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INTRODUCTION

La leucémie aigué est une pathologie maligne, plus fréquente chez les
enfants et représente 30 a 35% des cas du cancer pédiatrique(Liesner et
al., 1997 ;Kebriaei,2002). Cette hémopathie est caractérisée par une
prolifération monoclonale intra-médullaire de cellules hématopoiétiques
anormales dont le processus de maturation est bloqué au stade de
blaste(Mauvieux etal.,2006 ;Kalifa,2008; Lacour et al,2004 ;Hanahan et
Weinberg,2000).1l en résulte une accumulation de ces blastes dans la moelle,
dans le sang et éventuellement dans d'autres organes(Jean-Marie et
al., 1997 ; Didier,2009).Par conséquence, [linstallation d'un déficit de
production des cellules matures, d'ou 'anémie, d’'une neutropénie et d’'une
thrombopénie(Haferlach et al.,2005 ; Lee et Pierre, 2013).

Le diagnostic et le pronostic de la leucémie reposent sur I'examen
morphologique des cellules du sang et de la moelle osseuse au microscope
photonique, la cytochimie, la présentation clinique, 'immunophénotypisation
des blastes par cytométrie de flux, la cytogénétique et la recherche de
Certains marqueurs moléculaires.(Sébahoun,2006 ; Atul etVictor,2003 ;
Rouquette,2002)

Les travaux biologiques effectués sur les leucémies aigués,
notamment en génétique moléculaire, ont permis ces derniéres années de
faire d'importants progrés dans la compréhension de la leucémogénése
(Kalifa,2008) dont le traitement repose sur la poly chimiothérapie et la greffe
de cellules souches hématopoiétiques(Fohrer-Sonntag et Lioure, 2012 ; Lee
et Pierre, 2013).

Les travaux, menés au niveau de notre laboratoire, réalisés sur des
enfants leucémiques suggerent I'intérét de la coloration cytochimique dans le
diagnostic différentiel des leucémies aigues afin de prescrire les moyennes
thérapeutiques idéal le plutét possible pour atteindre un pourcentage élevé
de rémission compléte et donc aboutit a la guérison. Pour acquérir notre
objectif, le présent travail vise a rechercher les types de leucémies aigues a
travers I'étude des myélogrammes complétés par des examens

cytochimiques.



Apres une introduction, nous rapportons dans ce travail des rappels sur
les leucémies synthétisés dans un premier chapitre. Nous exposons le
matériel et les différentes techniques utilisées dans le deuxiéme chapitre.
L’ensemble des résultats obtenus sont rapportés et discutés dans le

troisieme chapitre suivis par une conclusion et perspectives.
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CHAPITRE Il MATERIEL ET METHODES

L’objectif de notre étude est d’aider a préciser la lignée d’appartenance des
blastes (lymphoides /myéloides) en montrant la présence ou l'absence d’activité
enzymatique caractéristique par la coloration cytochimique. Cette étude est réalisée
au niveau des laboratoires de cytologie et d’anatomopathologie de CHU-Hussein

Dey-Alger sur une période étalée du mois de février au mois de juin 2013.

.1 MATERIEL

11.1 .1Matériel biologique

Notre travail a porté sur 22 patients agés entre 12mois et 16 ans atteints de
leucémie aigue. Ces cas sont recensés a partir d’un fichier informatisé du laboratoire
de biologie médicale du CHU et de la base de données internes du laboratoire de
cytologie comportant les myélogrammes pour lesquels un diagnostic de leucémie
aigué est porté. Chaque fiche standardisée rassemble des renseignements sur le

diagnostic, les antécédents du malade et son devenir (annexe 3).

I.2. METHODES

11.2.1.prélevement des échantillons

Aprés avoir rempli les fiches standard des patients, nous recueillons le sang artério-
veineux prélevé dans des tubes contenant 10% de I'acide éthyléne diamine tétra-
acétique (EDTA), destiné a la détermination de la formule numérique sanguine
(FNS). D’autre part nous récupérons le sang d’une ponction a l'os iliaque et nous

réalisons un frottis afin d’établir le myélogramme.
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11.2.2.Détermination de la formule de numération sanquine

Cette étape est réalisée au niveau du laboratoire de biologie médicale.

Nous avons collecté les résultats qui déterminent les types d’anémies.

a- Principe

L'hémogramme est le premier examen biologique utilisé pour dépister, explorer et
suivre la plupart des hémopathies. Il est réalisé a partir d'un échantillon de sang
prélevé par ponction veineuse et recueilli dans un tube contenant un anticoagulant
sec contenant 10% de l'acide éthylene diamine tétra-acétique.La détermination
quantitative des éléments figurés du sang est réalisée par cytométrie en flux utilisé
sur un automate d’hématologie de type sysmex-3000. La fraction du faisceau

lumineux qui dévie ses éléments permet de les quantifier.

b- Quantification des éléments fiqurés

Le tube contenant du sang frais mélangé a 'lEDTA est mis au dessous de l'aiguille
d’absorption de fagon qu’elle y soit plongée. L’'opération d’absorption peut prendre
quelques secondes. Cet examen permet aussi la détermination du nombre des

réticulocytes et de blastes circulants.

c-Lecture

Le résultat est obtenu directement par 'automate précisant la quantification de

chaque élément.

11.2.3.Myélogramme

Le myélogramme ou I'examen cytologique de la moelle osseuse est I'étude
d’un frottis de cellules de la moelle obtenues par ponction de la créte iliaque a l'aide
d'un trocart(un prélevement par ponction dans un os). Cette ponction se déroule

sous anesthésie locale par un médecin spécialiste.
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Une petite quantité de moelle osseuse est aspirée dans une seringue (Trocard
de Mallarmé) et elle est tout de suite envoyée au laboratoire d’analyse.

Nous récupérons le sang de la ponction, dans lequel se trouvent des amas de
cellules de moelle. Nous les étalons sur des lames d’observation puis nous les
colorons afin de pouvoir identifier au microscope les différentes cellules qui y figurent
aprés coloration. Le but de la coloration est de visualiser les diverses composants
cellulaires.

Dans notre étude nous avons appliqué deux types de coloration :

-May Grunwald et Giemsa (mélange éosine, bleu de méthyléne et azur) : Les frottis
de moelle préalablement séchés a I'air, sont recouverts de May Grunwald non dilué
pendant trois minutes. Ce colorant est en méme temps fixateur. Nous ajoutons de
'eau tamponnée (pH environ 7,2) sur les frottis sans verser le MayGrinwald et nous
le laissons agir pendant une minute. Ensuite les lames sont égouttées puis elles sont
recouvertes de Giemsa préparé a10% pendant 15 minutes. Au bout de ce temps les
lames sont lavées a I'eau puis séchées a l'air.

La lecture des frottis de moelle comporte un examen microscopique qui
permet d’estimer la richesse globale en cellules et la richesse en mégacaryocytes en
amas cellulaires anormaux et de cellules anormales de grande taille.

Pour chaque patient, trois lectures indépendantes des frottis de moelle sont

assurées.

11.2.4.Cytochimie

Aprés la réalisation du myélogramme, il faut nécessairement recourir a des
techniques de colorations spécialisées telle que la cytochimie ; qui consiste a colorer,
grace a leurs propriétés chimiques particulieres des structures de la cellule
spécifigue d'une lignée. Cette coloration repose sur des réactions colorées
visualisables au microscope optique.

Dans notre étude nous avons utilisé la réaction des myélopéroxydases (ou du noir
soudan B) afin d’établir le diagnostic différentiel des leucémies aigues (annexe 1).
La réaction est positive lorsqu’il ya au moins 3% de cellules qui contiennent des
granulations marron (la transformation d’'un sel de benzidine en un composé brun)
aux endroits ou se trouve la peroxydase qui traduise la présence de la

myéloperoxydase dans les granulations.

10
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La cytochimie a permis de réaliser I'étude morphologique et de classer les

leucémies aigues selon la classification FAB.

11.2.5. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de pourcentages.

11



CHAPITRE III

RESULTATS ET DISCUSSION




Chapitre Il Résuiltats et discussion

lll.1. RESULTATS

Notre étude a inventorié 22 enfants atteints des leucémies aigués
diagnostiquées et confirmées par le myélogramme au CHU-Hussein Dey-Alger,

dont '’&ge y compris entre 12 mois et 16 ans.

I11.1.1. Fréquences des leucémies aiqués chez les patients selon plusieurs

parametres

Les résultats de notre étude ont permis de constater que les leucémies aigues
(LA) représentent 20% des hémopathies malignes (80%) (Tableaul.de I'annexe 2 et

figure2.).

M leucémie aigue

Figure 2 : Fréquence de la leucémie aigué chez les patients étudiés.

D’aprés le type d'anémie, nous enregistrons 4% des cas leucémiques ont
une anémie hypochrome microcytaire arégénérative ; tandis que 96% des cas
présentent une anémie normochrome normocytaire arégeéneérative identifiant la

présence de la leucémie aigué.

12
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4%

M anémie hypochrome
microcytaire
arégénérative

M anémie
normochrome
normocytaire
arégénerative

Figure3 :Répartition des patients en fonction de type d’anémie.

La répartition des cas selon leur sexe donne les résultats présentés dans le tableau
Il de 'annexe 2 et figure 4.D’aprés ces résultats, nous notons une prédominance
masculine pour la totalité des cas de LA. En effet, 13 patients sont des enfants de
sexe masculin et 9 de sexe féminin soit respectivement 59% et 41% des cas, avec
un sexe ratio(H/F) de 1,4.

14 -

10 A

W Masculin

6 B féminin

Masculin féminin sexe

Figure 4 : Répartition des cas leucémique en fonction de sexe.
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Dans notre série, 'age a varié entre 12mois et 16 ans avec une moyenne de
6ans. La répartition des enfants leucémiques selon la tranche d’age montre que :
- L'incidence la plus élevée s’observe entre 0 et 3 ans avec 9 cas observés soit 41%,
suivie par la tranche d’age comprise entre 4 et 7 ans avec 6cas soit 27%.
A partir de 'age de 8 ans, l'incidence diminue selon une allure exponentielle comme
suit :
-4 patients avaient un age compris entre 8et11 ans soit 18%.
-2 patients avaient un age compris entre 12et15 ans soit 9%.
-Cependant, il faut noter que la tranche d’age la moins représentée est comprise

entre 16 et 19 ans avec 1seul cas soit 5%( tableau Ill de I'annexe 2 et la figure 5).

j 6 Age

0-3 4-7 8-11 12-15 16-19

AN

Figure 5 : Répartition des cas leucémiques en fonction de la tranche d’age.

Notre série (Tableau IV de I'annexe 2 et la figure 6), montre que les cas de
leucémies aigués se répartissent selon la lignée d’origine des blastes. Nous
notons 19 cas (86 %) de leucémie aigué lymphoblastique qui est plus fréquente chez
les enfants de moins de 16 ans par rapport a la leucémie aigué myeloide présentée

par 3 cas (14%) seulement chez les enfants de plus de 15ans.

14
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mLAL
uLAM

Figure 6 :Répartition des cas selon le type de leucémie aigtie.

LAL : leucémie aigue lymphoblastique ; LAM : Leucémie aigue myéloblastique

La distribution des LAL décrit un pic maximum vers I'age de 2-3 ans, plus

marqué chez les gargons que chez les filles .(tableau V de I'annexe 2 et la figure7).

O Gargon

[0-3] [4-7] [8-11]

RISSSS

Figure 7 : Répartition des LAL chez les enfants leucémiques

Selon le myélogramme, les leucémies aigués lymphoblastiques sont présentées
par plusieurs formes dont la leucémie aigué lymphoblastique classe | est la plus
représentée avec 10 cas soit 45%, suivie par la leucémie aigué lymphoblastique
classe Il avec 7 cas soit 32%, et la leucémie aigué lymphoblastique classe IIl avec 2
cas soit 9%. Les leucémies aigués myéloides 2 sont représentées par 2 cas soit 9%,
suivies par les leucémies aigués myéloides 1 avec un seul cas soit 5%(tableau VI de

'annexe 2 et la figure8).

15
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Al:'nno
45,00% -
40,00% %4
35,00% 1% 32%
30,00% v LALI
25,00% Iy mLALII
20,00% v LAL Il
15,00% %4 . . Ml
10,00% I = = - "z
e = B &
0,00% l l . . .

LAL LAL Il LAL 11l M1 M2

Figure 8:Répartition des patients en fonction des résultats du myélogramme.

111.1.2.Etude histopathologique

Le myélogramme, établi par ponction de la moelle, permet une étude
cytologique de l'infiltration blastique et la classification morphologique de la leucémie.
Pour ce faire la coloration de base est le May-Grundwald-Giemsa (MGG), avec l'aide
de colorations cytochimiques (myéloperoxydases). La moelle ainsi étudiée permet la
classification morphologique. Les caractéristiques du cytoplasme (couleur, présence
ou non de grains, inclusions, vacuoles) permettent de définir le type cytologique de la

leucémie aigué.

16
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111.1.2.1.Leucémie aigué myéloblastiquetrés peu différenciée

Fleche : Granulations
Figure9 :Myélogramme d’un gargon de 14 ans. Coloration :myéloperoxidase / noir
Soudan B. Gr x100

Cet examen microscopique révele une leucémie aigué myéloblastique trés
peu différenciée ou de type 1 selon la classification FAB. Les blastes sont des
cellules globuleuses avec une membrane périphérique bien marquée. Ces cellules
sont basophiles. Leur cytoplasme réduit prend la couleur bleu. Le noyau est
volumineux et un contour irrégulier. La plupart des blastes sont dépourvus de grains.
Un seul blaste contient de trés nombreuses granulations ;qui recouvrent totalement

le noyau (figure 9) ce qui permet d'évoquer une leucémie aigué myéloblastique.

17
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111.1.2.2.Leucémie aigué myéloblastiquebien différenciée

Fléches :Corps d'Auer.
Figure 10 : Myélogramme d’une jeune fille agée de 16 ans coloration :May-
Grundwald-Giemsa. Grx100

D’apres la figure 10, nous notons la présence des blastes leucémiques, qui
ont une taille variable, de grands noyaux avec de la chromatine fine et des nucléoles
clairs. Le cytoplasme est mince et légérement granulé. |l contient une inclusion
spécifique, les corps d'Auer. Ce dernier a la forme d'un batonnet constitué d'un para-
cristal de grains enzymatiques protéolytiques. Cet aspect confirme la présence d’'une

leucémie aigué myéloide légerement différenciée type 2 selon la classification FAB.

18
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Figure11 : Myélogramme réalisé chez un patient agé de 7 ans.

Coloration :myéloperoxydase. Grx100

La réaction cytochimique (MPO) est nettement positive au cours d'une
leucémie aigué myéloblastique. La positivité apparait sous la forme de grains brun-
noir et de facon plutét focale dans les cellules(figure11).Le taux de blastes positifs

pour la MPO est supérieur ou égal a 3 %.

111.1.2.3.Leucémie aigué

H : Hématie ; B : Blaste.
Figure12 :Myélogramme d’un petit gargon agé de 02ans.

Coloration:May-Grundwald-Giemsa, myélopéroxydase. Grx100

L’aspect (figure12) correspond a celle de petits lymphoblastes (petite taille, rapport

Noyau/Cytoplasme trés élevé, chromatine fine, pas de nucléole visible).

19
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Il nous oriente vers une Leucémie aigué lymphoblastique de type 1(LAL1) selon la

classification FAB.

H : Hématie ; B : Blaste.
Figure 13 :Myélogramme d’un gargon agé de 07 ans.
Coloration: May-Grundwald-Giemsa, myélopéroxydase.Grx100.

La figure 13 montre une moelle envahie de blastes. Ces derniers ont une taille
variable, un noyau de contour souvent irrégulier avec une chromatine claire et un
cytoplasme réduit sans granulations visibles. Cet aspect caractérise la leucémie

aigué lymphoblastique de type2 (LAL2) selon FAB.

H : Hématie ; B : Blaste ; V : Vésicules.
Figure 14 :Myélogramme d’un gargon agé de 13 ans.
Coloration:May-Grundwald-Giemsa,myélopéroxydase. Grx100
Le résultat de ce frottis montre de grands blastes avec un cytoplasme intensément

basophile présentant de multiples petites vacuoles. Selon la classification FAB, il

s’agit d’'une Leucémie aigué lymphoide de type 3 (Burkitt).

20
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lll-2- DISCUSSION

Depuis une vingtaine d’années, la classification des leucémies fait appel aux
recommandations du groupe FAB. Un grand intérét est porté a cette classification qui
tient a sa relative simplicité basée sur une description morphologique simplifiée.
Cette classification est basée sur la coloration des frottis de sang et de la moelle
osseuse par la méthode de May-Grinwald-Giemsa complétée par des examens
cytochimiques (myéloperoxidase, noir Soudan B).Cet examen est accessible a tous
les laboratoires et tient en compte les anomalies cytologiques. Cette approche reste
toujours la base du diagnostic des leucémies aigues en application clinique malgré
ses limites (Imbert et al.,1996).

D’aprés les résultats de notre étude sur 22cas de leucémies aigués diagnostiquées
au CHU de Hussein Dey-Alger, nous constatons que les leucémies aigues
représentent 20% des hémopathies malignes qui surviennent surtout chez I'enfant

avant 9 ans. Ce résultat est déja décrit par Baruchel (2003) et Jmili et al. (2004).

La majorité de nos patients sont atteint d’'une leucémie aigte lymphoide (64%), alors
qu’une minorité (36%) a une leucémie aigie myéloide. Cela peut étre expliqué par le
recrutement des patients trés jeunes et par l'augmentation de lincidence des
leucémies aigues myéloides (LAM) avec I'age. |l faut rapporter que seulement 18 %
de 'ensemble des LAM surviennent chez I'enfant (ROY et
Coleman,1992 ;Chan,2002; Zenhausernet al.,2003 ;Clavel et al, 2004;
McKenzie,2005).

Notre étude a révéler aussi que l'incidence la plus élevée s’observe chez
'enfant entre 4 et 8ans suivie par la tranche d’age comprise entre 1et 3ans. A partir
de I'dge de 10 ans l'incidence diminue selon une allure exponentielle. Ce résultat est

en accord avec celui de Roy et Coleman (1992).
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Nos résultats montrent aussi une prédominance masculine avec un sex ratio de 1,4.
Cette prédominance est aussi enregistrée en cas d’hémopathies (Kalifa, 2008 ;
Lacour, 2009 ; Troussard et al.,, 2009). Cela pourrait étre expliqué par certaines

hypothéses sur la protection du sexe féminin par le chromosome X.

L’étude de la numération et la formule sanguine de ces 22 patients atteints de LA a
montré des differentes anomalies illustrées par une anémie normochrome
normocytaire arégénérative dans 96%des cas, tandis que 4%présentent une anémie
hypochrome microcytaire arégénérative. Ces résultats sont conformes a ceux
trouvés par Sangare et al. (2013) et Elloumi et al. (2002).Cette fréquence élevée
d’anémie pourrait s’expliquer par I'hémorragie d’'une part, mais aussi par les
conditions socio-économiques et nutritionnelles précaires de nos patients d’autre
part.

L’examen cytologique des frottis de la moelle osseuse ont permis d’affirmer le
diagnostic des 22 cas de LA et d’en préciser que les types cytologiques les plus
fréquents étaient les LAL Il dans 32 % des cas, les LAL | dans 22 % des cas et les
LALIII sont retrouvées dans 09 % des cas étudiés. Ces résultats sont similaires a
ceux retrouvés par Braham et al. (2004) qui ont noté cette prédominance de LAL II.
En revanche, les résultats d’Elloumi et al. (2002) montrent une prédominance de LAL

| suivi par les LALII.

La répartition des cas de LAM selon la classification FAB est comparable aux
données publiées par plusieurs auteurs: Valensi (2003); Bacher et
al.(2005) ;Brionne et Nowoczyn(2009) dont les LAM sont majoritairement de type
cytologique M2 puis M1.Nous n’avons recensé aucun cas de M 3, M4, M5, M6 et M7
au CHU -Hussein Dey au cours de notre stage. D’aprés Sangare et al. (2013),
incidence des leucémies aigues en général et celle des leucémies aigues
lymphoides en particulier, est croissante. Leur diagnostic repose essentiellement sur
'étude cytologique associée quelquefois a la cytochimie. Ce diagnostic ne permet
pas toujours de caractériser les lignées prolifératives avec précision et de mettre en
évidence les antigénes de surface. Bien que ces méthodes constituent une étape
importante dans leur diagnostic, elles restent insuffisantes face a certaines formes de

leucémies dont seul 'immunophénotypage permet le diagnostic.
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Chapitre Il Résultats et discussion

Il s’agit des Leucémies aigues Lymphoides T, les Leucémies aigues Lymphoides B
et des leucémies aigues avec ambiguité de lignées telles que les biclonales et les
biphénotypiques.

En effet, dans notre étude, le plus souvent le diagnostic des leucémies aigues
est évident. Cependant, des difficultés de classement se sont posées en cas de
frottis pauvres ou mal étalés. La ponction est difficile a réaliser en cas de
myélofibrose pouvant géner I'aspiration de moelle. D’'ou la nécessité de caractériser
la population blastique par d’autres marqueurs immunologiques et cytogénétiques
pour affirmer ou méme modifier le diagnostic et aussi mieux cibler les indications

thérapeutiques initiées (Hunault et al.,1999).

23



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre étude réalisée sur 22 enfants atteints d’une leucémie aiglie a pour objectif
d’identifier correctement la maladie (cytologie, cytochimie), et de reconnaitre précocement
les ¢léments pronostiques défavorables cliniques ou biologiques, permettant d’ajuster la prise

en charge thérapeutique au risque.

D’apres les résultats obtenus nous pouvons conclure que :

- L’hémogramme complet avec une lecture minutieuse des frottis de sang et de moelle
complétée par des réactions cytochimiques permettent mieux le classement de la plupart des

leucémies aigues.

- La cytochimie a permis d’affiner le diagnostic cytologique des leucémies aigues et de

compléter 1’étude morphologique.

- Lacytologie et la cytochimie restent la base du diagnostic des leucémies aigues.

-1l est important d’envisager les tests biologiques qui fourniront le plus d’information utile

et d’éviter les tests inutiles avec une tendance généralisée a contrdler les colits de santé.

- le plus souvent, le diagnostic des leucémies aigues est évident; Cependant, des

difficultés de classement se présentent en cas de frottis pauvres ou mal étalés.

Il est recommander, devant des anomalies de I’hémogramme, aux biologistes de réaliser un
examen cytologique et cytochimique plus approfondis; afin d’établir précocement le

diagnostic différentiel entre les différents types de leucémies aigues.
Cependant 1’étude des autres marqueurs cytogénétiques, immunologiques et moléculaires est

devenue nécessaire pour confirmer et identifier le diagnostic des leucémies aigues, dont la

nouvelle classification utilise une combinaison de 1’ensemble de ces approches.
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Annexe 1

Coloration au May-Griinwald Giemsa

1- Fixation

e Placer la lame du frottis sur un support horizontal au dessus d’un bac de
coloration.

e Verser sur la lame 15 gouttes de colorant May-Griinwald pur de fagon a
recouvrir completement le frottis. Laisser agir 3 minutes.

2- Coloration au May-Griinwald

e Ajouter autant de gouttes d’eau neutre que de gouttes de colorant, le mélange
est rapide.

e Laisser agir 2 minutes. (Préparer la dilution du Giemsa pendant ce temps.)
e Rejeter le colorant par un jet d’eau neutre.
3- Coloration au Giemsa

e Préparer la dilution du Giemsa pendant les 3 minutes précédentes : pour cela
introduire 20 cm3 d’eau neutre dans une éprouvette graduée, ajouter 30 gouttes
de colorant de telle maniere que celui-ci reste a la surface de 1’eau neutre.

e Verser le contenu de I’éprouvette dans une boite de Laveran. Des que la lame
est préte, mélanger en agitant doucement (le pouvoir colorant est maximum au
moment du mélange).

e Déposer la lame (frottis en dessous) dans la boite, laisser agir 20 minutes
(Giemsa lent).

Rincer sous un jet d’eau neutre.
4- Séchage

e Laisser sécher la lame a I’air, en position inclinée, apres avoir essuy¢ la face
inférieure de la lame avec du papier filtre.

¢ Attendre au moins 5 minutes avant I’examen microscopique du frottis.
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Annexe 1

Réaction au Noir soudan

Réactifs
Formol

-Solution de travail

- Solution A :
Noir soudan B
Ethanol absolu

- Solution B (tampon) :
Phénol cristallisé
Ethanol absolu
Phosphate Di sodique
Eau distillé

- Solution C : Solution de travail

- Solution A 60ml

- Solution B 40ml

- Ethanol a 70%

- Giemsa a 10% dans I’eau tamponnée a PH 7
Technique
-dégraisser les lames

-Fixer les frottis 5a10mn ds Les vapeurs de Formol .

0,3g
100ml

16¢g
30ml
0,3g
100ml

-Immerger les lames pdt 1h a température ambiante ds la solution C filtrée.

-Rincer ds I’Ethanol a 70%

-Sécher et contre colorer pdt 15mn, ds la solution de Giemsa a 1%

-Rincer a I’eau tamponnée et Sécher a I’air
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Tableau I : Fréquence de LA chez les patients étudiés.

Annexe?2

Hémopathies Nombre de cas Pourcentage
malignes
LA 22 20%

Autre 88 80%

hémopathies
Tableau II: Répartition des patients en fonction de sexe.

Sexe Nombre de cas Pourcentage
Féminin 9 41%
Masculin 13 59%

Tableau III : Répartition des patients selon I’age.

Age

[0-3]

[4-7]

[8-11]

[12-15] [16-19]

Nombre de cas

9

5

4

2 1

Tableau IV : Répartition des enfants leucémiques en fonction de type de LA.

Type de LA Nombre de cas Pourcentage
LAL 19 86%
LAM 3 14%
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Annexe?2

Tableau V : Répartition des LAL chez les enfants leucémiques

Sexe \ Age [0-3] [4-7] [8-11] [12-15] [16-19]

Féminin 3 2 2

Masculin 6 3 2

= Absence des cas atteints de LAL

Tableau VI : Répartition des patients en fonction des résultats du myélogramme

Résultats du Nombre de cas Pourcentage
myélogramme
LALT 10 45%
LALII 7 3 2%
LAL IIT 2 9%
LAM 1 1 5 %
LAM 2 2 9%
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Annexe 3

Figure 15 : les outils utilisés au cours de la ponction osseuse

Figure 16 : Frottis de moelle ou myélogramme coloré au May-Grundwald-Giemsa

37



Annexe 3

/ ' A\

Figure 17 : Les réactifs de la coloration cytochimique (Myélopéroxydase)

Figure 18 : Les réactifs de May-Grundwald et de Giemsa utilisé au cours de la
coloration de myélogramme
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Annexe 3

Figure 19: Fiche de renseignement
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GLOSSAIRE

Anémie microcytaire hypochrome arégénérative : anémie modeéré a VGM < 80fl,

TCMH < 27pg et le réticulocyte <150g / |

Anémies normocytaires normochromes arégénérative : anémies définissent par

un taux d’hémoglobine circulante abaissé avec une TCMH et un VGM normaux et les

réticulocytes ne sont plus produits ce qui signe une anémie centrale

Anémie réfractaire avec excés de blastes (AREB) : Elle se manifeste par une
pancytopénie(Diminution du nombre des globules rouges, des globules blancs et des
plaquettes en présence d'une pathologie sanguine associée) sévére. La blastose

sanguine est <5 % et la blastose médullaire est comprise entre 6 et 20 %.

Aplasie : absence transitoire dans le sang des cellules sanguines normales due a la

chimiothérapie

Corps d’Auer: Est formé par la coalescence de lysosomes réalisant un fin batonnet

de 2 a 3 ym azurophile, c’est un signe cytologique de différenciation myéloide

Guérison : signifie que le patient est définitivement débarrassé de sa maladie

Hyperplasie : Prolifération de cellules normales dans une structure organique ou un
tissu. Elle peut étre secondaire a une irritation ou entre dans le cadre d’'un processus

compensatoire.

Myélofibrose : Augmentation pathologique du réseau de collagéne situé autour des

cellules de la moelle osseuse.

Neutropénie : est un trouble hématologique caractérisé par un taux bas de

granulocytes (ou polynucléaires) neutrophiles dans le sang..
Rémission : correspond a une période pendant laquelle le cancer n'évolue plus .

Thrombopénie :ou thrombocytopénie est une diminution du nombre de plaquettes

sanguines en dessous du seuil de 150 000 plaquettes par mm?®






Chapitre | Rappels bibliographiques

I-1-GENERALITES SUR LES LEUCEMIES

La leucémie est une affection maligne qui se caractérise par une prolifération de
cellules immatures dites blastiques de la moelle osseuse associées a un blocage de la
prolifération de cellules normales. Ces cellules anormales et immatures empéchent d’une part

la production des cellules normales et vont infiltrer les différents organes (Arock et al.,2008).
I-1-1- Types de leucémies

I-1-1-1- Leucémies aigiies

Les leucémies aigilies se caractérisent par la prolifération dans la moelle osseuse de
cellules a un stade prématuré de leur différenciation. Elles sont d’évolution rapide, bien que
leur pronostic se soit sensiblement amélioré ces derniéres années. La répartition des leucémies
aigiies et leur pronostic varient selon I’age et le type de cellules affectées (Goubin et al.,

2006) :

- Leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) : représentent ’affection maligne la plus
fréquente a 1’age pédiatrique d’environ 30-35% de I’ensemble des cancers de ’enfant.
Elles représentent 80% des leucémie aigues (Andrieu et al., 2007 ;Roland et al.,
2011).Chez I’enfant, les LAL de la lignée B sont prédominantes (80-88%) (Jemal et
al., 2006). Leur pic de fréquence se situe entre 2 et 5 ans, surtout dans les pays
occidentaux. Les LAL de la lignée T prédominent chez des enfants plus agés, a
I’adolescence ou chez les pré-adolescents et restent rares avant Sans (Fournier, 1998 ;
Sébahoun, 2005).

- Les leucémies aigués myéloblastiques(LAM) :ne représentent que 15 a 20% des
leucémies aigues chez I’enfant avec une incidence qui augmente avec 1’age. Elles sont
pour la majorité des cas des pathologies de ’adulte(Baudard etal., 1994 ; Chauvenet
et al., 2006; Quessar et al., 2009).D’apreés la classification franco-américano-

britannique,ces leucémies sont classées en plusieurs types (Atul et al., 2003) :
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LAM 0 : indifférenciée

LAM 1 : myeloblastique sans différenciation.

LAM 2 : myeloblastique avec différenciation (30-90% de blastes).

LAM 3 : promyelocytaire

LAM 4 : myelomonocytaire

LAM 4: myelomonocytaire avec ¢osinophilie

LAM 5 : monoblastique (sans différenciation : M5a, avec différenciation : M5b)
LAM 6 : erythroblastique ou erythroleucemie

LAM 7 : megacaryoblastique

I-1-1-2- Leucémies chroniques

Les leucémies chroniques se caractérisent par la prolifération de cellules produites dans

la moelle osseuse, a un stade avancé de leur différenciation en globules du sang. Elles

Evoluent sur plusieurs années.

I1 existe deux types de leucémies chroniques, distinguées selon le type de cellules affectées :

Les leucémies lymphoides chroniques : c’est la forme plus courante qui touche
essentiellement le sujet de plus de 50 ans. Elles sont souvent de découverte fortuite,
lors d’un bilan biologique systématique. Le diagnostic est évoqué devant des
ganglions multiples, une grosse rate, un gros foie, un amaigrissement. Parfois, il existe
des placards rouges violacés multiples sur la peau.

Les leucémies my¢loides chroniques : sont plus graves. Elles sont des cancers des
cellules souches hématopoiétiques. La phase initiale chronique se manifeste par une
production myéloide excessive de la moelle osseuse et va concerner essentiellement la
lignée granulocytaire. Cette affection touche essentiellement 1’adulte entre 30 et 50
ans. Il existe quelques cas chez I’enfant. L’homme est plus fréquemment touché que la
femme.

La découverte de cette maladie peut étre fortuite, a I’occasion d’une prise de sang. Le
plus souvent, comme pour la leucémie lymphoide chronique, un amaigrissement, une
fievre, la découverte de ganglion, d’une grosse rate, d’un gros foie et un saignement

digestif (Dine et al., 2013).
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I-1-2-Facteurs de risques
Les facteurs de risque des leucémies aigues sont inconnus dans la quasi-totalité des LAL.

Dans 10 a 20 % des LAM, nous retrouvons :
e Une prédisposition génétique :

» anomalies chromosomiques ou caryotypique.
» Aberration et I’instabilité chromosomique constitutionnelle.
» Maladies génétiques des systémes de réparation de I’ADN.
e Un traitement antérieur par chimiothérapie antimitotique et/ou radiothérapie(Vardiman
et al.,2008 ; De Botton,2010).
e Une exposition professionnelle (des parents) et environnementale chimique(benzéne ou
ses dérivés) (Delphine et al., 2003 ; Bhatia et al., 2002).
e Exposition environnementale aux radiations ionisantes et non ionisantes (Laurier etal.,
2001 ; Perillat,2001 ;Preston et al., 2004).
e Facteurs infecticux et viraux (Clark et al.,1985 ;Manns et al., 1993 ;Hsu et Glaser,

2000; Thorley et Gross, 2004 ; Rochford et al., 2005).

L’¢étiologie des leucémies de I’enfant reste obscure, et I’ensemble des facteurs de risque

connus n’explique qu’une faible part des cas de leucémies survenant chaque année.

I-1-3-Leucémogénése

Au cours de la leucémie aigiie, il y’a une transformation maligne d’une cellule qui devient
incapable de se différencier en réponse aux stimuli physiologiques normaux. Cette cellule
multiplie indéfiniment donnant naissance a un clone leucémique, source d’une accumulation
de cellules blastiques dans la moelle osseuse entrainant ainsi une défaillance de
I’hématopoiese normale responsable du tableau clinique révélateur de leucémie aigiie(Andrieu
et al.,1997, Larsen,2007).Ce phénomeéne de leucémisation peut survenir a n’importe quel
stade de I’hématopoiese, depuis la cellule souche pluripotente jusqu’aux précurseurs déja bien

engagés dans une lignée précise (Huguet et Récher,2011).

La leucémie se développe en régle dans la moelle osseuse, mais peut également s’étendre au
sang (d’ou la présence des blastes circulants dans certaines leucémies) ou a d’autres organes
non hématopoiétiques (peau, gencives, systéme nerveux central...) ce qui est responsable du

syndrome tumoral (Andrieu et al,1997; Manuelle,2008 ).L’accumulation des cellules



Chapitre | Rappels bibliographiques

leucémiques ne provient pas seulement d’une prolifération importante, mais bien plus d’une
perte de la capacité¢ de la différenciation totale pour arriver a des cellules matures, ce qui
donne aux cellules leucémiques un avantage de survie li¢ a un échappement aux regles de la

mort cellulaire programmée ou I’apoptose .(Hanahan et Weinberg,2000).

La translocation (t) chromosomique pouvait expliquer le blocage de la différenciation
cellulaire (Huguet et Récher ,2011).La classification Franco-américano-britanique (FAB) a
confirmé cette notion en intégrant parmi les critéres de typage des leucémies aigués les
principales translocations qui sont propres a certaines d’entre elles.(Roger et a/.,2005 ; Huguet

et Récher,2011).

I-2-Explorations paracliniques des leucémies

I-2-1-Hémogramme

L’hémogramme ou formule numérique sanguine permet trés souvent d’évoquer d’emblée le
diagnostic de leucémie aigué. Il est demandé en premier lieu devant des signes cliniques
faisant suspecter une leucémie aigiie. L’hémogramme permet l’analyse quantitative des
¢léments figurés du sang et éventuellement le nombre de blastes circulants (Gaynon et

al.,2000).

I-2-2-Myélogramme

Le my¢logramme est I’examen-clé du diagnostic .11 identifie et compte les différentes cellules
présentes dans la moelle osseuse (Myriam et a/.,2008).L’examen microscopique est réalisé a
partir d’un millilitre de liquide médullaire, obtenu généralement par ponction au niveau du
bassin, chez les plus jeunes enfants. Il met en évidence une infiltration blastique supérieure a

30 %, définissant le diagnostic de LA (Fohrer-Sonntag et Lioure ,2012).

Plus récemment, la classification de I’OMS a établi ce seuil a 20%incluant 1’entité «
anémie réfractaire avec exces de blastes (AREB) en transformation ». (Poplack et

al, 1999 ;Reinhard et a/,2003)

Le diagnostic des variétés cytologiques ce fait grace a la coloration du frottis médullaire par
May Grunwald Giemsa(MGG). Cette coloration est complétée par d’autres colorations
concernant essentiellement deux types d’activités enzymatiques : les myéloperoxydases,
caractéristiques des LAM(cytochimie positive dans plus de 5 % des blastes) et les estérases

qui sont positives sur les cellules granuleuses et monocytaires.
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Cette analyse cytologique apporte des éléments extrémement précieux (dysplasie sur une ou
plusieurs lignées cellulaires, aspect caractéristique de blastes myéloides ou lymphoides...)

(Fohrer-Sonntag et Lioure,2012).

I-2-3-Biopsie ostéomédullaire

La biopsie est rarement nécessaire pour le diagnostic. Elle est surtout effectuée en cas d’échec
de la ponction de la moelle osseuse, ou dans certaines formes dans lesquelles 1’os est trop dur
et la moelle inaspirable témoignant en général d’une myélofibrose associée (situation rare

chez I’enfant)( Lefrere,2005).

[-2-4-Immunophénotypage
L’immunophénotypage détermine par cytométrie en flux la présence de différents antigénes

reconnus par des anticorps monoclonaux fluorescents et permet ainsi :

» Identifier la lignée cellulaire en cause: les marqueurs les plus spécifiques sont
I’expression intracytoplasmique de CD79a pour la lignée B et CD3 pour la lignée T et
my¢loperoxydase (MPO) pour la lignée my¢loide

» Identifier le stade de de différenciation de la cellule. A titre d’exemple, le CD33
représente une molécule exprimée tot lors de la maturation myéloide(Jakob et
al.,2008).

» ldentifier une éventuelle leucémie aigué biphénotypique (10% des cas environ)

(Reinhard etal.,2003 ; Huguet et Récher,2011).

[-2-5-Cytogénétique
Le caryotype est devenu un examen obligatoire dans toute LA car il constitue un des plus
puissants facteurs pronostiques dont la cytogénétique a montré [’existence d’anomalies

portant sur le nombre et sur la structure des chromosomes des cellules blastiques :

e Les anomalies de nombre correspondent & des monosomies ou des trisomies, portant
sur une ou plusieurs paires, ce qui modifie la « ploidie » de la cellule.

e Les anomalies de structures peuvent exister :

e Soit sans modification de la quantité totale des geénes de la cellule (translocations
équilibrées) mais avec une altération de leur mode de fonctionnement.

e Soit avec modification quantitative des geénes (délétions ou monosomies partielles,
duplications ou trisomies partielles) (Reinhard et a/.,2003 ; Fohrer-Sonntag et Lioure

2012).
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