiques et myéloblastes (Wright-Giem$800 » [36].
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Figure 20 LAM-M7 « Les cellules blastiques sont grandes, finement

granuleuse, et cytoplasme légerement basophilgfit¥Giemsa, x1000) » [36].

1.2. Classification de 'EGIL[37,38]

En 1995 le groupe de 'EGIL établi aussi une classificatdans laquelle les
LAM sont définies immunologiqguement par lI'expresside 2 ou plus des

marqueurs myélomonocytaires suivants :

. Anti-MPO (Myéloperoxydase),
. CD13, CD33,

. CDw65

. CD117(c-kit).

Seuls trois sous-types de la classification FABvpat étre définis de maniere

non équivoque par 'immunophénotypage (Tableau.VIl)
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1 —Lignée Myélomonocytique
anti-MPO +, CD13 +, CD 33+, CDw65+ et/ou COr11

2 —Lignée Erythroide (érythroide pure, M6)
» Précoce / immature : inclassable par les marqueurs

» Tardive / immature : anti-glyophorine A+

3 —Lignée Mégacaryotypique (M7)
CD41+ et/ou CD61+ membranaire ou cytoplgam

4 —Myéloide précoce (MO)
phénotype comme les autres LAM myélomonocytiques ma

marqueurs spécifiques cytochimiques et lymphoidad3, CD79a,

CD22.

5-TdT + LAM

6 —LAM avec expression d’antigenes lymphoides Ly+LAM

Tableau VIl : Classification de 'EGIL des LAM [38].

1.3. Classification OMS

En 2001 I'OMS a revu les classifications précédentes. ®dlle a intégré des

données cytogeénétiques, de biologie moléculairsi gjiime le caractére primaire
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ou secondaire de la leucémie (Syndrome myélodyispla®u a un traitement).

La classification des LAM se divise alors en quat@upes [39].

Depuis 2001, la classification FAB est complétée @ale de 'OMS. Cette

classification introduit les donnéearorphologiquesimmunophénotypiques

génétigueset dans le but de définir des entités biologiquanm@mogénes et
cliniguement pertinentes. Les LAM comprennent, demscas, quatre grandes
catégories les LAM avec anomalies génétiques récurrenkes LAM avec
signes de dysplasi€malformation ou déformation des celluleguchant
plusieurs lignéesles LAM secondaires a des thérapeutiques et qui
n’entrent pas dans toutes ces catégodepour lesquelles on peut avoir recours
a la classification FAB [40].

Cette classification est basée sur un seuil deddasie 20% pour diagnostiquer
une LAM contre 30 % dans la classification FAB. &fet, il a été démontré
gue le pronostic des patients dont la blastosetsaitsentre 20 % et 30 % et
classé dans la FAB comme syndrome myélodysplasitpie similaire a celui
des LAM avec taux de blastes supérieur a 30 %.eQad#issification se base
également sur lintégration des anomalies géné&iqéeurrentes, la prise en
considération des signes de dysplasie de la mmamranhyéloide et les
antecédents cliniques [39,41].

L’immunophénotypage puis la biologie moléculairet germis de confirmer
considérablement la solidité des bases de la fitz@®n FAB mais ont

progressivement souligné le besoin d’'une nouvelisologie pour prendre en
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compte de facon globale I'ensemble des donnéesdiiples obtenues a l'aide
des nouvelles techniques [42]. Ainsi la classiiaatde I'OMS des pathologies
hématologiques stratifie les tumeurs primitivesoseleur lignée : tumeurs
myéloides, tumeurs lymphoides, etc. Dans chaquégaae, les maladies

distinctes sont définies selon la combinaison désres suivants :

 la morphologie,
 I'immunophénotypage,
* les caractéristiques génétiques,

 les symptdmes cliniques

Ainsi 4 groupes et 17 sous-types de LAM sont reasr(iiableau VIII) [43].

LAM avec translocations cytogénétiques récurrentes
 LAM avec translocation t (8; 21) (q22; g22) ou AM{@BFa)/ ETO
 LAM avec translocation t (15; 17) (922 ; q11-12yatiant PML/RAR-

alpha ou Leucémie Aigué Promyélocytique

« LAM avec éosinophiles médullaires anormaux: inv({6)3922) ou
t (16; 16) (p13;911), CBF / MYH11X
 LAM avec anomalie 11923 (MLL)

LAM avec dysplasie multilignée

» LAM avec syndrome myélodysplasique majeur

* LAM sans syndrome myélodysplasique majeur

LAM et syndromes myélodysplasiques induits par agda alkylants ;
épipodophyllotoxines ou autre.
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LAM non différenciées

LAM peu différenciées (MO-FAB)

LAM sans maturation (M1-FAB)

LAM avec maturation (M2-FAB)

Leucémie Aigué Myélomonocytique (M4-FAB)
Leucémie Aigué Monocytique (M5-FAB)
Leucémie Aigué Erythroblastiques (M6-FAB)
Leucémie Aigué Mégacaryocytique (M7-FAB)
Leucémie Aigué Basophile

Leucémie Aigué Panmyéloide avec myélofibrose

Tableau VIl : Classification OMS «2001» des LAM [43].

En 2008 'OMS a de nouveau modifié la classification. hjectif était d’ajouter
les nouvelles données apparues depuis 2001 etnibinégser les criteres
définissant les pathologies myéloides sur le platernational. Un effort
particulier a été porté sur la distinction entre feoplasmes myéloides et les
LAM. L'OMS précise que certaines entités nouvellaim@écrites sont encore a

confirmer. Cela laisse sous-entendre une évolyimssible de la classification

actuellement disponible (Tableau 1X) [44].
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LAM avec anomalies génétigues récurrentes
—LAM avec t (15:17); PML/RARA (FAB M3)
—LAM avec t (8:21); RUNX1/RUNX1T1
—-LAM avec t (16:16) ou inv(16); CBFB/MYH11
—LAM avec t(9;11); MLLT3/MLL
—LAM avec t(6;9); DEK/NUP214 (Nouveau)
—LAM avec inv(3) ou t (3;3); RPN1/EVI1(Nouveau)
—LAM avec t (1;22); RBM15/MKL1 (Nouveau)

—Entités provisoires

* LAM avec mutation NPM1(Nouveau)
* LAM avec mutation CEBPA (Nouveau)

LAM avec des changements lies a la Myélodysplasi@€nommé)

LAM associées a la thérapie.

LAM NOS (25-30% des LAM)
—LAM avec différenciation minimal (FAB MO)
—LAM avec mutation (FAB M1)
—LAM avec maturation granulocytaire (FAB M2)
—LA Myélomonocytaire (FAB M4)
—LA Monoblastique /Monocytaire (FAB M5)
— LA érythroides (FAB M6)
—LA Mégacaryoblastiques (FAB M7)
—LA panmyelosis avec myélofibrose

—LA basophilique
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Sarcome Myéloide

Proliférations myéloides liées au syndrome de Down

-Anomalies myélopoiese transitoires

-Leucémie myéloide associée au syndraeri@aivn

Tumeurs blastigue dendritigues plasmacytoides cellaire

Tableau IX: Classification OMS « 2008 » des LAM (7 type4tsous-
types) [45,46].

2. Leucémies aigués lymphoblastiques

La leucémie aigué lymphoblastique (LAL) ese affection médullaire
caractérisée par une prolifération clonale de lyoldistes malins. On distingue
les LAL de la lignée B et celles de la lignée T][34

2.1. Classification FAB

En 1976 le groupe FAB établie aussi une classificatiomrpes LAL

basées sur une observation au microscope apreatimode routine [47].

On distingue les formes L1, L2 et L3 en fonctionl@spect du noyau et des
nucléoles, du rapport nucléocytoplasmique, de $jailie du cytoplasme et de
la présence des vacuoles cytoplasmique ; génénatdaesenucléoles ne sont pas
visibles (Tableau X et figures 21, 22 et 23) [48].
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LAL

Caractéristiques

Incidence (%)

Prolifération cellulaire homogéne
Blastes de 15 a 3an de diameétre

Rapport nucléocytoplasmique élevé (> 80 %0)
Noyau arrondi avec 1 ou 2 petites encoches

L1 Chromatine fine avec petit nucléole 30
Cytoplasme basophile réduit a une fine
couronne périnucléaire
Pas de corrélation entre morphologie et
immunologie
Prolifération cellulaire hétérogene
Blastes de 20 a 3dm de diametre
Rapport nucléocytoplasmique variable
(< 80 %)

L2 Noyau a contour régulier 65
Chromatine fine parfois réticulée 1 a 2
nucléoles bien visibles
Cytoplasme basophile avec parfois de fines

granulations peroxydase négative
Pas de corrélation entre morphologie et

immunologie.
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» Prolifération cellulaire hétérogéne
» Blastes de 20 a 3dn de diamétre

L3 * Noyau arrondi
Leucémie » Chromatine fine parfois perlée 1 a 2 s
de Burkitt nucléoles bien visibles

» Cytoplasme abondant trés basophile souvent
criblé de vacuoles

» Marqueurs immunologiques des

proliférations B

Tableau X: Classification FAB des LAL [49,34].

<

Figure 21: LAL 1 « le rapport nucléocytoplasmique est tres élevé et

I'absence de nucléoles» [50].
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Figure 22: LAL 2 « présence des nucléoles visible et cytoplasne plu
abondant » [50].

Figure 23: LAL 3 «Envahissement médullaire par de grandes cellules

blastiques a cytoplasme hyperbasophile vacuoldise}»
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2.2. Classification de 'EGIL

En 1995 'EGIL met en place un systeme de classificaties LAL selon
leurs marqueurs de surface cela permet a la faikstieguer le caractére Bou T
de la LAL et de définir un stade de maturation cddé a IV; car la cytologie ne

permet pas une bonne distinction entre les diftéseformes observées [37].

Les leucémies aigués lymphoblastiques B ou TlJes sont toutes développées
a partir de cellules immatures, le sont a partipdieurseurs ayant 4 niveaux de
différenciation distincts dont les phénotypes imologiques ont été définis par
'EGIL (Tableau XI) [51].

Ces proliférations sont parfois porteuses d’anasatiytogénétiques ayant une
valeur pronostiqgue importante qui entraine uneepes charge thérapeutique
différente [52].
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Lignée B : toujours C19+ et/ou CD79+ et/ou CD22+

Bl (pro-B) Pas d’autre marqueur B

Bll (B commune) CD10+

Blll (pré-B) h@ineu intracytoplasmique
BIV (B mature) Chailégére Kappa ou Lambda de surface
Lignée T : toujours CD3+ en intracytoplasmique ou en s@fac
TI (Pro-T) CD7+

TII (pré-T) CD2+ et/ou CD5+ et/ou CD8+
T-III (T cortical) CI+

T-IV (T mature) CD@n surface, CDla-
a:alpT TG+

b:y6T TGR+

Tableau Xl : Classification immunophénotypique des LAL sel&GIL [37].

2.3. Classification OMS

La classification des leucémies aigués (LA) propgs& 'OMS en 2001
(Tableau XIl), integre des données génétiques mtiqguks aux données
morphologiques et immunophénotypiques déja utdisdans les précédentes
classifications FAB et de 'EGIL [53].
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Classification des leucémies aigués lymphoides darprésence d’anomalies

génétigues récurrentes :

% Leucémies aigués lymphoides hyperdiploides a ¢éu$0 chromosome
(entre 51 et 64)
- Fréquence estimée a 20-25 % des LAL chez I'er{faet 10 ans).
- Il s’agit le plus souvent de LAL communes (BIhmhyperleucocytaires

- Bon pronostic

s Leucémies aigués lymphoides hyperdiploides a na®rdb chromosomes

- Fréguence estimée a 5 % environ.
- Il s’agit habituellement de LAL B communes (Bihais parfois aussi de LA
T dans 20 % des cas.
- Mauvais pronostic
s Leucémies aigués lymphoides B avec t (12;21) 2I23;
- Fréguence dans 25 % des cas de LAL B de I'enfant,
- Pronostic favorable
% Leucémies aigués lymphoides B avec t (1;19) (dZ33)
- 6 % des cas de LAL B chez I'enfant.
- Pronostic péjoratif
s Leucémies aigués lymphoides B avec t (9;22) (d343)
-Rares chez I'enfant (3 a 4%)
* Leucémies aigués lymphoides B avec anomalies e gL (11923)
- Fréguence chez I'enfant estimée a 2-3 %,

- Constitue 60 % environ des LAL B de I'enfant deins de 1 an

D

S

D
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s Leucémies aigués lymphoides a cellules de Burkitt
s Leucémies aigués lymphoides T avec t (5;14) (&5;q
- 25 % des LAL T de I'enfant.

- Mauvais pronostic

Leucémies aiqués lymphoides sans anomalies génégigsignificatives.

D’autres anomalies cytogénétiques sont mises eegoe dans les LAL, maig
elles ne sont pas associées a des entités panesuli
Il existe en outre des LAL B ou T pour lesquellasune anomalie génétique

n’est actuellement détectée.

Tableau Xl : classification OMS « 2001 » des LAL [53,54].

En 2008 I'OMS apporte plusieurs entités spécifigues cHeg patients
présentant une leucémie aigué lymphoblastique gee tB définies par
'existence d'anomalies chromosomiques associégmmmaoent avec des
caractéristiques phénotypiques et pronostique €BabXllIl). lls comprennent le
t (9;22), t (v;11923), t (12;21), LAL B avec hyp@ibidie, LAL B avec
hypodiploidie, t (5;14) et t (1;19). D'autres antigg® chromosomiques, telles
gue del (69), del (9p), et del (12p) ne semblest gfdecter l'issue du tous les
patients [55].
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Précurseur de la leucémie aigué lymphoblastique Bymphomes non

spécifiés « lymphoma not otherwise specified » (NQS

Précurseur B de la leucémie aiqué lymphoblastigudymphome avec

anomalies génétigues récurrentes

t (9;22) (q34;q11.2); BCR-ABL1

t (v;11923); MLL (réarrangé)

t (12;21) (p13;922); TEL/AML 1 (ETV6-RUNX1)
B-ALL avec hyperdiploidie

B-ALL avec hypodiploidie
t (5;14) (931;932); IL3-IGH
t (1;19) (923;p13.3); E2A-PBX1 (TCF-PBX1)

Précurseur des cellules T de leucémie aigué lymphabtique

Tableau XIIl : Modification apportée par classification OMS 8(65,56].

Les anomalies de bon pronostic sont l'hyperdipwidentre 51 et 65

chromosomes et la translocation (12; 21) (p13; gR2)uxtapose les genes TEL

et AML-1. Elles sont celles qui sont le plus largarm retrouvées puisque

présentes dans plus de la moitié des cas. Au a@ntume hypodiploidie, une

translocation (9;22) (g34;g11.2) juxtaposant lesiege BCR et ABL, une

translocation (4;11) (g21;923) responsable ded@fudu gene MLL et du gene
AF4 ou une translocation (1;19) (923; p13.3) jurant les génes E2A et PBX

sont des anomalies de mauvais pronostic. D’autresnalies peuvent étre

retrouvées qui sont associées a un pronostic igthieine [52].
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3. Leucémies aigués biphénotypiques

Les leucémies aigués biphénotypiques (biphenotggigte leukemia :
BAL) sont identifiées par la présence sur les méimeastes de molécules
membranaires ou cytoplasmiques appartenant a awmsmdeux lignées

(lymphoide B, T ou myéloide).

Seul 'examen par cytométrie en flux est susceptibidentifier la leucémie

aigué biphénotypique. La terminologie de la littéra concernant les BAL est
néanmoins tres confuse, car ces leucémies sontpaurgss appelées leucémies
«mixtes», leucémies «Hybrides», leucémies «My+LAlp encore leucémies
«Ly+LAM». Elles devraient en réalité étre appelémscémies «chimeres » a
distinguer cependant des leucémies biclonales suledeémies exprimant de
facon aberrante un ou plusieurs marqueurs. Les Ba#it observés aussi bien
chez I'adulte que chez I'enfant. Comme dans les L A&bfttaines BAL peuvent
apparaitre de novo et d’autres peuvent étre sewesdaux traitements en

particulier a la chimiothérapie et/ou a la radiodpée [52].

L’aspect morphologique des BAL est hétérogéne; cerdans toutes les LA, il
existe dans la moelle plus de 20% de blastes, lderdspects font évoquer soit
des lymphoblastes dans environ 1/3 des cas so#& pieguemment des
myéloblastes. En cas de LAM, un aspect de LAMS3, 16AMI LAM7 semblerait
exceptionnel voire inexistant. La coloration a I®® est essentielle : elle peut
étre positive, caractérisant la Ly+ LAM, ou négatat identifiant alors la My+

LAL. Lors de 'immunophénotypage par cytométrie ferx, des marqueurs de
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surface sont mis en évidence. Une équivalence émspest attribuée aux

marqueurs les plus spécifiques des lignées [57].

En 1995, 'EGIL a proposé un systeme de score permettandéerminer le
caractere biphénotypique des LA (Tableau XIV). Cers correspond au total
des points. Alors a partir du moment ou ce scotes@gérieur a 2 pour deux
lignées, la leucémie est biphénotypique et déclapde My+ (T/My ou B/My)
ou LAM Ly+ selon les lignées engagées. D'ou, unedéeie aigué avec un

score supérieur a 2 dans une lignée et un scosdaihle dans une autre ne peut

étre considéréee comme une BAL [52].

Score Lignée B Lignée T Lignée Myéloide
CD79a CD3
2 points CD22 cyt ahti-T anti-MPO
IgM cyt anti-TCR
CD19 CD2 CD13
1 point CD10 CD5 CD33
CD20 CD8 CD117
CD10 CDW65
CD14
0,5 point TdT TdT CD15
CD24 CD64
Tableau XIV: Identification de BAL par détermination du score

immunologique de I'EGIL « Valeur en points attrileu& chaque marqueur pour

les lignées B, T et Myéloide. » [52].

66




Contrairement a I'EGIL, 'OMS er2008 a décidé de regrouper les BAL et les
leucémies aigués avec la présence de marqueursuaisesous le terme de LA
phénotypiquement mixtes ou MPAL (Mixed Phenotypeait&c.eukemia). Pour
inclure les LA dans ce groupe des MPAL, le scorelB&IL n’était plus
approprié et a été remplacé par un ensemble d&regiimmunologiques ou
biochimiques. L’objectif était de conserver uniqeermles marqueurs de lignée
les plus importants comme le CD3 cytoplasmique felignée T. En associant
les données génétiques telles que les translosatfmomosomiques et cliniques
comme les antécédents de syndrome myélodysplasiggenouveaux critéres

doivent permettre une meilleure classification BE3AL [52].

De plus, 'OMS en 200@xclut des MPAL les leucémies aigués avec anomalies
cytogéneétiques réecurrentes: les LA avec t (8;2101%;17) ou inv(16) sont
classées dans les LAM avec anomalies cytogénétiggéesrrentes malgré

I'expression de marqueurs de lignées non myeéldakis

La classificationOMS de 2008 a créé des catégories distinctes peux d

anomalies cytogénétiques, les plus communes deddes les MPAL:

% LA de phénotype mixte avec t (9;22) (q34;911.2CRBABL.
% LA de phénotype mixte avec t (v;11923) ; MLL réaga.

Ces entités sont corrélées a un mauvais prondstiiMS 2008 classe les

MPAL sans anomalie cytogénétique spécifique en :

% LA de phénotype mixte B et myéloide, sans autreipation.

% LA de phénotype mixte T et myéloide, sans autreifipation [44].
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4. La limite des classifications

L’intérét de classer les LA en groupes et sgumipes est a la fois
scientifique et clinique a pour but de mieux coemalre les mécanismes de ces

pathologies ce qui permet une meilleure prise angehdes patients [44].

Toutefois, les progres technologiques et scienkfgjont montré des limites a
ces classifications du fait que loin de pouvoieéigées, elles sont constamment
revues et améliorées et malgré ces révisions, igestaleucémies sont
« inclassables » car elles présentent des marquelasfois lymphoides et
myéloides. Il peut s’agir d’'une seule leucémie difghénotypique (BAL) ou de

deux pathologies concomitantes [58].

Ces cas, tres rares, ont obligé la communauté tBmjae et médicale a
reconsidérer les classifications jusqu’a présenmisées selon la dichotomie
myeéloide/ lymphoide. A terme, il est a souhaitee des classifications des
leucémies aigués comme de I'ensemble des hémopatimspirent et évoluent
conjointement aux modifications de la compréhendtihématopoiese et de la

reconsidération de son schéma classique [59].

5. Approche algorithmique de la classification des leztémies aigués
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Morphologie l

Taux de blastes supérieur ou égal Taux de blastes strictement

a 20% (sang ou moelle) supérieur a 20% (sang ou moelle)
Immunophénotypage Cytogénétique

t (8 ; 21)\Vif16)
t(16;16) 6u t(15;017

LAM avec anomalies Aucune
génétiques récurrentes leucémie aigué

A 4

Myéloide Précurseurs des Précurseurs des cellules B
cellules T

A 4 \ 4

LALT Cytogénétique

o AN

LAL B, NOS LAL B avec anomalies
génétiques récurrentes
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Cytogénétique

LAM liées au
traitement

Prolifération

myéloide de

syndrome de
Dawn

A 4

LAM avec

anomalies
génétiques
récurrentes

Morphologie de la
dysplasie
multilignée

Présent Absent

LAM avec des
changements
liésala
Myélodysplasie

LAM, NOS

Schéma 2Approche algorithmique sur la classification tlscémies

aigués [48,60].
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C. DIAGNOSTIC DES LEUCEMIES AIGUES

1. Laclinique :

Le diagnostic initial des leucémies aigués reposéexpression clinique

de la maladie qui se résume en deux types de sigeex qui sont liés a

I'insuffisance médullaire et ceux qui sont liéa @iolifération tumorale [27].

LAM

LAL

Il s’agit le plus souvent d’un tableau

clinique d’apparition brutale, la

découverte est plus rarement fortuite :

numeration systématique ou
surveillance d’'une pathologie
considérée comme un facteur de risq
(Myélodysplasie, SMP...)

* Insuffisance médullaire

(Syndrome anémiqué&yndrome

infectieux, Syndrome hémorragique)

» Le syndrome tumoral peut étre le

premier point d’appel

Elles sont parfois identiques aux LAl
e Une insuffisance médullaire

(syndrome anémigusyndrome

hémorragiquesyndrome

infectieuy).
ju4e Un syndrome tumoral modéré

(adénopathies, splénomégalie et/
hépatomégalie est noté souvent
dans les LAL que dans les LAM.

» Des douleurs osseuses
spontanées.

» Les atteintes neurologiques

¢ Une atteinte testiculaire

M

ou

Tableau XV: Tableau clinique des leucémies aigués [61,62,63].
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2. Diagnostic biologique:

2.1. Diagnostic positif:

Il repose généralement sur hémogramme, myélograeimes autres
examens complémentaires : immunophénotypage, ¢geotet biologie

moléculaire. Ces examens aident a identifier le gy la leucémie aigué [48].

2.1.1.Hémogramme:

Il est toujours anormal et représente I'examen iéftation majeur du

diagnostic.

a) Prélevement

Tourniquet

Puncture

S ' . ‘)“)' >
‘ Yy site covered

Specimen
retrieved

Figure 24 Prélevement veineux au pli du coude pour lasatbn

d’hémogramme [64].
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Le sang est prélevé de la veine situé au pli ddediigure 24) ou de la veine
dorsale de la main, et recueilli dans un tube EDD&s frottis sanguins

capillaires au bout du doigt peuvent étre réalisés.

b) Interprétation [28,65,66]

La sémiologie compléte comporte une pancytopéar@mie (90 a 95 %
des casarégénérative normocytaire neutropénie etthrombopénie (90 % des

cas). La pancytopénie est accompagnée le plus sbulene blastose
Cependant, il existe de nombreuses atypies (+++) nggxcluent pas le
diagnostic de LA. L'anémie et/ou la thrombopénieveat étre absentes a la
phase précoce. Il peut exister une leuco-neutrepéniec de rares blastes

circulants. Aussi, on peut avoir une pancytopéaresdlaste circulant.

2.1.2.Myélogramme :

La ponction médullaire permet I'étude morphologiqdes cellules

médullaires sur étalements, aprés une colorati@ssiue de type May-

Grunwald-Giemsa ou Wright [67].

Le myélogramme est indispensable pour affirmerndgrbstic «<Examen clé» et

doit étre réalisé devant touigancytopénie méme en l'absencee blastes

circulants [68]. Il permet de compléter le bilampostique par un caryotype, un
immunophénotypage des cellules leucémiques et wmex de biologie
moléculaire. Il peut étre réalisé quelle que soprdofondeur de la thrombopénie

ou en fonction des troubles éventuels de 'hémeséasociés a la maladie. Le
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myélogramme permet aussi de réaliser une cladsiiicaytologique des LA en

groupes cytologiques [69].

a) Prélevement :

La ponction médullaire se pratigue a l'aide d'uncart de Mallarmé

(Figure 25) soit par une:

v Ponction sternale (PS): au niveau du manubriunmater c6té de la ligne
médiane au niveau du premier espace intercostal.
v' Ponction iliaque (PI): au niveau de I'Epine iliacpestéro-supérieure ou

au niveau de I'Epine iliaque antéro-supérieure.[67]

Myélogramme

Figure 25 Réalisation d’'un myélogramme [70].
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b) Préparation :

L’échantillon de la moelle est déposé et étalé&ar10 lames de verre

dégraissées selon différentes techniques dontles grincipales sont :

» Les frottis : la procédure des frottis médullaifEgure 26) est similaire a
celle des frottis sanguins bien que la viscositéad®moelle soit différente
de celle du sang. Les lames sont laissées a &dempérature ambiante
sur un plan horizontal en évitant de les agiteqyies ce qu’elles soient
totalement seches.

» les écrasements de grains de moelle ou « grumeawsette technique
consiste a déposer un grain de moelle sur une ¢éaraad’écraser avec une

seconde lame tout en 'étalant [71].

Etalerent e
—
A/ /é?/

Figure 26. Frottis médullaire [72].
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c) Interprétation :

Le myélogramme montre typiquement : [61]

v Une moelle en général hypercellulaire avec dimonutides lignées
cellulaires normales (granuleuse, érythroide etatayocytaire) ;

v Un infiltrat blastique souvent élevé (90%). Il faut moins 20% de blastes
pour poser le diagnostic de LA selon la nouveléssification de 'OMS;

v Une différenciation résiduelle parfois anormale Iypacléaires,
monocytes, mégacaryocytes anormaux) ;

v' Les blastes et les éléments de différentiation @eticontenir des
granulations anormales comme les corps d’Auer :

# Rares dans les M1, M4 ou M5; fréquents dans les M2.

% Tres nombreux, en " fagots ", dans les LA promyyiaice (M3)

L’'aspiration du suc médullaire est parfois impoksin cas de fibrose. Ce cas
de figure est fréquent lors de la LAM mégacarydidag (LAM7). La
réalisation d’'une BOM est alors impérative pour npettre d’apprécier

l'infiltration blastique et de démontrer la présentune myélofibrose [73].

2.1.3.Etude cytochimique:

Les études cytochimiques compléetent linterprétatytologique, donc,
elle a pour but de confirmer la lignée d’apparteeames blastesl’étude

cytochimique est généralement réalisée sur dessfsatnguin ou médullaire. Le
principe repose sur la dégradation d'un substrahssique par I'enzyme étudiée

en un produit insoluble et coloré observable enrasiopie optique. Les

76



colorations de routine concernent essentiellemeatixdtypes d’activités

enzymatiques : les myéloperoxydasaracteristiques des LAM, et les estérases

qui sont positives sur les cellules granuleus@sagtocytaires [74].
% Cytochimie de la Myéloperoxydase

La myéloperoxydase caractérise les cellules myétogtanulocytaires et
a un moindre degré les cellules monocytaires. EBe absente dans les
lymphocytes et les globules rouges (Figure 27 &tR28ns la LAL, les cellules
leucémiques sont négatives pour la réaction aux MROpositivité de la
réaction des MPO ne peut excéder 3% des blas#ls) [7

#* Noir soudan B

Plusieurs lipides intracellulaires, y compris lekogpholipides sont
colorés intensément par le noir soudan B. Les pul@aires neutrophiles et
leurs précurseurs montrent une granulation inthale@le bleue noire. Les
monocytes se colorent moins intensément et leshpayies ne se colorent pas

avec le noir soudan B [74].
3% PSA (Periodic Acid-Schiff)

L'acide périodique Schiff (PAS) met en évidenceglgcogeéne et les
mucopolysaccharides neutres intracellulaires [83].coloration de PAS est
positive dans les blastes de LAL, avec une prextipit en grosses granulations

ou en blocs en couronne sur un cytoplasme négatifule 29). L’étude
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cytochimique a tendance d’étre abandonnée au mefiimmunophénotypage
par la CMF [75].

- ~d ~
S - .
g5 ~ : s
. 4 * K
P X .
[4 -
T s - - <
= .
yx e 3B
4 pr e
" . .
’ = RN
# -~ . i
- 7 .l " o
—~ B [ i o =y

.'.
MOk, AL

Figure 27 Absence d'activité myéloperoxydasique dans lastes (LAL)

alors qu'un précurseur granulocytaire résiduphegit nettement positif [76].

Figure 28: LAM (LAM3v selon classification de FAB) réactiopositif au

myéloperoxydase [76].
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Figure 29: LAL : réaction cytochimique a I'acide périodig8ehiff [75].

2.1.4.Immunophénotypage des blastes

L’immunophénotypage recherche par cytométrie er Ffiexpression de
divers antigénes de différenciation membranairesntracytoplasmiques pour
établir le bon diagnostic et pronostic ainsi deirdéfla lignée des cellules
leucémiques [58]. (Cf. paragraphe D)

= || permet de déterminer, a l'aide d’AcMo, la cldisition de LAL, le type
de lignée : lignée B ou T, ainsi que le stade diiration.

= 75 % des LAL de l'adulte sont de la lignée B (propBe-B et B mature)
alors que les LAL T (pré-T et T) ne représenterg b % des cas.

= || permet également de chercher l'existence ou wen marqueurs
myéloides associés (le CD13, le CD33 et parfoSD&4 un marqueur de
progéniteur [45].
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2.1.5.Etude cytogénétiqgue

L’analyse cytogénétique d’'une leucémie aigué chezpatient suspecté
est devenue un élément essentiel du diagnostic &8 résultats, qui doivent
étre obtenus tbt, permettent de déterminer, cexaantités pathologiques et

d’engager une thérapeutique plus spécifique (TabXd4) [77].

Le caryotype révele toutes les aberrations redssalles au microscope qui
survienne simultanément dans les cellules leucasiqudépendamment du fait

gue ces aberrations sont numeériques ou structsijeiBg.

Bien gu'il s’agisse d’'un examen indispensable;deyotype est parfois mis en
défaut, donc, il est avantageusement associé athnitpies de biologie
moléculaire (PCR ou FISH) qui se rendent trés sitiwur compléter le

caryotype conventionnel [79].
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Figure 3Q Etapes de I'analyse en cytogénétique [80].

81




Caryotypes typiques

Possibles particularités cliniques

et/ou connotations pronostiques

LAM
MO (2-3%)

M1 (15-20%)
M2 (25-30%)
M3 (5-10%)

M4 (20-30%)

M4eo (5-10%)

M5 (10%)

M6 (3-5%)

M7 (3-12%)

inv (3926) et t (3;3)
(1%)

t (8:21) (40%)
t (15:17) (98%)

11923 (20%) et 3926
(3%)
inv (16) et t (16;16)
(80%)
11023 (20%)

t (1:22) (5%)

*Mauvais pronostic

*Chloromes, bon pronostic
*CIVD, sensibilité a 'ATRA, bon
pronostic

*Atteintes cutanée, gingivale ou
méningée, mauvais pronostic
*Hyperleucocytose, atteinte
méningée, bon pronostic
*Hyperleucocytose, atteintes
cutanée, gingivale ou méningée,
mauvais pronostic

*Sujets agés, antécédent de
Myélodysplasie, anémie, faible
syndrome tumoral, arthropathies
signes dysimmunitaires
*Enfants trisomiques ou antécéde
de syndrome myéloprolifératif,

mauvais pronostic

(D
—

nt
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LAL
LAL B (< 5%)

LAL T (10-
15%)

LAL pré-B

LAL pré-B

LAL pro-B

LAL pro-B
LAL pro-B

t (8;14) et variants

t (1;14)

hyperdiploidie

t (1;19) (enfants:25%)

t (9;22) (adultes:20-
30%)
t (12;21) (enfants 25%)
t (4;11)

*sexe masculin (83 %), jeune age
(66 % < 35 ans), cinétique rapide
adénopathies abdominales, atteir
méningée.

*Hyperleucocytose, sexe masculi
masse médiatisnale, atteinte
méningée, mauvais pronostic
*Age entre 1 et 10 ans, absence
d’hyperleucocytose, bon pronostig
*Hyperleucocytose, mauvais
pronostic

*Sujets agés, hyperleucocytose,
mauvais pronostic

*Age (1 a 10 ans), rechutes tardiv
*Nourrisson, hyperleucocytose,

mauvais pronostic

)

es

LAM : leucémie aigué myeéloide AL : leucémie aigué lymphoblastique ;

CIVD : coagulation intravasculaire disséminé&€lRA : acide tout-trans-

rétinoique (Trétinoine).

Tableau XVI: Quelgues entités clinicobiologiques classiquesean des

leucémies aigués (fréquences respectives entratpases) [28].
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2.1.6.Biologie moléculaire:

La biologie moléculaire permet de :

= Mettre en évidence des anomalies (translocationaugations) lorsque le
caryotype est normal ou en cas d’échec.

= Rechercher de nouveaux facteurs pronostiques maiési: mutations
ou surexpression d’oncogenes (FLT3, NPML1...) encaesde cadre
d’étude [100].

La biologie moléculaire s’est développé grace adikponibilité de sondes
moléculaires marquées ou révélées par un ou phssifluorochromes qui
s’hybrident sur les séquences homologues danshesnosomes (FISH sur
métaphase) et les noyaux (cytogénétique interph@psigla détection des
signaux spécifiques se fait au microscope a flummese équipé de filtres
spécifiques de chacun des fluorochromes employés @tis souvent couplé a

une caméra CCD et un logiciel d’analyses d'imad@é$. [

La PCR est un test enzymatique qui fournit une od#tplus sensible et rapide
permet de détecter les transcrits de fusion auaniveoléculaire lorsqu’il existe
une translocation récurrente et/ou le réarrangeaengenes des Ig (LAL B) ou
des genes du récepteur T pour 'Ag (LAL T) spéciéig du clone malin. Elle est
quantitative permettant le suivi de la « maladgdéelle (MRD)».De méme,

dans le cadre de LAM elle permet surtout de trouwremarqueur de maladie
résiduelle: fusion PML- RARA dans les LAM3, AML1-BErdans des LAM2,

marqueur spécifique de chaque leucémie pour évghaer des meéthodes
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quantitatives le nombre de cellules leucémiquesigtantes apres chaque phase

de traitement [83].

2.1.7.Autres examens

 Etude du liquide céphalorachidierf47]

Le dosage de la protéinorachie et de la glycorgohimet de sensibiliser

la recherche de cellules malignes dans le LCR.

» Bilan d’hémostase [47,84]

Le bilan biologique recherche une CIVEE@uente dans M3 et & moindre
degré M4 et M5) : Diminution du TP, allongementTDA, consommation du

fibrinogene, D-dimeres (méthode latex) et complesatgbles positifs.

» Evaluation du syndrome de lyse tumorjdl7,384]

Le bilan biologique recherche :

* LDH, uricémie : augmentés.

* Hyperphosphatémie, hypocalcémie.

* Hyperkaliémie, Acidose métabolique.

* Créatininémie, urée plasmatique : insuffisancelé.

» Bilan du syndrome infectieu}61]

» Radiographie pulmonairdg47]

« Bilan immunohématologiqud47]
e Autres[85]
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— Bilan biologique hépatique
— lonogramme sanguin et le dosage des lysozymegissret urinaires

» Bilan préthérapeutiqud61]

Evaluation de la fonction cardiaque par 'lECG éthographie cardiaque

2.2. Diagnostic différentiel:

La présentation initiale de la leucémie aigué d@wie distinguée d'une
variété de troubles hématologiques malignes etgbési des infections et des
maladies rhumatoides. Le diagnostic différentiel pese devant le tableau
clinique et biologique [62,86].

Lorsque le tableau associe au premier plan adémepatsplénomégalie,
asthénie, fievre associées ou non a des anomalilssfdrmule sanguine, il faut
distinguer les infections virales type mononucléosectieuse (virus d’Epstein-
Barr) ou cytomégalovirose d’'une LAL et savoir regafire une leishmaniose
viscérale. En cas d’hépatosplénomégalie et d’hgpedcytose, les données de
’hémogramme permettent d’éliminer les SMD et lymoptolifératifs
chroniques. Lorsque ce syndrome tumoral est idabe, doit pas étre confondu

avec une pathologie métabolique (maladie de Gajcher

Les LA a tableau pancytopénique doivent étre difiérées des aplasies
médullaires. Le cytologiste averti distingue aisgtrles métastases médullaires
de tumeurs solides (neuroblastome en particuliemed LAL. Le syndrome

myéloprolifératif néonatal transitoire des trisomeg 21(réaction leucémoide)
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régresse spontanément en quelques semaines owegialmpis, mais peut

déboucher rarement sur une authentique LAM.

Enfin, certains lymphomes malins, en particulienphoblastiques ou de type
Burkitt avec atteinte médullaire, peuvent étre isgioles a distinguer de leurs
équivalents leucémiques. Ceci n’est pas génant dtamé I'absence de réelles

différences thérapeutiques en pratique [28].

D. APPORT DE L'IMMUNOPHENOTYPAGE PAR CMF
DANS LE DIAGNOSTIC DES LEUCEMIES AIGUES

L'utilisation systématique de l'anticor@D45 a améliorée le repérage des
différentes populations cellulaires et notammens téastes, elle a facilité
I'interprétation des histogrammes obtenus. L'imnph@mnotypage ainsi réalisé
est devenu une technique indispensable au diagriesti leucémies aigues tant
lymphoblastiques (LAL) que myéloides (LAM) [27].

1. Nature du prélévement :

Les échantillons de sang ou de la moelle §2nal) sont prélevés sur tubes
EDTA (Ethylene-Diamine-Tétra-Acétique-Tripotassijjuet sont acheminés
immédiatement au laboratoire, ils peuvent étreiamsserves a 4° pendant 24h.
Ces échantillons vont servir d’'une part pour kigwcytologique et d’'autre part

pour I'analyse immunologique [87].
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2. Utilisation du CD45

Le CDA45, encore appe#intigene leucocytaire communson intérét dans
le phénotypage des leucémies aigués réside ddag e son expression est
d'intensité variable selon le degré de maturaties ckllules: elle est faible sur
les éléments immatures, blastiques, et forte sucddlules les plus matures des
lignées granulomonocytaire et lymphoide. L’antig&i@45 n'est pas exprimeé

par les érythroblastes ni par les plaquettes [Rigufe 31).

Ainsi, le phénotypage s’est rendu simple, rapiderétis, il consiste a travailler
sur la moelle totale sans séparation cellulairalpl#e en évitant les pertes
cellulaires difficiles a contrdler. Brievement, taoelle est repartie dans une
série de tubes, chaque tube contenant un anticoapgué a l'isothiocyanate de
fluorescéine (FITC) et un anticorps couple a lagodyythrine (PE), ainsi que
I'anticorps CD45 couplé a la cyanine5 (Cy5). Airlss différents anticorps
myéloides et lymphoides sont-ils regroupés deusux de qui permet de mettre

en évidence d'éventuelles coexpressions [27].

Les marquages intracytoplasmiques sont effectuéagm similaire avec une
étape préalable de perméabilisation des cellulesphénotypage sur moelle
totale permet également un contrGle de l'expressies anticorps sur les
populations normales résiduelles et d'avoir aimsicantréle interne positif et
négatif. Enfin, dans ces conditions techniquesgsii possible d'effectuer un

immunophénotypage méme si le pourcentage de blestésible [27].
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Il est nécessaire de tester plus d'un antigenédndgue lignée (lymphoide B ou
T, granulomonocytaire, érythroide, mégacaryocylaicar ces différentes
molécules ne sont pas réellement spécifiques dignée. Les panels proposés
par 'EGIL permettent de classer au moins 98 %leesémies (Tableau XVII).
L'assignement des blastes a une lignée reposa positivité aussi bien que sur

la négativité des résultats obtenus avec les diitérantigenes testés [27].
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Figure 31 CD45 Gating (exemple de cytogrammes CD45 / Sire¢{27].

90



Antigenes d'immaturité CD34, HLA-DR

Antigenes associés a la lignée lymphoide T | CD2, CD3c/s, CD5, CD7,
CD1, CD4 et CDS8

Antigenes associés a la lignée lymphoide B | CD19, CD22c/s, CD79a c,
CD10, CD20, uc, Igs

Antigenes associes aux lignées CD117, CD33, CD13, MPO,
granulomonocytaire CD15, CD11 b, CDt 4, CD3¢

)

Antigenes associés aux lignées érythroide et Anti-glyophorine A, CD61,

mégacaryocytaire CD41

CD : classe de différenciatiorig : immunoglobulines ¢ : cytoplasmique s :

surface.

Tableau XVII : Panels des anticorps testés pour le phénotypegykedcémies

aigués [27]
3. Principe de marquage: [87,88]

Le typage cellulaire se fait par double marquageMo spécifiqgues aux
antigénes leucocytaires sont couplés a deux tymedlubrochromes : soit
fluorescéine (FITC) soit la phycoérythrine (PE). oatériel biologique utilisé
est soit un échantillon de moelle ou de sang lysénarquage membranaire est
réalisé par I'immunofluorescence directe sur samgtal, 10 ul de chaque
anticorps marqués soit par FITC ou PE est ajoutdD@ pl de suspension

cellulaire de sang total ajusté a 5000 cellules¥npmis incubé pendant 15 mn a
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'obscurité et a 4°c. Ensuite, 2ml de la solutioe lyse constituée par le
formaldéhyde (<15%), qui permet une fixation deButss, et du diéthyléne

glycol (< 50%), sont rajoutés dans chaque tube ipgighés 10 mn a I'obscurité
et & température ambiante. On centrifuge a 2008 fendant 2 mn et on

élimine le surnageant. Les anticorps non fixés sawés au PBS (Phosphate
Buffer Salin) et apres centrifugation repris dansn) de PNS/Azide (Azide

inhibe la chaine respiratoire et entraine I'inhdnt de I'internalisation des Ac

fixés aux cellules), pour étre analysé par CMFnambre de cellules a acquérir
est de 1bcellules par tube et le débit ne doit pas dépat@révénements par
seconde. Pour le marquage intracellulaire, I'éta@dixation est précédée par
une étape de perméabilisation: les cellules solb#isées dans 500ul de la
solution associant le formaldéhyde et un perméamti puis incubées a
I'obscurité a 4°c pendant 10mn, aprés centrifugate culot obtenu est repris
dans 0.5ml de PBS/Azide et on analyse les cellyas CMF dans les mémes

conditions que le marquage membranaire.
4. Stratégie de 'immunophénotypagd89]

La caractérisation immunophénotypique se compadaitdeux étapes
consécutives (Tableau XVIII). Le premier panel sedssigner la prolifération
cellulaire a la lignée lymphoide B ou T ou myéloi8elon les résultats obtenus
a l'examen initial, le deuxiéeme niveau de l'enquééea évalué. Donc le
deuxiéme panel est concu pour identifier le sthldifférenciation, le pronostic
des caractéristiques ou des phénotypes aberraatslpsurveillance maladie

résiduelle. L'utilisation du CD45 est recommandéeirpdifférencier entre les
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populations cellulaires, il permet de délimiter lesntingents cellulaires et
mieux cibler les blastes. Un marqueur est consid@&m@me positif s’il est
exprimé par 20% des blastes au minimum. L’analyse rsultats par CMF

repose sur I'analyse de I'ensemble des grapheswuhte

Marqueurs Marqueurs Marqueurs Marqueurs non

des cellules B des cellules T| myéloides spécifiques

1% CD79a, sCD3, CD13, CD33, | CD45
étape CD19, CD22 | cyCD3, CD7 | anti-MPO

2°me cyt Ig, slg CD1a, CD4, | CD117, CD41,| CD34, DR, TdT,
étapes CD5, CD8 CD61, GlycoA | CD10

CD : classe de différenciatiorig : immunoglobulines ¢ : cytoplasmique s :

surface

Tableau XVIII: Panels des anticorps utilisés pour chaque étapaéhotypage

des leucémies aigués [89].

« CD45/SSC » Gating : Exemple des leucémies aiqugéloides
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Figure 32 Cytogrammes obtenus apres « CD45 Gating » des [25Y
5. Immunophénotypage des LAL

En présence des blastes sans signes morphologiguegdférenciation
myéloide (granulations azurophiles, corps d'Aueositvité a la MPO.)

l'immunophénotypage est le seul examepermettant d'affirmer leur caractére

lymphoide ou éventuellement myéloide et donaidgnostiquer une LAL et

d'éliminer certaines LAM tres peu différenciées lAMO0) ou LAM plus rares
(érythroide, mégacaryocytaire) [27].
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La classification de 'EGIL propose une stratifioat des phénotypes obtenus
dans les LAL B (tableau XIX) en fonction de la m@se ou I'absence du CD10,
de la chaine p intracytoplasmique, des Ig de serf&eules les LAL du groupe
B IV ou B matures expriment des Ig de surface. Gdhiles, qui expriment
fortement le CD45, ont les caractéristiques cytiojogs des cellules de Burkitt
(type LAL 3 du groupe FAB) [90].

Les LAL de nature T représentent environ un quas das de LAL chez
'adulte, un peu moins chez I'enfant. Pour le g®UGIL, les LAL T sont

définies par I'expression cytoplasmique et/ou déase du CD3 [91].

Les phénotypes observés peuvent étre classésféredit groupes reproduisant
les étapes de la différenciation normale (tableai). Xes antigenes CD34 et
HLA-DR sont fréquemment exprimés surtout dans lesmés les plus

immatures décrites comme associées a un mauvaisgtio De méme que les

relations entre les phénotypes particuliers eafesnalies cytogénétiques [91].
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LAL Pro- LAL B LAL Pré-B LAL B
B(BI) Commune (BII) (BIII) mature (BIV)

CD19 ++ ++ ++ ++
cCD79a ++ ++ ++ ++
CD22 ++ ++ ++ ++
CD20 - + + +
CD10 - ++ ++ ++
clgM () - - ++ ++
slg(kou 1) - - - ++
TdT ++ ++ ++ -
HLA-DR ++ ++ ++ ++

- . 10% des leucémies sont positives pour le marquewr.;25-75%

leucémies sont positives-+ : > 75% des leucémies sont positives

N.B : La positivité d'au moins deux marqueurs B (©D CD22 / cCD79) est
nécessaire pour la classification en lignée B etains trois des marqueurs T
(cCD3, CD2, CD5, CD7, CD8) sont négatifs et au mdnmois des marqueurs

myéloides (CD13, CD33, CD117, MPO) sont négatif§.[9

Tableau XIX : Classification immunologique des LAL B selorgi®upe

EGIL [92].

Les sous classes de LAL issues de la lignée lyndeghBi sont représentés en

fonction des marqueurs immunologiques (CD). En, fags classifications
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découlent de la connaissance des voies de matui@ti® suivent normalement
les cellules au cours de leur développement dame&le osseuse pour les LAL
B et le thymus pour les LAL T [90].

LAL Pro-T LAL Pré-T | LAL cortical LAL T
(TI) (TN (T mature (TIV)

CD7 ++ ++ ++ ++
cCD3 ++ ++ ++ ++
CD2 + ++ ++ ++
CD5 - ++ ++ ++
TCR - - + ++
CD1 - - ++ ]
CD4/CD8 - +/- +/- +/-

- : 10% des leucémies sont positives pour le marqueur ; 10-25% des

leucémies sont positivest;: 25-75% des leucémies sont positivest;, : >75%

des leucémies sont positives

N.B : La positivité de cCD3 ou sCD3 suffit pourdiassification en lignée T et
au moins deux des marqueurs B (CD19 / CD22 / cC3d8} négatifs et au
moins trois des marqueurs myéloides (CD13, CD331X7D MPO) sont
négatifs [90].

Tableau XX: Classification immunophénotypique des LAL T sele groupe
EGIL [92].
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Dans les LAL la détermination de la lignée B outTeer classification en sous-
groupe fournies par la CMF, demeurent tres impéetadans la prise en charge
thérapeutique, malgré le fait que certains préaussde LAL B ou T montrent
des expressions aberrantes de certains Ag qui metsmivent pas dans la

maturation normale des cellules lymphoides [92].
6. Immunophénotypage des LAM[91,51]

L’'immunophénotypage des LAM’est pas aussi indispensable pour le
diagnostic quecelui des LAL, puisque les sous types leucénsgiéfinis par
le groupe FAB sont les mémes que les sous-groupEsopypiques proposes par
'EGIL (Tableau XXI). Cependant la caractérisatiammunologique reste
déterminante pour la reconnaissance des LAM indifféiées : LAMO, LAM6,
LAM7 ou BAL. L'immunophénotypage par CMF permet siude distinguer les
LAM4/LAMS a différenciation monocytaire des LAM2/LM3 a différenciation
granulocytaire. L'analyse du cytogrammes<<Stru@ipd5>>permet de mettre
en évidence des blastes, visualiser la différeiociagranuleuse ou monocytaire
et associer directement les données morphologigueslles immunologiques.
Certaines LAM ne peuvent étre identifiées que panunophénotypage’est le
cas des LAMO, de certaines LAMG6 et des LAMY7.

» Les LAMO, qui représentent moins de 5% des LAM etrencontrent
essentiellement chez [l'adulte, expriment un ou i@lws antigenes
myéloides, mais les antigénes de maturation comisCCD65, CD14,

CD11b sont moins fréguemment exprimés. Les antgydpephoides
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restreints CD3, CD79a, CD22, méme cytoplasmiquest absents et
éliminent une LA biphénotypique. Néanmoins certainsgenes associes
aux lignées lymphoides comme CD7, CD2 ou CD19 peure
exprimés avec une intensité de marquage infériaurelle observée sur
les proliférations lymphoides.

Les LAM6 purement érythroblastiques sont des formages de LAM
caractérisées par la proliféeration de blastes nwagigquement
indifférenciées au cytoplasme souvent basophike. phénotypage a
I'aide de la CMF rendra compte de leur origineérythroblastiques en
montrant I'expression du CD36, de la glyophorinevAijre de I'hémo-
globine A, alors que les autres marqueurs myélpitbedHLA-DR, le
CD34 et les marqueurs lymphoides B et T sont anégmtifs.

Les antigénes mégacaryocytaires ne sont pas expiiaeés les formes
typiques.

Les LAM7 ont une fréequence non négligeable (3 @) 5Etes surviennent
chez l'adulte comme chez I'enfant, la encartest le phénotypage par
CMF qui rattachera des blastes de morphologie indi€renciée a une
origine megacaryocytaireen montrant I'expression des glycoprotéines
plaquettaires CD41, CD61, +/- CD42 alors que leggganes myeéloides
CD13et CD33 ont une expression variable selondss Icanti-MPO, les
antigenes HLA-DR et CD34 sont absents. La rechedd® antigenes
plaquettaires se fera de préférence en intracygoptpie pour éliminer

une possible fixation non spécifique des plaquettiedes blastes.
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LAMO/M1/M2 | LAM3 |LAM4/M5a/M5b | LAM6 | LAM7
CD13 +/-[++[++ ++ ++/++[++ + ++
CD33 +/-[++/++ ++ ++/++/++ + +/-
cMPO -[+/++ ++ ++/++[++ + -
CD14 -/-/- - +/+/++ - -
CD36 -/-1- - +/+/+ ++ +
CD117 +4[++[++ + +/+]+ n n
CD41/42/61 -/-1- - -/-I- - ++
CD15 +/-[+/-/++ +/- -/-/- - _
HLA-DR ++/++/+ - ++/++/++ + ++

- 1 10% des leucémies sont positives pour le marques ;; 10-25% des

leucémies sont positives-;: 25-75% des leucémies sont positives+ :>75%

des leucémies sont positives.

N.B: Les cellules blastigues des LAM expriment HDR, CD13, CD33,
CD117 et MPO intracytoplasmique, négatif uniquendans les LAMO, CD14
est spécifigue des LAM4 et LAM5, CD36 exprimé fonent dans les LAM6
ainsi que la glyophorine A et les CD41, CD42, CBp&cifiques des LAM [90].

Tableau XXI: Classification immunologique des LAM, certains rqeeurs

sont caractéristiques des cellules myéloides idiffciées, myélomonocytaire

ou granuleuses [91].
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7. Immunophénotypage des BAL

L'utilisation du phénotypage avec un large pandciilo a permis de
reconnaitre une catégorie de LA pouvant exprimemusanément des Ag
myeéloides et lymphoides : BAL, elles représenteniren 2% des leucémies
aigués [93].L’'incidence des BAL en pédiatrie est de 13,8% plms LAL
exprimant des marqueurs myeloides et 11% dansAbs qui expriment des
Ag lymphoides [94].

Seul I'examen par CMF est susceptible d’identifier la BAL, grace au scor
immunologique de I'EGIL établit pour I'étude immudagique des leucémies,
donc, le score doit étre supérieur a 2 dans ausrdenx lignées (voir exemple
ci-dessous). Le score de 'EGIL identifie 8 casgibles pour les BAL (Tableau
XXI1).

Les critéres de diagnostic doivent étre précis :

» Ciblage des seuls blastes et exclusion des cellntes leucemiques
résiduelles ( l'intérét du fenétrage des blastesgp@D45 prend ici toute
son importance) ;

* Non prise en compte des marquages faibles nonfep&s ;

* Analyse de la spécificité des antigénes exprimék [5
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TYPE DE

CAS BAL IMMUNOPHENOTYPE
1 | BAL (B/M) CD10/CD13/CD19/CD33/ CD34/CD38/TdT
2 | BAL (B/M) | dimCD10/CD13/CD19/dimCD33/CD34/ HLA-DR/TdT
3 | BAL (T/M) CD2/cCD3/CD7/CD13/CD38/CD117/HLA-DR
4 | BAL (T/M) | CD2/cCD3/CD7/CD13/dimCD33 /CD34/ CD58/CD11j7
5 | BAL (T/M) | cCD3/CD11c/CD13/CD33/ subsetCD34/ CD38/HLA-DR
6 BAL (B/T) CD2/cCD3/CD5/CD19/ CD20/ CD38/ cCD79a/
CD117/HLA-DR
7 | BAL (T/M) CD3/CD13/CD56/CD68/CD99/MPO/lysozome/TdT
8 | BAL (T/M) | subsetCD2/cCD3/CD7/dimCD13/CD15/dimCD34/CD38/

CD117/subsetHLA-DR/subsetMPO/subsetTdT

Tableau XXII: les 8 cas possibles pour une BAL [57].
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Exemple de calcul du score d'une BAB2]

1) Examen morphologique :

Figure 34 Présence de moins de 3 % de blastes positivaeprésence de la

myéloperoxydase [52].

2) Cytométrie en flux et calcul du score :
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Figure 35: Analyse taille/structure de la population celltg étudiée par

cytométrie en flux [52].

CD2 4% CD19 12% CD56 0% MPO 85%
CD3 3% CD20 1% CD34 85% | CD13 | 93%
Surface

cCD3 58% | sCD22 0% DR 19% | CD14 | 44%
CD4 | 2% | Kappa 0% CD15 | 0%
CD5 98% | Lambda 0% CD33 | 84%
CD7 98% | CD79a 2%

CD8 2% | Ig surface| 0%

CD10 93%

Tableau XXIII : Synthese des résultats d’analyse par cytoméirfeie [52].
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Lignées et marqueurs Points attribués
B T My B T My
CD79a CD3 Anti-MPO 0
Anti-TCR(ap) ND’ 2 2
Ch22eyt | Anti-TCRd) ND’
IgM cyt
CD19 CD2 CD13 1
CD5 CD33 0 0 1
CD10 CD8 CD117 0 1 0
CD20 CD65 0 1 0
TdT TdT CD14 0
CD15 ND" | ND’ 0
CD64 ND’

ND" : non déterminé

Tableau XXIV: La détermination des marqueurs exprimés ou nan l¢m
lignées B, T et myéloide permet le calcul du seonmunologique de 'EGIL.
(Voir le tableau XIV « tableau du score, pour Veteurs en points attribuées a

chaque marqueur) [52].

3) Résultat: BAL de type TII-My

108



8. Algorithme récapitulatif

R

LEUCEMIES AIGUES LEUCEMIES
LYMPHOBLASTIQUES AIGUES
MYELOIDES

l

<2% 4 LMA MO
/ LAL-T \ / LAL-B \
LMA M1
*T-1 (Pro) *B -l (Pro)
LMA M2
*T-11 (Pré) *B -1l (Commune)
LMA M3
*T 11l (Cortical) *B-1Il (Pre)
LMA M4
*T -1V (Mature) *B -1V (Mature)
LMA M4 EO
k J K J LMA M5
My+ LAL LMA MG
K LMA M7 J
Ly+ LAM

Schéma 3 L’algorithme reprenant le role de la CMF dandiegnostic des

leucémies aigués [37,79].
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Commentaire :

Les entités reprises emuge correspondent a des sous-types de leucémies

aigués pour lesquelldéa cytométrie en flux estindispensablepour arriver a ce

diagnostic. Les entités reprises eart correspondent a des sous-types de
leucémies pour lesquelles la cytométrie en fluxsuatout jouer un rble de
confirmation du diagnostic posé a partir des résultats de lalaye et de la
cytochimie. Enfin, les entités reprisest@au correspondent a des sous-groupes
de leucémies ou la cytométmeut aider a poser un diagnostic comme dans les

formes les plus immatures des LAM M6 ou encoreséggantes de LAM M3.
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E. SUIVI DES LEUCEMIES AIGUES PAR LA CMF :
DETECTION DE LA MALADIE RESIDUELLE

1. Introduction

La maladie résiduelle (MRD : minimal residual dsegaest définie par la
présence d’un contingent de cellules tumoralegqtsiste apres traitement des
leucémies aigués et expligue en grande partieeldsutes par la prolifération de
ces clones malins. Ces derniers restent indétestapbar les techniques
conventionnelles, il est important de pouvoir d@ieer de fagcon sensible cette
masse tumorale résiduelle, car I'évolution ultémeude la maladie est
directement dépendante de ce parameétre [91]. Agndgdic d’'une leucémie, le
nombre des cellules blastiques est compris enti#ee1 0012, apres traitement, un
patient est considéré en rémission compléte moogiopie lorsqu’il persiste
moins de 5% d’éléments blastique dans sa moellmexkans ces conditions, on
retrouve encore jusqu’'a 10%° des cellules tumonates détectées par I'examen

morphologique [96].

La recherche de la MRD est devenue un élémentafegtic important dans les
LA, puisqu’elle permet de suivre I'évolution derfeasse tumorale et d’apprécier
la sensibilité des cellules leucémiques aux trates en évaluant la qualité de
la rémission compléte. Elle constitue de ce fait parametre de pronostic
puissant et permet d'orienter la thérapeutique. détection de la maladie

résiduelle se fait dans la moelle osseuse ou @agarig des patients atteints de
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leucémies. Deux types de méthodes permettent brherit d’atteindre des
niveaux de sensibilité important : 1@ 10 cellules (une cellule maligne sur*10
leucocytes) et trouvent une place croissante dangrise en charge des

leucémies aigués, ce sont la biologie moléculdite EMF [97,98].
2. Détection de la maladie résiduelle par la CMF

La détection de la MRD est une étape importants tasuivi des leucémies
aigués. La CMF permet de repérer des populatiortsesnfaible quantité avec
des sensibilités le plus souvent inférieures a%.(d1]. Ce degré de sensibilité
ne peut étre atteint qu'avec certaines précautisgthodologiques : fenétrage
optimal des blastes, étude multiparamétrique aetzhaerche de phénotypes
aberrants associés aux cellules leucémiques eiysa d'un nombre suffisant de

cellules[27].

Ces phénotypes aberrants (comme par exemple CDIIB6 ou CD34-
CD117+ CD15+ pour des blastes myéloides, CD34+ @B2R20- ou CD34+
CD19+ CD13+ pour des blastes lymphoides B, CD348bu TdT+ CD3+
pour des blastes lymphoides T) sont tres fréquanssi bien dans les LAM que

dans les LAL et permettent une quantification rapld la MRD [99,26].

L’avantage de la CMF dans le suivi des leucémigsiés réside dans le fait
gu’elle peut gquantifier avec précision les cellulescémiques résiduelles, de
distinguer les cellules apoptotiques et de founnimpercu sur I'état des cellules

hématopoiétiques normales dans I'échantillon [100].
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La stratégie de la détection de la MRD est parlioistée, certaines LA ne
présentant pas la combinaison antigénique spéeifigermettant de les
différencier d’une sous-population cellulaire nolende plus, des changements
dans le phénotype des cellules leucémiques peaypatraitre au moment de la

rechute, que ce soit dans les LAL, ou plus fréequentrdans les LAM91].

Les précurseurs lymphoides B normaux ou hematogomjei peuvent étre
présents dans la moelle en nombre trés variabl® @ea presque 50 %) dans
diverses circonstances en particulier chez I'enfpativent faire croire a tort a
un taux important de maladie résiduelle dans Iéepements de contrble apres
traitement d'une LAM ou d'une LAL (figure 36) [2G8Jlais en utilisant des
techniques appropriées comme (combinaison optindémticorps, étude
multiparamétrique faisant appel a trois ou quatrerbchromes, quantification
antigénique), il est possible de faire le diagmoslifférentiel entre cellules
leucémiques et hematogonies normales. Ces derniggesmontrent pas
d'anomalies de maturation telles qu'on peut lesommer dans les LAL (arrét de

maturation, sur/sous expression antigénique, esimregasynchrone) [99].
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Figure 36 Les différences dans I'expression phénotypiqire ér\L et
LAM [101].

Commentaire: Les parcelles illustrent ’'homogénéité immunopbtgpique des

lymphoblastes dans les LAL par rapport aux myéktiekadans les LAM [101].

L’identification des cellules leucémiques résideglpar CMF repose sur la mise
en eévidence de leurs caractéristigues phénotypiqoes en utilisant des

combinaisons immunophénotypiques (voir tableaux X2{\XXVI) [102].

Les cellules leucémiques peuvent exprimer des neargu normaux de
différenciation ou exprimer des marqueurs aberrafites caracteristiques
correspondantes aux profils immunophénotypiquescéss aux leucémies ou

LAIP (Leukemia associated immunophentypic pattepasir suivre la MRD par
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la CMF, il suffit de rechercher les cellules prdaehun LAIP [103]Dans les
LAM, les cellules présentant un LAIP ont une frémee de 10, qui est
compatible avec la sensibilité pour la détectienadMRD [104] Actuellement,
I'utilisation de plusieurs combinaisons d’AC a p&nde définir un seuil
pronostique de I9[105]. Cependant, I'utilisation de la PCR est pghuéconisée
dans le cas des LAM [104] (Figures 37 et 38).
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Figure 37: Protocole pour la détection de la MRD par CME1L

Commentaires : Les parcelles illustrent I'étude d'un échantillom whoelle

osseuse provenant d'un patient au cours d’'ungssén clinique. Les cellules

leucémiques au moment du diagnostic expriment CIZI334 et CD33. Les
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cellules mononuclées de I'échantillon de MO de sensont marquées avec PE
CD19, CD34 Per CP et CD33 FITC. Dans un tube eallpbe, FITC CD33 a
été remplacé par contréle non réactives FITC Ig&irés avoir analysé £0
cellules mononuclées, nous avons dessiné deuxsp(éaneaux de I'extréme
gauche): un inclus des cellules lymphoides morgheldR1) et les autres
cellules inclus exprimant CD19 (R2). Nous avonsudasprojeté 450 000
cellules, conservant uniquement les événementtr@hegques qui remplissaient
les criteres définis par R1 et R2 (panneaux de reg@uche) [101].
L'immunphénotype des CD19+ et des cellules CD343) @rété analysé pour
I'expression de CD33 (centre-droit de panneauxpidpart des cellules ont été
CD33+. La lumiére de dispersion et les caractfuss immunophénotypiques
des cellules CD19+, CD34+et CD33+ (R3+ R4) corredpent a celles
déterminée au moment du diagnostic (d'extrémealrdé#s panneaux). Les
cellules leucémiques résiduelles composées atri@ned% du nombre total de

cellules mononuclées de moelle osseuse [103].

116



Remission Induction Treatment
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Figure 38: Suivi de la cinétique de disparition de leucémgué par

cytométrie en flux [101].

Dans les LA, la recherche de la maladie résidukdleétre un examen qui entre
dans les stratégies de prise en charge thérapeutiguseuil de 10 cellules

malignes constitue un facteur de mauvais pron{sig].
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LAL Phénotypes Fréquence (%)
CD19/CD34/CD10/TdT 30-50
CD19/CD34/CD10/CD22 20-30
CD19/CD34/CD10/CD38 30-50
CD19/CD34/CD10/CD45 30-50
CD19/CD34/CD10/CD13 10-20

Lignée B CD19/CD34/CD10/CD15 5-10
CD19/CD34/CD10/CD33 5-10
CD19/CD34/CD10CD65 5-10
CD19/CD34/CD10/CD21 5-10
CD19/CD34/CD10/CD56 5-10

CD19/CD34/CD10/KORSA3544 10-20
CD19/CD34/TdT/cytoplasmig 10-20

CD19/7.1 3-5

CD19/p53 3-5
Lignée T TdT/CD3 90-95
CD34/CD3 30-50

Tableau XXV: Les combinaisons immunophénotypiques utilisées pétude
de la MRD dans LAL [94].
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Phénotypes Fréquence (%)
CD13/CD33/CD34/CD11b 10-15
CD13/CD33/CD34/CD65 10-20
CD13/CD33/CD34/CD15 10-20
CD13/CD33/CD34/CD56 10-15
CD13/CD33/CD34/CD38 10-15
CD33/CD34/CD117/CD13 20-40
CD33/CD34/CD117/CD15 20-40
CD33/CD34/CD117/HLA-DR 10-15
CD33/CD34/CD117/CD11b 10-20
CD13/CD33/CD34/CD19 5-10
CD13/CD33/CD34/CD2 5-10
CD13/CD33/CD34/CD7 10-20

Tableau XXVI : Les combinaisons immunophénotypiques utilis&es [a
détection de la MRD dans les LAM [94].
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ALGORITHMES RECAPITULATIFS DU
DIAGNOSTIC DES LEUCEMIES AIGUES
PAR LA CYTOMETRIE EN FLUX
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#% LES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES

Morphologie + Cytogénétique + CMF

M3, M4eo, t (15;17), Autres Aucun résultat,
M1/2 t (8;21), inv(16) (p13g22), anomalies peu de
M5 t(8;21) t (11923) génétiques métaphases
FISH —
PML/RARA PML/RARA
FISH PCR ik
our '
CBFR/MYH CBFR/MYH Y . Screening avec PCR
11 . la maladie et FISH (sur frottis)
résiduelle pour une anomalie
FISH PCR typique
AML]./ETO AML]./ETO
FISH MLL PCR
LMM/V

L

l

MRD avec PCR+FISH, CMF combinées aux études
morphologiques et cytogénétiques a la rechute

Schéma 4Algorithme général proposé pour diagnostic efuliwi des

LAM [108].




MPO positive et/ou ESTERABE&SItive

3

Marqueurs d’immaturité : CD34, CD117, HLA-DR

Marqueurs myéloides : CD13, CD33, MPOcy

Marqueurs de granuleux matures : CD15, CD16

Marqueurs monocytaires : CD14, CD64, CD11a-b-c

Marqueurs érythroides : CD235a (AGA)

Marqueurs plaquettaires : CD41a, CD42b, CD61

Marqueurs non spécifiques : CD36, CD71

i |

LAMO (Cellules
souches myéloides) :

Pos : CD34, CD117,
HLA-DR

POS : CD13, CD33

LAM1(Myéloblastes)

Pos : CD34, CD117,
HLA-DR, CD13, CD33,
MPOcy

Pos ou Neg : CD15

LAM3(Promyélocytes)

Pos ou Neg : CD34,
CD117. Pos: CD13,
CD33, MPOcy, CD15

LAM4 (Myéloblastes)

Pos : CD34, CD117, HLA-
DR

Pos : CD13, CD33, MPOcy

LAMA4 (Monoblastes)

Pos ou Neg :

CD117, MPOcy, CD114a,
CD61

Pos: HLA-DR, CD13, CD33,
CD15, CD14, CD64,
CD11la/b/c, CD61
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LAMS5(Monoblastes)

Pos ou Neg : CD34,
CD117, MPOcy,
CD41a, CD61

Pos: HLA-DR, CD13,
CD13, CD33, CD14,
CD64, CD11a-b-c,
CD36

LAMBG6 (Erythroblastes)

Pos ou Neg : CD34,
CD117, HLA-DR, CD13,
CD33. Pos: AGA, CD36,
CD71

LAM 7
(Mégacaryoblastes)

Pos ou Neg : CD34,
CD117, HLA-DR, CD13,
CD33. Pos: CD41a,
CD61, CD36




MPO: myéloperoxydase\ISE : estérase non spécifique, cytoplasmiques :
surface Pos: positif; Neg négatif,LAM : Leucémie myéloide aigué& AL :

leucémie aigué lymphoblastiques.

Schéma 5 Algorithme de diagnostic des LAM par CMF [88,91]
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% LES LEUCEMIES AIGUES LAYMPHOBLASTIQUES

Morphologie + Cytogénétique +CMF

Etude de I’ADN pour la recherche de la MRD

t(9; 22), LAL-B
mature
t (4;11)
t (8;14)
PCR BCR-ABL FISH IGH-C-
MYC
PCR MLL-AF4

MRD avec PCR pour
le transcrit de fusion

Autres Aucun résultat ;
anomalies; peu de
caryotype métaphases

normal

Screening avec PCR ou
FISH (sur frottis) pour
BCR/ABL et
réarrangement MLL
k 4

réarrangements récepteurs

MRD avec PCR pour les

¢

A la rechute

Morphologie + cytogénétique + CMF

Schéma 6 Algorithme général proposé pour le diagnostie etuivi des

LAL [108].
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Général : CD34, HLA-DR, TdT, CD46

Blastes MPO/NSE négatives

P

Lignée B : CD10, CD19, cCD22, CD20, cCD79A, CD24cy, slg

Lignée T : CD1a, CD2, slcCD3, CD4, CD5, CD6, CD7

CME Myéloide : cMPO, CD117, CD13, CD33, CD11c, CD14, CD15
Lignée B Lignée T Autres
Pro-B ProT LAL minimalement différée
Pos: TdT, Pos : TdT, cCD3 1 marqueur myéloide et < 2
CD19/22/79a marqueurs B ou T (excepté

Neg: CD10, cy, slg

Pre-B

Pos: CD19/22/79a,
CD10, cu

Neg: slg
B Mature:

Pos: CD19/22/79a,
CD10, slg

Neg: TdT

Pos ou Neg : CD2/5/7
T Commune

Pos : TdT, cCD3, CD2/
5/ 7, CD4, CD6, CD1a

T Mature :

Pos : CD3, CD2/5/7,
CD4 ou CD8

Pos ou Neg : TdT
Neg: CD1a

CD3/10/19)

LAL avec des marqueurs
myéloides

CD10 ou CD19 avec<?2
marqueurs myéloides, 2
marqueurs des cellules T
avec des marqueurs
myéloides.

LAM:(>Ou=)a2
marqueurs myéloides.

Schéma 7. Algorithme de diagnostic des LAL par CMF [56,109
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CONCLUSION

En raison de son intérét clinique et des infornmetidéterminantes qu’elle
apporte, la CMF a été massivement développée st sigposée comme une
méthode de diagnostic utilisé en routine hématqglagi Le phénotypage par la
CMF est devenu un élément indispensable au diagnestau suivi des
leucémies aigués. L'introduction du marqueur CD46té& un progres assez
considérablenotamment dans I'étude des LAM, pour améliorerelgérage des
blastes et analyser les éléments myéloides pligreticiés. La CMF peut étre
également utilisé pour suivre I'évolution des patiesous traitement. L'étude de
la maladie résiduelle, évaluée sur la présencdadtels au phénotype aberrant,
sera un des éléments importants pris en compte l@#alsoration des futurs
protocoles thérapeutiques. Cette revue de la ditiée doit étre suivie par
d’autres études pour prouver le role primordialad€MF dans la classification,

pronosticdiagnostic, et le suivi des leucémies aigués datre contexte.
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RESUME

Titre : Applications de la cytométrie en flux dans lesdémies aigués.
Auteur : IBBA Ouafae
Mots clés: Cytométrie en flux- Leucémie aigué- Diagnoshtaladie résiduelle

La cytométrie en flux (CMF) est une technique otiye; sensible et
guantitative. C’est un procédé adapté a l'analyse populations cellulaires

complexes, des événements rares et aux étudestgtiraed.

A travers notre travail nous rapportons lintéré& th CMF dans le
diagnostic et le suivi des leucémies aigués. EHe mrimordiale dans le
diagnostic des LAL ou elle permet l'identificatiole la lignée en cause B ou T
et souvent une approche tres précise du diagndsiie.représente la seule
technigue permettant de définir des entités rak#di0, LAM6, LAM7. Aussi,
la mise en évidence des leucémies aigués biphégaggp n'aurait pas été
possible sans I'apport de la CMF ainsi que la mis&vidence des expressions
aberrantes de certains marqueurs. La quantificaléolta maladie résiduelle par
CMF apporte aux cliniciens des arguments prédiaésla rechute ou d’'une

longue survie.

La CMF est donc un apport certain dans le diago@stle monitoring de

la maladie résiduelle dans les leucémies aigués.



SUMMARY

Title: Applications of flow cytometry in acute leukemia
Author: Ouafae IBBA

Keywords: Flow cytometry -Acute leukemia- Diagnosis- Minihnesidual

disease.

Flow cytometry (FC)s an objective, sensitive and quantitative techeiq
It's a suitable method for the analysis of compdeM populations, rare events

and quantitative studies.

Through our work we report the benefit of the FCthe diagnosis and
monitoring of acute leukemia, which is essentiathe diagnosis of ALL and
allows the identification of the line’s origin B dr and often a very precise
approach to the diagnosis. In AML, FC is the ordghnique to define rare
entities: AMLO, AML6and AMLY.

The identification of biphenotypic acute leukemiauld not have been
possible without the contribution of the FC and ihentification of aberrants
expressions of certain markers. The quantificabbrresidual disease by FC

provides to clinicians the arguments and prediatbrelapse or a long survival.

Flow cytometry is a real help in the diagnosis d@hed monitoring of

minimal residual disease in acute leukemias.
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