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Editorial

I e sang est un liquide dans lequel baignent de nombreuses cellules et
substances essentielles. Nombreuses sont les maladies qui touchent
ce milieu biologique. Certaines sont dues a des anomalies des cellules san-

guines dont la leucémie.

En effet, la leucémie est un cancer des cellules souches de la moelle qui, en
se développant, deviennent des blastes ou des cellules sanguines immatures.
Ces cellules dites leucémiques envahissent progressivement la moelle os-
seuse puis le sang et prennent la place des cellules sanguines normales, les

empechant ainsi d’accomplir leurs fonctions.

Différents types de leucémies ont été décrits et classés selon le type des
progénitures a partir desquels elles se développent. Ainsi, la leucémie lym-
phoide prend naissance a partir des progénitures lymphoides et la leucémie

my¢éloide provient des myéloides anormaux.

De maniere générale, quatre principaux types de leucémies sont documen-
tés en loccurrence la leucémie aigué lymphoblastique (LAL), la leucémie
aigué¢ myéloblastique (LAM), la leucémie lymphoide chronique (LLC) et la
leucémie myéloide chronique (LMC).

Dans ce neuvieme numéro du bulletin de 'INH, le Laboratoire de Cytomé-
trie en Flux du Département d’Immunologie vous présente un article inti-
tulé «Profil immunophénotypique des Leucémies Lymphoblastiques Aigues
de 'adulte diagnostiquées au Maroc de 2006 a 2009 » et un savoir-faire sur
cette maladie pour attirer attention des lecteurs sur l'utilité de diagnostic

biologique dans la prise en charge et le suivi des leucémies.

Dr. Rhajaoui Mohamed
Directeur Institut National d’Hygiéne
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Article

Profil immunophénotypique des Leucémies Lymphoblastiques Aigues
de I'adulte diagnostiquées au Maroc de 2006 a 2009

A, Lahjouji., F'. Bachir., S'. Bennani., A?. Quessar. A*

1- Laboratoire de Cytométrie en flux, Institur National d’Hygiéne, Rabat, Maroc
2- Service d’Hématologie-Oncologie Pédiatriqgue, CHU Ibn Rochd Hépital 20 Aout, Casablanca, Maroc

Introduction :

Les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) sont
des proliférations maligneshétérogenes affectant
les précurseurs lymphoides B ou T, bloqués a un
stade donnéde leur développement. Cette maladie
relativement rare, mais grave, représente 20% des
leucémies aigués (LA)de I’adulteavec une incidence
annuelle estimée 1,9 /100000h/an chez ’homme
etde 1,2/100000h/an chez la femme [1].
L’immunophénotypage par cytométrie en flux
constitue une étape incontournable du diagnostic
des LAL. II permet de confirmer la nature
lymphoide des blastes et de distinguer les LALL B
des LAL T et d’établir une classification basée sur
le degré de maturité des blastes (classification de
I’European Group of Immunologic classification
of Leukemia ou EGIL)[2].1] permet également de
detecter, au diagnostic, le profil aberrant des blastes
(LAIP ou leukemiaassociatedimmunophenotype)
qui sera mis aprofit pour detecter la maladie
résiduelle.

Le présent travail a pour objectif de déterminer
les aspects immunophénotypiques en relation
avec les données clinico-bloligiquesdes LAL de
I’adulte diagnostiquées, au Service d’Hématologie-
Oncologie Pédiatrique du CHU Ibn Rochd de
casablanca qui est le seul service au Maroc a
pouvoir prendre en charge les patients adultes
atteints de LA.

Matériel et patients :

1l s’agit d’une étude rétrospective qui a porté
sur 130 patients adultes, 4gés de plus 18 ans. Le
diagnostic de LAL (L1 ou L2, le sous-type FAB
1.3 a été exclu) a été établi par cytologie, durant la
période comprise entre Janvier 2006 et Décembre
2009, au CHU Ibn Rochd, selon les critéres de la
clasification FAB.

L’immunophénotypage par cytométrie en flux a
été réalisé au laboratoire de Cytomettie en flux
de IInstitut National d’Hygiéne du Maroc, a
l'aide du cytomeétreFacsCalibur 4 couleurs (BD
biosciences) et un panel d’anticorps monoclonaux
dirigés contre les antigenes de la lignée lymphoide
T (CD1a, CD3, CD4, CD5, CD7 et CD8), de la
lignée lymphoide B (CD19, CD22, et CD79a), de
la lignée myéloide (MPO, CD13 et CD33) et les
marqueursd’immaturité (CD10, CD34, HLA-DR
et TAT).

Les critéres clinico-biologiques recueillis des
dossiers cliniques des patients sont le sexe,
I'age, le nombre des globules blancs (GB), le
syndrome tumoral (adenopathie, splénomégalie,
et hépatomégalie) et le caryotype conventionnel.
L’analyse statistique a été réalisée a l'aide du
logiciel SPSS, version 17.0. Les fréquences des
caractéristiques biologiques et cliniques ont été
comparées a ’aide du test de khi2 ou de Fisher. Le
seuil de signification a été fixé a 5%.

Résultats :

L’immunophénotypage a identifié 40 cas de LAL de
phénotype T (31%) et 84 cas de LAL de phénotype
B(64,5%). Les LA de phénotype mixte ont
concernées 6 cas (4,5%) et ont été exclues de I’étude.

La comparaison des caractéristiques cliniques et
biologiques desdeux types de LAL est illustrée
dans le tableau 1. Les LAL T prédominent chez
les sujets de sexe masculin (72,5% des cas dans
les LAL T vs 52,5% des cas dansles LAL B, p =
0,033) etdans la tranche d’4age de 18 a 35 ans (75%
des cas dans les LAL T vs 56% des cas dans les
LAL B, p = 0,041). Il y avait aussi une association
entre le phénotype T et I'hypetleucocytose avec
52,5% des cas de LAL T ont un taux de GB de
plus de 50000 leucocytes/ul contre 31% des cas
de LAL B (p = 0,021). D’autre part, Il n’y avait
pas de différence statistiquement significative
entre les 2 groupes en termes de fréquence de la
splénomégalie et de 'hépatomégalie alors que la
I’'adénopathie semble étre associée au phénotype T
(84% et 57% respectivement dans les LAL T et les
LAL B, p = 0,014). Les données cytogénétiques
étaient disponibles pour 96 cas, dont 71 cas
de LAL B et 25 cas de LAL T. Les caryotypes
diploides normales étaient plus fréquemment
associés au phénotype T comparativement au
phénotype B (55,0% vs 29,0%; p = 0,035).

La fréquence d’expression des différents
marqueurs, pris individuellement, a été évaluée
dans les 2 types de LAL (tableau 2). 100% des LAL
B ont expriméles CD19, CD22 et CD79 et 100%
des LAL Tont exprimé le CD3 cytoplasmique et le
CD7. Les marqueurs d’immaturité CD10, CD34,
HLA-DR et TdTont été moins fréquemment
exprimés dans les LAL T comparativement aux
LAL B (p<0.001; p=0.023; p<0.001 et p<0.001
respectivement).

L’expression aberrante des antigenes de la lignée
myéloide (AgMy) CD13+ et/ou CD33+ a été
observée dans 52.5% des cas de LAL B et 55% des
cas de LAL T. Le CD13 était le plus fréquemment
exprimé, avec 36% des cas de LAL B et 42% des
cas de LAL T, suivi du CD33 avec 29% des cas de
LAL B et 25% des LAL T.

Discussion :

Il s’agitde la premicére étude qui a permis
d’établir le profil immunophénotypique des
LAL de ladulte au Maroc. L’analyse delalignée
des cellules leucémiques a montré que 31% des
LAL appartiennent a la lignée lymphoide T. Cette
fréquence est proche de celle rapportée en France
(28,5%) [3] et en Italie (26,0%) [4], mais elle est
supérieure a celle trouvée en US.A. (20,0%) [5]
et elle est inférieure a celles signalées en Egypte
(50%) [6] et en Inde (53,0%) [7]. Ces différences
peuvent s’expliquer par la variabilité des facteurs
environnementaux et génétiques d’une population
a l'autre, mais aussi par la divergence du niveau
socioéconomique [8].

L’étude des parametres clinico-biologiques, a
permis de confirmer les observations publiées
dans la littérature [9, 10-11] indiquant que les LAL
T, comparativement aux LAL B, sont fréquentes
chez les sujets de moins de 35 ans et sont
associéesau sexe masculin, a Ihyperleucocytose
etau caryotype normal.

L’analyse des antigenes d’immaturités (CD10,
CD34, HLA-DR et TdT) a révélé que ces
marqueurs s’expriment dans les LAL B avec des
fréquences significativement plus élevées que
celles observées dans les LAL T. Ce résultat est
en accord avec ceux obtenusaussi bien chez les
enfants [12, 13] que chez les adultes [14, 15].

L analyse des expressions aberrantes a montré que
infidélité de lignée, liée a I’expression des AgMy,
est’aberration la plus fréquente.Par ailleurs aucune
différence significative n’a été observée entre les
LAL B et T vis-a-vis la fréquence d’expression
de AgMy. Ce résultat n’est pas en accord avecles
données de la littérature, qui montrent que
Pexpression des AgMy est significativement
associée aux LAL de type T [16, 17].

En conclusion, notre étude illustre le profil
immunophénotypique des LAL de I'adulte dans
notre pays. Cependant, des études supplémentaires
avec des effectifs de patients plus larges sont
necessaires pour dresser avec précision la situation

au Maroc.
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Tableau 1. Comparaison des manifestations clinico-biologiques des patients avec LAL T et des patients avec LAL B

LAL T (N=40) LAL B (N=84) p

Caractéristiques cliniques
Age médian, années (extrémes) 28 (18-60) 34 (18-606) 0.041
Age < 35 ans, n(%) 30 (75.0) 47 (56.0) 0.041
Sexe, n(%)
Masculin 29 (72.5) 44 (52.5) 0.033
Féminin 11 (27.5) 40 (47.5)
Splénomégalie n(%o) 11 (44.0) 32 (39.0) 0.657
Hépatomégalie n(%) 10 (40.0) 17 (22.5) 0.084
Adénopathie 21 (84.0) 48 (57.0) 0.014
Caractéristiques biologiques
Taux de GB médian/pl (extrémes) 50 500 (600-513 050) 21 700(510—-450 000)
Leucocytose = 50 000/ul n(%o) 21 (52.5) 26 (31.0) 0.021
Caryotype n(%)

Normaux 11 (55.0) 19 (29.0)

Anormaux 9 (45.0) 46 (71.0)

Tableau 2. Profil immunophénotypique des LAL B et des LAL T

LALT LALB P
Marqueurs lymphoide T, n(%)
CD3 cytoplasmique/CD7 40(100)/40(100) 0 (0.0)/ 3 (3.5 < 0.001/< 0.001
CD3 de surface 25 (62.5) 0 (0.0) < 0.001
CD1a/CD4/CD5/CD8 12 (31.5)/13 (34.0)/ 32 (82.0)/ 12 (31.5) -
CD4+/CD8+ 8 (21.0) -
CD4-/CD8- 21 (55.0) -
Marqueurs lymphoide B
CD19/CD22/CD79a 84 (100.0)/ 84 (100.0)/ 78 (100.0) 1(2.5)/2(5.5)/ 7 (20.5)
Marqueurs d’immaturité n(%)
CD10 5 (14.0) 51 (60.5) < 0.001
CD34 23 (57.5) 65 (77.5) 0.023
HLA-DR 10 (25.0) 84 (100) < 0.001
TdT 19 (50.0) 68 (84.0) < 0.001
Marqueurs myéloides n(%)
CD13 17 (42.5) 29 (36.5) 0.507
CD33 10 (25.0) 24 (29.0) 0.649
CD13+et/ouCD33+ 22 (55.0) 42 (52.5) 0.744
CD13+/CD33+ 5 (12.5) 10 (12.5) 1.0

—
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En savoir plus

Leucémie AigueLymphoblastique (LAL)

A.Labjouj, S. Bennani et E Bachir
Laboratoire de Cytométrie en flux, Institut National d’Hygiéne, Rabat, Maroc

I- Définition

La leucémie Aigue Lymphoblastique (LAL) est un cancer du sang

qui se développe a partir des cellules souches hématopoiétiques : En plus de sa place incontournable dans le diagnostic de la nature

(CSH). Au cours de de hématopoiese physiologique, les précur- I de 1a lignée des blastes (lymphoideB ou T, vs myéloide), qui est en

seurs de la lignée lymphoide donne naissance a des lymphocytes : effet essentielle pour une décision thérapeutique adéquate, ’ana-

matures fonctionnels. Suite 2 un dommage génétique, les cellules - Jyse immunophénotypique par cytométrie en flux assume aussi un

lymphoides immatures (les lymphoblastes) acquicrent des proprié- role pronostique en identifiant des sous-types spécifiques de LA,

7 5 e 2 iz N o P . L. .
tés d’auto-renouvellement et de prolifération accrue associées a un . gur Jesquels les cliniciens peuvent appliquer une stratégie de traite-

blocage de la capacité de différenciation entrainant le phénotype leu- * ment adaptée. Ces sous-types sont les suivants :

cémique. L’expansion clonale des blastes, envahit la moelle osseuse c L o L L
) o ) : V-1 Leucémies aigués de lignées ambigués
et entrave la production des lignées des cellules sanguines normales. :

11 en résulte un tableau clinico-biologique d’insuffisance médullaire : Les LA de lignées ambigués comprennentles LA biclonales (coexis-

anémie, neutropénie etthrombopénie. Le plus souvent, les blastes : tence de deux populations sépatces de blastes lymphoides et

envahissent le sang périphérique puis d’autres organes conduisant : myéloides bien distinctes), les LA biphénotypiques (une seule popu-

4 un syndrome tumoral qui se manifeste par une tuméfaction des lation de blastes co-exprimant des antigénes lymphoides et myéloides

organes hématopoiétiques (adénopathie, hépatomégalie et spléno- sur la méme cellule) et les LA indifférenciées (aucun lignage ne peut

. étre attribué a la population blastique) [10]. La classification OMS

mégalie).
II- Epidéemiologie

le pronostic a long terme pour les adultes reste péjoratif, avec des
taux de guérison allant de 20% a 40% seulement|[3].

Ill- Etiologie et facteurs de risque

pementd’une LAL, tels que le syndrome de Down ou trisomie 21, En 2009, Smith et al., [16] ont mis en évidence un nouveau sous-

la maladie de Fanconi,le syndrome de Bloom, I'ataxie télangiectasie | type de LAL-T développé aux dépens de cellules thymiques trés

et le syndrome de décomposition de Nijmegen [4]. Les facteurs : immatures (ETP pour « Early-T precursors»), et ayant un mauvais

environnementaux prédisposantcomprennent le tabagisme et 'ex- + pronostic. Ce groupe de LAL-T est caractérisé par un profil parti-

culier: cCD3+, CD1a-, CD8- et CD5 faible associés a 'expression

vants (benzene et solvants dérivés, hydrocarbures aromatiques)5] . de marqueurs myéloides ou de cellules souches. Ce sous type est

ou a des virus tels que le virus d’Epstein-Barr [6] et le virus de : apparu dans la révision 2016 de la classification OMS comme en-

position aux rayonnements ionisants, aux pesticides, a certains sol-

I'immunodéficience humaine [7].

IV- Diagnostic

définie par la présence de 20% blastes dans la moelle [8; 9].

V- Place de la cytométrie en flux dans les LAL

V- Assignement de lignée et pronostic

[8; 9] regroupe les LA biclonales et les LA biphénotypiques sous

. le méme nom de leucémies aigués a phénotype mixte (LAPM). Ces

> 4 4 N . . ~
Chez lenfant, les LAL représentent le cancer le plus fréquent : formes sont rares, moins de 3% de toutes les LA, mais sont de trés

(30% des cancers pédiatriques) mais sont bien plus rares chez les * mauvais pronostic et doiventétre identifiées afin d’entreprendre rapi-

adultes[1]. Les protocoles thérapeutiques actuels permettent des - dement une greffe allogénique de cellules hématopoiétiques [11] une

taux de guérison allant jusqu’a 90%chez I'enfant [2]. En revanche, : fois en rémission compléte. En 2014, nous avons réalisé la premiére

étude sur les LAPM au Maroc [12]. Parmi 1264 patients adultes et
enfants diagnostiquées avec LA, les LAPM représentait 1,5%. Il n’y
avait pas d’association entre les caractéristiques phénotypiques et le
. résultat du traitement. Les patients traités avec une thérapie de type

Bien que I’étiologie de la LAL reste inconnue dans la majorité des -

. L. . . LAL ont une survie globale significativement plus élevée que ceux
cas, certains facteurs génétiques ou environnementaux peuventen . )
. ; ; Ao . traités avec un traitement de type LAM.
favoriser la survenue. Des études dans la population pédiatrique :

ont identifié¢ des syndromes génétiques prédisposant au dévelop- a- LAL T ETP (Early-T Precursors)

. tité provisoire [9].

- b- LAL T corticale

Le diagnostic est évoqué devant des signes cliniques d'insuffisance » - sore il LA T @ v bempiession dn QD st de

médullaire ou devant un hémogramme montrant une hyperleuco- * bon pronosticLétude du profil immunophénotypique des LAL

cytose avec blastose. Le myélogramme est indispensable pour ; de Penfant au Matoe [14] a monteéun exces de 1 LALT!de type

confirmer le diagnostic. Selon 'OMS, la leucémie aigué(LLA) est - corticale.

—
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d- LAL avec expression des marqueurs myéloides

(LAL AgMly+)
L’expression aberrante des antigenes associés a la lignée myéloide
(AgMy) sur les lymphoblastes est un phénomene bien connumais
sa signification clinique est toujours controversée chez 'adulte :
certaines études ont associé les LAL AgMy+ a un mauvais pronos-

tic [15 ; 16] tandis que d’autres n’ont pas trouvé de différence entre
les LAL AgMy+ et les LAL AgMy- [17 ; 18]. Comme la valeur

pronostique des AgMy chez les adultes n’est pas établie de facon :

définitive, nous avons étudié en 2013 [19]la fréquence et la signi-
fication pronostique des AgMy chez une série de patients adultes
avec une LAL B et traités de maniére homogene avec le protocole
thérapeutique National MARALL 2016. Nos résultatsontmon-
tré qu’il n’y’a pas d’association significative entre I'expression des
AgMy et le résultatdutraitement :taux de rémission complete et de

survie globale.

V-2 Immunothérapie

Dans les LAL B, les antigénes pan B CD20 et CD22 sont efficace-
ment ciblés par le Rituximab [20] et 'Inotuzumab [21], respective-
ment. I’application de I'immunothérapie repose sur la révélation
de l'expression des antigenes cibles sur la membrane de cellules

pathologiques par cytométrie en flux.

V-3 Suivi de la maladie résiduelle

Dans les leucémies aigués lymphoides, la persistance de cellulesma-
lignes apres traitement (maladie résiduelle ou MRD : minimal resi-
dualdisease) est un facteur de risque de rechute. L’estimation précise
du nombre de cellules leucémiques réfractaires au traitement permet
de proposer des traitements adaptés et d’augmenter le taux de gué-
rison. La sensibilité de la détection de la maladierésiduelle en cyto-
métrie en flux (10-4 a 10-5) en fait un outil précieux. La recherche
de la MRD parcytométrie en flux repose sur I'identification de mar-
queurs immunophénotypiques exprimés sur les cellules leucémiques
ou LAIP (leukemiaassociatedimmunophenotype) mais pas sur les
cellules normales [22 ; 23].
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LABORATOIRE DE CYTOMETRIE EN FLUX DE LINH

Le laboratoire de Cytométrie en Flux (LCF) de 'INH a été créé en
Juin 2003 dans le cadre du programme d’amélioration du diagnos-
tic des leucémies selon les recommandations internationales et ce
en partenariat avec ’hopital Saint Jude de Memphis USA et les
centres d’Oncologie et d’Hématologie Pédiatriques des CHU de
Rabat et Casablanca. Il s’agit de la premicre plateforme spécialisée .
en cytométrie du Ministere de la Santé. Grace a la disponibilité
de cette plateforme et pour répondre a une demande pressante de
plusieurs prescripteurs de 'INH une série d’analyses spécialisées

ont été mises a la disposition de la population et pour certains -

d’entre clles, ne sont réaliser actuellement au Maroc qu’a 'INH :

* Pour réduire la morbidité du cancer dans notre pays, le LCF a
mis depuis octobre 2003 2 la disposition des principaux centres -
d’hématologies-oncologie des tests pour le phénotypage im-
munologiques des leucémies aigues et en 2006 celui 'immuno-
phénotypage des syndromes lymphoprolifératifs. lymphomes.
Ces tests qui permettent de poser ou préciser le diagnostic ont
contribué a 'amélioration de la prise en charge qui constitue un

besoin de santé publique s’inscrivant dans le cadre de priorités <

établies par le plan national du cancer au Maroc.

* Aussi, la disponibilité du test de diagnostic de THPN par cyto-
métrie en 2007 pour la premiere fois au Maroc a rendu possible

le diagnostic de nombreux malades en attente. Des mises a jour

du test en 2015 et 2018 suivant les recommandations de I'In-
ternational Clinical Cytometry Society (ICCS) et de ’'European
Society for Clinical cell Analysis (ESCCA) a permis pour la pre-
micre fois de détecter de petits clones HPN et ainsi d’augmenter

la sensibilité du test.

Mise en place en 2014 de la plateforme pour la numération
par cytométrie des cellules souches hématopoiétiques CD34+.
Grace a cette plateforme, 'INH a participé a la premicre greffe
de CSH faite par le CHU de Rabat chez un enfant de 7 ans
(information ayant fait état d’un communiqué du ministere de

la santé)

Le LCF a inscrit dans la derniére nomenclature de 2016 du Mi-
nistere de la santé certaines des analyses qu’il a mis en place :
le phénotypage immunologiques des leucémies aigues et lym-

phomes et le diagnostic de THPN par cytométrie.

En 2018 le LCF a finalisé la mise en place et pour la premiere
fois au Maroc, du diagnostic de la maladie résiduelle minimale
(MRD) dans la leucémie lymphoblastique de I'enfant et ce en
collaboration avec le service d’Hématologie et d’Oncologie Pé-
diatrique (SHOP) de Rabat et le POEM Workgroup « Pediatric
Oncology East and Mediterranean Group » pour la standardisa-
tion de la technique de suivi de MRD.
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Evénements de I'INH

Le Secrétaire général du Ministére de la Santé Pr Hicham NEJMI, : cette conférence ont été achevés par la signature d’'une convention
accompagné du Pr. Abderrahman EL. MAAROUFL, directeur de la afin de définir et de renforcer les modalités de collaboration entre
DELM, a effectué une visite 2 'INH le 21 juin 2018. Cette visite était - les deux parties, en terme de réalisation de formations, travaux de

P'occasion pour Monsieur le Secrétaire général de se réunir avec les | recherche, échange d’expertises et encadrement de stagiaires.

chefs de département afin de s’enquérir de pres sur les réalisations de

PINH qui ont été présentées par Mr le Directeur Dr. Rhajaoui Mo-
hamed. Au terme de cette réunion, Monsieur le Sectétaire a signalé -
I'importance de 'INH et son réle primordial dans le MS au Maroc. 11 ;

a également insisté sur le renforcement des missions de PINH.

=il

L Ecols Mationale de Saits Publigue en collsboration aves Linstitut Natinol

- Réunion

. Réunion de coordination dans le cadre du projet 48, NRBC. Phase
. d’évaluation. le 28-6-2018.

Visite de la délégation des allemands toxicologues dans le cadre de :
coopération maroco-gérmanique en maticre de la médecine médico- -

légale.

Formation :

Pour rendre les centres référents VIH autonomes par rapport aux
. activités de biologie spécialisées dula PEC du VIH et avec 'appui du
Programme National de Lutte contre le VIH/Sida et de I'Unité de
Gestion du Fond Mondial, le département de virologie a organisé le
05 et 06 avril 2018 un atelier de formation. Ce dernier a pour objec-

Manifestations Scientifiques . tif de former les biologistes des laboratoires du réseau VIH sur les

: aspects immuno-virologiques du suivi de I'infection a VIH, et égale-

Conférence

ment sur les technologies de biologie moléculaire de quantification
Le 21 mars 2018 a Rabat, une conférence a été organisée par 'Ecole © de la charge virale plasmatique, avec des sessions pratiques de PCR
nationale de santé publique (ENSP) et I'Institut National d’Hygiene en temps réel sur systeme Abbott.

(INH) sous le theme « Rare, fier, Soyons solidaire! ». Les travaux de

—
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