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Introduction

Les leucémies aigués (LA) constituent un groupe hétérogéne d’hémopathies
caractérisées par I'expansion clonale et non contrblée de précurseurs appelés
« blastes ». On distingue classiquement deux grandes catégories de leucémies
aigués : les leucémies aigués myéloides (LAM) et les leucémies aigués lymphoides
(LAL).

La place de la cytométrie en flux (CMF) dans la prise en charge diagnostique et le
suivi de ces hémopathies est devenue incontournable. Elle permet une analyse
qualitative précise des cellules leucémiques au diagnostic, ainsi que la détection de
petits clones leucémiques responsables ultérieurement de rechute dans le cadre de
la recherche de maladie résiduelle (MRD).

Le développement de la cytométrie multiparamétrique permet la détection d’une
cellule leucémique parmi 1 000 & 10000 cellules analysées, via I'étude de
I'expression aberrante d’antigénes par les blastes leucémiques (immunophénotype
associé aux leucémies, LAIP). Cette stratégie basée sur I'immunophénotype des
blastes au diagnostic présente néanmoins certaines limites liées a I'hétérogénéité
phénotypique des cellules leucémiques dans les LAM. En effet, une expression
aberrante d’antigéne n’est pas systématiquement présente sur I'ensemble des
blastes au diagnostic. De plus, une évolution phénotypique des blastes est
frequemment observée au cours du temps, rendant le suivi en CMF difficile. Il est
alors impératif pour le biologiste de bien connaitre les chemins phénotypiques de
maturation « normaux » afin d’identifier les blastes leucémiques par leurs déviations
phénotypiques (stratégie DfN, Different from Normal), indépendamment du
phénotype au diagnostic. Ces deux stratégies (LAIP, DfN), partiellement
superposables utilisent un panel d’anticorps associant a la fois des marqueurs
d'immaturité, des marqueurs myéloides et des marqueurs aberrants. Enfin, plus
récemment, d’autres marqueurs ciblant notamment les cellules souches leucémiques
(LSC) sont en cours d’étude dans le cadre de la MRD-LAM, en complément des
approches LAIP et DfN.

Malgré les progres réalisés en cytométrie multiparamétrique, les techniques
d’évaluation de la MRD-LAM en CMF souffrent cependant toujours d’'un défaut de

standardisation et il n’existe a I'heure actuelle pas de réel consensus sur le panel
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d’anticorps devant étre utilisé, le seuil de positivité et le protocole technique a
adopter. Ces limites restreignent l'utilisation de la MRD-LAM par cytométrie en flux a
quelques laboratoires spécialisés. Ceci a conduit I'intergroupe Frangais des LAM a
réaliser un travail de standardisation dans la mise en place d’un panel de suivi de la
MRD en CMF multiparamétrique (approche conjointe LAIP/DfN et LSC) : stratégie
actuellement utilisée pour le suivi de la MRD des patients LAM de deux études
cliniques BIG-1 et ALFA-1200.

La premiere étape de ce travail a consisté a mettre en place au Centre Hospitalier
de Valenciennes (CHV), le protocole MRD-LAM selon I'approche LAIP/DfN-LSC de
I'intergroupe ALFA, en cytométrie multiparamétrique 10 Couleurs. Dans le cadre d’un
travail de standardisation inter centres, nous avons ensuite comparé les résultats de
MRD-LAM obtenus en cytométrie en flux au Centre Hospitalier Universitaire (CHU)
de Lille et au CHV. Puis, un recueil des données obtenues en CMF et en biologie
moléculaire (BM) a permis une comparaison des techniques pour I'évaluation de la
MRD-LAM. Enfin, nous avons souhaité tester I'utilisation d’algorithmes d’analyses
non supervisées capables de traiter simultanément un grand nombre de parameétres

et s’affranchir de la subjectivité de 'opérateur.
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|- Généralités

1- Les leucémies aigués myéloides (LAM)

1.1- Définition et critéres diagnostiques

Les leucémies aigués myéloides sont caractérisées par I'accumulation de
précurseurs de nature myéloides (myéloblastes), bloqués a un stade de maturation,
ayant perdu leur capacité de différenciation et s’Taccumulant dans la moelle osseuse,

le sang et éventuellement d’autres tissus (1).

1.2- Epidémiologie et facteurs prédisposant

Les LAM sont des pathologies rares mais elles représentent environ 80% des
leucémies aigués de l'adulte. En 2018, les taux d’incidence standardisés sur la
population mondiale sont de 2,3 pour 100 000 chez les femmes (F) et 3,1 pour
100 000 chez les hommes (H), ce qui correspond a un sex-ratio H/F de 1,3. Les LAM
touchent en majorité les personnes agées et 'age médian au diagnostic est de 72

ans pour les femmes et 69 ans pour les hommes (2).
Plusieurs facteurs prédisposant sont aujourd’hui connus :

- certains syndromes génétiqgues (3) sont associés a un risque accru de
développer une LAM — en particulier les LAM infantiles - tels que le syndrome
de Down (trisomie 21) (4), certaines maladies associées a un défaut de
réparation de I'ADN (anémie de Fanconi, syndrome de Bloom, ataxie
télangiectasie), la maladie de von Recklinghausen, I'anémie de Blackfan-
Diamond, le syndrome de Shwachman-Diamond (5), le syndrome de Wiskott-
Aldrich, le syndrome de Klinefelter, la trisomie 8 (liste non exhaustive)

- L’exposition a un certain nombre d’agents chimiques tels que le benzéne (6)

- L’exposition a des radiations ionisantes de fagon accidentelle ou dans un

cadre thérapeutique (radiothérapie)

Pour la plupart des patients atteints de leucémie aigué, la cause de la maladie est

néanmoins inconnue.
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Des LAM secondaires peuvent survenir chez des patients avec antécédent
d’hémopathie maligne ou d’exposition a des thérapies ou agents leucémogenes. Les
patients aux antécédents de syndrome myélodysplasique (SMD) ou de syndrome
myeloprolifératif (SMP) présentent ainsi un risque accru d’acutisation en LAM (7).

Certaines chimiothérapies telles que les agents alkylants ou anthracyclines
sont plus susceptibles de favoriser le développement d’'une LAM dans les années

suivant le traitement.

Enfin, plus rarement, certaines mutations germinales ont été décrites dans les LAM
et sont associées a un risque accru de développer la maladie. On parle alors de LAM
familiales (8,9). Celles-ci sont parfois associées a des anomalies plaquettaires ou a
d’autres dysfonctions d’organes, et sont répertoriées dans la classification OMS 2016
révisée, dans la catégorie des néoplasmes myéloides avec prédisposition germinale
(10).

1.3- Physiopathologie

1.3.1-  Rappels sur I'hnématopoiése normale

L’hématopoiése est le processus qui permet a partir de cellules souches
hématopoiétiques (HSC), la synthese de I'ensemble des cellules du sang: les
globules rouges, les plaquettes et les leucocytes (polynucléaires, lymphocytes,
monocytes). Les cellules souches présentent différentes caractéristiques :
pluripotentialité, capacité d’auto-renouvellement, propriété de quiescence qui les
protege des agressions (radiothérapie et chimiothérapie notamment) et capacité de
reconstitution in vivo de [I'hématopoiése aprés injection chez des souris
immunodéficientes (SCID) ou NOD-SCID (non obese diabetic-SCID).

Les cellules souches hématopoiétiques (HSC), multipotentes ont ainsi la capacité de
s’auto-renouveler et de donner naissance a des progéniteurs multipotents (MPPs,
MultiPotent Progenitors) capables de se multiplier et de se différencier en
progéniteurs plus avancés: soit en LMPP (Lymphoid-Primed Multipotent
Progenitor), soit en CMP (Common Myeloid Progenitors). Ces progéniteurs donnent
naissance a des progeéniteurs de plus en plus différenciés de la lignée lymphoide :
CLP (Common Lymphoid Progenitor) et de la lignée granulocytaire, via leur
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différenciation en MEP (Megakaryocyte-Erythroid Progenitor), progéniteur des
lignées megacaryocytaire et érythroide, ou en GMP (Granulocyte-Monocyte

Progenitor), pour aboutir aux éléments matures du sang (11).

Une représentation schématique de ’hématopoiése est présentée en figure 1.

Moelle
osseuse

MPP HSC

Lignée lymphoide

CMP

L Précurseurs |
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DC
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B

\" 7

Plaquettes Hématies PNN Monocyte

Figure 1 : Représentation schématique du processus de I'hématopoiése

HSC : Hematopoietic Stem Cell; MPP : MultiPotent Progenitors ; CMP : Common Myeloid
Progenitors ; LMPP : Lymphoid-Primed Multipotent Progenitor ; CLP : Common Lymphoid Progenitor ;
MEP : Megakaryocyte-Erythroid Progenitor ; GMP : Granulocyte-Monocyte Progenitor ; DC : Dendritic
Cell ; PNN : PoluNucléaire Neutrophile ; PNB : PolyNucléaire Basophile ; PNE : PolyNucléaire
Eosinophile ; NK : Natural Killer

Néanmoins, bien que l'organisation générale de I'hématopoiése soit connue, les
interconnexions entre les progéniteurs sont encore aujourd’hui soumises a
controverse avec plusieurs modéle proposés sans stricte séparation entre les
progéniteurs myéloides communs (CMP) et les progéniteurs lymphoides communs

(LMPP) comme décrit dans le modeéle «courant» (11) (figure 1).

Par ailleurs, afin que I'hématopoiese puisse se faire, de nombreuses conditions
doivent étre remplies a commencer par la présence d'un microenvironnement
spécifique, on parle de niche hématopoiétique. Cette structure anatomique et
fonctionnelle est composée d'un certain nombre d’éléments cellulaires (cellules

stromales, ostéoblastes, adipocytes, macrophages...) ce qui lui permet d’assurer la
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maintenance, la mobilisation et la régulation des fonctions des CSH. Chez I'adulte
sain 'hématopoiése a lieu dans la moelle osseuse tout au long de la vie.

L’intervention de facteurs d’adhésion, de facteurs de croissance et de transcription,
de récepteurs et de voies de transduction du signal est également indispensable afin

de maintenir une hématopoiése normale (12).

1.3.2- Leucémogénese dans les LAM

a. Aspects moléculaires : le « two-hit model »

La leucémogénése est définie par I'ensemble des mécanismes a l'origine de la
transformation des cellules normales en cellules leucémiques. En 2002, Gilliland DG
et al, proposent un modele a deux événements : le « two-hit model » (13) selon
lequel les anomalies moléculaires responsables d'une part de [larrét de
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques, et d’autre part, d’un excés de
prolifération pourraient coopérer pour aboutir a une leucémie. La coexistence d’au
moins deux de ces altérations géniques serait nécessaire a I'apparition de la LAM

(figure 2) :

- Une mutation de classe | : activation constitutive de récepteurs de surface (RAS,
récepteurs tyrosine kinase comme FLT3 ou c-KIT) qui confere un avantage

prolifératif et de survie aux cellules leucémiques.

- Une mutation de classe Il : mutations de facteurs de transcription ou de co-
activateurs responsables d'un blocage de la différenciation myéloide. La
translocation t(8;21) aboutissant a la formation du géne de fusion RUNX1-RUNX1T1

en est un exemple.
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Figure 2 : Représentation schématique de la leucémogénése : mutations et mécanismes (14)

Deux types de mutations peuvent étre impliqués dans la leucémogénése des LAM : mutations de
classe | favorisant la prolifération et/ou la survie et mutations de classe Il altérant la différenciation ou

induisant I'apoptose.

b. Hétérogénéité fonctionnelle des LAM :

stochastique et hiérarchique

modéle

Les LAM présentent une grande hétérogénéité en termes de morphologie, de

phénotype, sur le plan génétique, prolifératif et fonctionnel. Deux modeles (figure 3)

ont été décrits pour expliquer I'hnétérogénéité fonctionnelle des LAM (15) :

- Le modele stochastique

- Le modele hiérarchique
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Tumor cells are biologically equivalent Behavior cannot be predicted by intrinsic
but behave variably due to stochastic characteristics; therefore, tumor-initiating
influences (intrinsic and extrinsic) activity cannot be enriched
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Figure 3 : Modele hiérarchique et stochastique de leucémogénése (15)

Le modele stochastique (en haut de la figure) est une théorie selon laquelle toutes les cellules
tumorales pourraient étre biologiquement équivalentes et que I'hétérogénéité découle d’influences
plus ou moins aléatoires, extrinseéques ou intrinséques. Cela induit que le comportement cellulaire ne
peut étre prédit par ses caractéristiques intrinséques.

Le modele hiérarchique (en bas de la figure) implique une leucémogénese mimant ’hématopoiese
physiologique, avec présence a son sommet de certaines cellules souches leucémiques (LSC) ayant
des caractéristiques proches des HSC physiologiques : capacités d’auto-renouvellement, de
pluripotentialité et de quiescence. Selon cette théorie, il est alors possible d’induire une prolifération
tumorale a partir d’une fraction cellulaire initiatrice de leucémie.

c. Les cellules souches leucémiques (LSC)

Les LSC (ou CIL : cellules initiatrices de la leucémie) ont été mises en évidence dans
les LAM pour la premiére fois en 1994 par Dick et son équipe (16). En effet, ils ont
reproduit la leucémogénése a partir d’'un modele de xénotransplantation de cellules

de moelle osseuse de LAM chez des souris immunodéficientes (SCID).

Les LSC présentent beaucoup de similitudes avec les HSC physiologiques :
capacités de différenciation, de prolifération et potentiel d’auto-renouvellement, leur
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permettant de maintenir la croissance du clone leucémique a long terme in vivo.
Elles partageraient par ailleurs un immunophénotype commun CD34+ CD38- avec
les CSH normales (16). Les LSC résisteraient également mieux a I'apoptose,
présenteraient une sensibilité in vitro réduite a la chimiothérapie et une expression
accrue des genes de multirésistance aux meédicaments. Ces caractéristiques
pourraient expliquer un taux de rechute élevé dans les LAM (17). En effet, les
chimiothérapies actuelles restent peu efficaces sur ce compartiment cellulaire, ciblant
les cellules possédant des capacités de prolifération, et épargnant les LSC,

quiescentes pour la plupart (18).

Si les LSC présentent beaucoup de similitudes avec les HSC normales, les travaux
de Goardon et al. montrent que les LSC retrouvées dans les LAM CD34+ (environ
80% des LAM) sont phénotypiqguement tres proches des GMP (CD34+ CD38-
CD90- CD45RA+) ou, moins fréguemment, des LMPP (CD34+ CD38- CD90-
CD45RA-). lls suggérent ainsi que dans la plupart des cas de LAM CD34+, la
leucémie serait une pathologie de progéniteurs ou les LSC auraient acquis un

potentiel d’auto-renouvellement anormal (19).

Par ailleurs, si les travaux de xénogreffe ont montré le réle fondamental de la fraction
CD34+ CD38- dans linitiation de la leucémie (16), le postulat selon lequel les LSC
proviendraient uniqguement de ce compartiment est contesté. En effet, des modeles
de LAM réalisés chez des souris immunodéprimées ont montré que des
compartiments plus matures CD38+ ou CD34- pouvaient également contenir des
cellules initiatrices de leucémies aprés transplantation (20).

1.3.3- ROle des niches hématopoiétiques

Les niches hématopoiétiques présenteraient un réle a la fois dans la prolifération des
cellules leucémiques de LAM, l'adhésion, mais aussi dans la résistance aux
chimiothérapies. En effet, malgré les chimiothérapies intensives et l'allogreffe de
HSC, la survie globale dans les LAM reste pauvre. Plusieurs travaux expérimentaux
ont permis d’étayer I'hypothése d’une implication des niches dans la leucémogénése
et la résistance aux traitements. Une inhibition des interactions cellulaires et
moléculaires entre la niche médullaire et les cellules leucémiques constituerait ainsi
une piste prometteuse de thérapie ciblée.
En effet, dans les LAM, le remodelage des niches hématopoiétiques conduit & un
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environnement favorable a la prolifération et la survie des LSC et des cellules
leucémiques (21). Une meilleure connaissance des interactions entre ces niches et
les cellules leucémiques pourrait constituer une cible thérapeutique permettant

d’améliorer la survie des patients atteints de LAM.

1.4- Circonstances diagnhostiques

1.4.1- Insuffisance médullaire

L’insuffisance médullaire est définie par un défaut de production des cellules matures
myéloides circulantes, d’apparition aigué ou progressive. Dans les leucémies aigués,

elle est brutale et secondaire a I'envahissement de la moelle osseuse par les blastes.

Le syndrome anémique est souvent mal toléré car d’installation rapide et peut
provoquer une asthénie importante et une dyspnée a l'effort. L’examen clinique peut
mettre en évidence une tachycardie, une paleur cutanéo-muqueuse, des vertiges et

bourdonnements d’oreille.

Le syndrome infectieux est lié a la neutropénie. La symptomatologie est variable :
allant de la fievre isolée, a des manifestations de la sphere ORL ou sans caractere

clinique spécifique, pouvant aller jusqu’au sepsis sévéere.

Le syndrome hémorragique lié en premier lieu a la thrombopénie peut provoquer des
manifestations cutanéo-muqueuses de type purpura, épistaxis, gingivorragies ou des

hémorragies extériorisées.

1.4.2-  Anomalies du bilan sanguin

La numération formule sanguine (NFS) associe fréequemment une hyperleucocytose
avec blastes circulants et plusieurs cytopénies, orientant rapidement vers un
diagnostic de leucémie aigué. L’atteinte peut porter d’'emblée sur les trois lignées
avec un tableau de pancytopénie, mais elle peut étre dissociée et n’atteindre qu’une
ou deux lignées. L’anémie est quasi-constante, d’intensité variable, elle est
classiguement normochrome, arégénérative, normo ou macrocytaire. Une

neutropénie et une thrombopénie souvent profonde sont fréquemment retrouvées.
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La leucocytose est tres inconstante: elle peut aller de la leucopénie a
I'nyperleucocytose franche supérieure a 100G/L. La blastose est variable : quasi
constante dans les formes hyperleucocytaires, elle peut étre absente en cas de
leucopénie. Une hyperleucocytose blastique élevée peut constituer une urgence

thérapeutigue en raison du risque de syndrome de leucostase.

L’examen attentif du frottis sanguin est au centre du diagnostic. Deux éléments
entrent en compte pour le diagnostic de LA : le pourcentage de blastes et leur aspect
cytologique (22). La présence de granulations ou de signes de dysmyélopoiese
associés font suspecter une origine myéloblastique. Des blastes avec corps d’Auer
permettent par ailleurs de confirmer le caractére malin des blastes et leur nature

myéloide (23).

Un bilan d’hémostase doit étre réalisé de facon systématique a la recherche de
signes de CIVD débutante ou déclarée pouvant étre observée dans les leucémies
aigues promyeélocytaires (LAP) et les LAM hyperleucocytaires (24).

Le bilan biochimique peut mettre en évidence un syndrome de lyse tumoral associant
hyperuricémie, hyperphosphorémie, hypercalcémie, hyperkaliémie et augmentation
des lactates déshydrogénases (LDH). Le risque majeur est de développer une

insuffisance rénale aigue.

1.4.3- Syndrome tumoral

Le syndrome tumoral est inconstant, les adénopathies sont rares. Des atteintes
extra-médullaires telles que la présence de chlorome ou sarcome granulocytaire
peuvent étre observées dans les LA a composante monocytaire et correspondent a
des tumeurs de localisation souvent cutanée, orbitaire ou encore gingivale. Une
splénomégalie est également rencontrée dans 15 a 20% des cas de LAM et peut

orienter également vers une LA a composante monocytaire.

D’autres manifestations moins spécifiques des LAM peuvent étre observées telles
gue des douleurs osseuses ou des atteintes neuroméningées. Un syndrome de
leucostase peut eégalement étre rencontré en cas de LAM fortement
hyperleucocytaire. Le syndrome de leucostase doit ainsi étre évoqué devant la
présence de signes de dyspnée ou signes neuroméningés de type hémorragie
intracérébrale et constitue un critéere de mauvais pronostic (25,26).
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1.5- Confirmation du diagnostic

1.5.1- Myélogramme

Le myélogramme est indispensable au diagnostic et a la classification des leucémies
aigues. Outre la réalisation de frottis médullaires destinés a I'analyse cytologique et
cytochimique, plusieurs échantillons sont préleves pour analyse

immunophénotypique, cytogénétique et de biologie moléculaire (23).

L’analyse cytologique permet de confirmer le diagnostic en cas d'infiltration
meédullaire supérieure ou égale a 20%. Le diagnostic de LAM peut également étre
posé quand le pourcentage de blastes dans le sang ou la moelle est inférieur a 20%

en présence des anomalies cytogénétiques suivantes (22) :

- translocation t(15;17)(q22;912) (réarrangement des genes RARA et PML) ;

- translocation 1(8;21)(g22;922) (réarrangement des genes RUNX1 et
RUNX1T1) ;

- translocation t(16;16)(p13.1 ;g22) ou inversion inv(16)(p13.1922)
(réarrangement des génes CBFB et MYH11).

Des examens cytochimiques complémentaires peuvent étre réalisés :

- Cytochimie a la myéloperoxydase (MPO) affirme la nature myéloide de la
leucémie aigué.

- Réaction cytochimique aux estérases non spécifiques (NASDA) en cas de
suspicion de LA a composante monocytaire, inhibée en présence de fluorure

de sodium (NAF) (inhibition spécifique)

Enfin, la présence de signes de dysmyélopoieése est en faveur d’une origine

myéloide et peut orienter vers une myélodysplasie préexistante ou associée.

Proposé en 1976, puis révisé en 1985, le systtme de la classification French
American British (FAB) basé sur les criteres morphologiques des blastes et le stade
de maturation des cellules permet de classer les LAM en 8 types et sous-types
(tableau 1) (27,28).
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Tableau 1 : Classification des LAM selon le groupe French-American-British (FAB) (27,28)

Types/Sous-
types

LAMO

LAM1

LAM2

LAM3
LAM3v

LAM4
LAM4éo

LAMS5
- ba
-5b

LAMG6

LAM7

Nom

LAM avec différenciation
minime

LAM sans maturation

LAM avec maturation

LAM promyélocytaire

LA myélomonocytaire

LA monoblastique
- LAMS5 peu différenciée
- LAMS différenciée

Erythroleucémie

* N’existe plus dans la
classification OMS 2016, seule
persiste la LA érythroide pure

LA mégacaryocytaire

MO : Moelle Osseuse

Caractéristiques

- Blastes > 90% (MO)
- Indifférenciés

- Réaction MPO négative

- Blastes > 90% (MO)

- Avec ou sans granulations
- Réaction MPO positive

- Blastes 20-90% (MO)

- Avec granulations/corps Auer

- +/- myélodysplasie

- Réaction MPO positive

- Persistance de différenciation granulocytaire (> 10%)

- Blastes 20-90% souvent hypergranuleux (MO)
- Corps d’Auer en fagots

- Réaction MPO positive

- Forme variante hypogranuleuse

- Similaire LAM2

+Monocytose sanguine > 5G/L Ou médullaire > 20%
- Forme variante avec excés (MO) d’éosinophiles

dysplasiques

- Réaction MPO faiblement positive ou négative
- Réaction NASDA positive et inhibée par NAF

- Lignée monocytaire> 80% (MO)

- Monoblastes 5a

- Promonocytes/monocytes 5b
- Réaction MPO faiblement positive ou négative
- Réaction NASDA positive et inhibée par NAF

- > 50% d’érythroblastes et > 20% blastes myéloides au

sein de la granulo-monopoiése (MO)

- Dysérythropoiése

- Blastes > 20% ; au moins la moitié de

mégacaryoblastes (MO)
- Myélofibrose
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1.5.2-  Immunophénotypage

L'immunophénotypage est une étape incontournable du diagnostic des leucémies
aigués. Il consiste a rechercher par technique de cytométrie en flux I'expression par
les cellules leucémiques de divers antigenes de différenciation membranaires ou

intra-cytoplasmiques a l'aide d’anticorps spécifiques couplés a un fluorochrome.

Complément indispensable de I'analyse cytologique sanguine et médullaire, il permet
de confirmer I'appartenance de la population blastique a une lignée et permet
d’apprécier le stade de blocage des blastes dans leur différenciation (29). Enfin,
certains antigénes étudiés en cytométrie en flux peuvent étre la cible d’anticorps
monoclonaux utilisés dans certaines thérapies ciblées. L’étude de leur expression
peut donc étre utile a des fins thérapeutiques. C’est le cas notamment du
Gemtuzumab Ozogamicine (GO) dans le cadre de la prise en charge des LAM
CD33+ (30).

L’European Leukemia Net (ELN) a émis des recommandations sur un panel
d’anticorps a utiliser pour le diagnostic de LAM (tableau 2). D’'une maniére générale,
la positivité d’au moins deux marqueurs appartenant a une méme lignée est
nécessaire pour préciser l'appartenance a la lignée myéloide. Les panels de
détection antigénique utilisés en pratique courante comprennent également des
marqueurs associés aux lignées lymphoides B et T, afin d’exclure une LAL ou une
leucémie aigué de phénotype mixte (MPAL). lls permettent également de rechercher
des marqueurs dont I'expression aberrante pourra aider au suivi de la maladie
résiduelle en CMF (22).
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Tableau 2 : Expression des marqueurs de surface cellulaire et cytoplasmique pour le
diagnostic de LAM et MPAL (22)

Diagnostic de LAM

Précurseurs CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR

Marqueurs granuleux CD65, MPO intracytoplasmique

Marqueurs monocytaires CD14, CD36, CD64

Marqueurs érythrocytaires CD41 (glycoprotéine Iib/llla), CD61 (glycoprotéine Illa)

Diagnostic de MPAL

Marqueurs myéloides MPO (CMF, immunohistochimie, cytochimie) ou
différenciation monocytaire (au moins deux marqueurs parmi
les suivants : cytochimie estérase non spécifique, CD11c,
CD14, CD64, lysozyme)

Marqueurs lymphoides (T) CD3 cytoplasmique fort ou CD3 de surface

Marqueurs lymphoides (B) - CD19 fort avec au moins I'un des marqueurs suivants (forte
expression) : CD79a cytoplasmique, cCD22, CD10 OU
- CD19 faible avec au moins 2 des marqueurs suivants (forte
expression) : CD79a, CCD22, CD10

1.5.3- Cytogénétique

L’étude du caryotype est fondamentale pour le diagnostic, le pronostic et la prise en
charge thérapeutique. Ainsi, depuis 2001, les différentes classifications OMS,

notamment celle de 2016 (10) integrent les données cytogénétiques.

L’intérét de la cytogénétique est plus limité dans le suivi des LAM du fait de la
sensibilité relativement faible de la technique mais le caryotype garde une place
importante lors de la prise en charge des rechutes ou des changements peuvent étre

observés par rapport au caryotype du diagnostic.

L’étude des anomalies cytogénétiques peut étre effectuée par deux techniques bien

distinctes :

- la cytogénétique conventionnelle qui consiste en I'étude du caryotype : mise en
evidence d’anomalies de taille, de nombre et/ou de structure (trisomies,

monosomies, translocations, délétions, inversions etc...).

- la cytogénétique moléculaire avec la techniqgue FISH (Fluorescent In Situ

Hybridization) qui permet une analyse ciblée de certaines anomalies
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chromosomiques cryptiques telles que la translocation t(15;17) de la LAM3, grace a

des sondes fluorescentes, spécifiques des séquences d’acides nucléiques.

Les techniques de cytogénétique conventionnelle et de FISH permettent de mettre
en évidence des anomalies cytogénétiques dans pres de 60% des cas au diagnostic
(figure 4). Leur mise en évidence est incontournable non seulement pour la
classification des LAM mais aussi pour le choix de la prise en charge thérapeutique

en raison de leur impact pronostique.

autres
27%

inv(3)/t(3;3)
1%

inv(16)/t(16;16)/
5%

Figure 4 : Répartition des anomalies cytogénétiques au diagnostic de LAM (de novo ou
secondaire) sur une cohorte de 5876 patients agés de 16 a 59 ans traités selon un protocole
intensif (31,32)

Différents types d’anomalies cytogénétiques peuvent étre retrouvées :
a. Les LAM avec translocations récurrentes

Dans environ 30% des cas, on retrouve une translocation récurrente. A ce jour,
plusieurs  translocations associées aux LAM ont été identifiées.
Ces anomalies correspondent dans la plupart des cas a des translocations

impliquant des génes codant pour des facteurs de transcription (33).

Les principales translocations récurrentes décrites dans les LAM sont les
suivantes (22,34) :

- LAM avec t(15 ;17) induisant la fusion du géne PML relocalisé en 15924 avec le

géne RARA (17g21) codant pour le récepteur alpha de l'acide rétinoique. Cette

44



translocation est pathognomonique de la LAM3 de la classification FAB avec blastes

souvent d’allure bilobée et corps d’Auer en fagots.

- LAM du groupe CBF : t(8;21) impliquant le géne RUNX1 et les 1(16;16)(p13g22)
ou inv(16)(p13g22) impliquant le gene CBFB. Ces deux genes codent pour les sous

unités a et B du complexe CBF.

- LAM avec réarrangements du géne KMT2A (anciennement MLL) : Certaines
translocations en 11923 du gene KMT2A sont facilement identifiables en
cytogénétique conventionnelle mais d’autres nécessitent le recours a des techniques
de FISH.

D’autres translocations récurrentes peuvent étre retrouvées dans les LAM. Par ordre
de fréquence on peut retrouver les anomalies suivantes: inv(3)(q21;926.2), ou
1(3;3)(021;026.2), t(6;9)(p13 ;q34) ; 1(8;16)(p11;p13) (35).

b. Autres anomalies cytogénétiques récurrentes
retrouvées dans les LAM

Outre les translocations récurrentes décrites précédemment, d’autres anomalies
cytogénétiques peuvent étre observées dans les LAM (31,34). Dans 20 a 25% des
cas, on retrouve une délétion partielle ou compléte des chromosomes 5 ou 7. Enfin,
dans 10 a 15% des cas, sont retrouvées des anomalies cytogénétiques diverses
telles que la présence d’un chromosome surnuméraire 8 ou 11, des anomalies du

chromosome 17 ou une trisomie 8.

Certaines anomalies peuvent étre associées, et on distingue alors deux entités de

pronostic défavorable :

- Un caryotype complexe est défini par la présence d’au moins trois anomalies
cytogénétiques indépendantes et en l'absence d'une des translocations ou
inversions récurrentes suivantes désignées par 'OMS : 1(8;21), inv(16) ou t(16;16),
t(9;11), t(v;11)(v;923.3), 1(6;9), inv(3) ou t(3;3) et LAM avec BCR-ABL1.

- Un caryotype monosomal est défini par la présence d’'une monosomie (en excluant
la perte de X ou Y) associée a au moins une anomalie de structure (en excluant
celles caractérisant les LAM-CBF ou les LAP) ou une autre monosomie

autosomique.
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c. Les LAM a caryotype normal

Dans environ 40% des cas, aucune anomalie cytogénétique n’est retrouvée. Le
recours aux techniques de biologie moléculaire permettra alors de préciser les

caractéristiques des LAM a caryotype normal (LAM-CN) (31).

1.5.4- Biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire (BM) sont devenues incontournables dans la
prise en charge des LAM, a la fois en terme diagnostique, pronostique et
thérapeutique. Elles occupent ainsi une place majeure dans la classification OMS
2016 ou lintégration de la biologie moléculaire a la cytogénétigue a permis la
définition d’entités distinctes dont la valeur pronostique est de mieux en mieux établie
(10). Dans les LAM a caryotype normal, I'étude moléculaire permet dans environ
80% des cas de retrouver des anomalies, de créer des sous-groupes et ainsi

d’affiner le pronostic de ces patients (figure 5) (33).

Nid-Ope (20%) NPM1+ (31%)

CEBPA+ avec
FLT3-ITD+ (4%) \

NPM1+ avec
FLT3-ITD+ (23%)

FLT3-ITD+ (11%) B

. 15;17) ;
LAM 2 caryotype normal — - PMLt-(RARA)(IO%)
t(6;9) ;
DEK-NUP214 (1%)
inv(3)/t(3;3) ;
RPN1-EVI1 (1%)

t(8;21);
RUNX1-RUNX1T1 (8%)

Réarrangements de MLL CBF

dont t(9;11) (4%) inv(16/t(16;16) ;

CBFB-MYH11 (6%)
Figure 5: Anomalies moléculaires dans les LAM a caryotype normal de I'adulte (33)

La figure 5 détaille spécifiguement les anomalies retrouvées en biologie moléculaire dans la catégorie
des LAM a caryotype normal. Pour seulement 20% d’entre elles, aucune anomalie moléculaire n’est
retrouvée.

Le dépistage rapide d’anomalies moléculaires, en complément des données de
cytogénétique permet ainsi d’adapter précocement la prise en charge thérapeutique.

De plus, la grande sensibilité de ces techniques permet a la biologie moléculaire de
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constituer I'outil de choix pour I'évaluation de la réponse au traitement et/ou la

détection précoce d’éventuelles rechutes infracliniques.

Des progrés considérables ont été réalisés dans la compréhension des mécanismes
moléculaires a l'origine des LAM, grace a l'identification de mutations somatiques
(NPM1, CEBPA, KIT...) mais aussi dans la dérégulation de certains génes (EVI1).
Le développement et l'utilisation du séquencage haut-débit (NGS) permettent
actuellement de compléter les connaissances sur les bases moléculaires des LAM.
Les recommandations de I'ELN 2017 préconisent désormais la recherche
systématique de mutations génétiques incluant NPM1, CEBPA, RUNX1, FLT3, TP53
et ASXL1 (22).

Ces anomalies moléculaires peuvent étre regroupées en différentes catégories

fonctionnelles, détaillées dans les paragraphes suivants.

a. Genes de fusion

Les transcrits de fusion résultent de translocations mises en évidence dans les LAM

avec anomalies cytogénétiques récurrentes :

- Transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1 (5 a 10% des LAM) conséquence de la
t(8;21). Le géne RUNX1 code pour la sous unité alpha2 du core binding factor (CBF)
impliqué dans I'’hématopoiése physiologique. Son réarrangement conduit a la

dérégulation du complexe CBF.

- Transcrit de fusion CBFB-MYH11 (5 a 10% des LAM) conséquence de I'inv(16) ou
t(16;16). Comme pour le gene RUNX1, le réarrangement du gene CBF conduit a la

dérégulation du complexe CBF.

- Transcrit de fusion PML-RARA (8 a 12% des LAM) conséquence de la t(15;17). Le
géne RARA code pour la sous unité alpha de I'acide rétinoique. Cette recherche sera
systématiquement réalisée pour confirmer le diagnostic de LAP qui justifie d’'un
traitement spécifique par acide tout trans rétinoique (ATRA) et dérivés de l'arsenic.

Ce traitement permet de rétablir la différenciation des cellules leucémiques.

Le deépistage de ces réarrangements génétiques (PML-RARA, CBFB-MYH11,
RUNX1-RUNX1T1) doit étre effectué si une information rapide est nécessaire pour
recommander une thérapie appropriée, si la morphologie chromosomique est de

47



mauvaise qualité (échec du caryotype) ou s'il existe une présentation cytologique

typique mais que I'anomalie cytogénétique suspectée n'est pas présente (22).

D’autres transcrits de fusion, plus rares, peuvent étre observés dans les LAM. lIs
concernent notamment les genes de fusion DEK-NUP214, RBM15-MKL1 (OTT-
MAL) et BCR-ABL.

b. Réarrangement de KMT2A

Les LAM avec réarrangement du gene KMT2A concernent environ 4 a 6% des LAM
de l'adulte. Le géne KMT2A code pour un régulateur épigénétique impliqué dans les

modifications post-traductionnelles des histones.

c. Autres anomalies récurrentes dans les LAM

Parmi les autres génes d’intérét dans cette pathologie, on retrouve des facteurs de
transcriptions myéloides (comme CEBPA, RUNX1, EVI1), des genes de transduction
du signal (FLT3, KIT, RAS), des genes impligués dans des modifications de la
chromatine (ASXL1, EZH2), des génes modifiant TADN (IDH, TET2, DNMT3A), des
genes suppresseurs de tumeurs (WTL1 et TP53) et le géne NPM1 codant pour une

nucléophosmine jouant un role anti-tumoral en stabilisant la protéine p53.

1.6- Classification des LAM et néoplasies associées selon
I’OMS 2016

Editée pour la premiére fois en 2001, puis révisée en 2008 et en 2016, la
classification OMS des LAM (tableau 3) integre les données cytogénétiques,
moléculaires, génétiques ainsi que les antécédents thérapeutiques ou pathologiques

du patient (LAM secondaires, myélodysplasie sous-jacente etc...) (10,36).

Cette classification définit différentes entités de LAM ayant une signification

pronostique distincte (tableau 3).
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Tableau 3 : Classification des LAM - OMS 2016 (10)

Type

LAM avec anomalies cytogénétiques
récurrentes

LAM avec anomalies associées aux
myélodysplasies
LAM-MRC

Néoplasies myéloides post-
chimiothérapie

LAM sans autre spécificité (NOS)

Sarcomes myéloides

Proliférations myéloides liées au
syndrome de Down (trisomie 21)

Description

- LAM avec t(8;21)(q22;922.1) ; RUNX1-RUNX1T1
- LAM avec inv(16)(p13.1922)

ou t(16;16)(p13.1;922) ; CBFB-MYH11

- LAP avec PML-RARA

- LAM avec t(6;9)(p23;934.1) ; DEK-NUP214

- LAM avec inv(3)(q21.3926.2)

ou t(3;3)(q21.3;926.2) ; GATA2, MECOM (EVI1)

- LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13.3;q13.3) ;RBM15-MKL1
- Entité provisoire : LAM avec BCR-AML1

- LAM avec NPM1 muté

- LAM avec mutation bi-allélique de CEBPA

- Entité provisoire : LAM avec RUNX1 muté

- Soit faisant suite a un SMD ou & un SMD/SMP
- Soit avec anomalie(s) cytogénétique(s) de SMD**

- LAM-t

- SMD-t

- LAM avec différenciation minime

- LAM sans maturation

- LAM avec maturation

- LA myélomonocytaire

- LA monoblastique/monocytaire

- LA érythroide pure (disparition ancienne LAM6)
- LA mégacaryoblastique

- LAM a composante basophile

- LA avec myélofibrose (panmyélose aigué)

Uniguement les sarcomes myéloides de novo

- Proliférations myéloides transitoires (TAM)
- Leucémies myéloides associées au syndrome de Down

1.7- Facteurs pronostiques

L’évaluation précise du pronostic est essentielle a la prise en charge d’'une LAM. En

effet, elle conditionnera pour chaque patient les modalités de chimiothérapie —

intensive ou atténuée, ainsi que lindication éventuelle d’'une allogreffe de cellules

souches hématopoiétiques.

On distingue deux types de facteurs pronostiques dans les LAM, ceux liés au patient

et ceux liées a la leucémie. Les facteurs liés au patient prédisent généralement un

risque de mortalité précoce di au traitement, tandis que les facteurs liés a la maladie

sont prédictifs de la résistance aux chimiothérapies actuelles (1).
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1.7.1- Facteurs liés au patient
a. L’age au diagnostic

Il s’agit du facteur pronostique le plus important lié au patient. En effet, le taux de
survie a 5 ans est de 46,6% pour les patients agés de moins de 65 ans au diagnostic

contre 7,9% pour ceux agés de plus de 65 ans (37).

Différents facteurs participent au désavantage de survie : la présence plus fréquente
de comorbidités chez les sujets ageés, un profil cytogénétique et moléculaire souvent
plus défavorable (38) ainsi qu’une fréquence plus élevée de LAM secondaires post

chimiothérapie de pronostic plus péjoratif.

b. Performans status

Le « Performans status » constitue un systéme d’évaluation simple de I'état général
du patient. Un état général altéré s’accompagne d’une survie diminuée et d’'une
moins bonne réponse aux thérapeutiques. En 2015, Appelbaum et al. montrent
qu'un Performans status médiocre (ECOG a 2 ou 3) associé a un age avanceé
(supérieur a 75 ans), est fortement corrélé a la mortalité, 82% d’entre eux n’ayant

pas survécu dans les 30 jours suivant le début du traitement d’induction (38).

1.7.2-  Facteurs liés a la pathologie

a. Leucocytose et autres anomalies du bilan sanguin

Une hyperleucocytose majeure (GB supérieur & 100 x 10%L) au moment du
diagnostic est associée a un pronostic particulierement sombre en raison d’un risque
plus élevé de déces précoce résultant de complications de I'hyperleucocytose (CIVD,
syndrome de lyse ou leucostase) et d’une probabilité plus importante de rechute et

de déceés a long terme (25,26,39).

Outre la leucocytose, d’autres anomalies du bilan biologique constituent des facteurs
de mauvais pronostic comme un taux de LDH élevé, reflet de la masse tumorale, la
concentration de fibrinogéne, la numération de PNN, la profondeur de I'anémie, le

taux de bilirubine et de créatinine (38,40).
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b. Cytogénétique

Le résultat du caryotype constitue le facteur pronostique le plus puissant de la
réponse thérapeutique et du risque de rechute, il conditionne le choix des schémas
thérapeutigues pour chaque patient: chimiothérapie intensive ou atténuée et

indication éventuelle d’allogreffe en premiére rémission compléte (RC).

La classification du Medical Research Council (MRC) sépare les anomalies
cytogénétiques en trois catégories : favorable, intermédiaire et défavorable (tableau
4) (31).

Tableau 4 : Groupes pronostiques cytogénétiques du Medical Research Council (MRC) (31)

Groupes

pronostiques Sous-types

- 1(15;17)(q24;921) ; PML-RARA
- 1(8;21)(922;922) ; RUNX1-RUNX1T1
- inv(16)(p13g22) ou t(16;16)(p13g22)

Favorable

e - Toutes les entités non classées comme favorable ou défavorable
Intermédiaire - 1(9;11)(p22:923)
-1(11;19)(q23;p13)

- Anomalie 3q [sauf t(3;5)(q21~25;931~35)]

- inv(3)(g219g26) ou t(3;3)(q21926)

- add(5q), del(5q), -5

- -7, add(7q)/del(7q)

- 1(6;11)(q27;923)

- 1(10;11)(p11~p13;913~q23)

- t(11923)/MLL [sauf t(9;11)(p21~22;923) et t(11;19)(q23;p13)]
- 1(9;22)(934;q11) ; BCR-ABL1

- -17/anomalie 17p

- Caryotype complexe (= 4 anomalies indépendantes)

Défavorable

Le groupe favorable comprend les anomalies cytogénétiques récurrentes
t(15;17),t(8;16), t(16 ;16) ou inv(16). Le groupe intermédiaire reprend toutes les
entités non classées comme favorables ou défavorables, et comprend notamment
les LAM a caryotype normal. Enfin, le groupe défavorable regroupe diverses

anomalies et les caryotypes complexes répertoriés dans le tableau 4.

En 2010, Grinwalde et al. étudient la relation entre anomalies cytogénétiques et
survie sur une cohorte de 5876 patients traités pour LAM et confirme ainsi la valeur
pronostique fondamentale de la cytogénétique dans les LAM. Les résultats sont

présentés en figure 6.
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Figure 6 : Impact des anomalies cytogénétiques sur la survie des patients adultes atteints de
LAM (31)

Cette étude met en évidence un taux de survie a 10 ans trés variable selon les anomalies
cytogénétiques retrouvés au diagnostic de LAM. Le taux de survie a 10 ans peut aller de 81% pour
une LAP (t(15;17)) a 2% pour une LAM avec une inv(3) ou une t(3;3).

c. Biologie moléculaire

Les avancées majeures réalisées dans le domaine de la biologie moléculaire ont
permis d’affiner le pronostic des LAM a caryotype normal dites de «risque
intermédiaire » en identifiant des sous-groupes de pronostics différents.

Au sein de cette diversité d’anomalies moléculaires, trois génes présentent un intérét
pronostique significatif indéniable et impactent la prise en charge thérapeutique des
patients : il s’agit des génes FLT3, NPM1 et CEBPA.

- Dans le groupe des LAM-CN, les mutations NPM1 (en I'absence de mutation
FLT3-ITD) et les mutations bialléligues de CEBPA (figure 7) sont associées a
un pronostic favorable en termes de survie sans rechute et de survie globale.
Les mutations de NPM1 sont retrouvées dans 30 a 35% des cas dans les
LAM de novo et dans plus de 50% des LAM-CN(41-43). Cette mutation — tous
types de caryotype confondus - est cependant associée a la mutation FLT3-
ITD dans environ 40% des cas (44-47).

52



Overall Survival (OS)

l\': | ]
0.8 \
8 '
§ 0.7 : ¥ ! CEBPA™ (nwa1) P< 0001
Y
g€ 06 N b— - " 'l |p=,
B \ . CEBPA™ ey || |P=08
\k
05 o
& . CEBPA™ (ssi03) P=.05
; 04 | s ‘
B o
O
02
01
” P* < 0001
0 0 o L1 &l G0 0 0 8o 80 100
Tima (menths)

Figure 7 : Impact des mutations CEBPA sur la survie des patients LAM-CN (41)

Cette figure illustre Iimpact favorable des mutations bialléligues CEBPA sur la survie globale des
patients atteints de LAM avec caryotype normal.

- La duplication en tandem FLT3-ITD retrouvée chez environ 35% des patients
atteints de LAM confére, en revanche, un pronostic péjoratif dans la
population de LAM a caryotype normal. Chez ces patients, si le gene NPM1
est également muté, I'évaluation semi-quantitative du rapport alléligue de
FLT3-ITD permet de nuancer son impact pronostique : un impact pronostique
péjoratif étant observé si la taille de la duplication est importante (mutation
FLT3-ITD « high » de rapport allélique élevé) (48).

C’est en ce sens que le groupe European Leukemia Net propose en 2010, puis

révise en 2017 une classification différente intégrant a la fois les données

cytogénétiques et moléculaires (tableau 5) (22).
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Tableau 5 : Classification génétique pronostique des LAM selon I'ELN (22)

Groupes
pronostiques Sous-types
RO - 1(8;21)(q22;¢22) ; RUNX1-RUNX1T1

- inv(16)(p139g22) ou t(16;16)(p13;922) ; CBFB-MYH11
- Mutation NPM1 muté et @ mutation FLT3-ITD ou mutation FLT3-ITD""(CN)
- Mutation bi-allélique CEBPA (CN)

Intermédiaire - Mutation NPM1et mutation FLT3-ITD™" (CN)
- @ mutation NPM1 et @ mutation FLT3-ITD ou mutation FLT3-ITD""
- 1(9;11)(p22;923) ; MLL-MLLT3
- Toutes les autres anomalies non classées comme favorable ou défavorable

Défavorable - 1(6;9)(p23;q34) ; DEK-NUP214 (CAN)
- t(v;11)(v;q23.3) ; KMT2A réarrangé
- 1(9;22)(g34.1;911.2) ; BCR-ABL1
- inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3926.2) ; GATA2, MECOM (EVI1)
- -5 ou del(5q) ; -7 ; -17/anomalie 17p
- Caryotype complexe (= 3 anomalies) ou caryotype monosomique
- @ mutation NPM1 et mutation FLT3-ITD"" (CN)
- Mutation RUNX1
- Mutation ASXL1
- Mutation P53

CN : Caryotype Normal

d. Les LAM secondaires

La survenue d’une LAM secondaire constitue en soi un critére de mauvais pronostic.
Cette catégorie comprend deux entités distinctes (10) :
- Les formes secondaires a une autre hémopathie (SMD ou SMP/SMD) : LAM-
MRC
- Les formes secondaires a une chimiothérapie potentiellement leucémogéne,

administrée dans un contexte de néoplasie : LAM-t

e. Les cellules souches leucémiques (LSC)

En 2005, van Rhenen et al. se sont intéressés a la valeur pronostique présumée de
la frequence de LSC au moment du diagnostic chez 92 patients atteints de LAM. Une
corrélation significative a été mise en évidence entre le pourcentage de cellules
CD34+/CD38- au diagnostic, compartiment riche en LSC, et tous les parameétres de

survie (survie globale, survie sans rechute et survie sans maladie). Grace a une
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analyse multivariée, cette étude émet I'hypothése qu’un pourcentage élevé de LSC
au diagnostic serait corrélé a une faible survie indépendamment des facteurs de

risque pronostiques connus (numération leucocytaire, age, mutation FLT3-ITD) (49).

Plus récemment, les travaux de Terwijn et al. ont permis d’isoler par cytométrie en
flux des LSC a partir des compartiments cellulaires CD34+/CD38-, mais aussi a partir
des compartiments CD34+/CD38+ et CD34- de moelle osseuse de LAM. lls ont
montré qu’une proportion plus élevéee de LSC CD34+/CD38- au diagnostic était
associée a une diminution de la survie sans rechute. Ce résultat n’a pas été retrouvé
pour les LSC des compartiments CD34+/CD38+ et CD34- (50).

f. La maladie résiduelle

Ce point sera développé dans le paragraphe I-2 de la partie Généralités.

1.8- Traitement

L’approche générale des thérapies actuelles n’a pas beaucoup changé ces 30
derniéres années. Elle repose classiqguement sur [linstauration d'une
chimiothérapie intensive chez le sujet jeune (18-60 ans). Pour les patients agés, une
chimiothérapie atténuée peut étre proposée, si le patient n’est pas éligible a la
chimiothérapie intensive. Une évaluation initiale permet de déterminer si un patient
est considéré comme apte a recevoir une chimiothérapie intensive. Elle consiste en
I'évaluation du risque de mortalité liée au traitement (TRM) aprés une chimiothérapie

intensive.

Si I'age constitue un critere important d’éligibilité, en raison notamment d'un état
général plus souvent altéré et de la présence de comorbidités plus fréquentes chez
le sujet agé, il ne constitue pas le seul facteur d’évaluation. Ainsi le groupe d’expert
de 'ELN estime que le fait de juger inapte un patient a recevoir une chimiothérapie

intensive doit reposer sur différents criteres d’évaluation de la TRM (22) :

- un mauvais état de performance (Performans Status)
- des comorbidités importantes

- un profil cytogénétique et/ou moléculaire défavorable
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L’éligibilité a une chimiothérapie intensive est ainsi discutée pour chaque patient en
réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP). En accompagnement des
traitements de chimiothérapie, des soins de support doivent par ailleurs étre réalisés
afin de diminuer la morbi/mortalité précoce des patients. Pour les LAM
hyperleucocytaires, une phase de réduction blastique peut étre mise en place avec

de I'’hydroxyurée avant l'instauration du traitement d’induction.

Au niveau thérapeutique, la LAP constitue une exception au schéma thérapeutique
conventionnelle. Le traitement est basé sur I'administration d’acide tout-trans
rétinoique (ATRA) et de trioxyde d’arsenic (ATO) et représente la seule avancée

thérapeutigue spectaculaire dans la LAM (51). Ce cas patrticulier ne sera pas abordé.

Sont détaillés dans les paragraphes suivants les principaux schémas thérapeutiques.

1.8.1- Schémas thérapeutiques conventionnels

a. Patients éligibles a une chimiothérapie intensive

Le traitement de ces patients inclue un traitement d’induction suivi d’un traitement de

consolidation.

Traitement d’induction

Le traitement d’induction est basé sur l'association d’une anthracycline (agent
intercalant, inhibiteur de topoisomérase Il), et d’'un antimétabolite (la cytarabine)
selon un schéma communément nommé « 3+7 » en référence a son schéma

d’administration (52) :

- L’anthracycline est administrée par voie intraveineuse pendant trois jours.
Différentes drogues peuvent étre administrées telles que la daunorubicine,
I'idarubicine ou un apparenté aux anthracyclines (exemple : le mitoxantrone)
(22)

- La cytarabine ou Ara-C est un antimétabolique analogue nucléosidique de la

cytosine (inhibiteur de la synthése d’ADN) administré par voie intraveineuse

continue a faible dose pendant sept jours (22)
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La chimiothérapie d’induction est une phase de réduction tumorale qui a pour but
d’obtenir au terme de celle-ci et en sortie d’aplasie (environ 4 semaines) une
réemission complete (RC). La RC est définie selon les recommandations de 'ELN
2017 par différents criteres (22) :

- Blastose médullaire < 5% et absence de blaste avec corps d’Auer
- Absence de blastose circulante

- Absence de localisation extra-médullaire

- Taux de polynucléaires neutrophiles > 1G/L

- Numération plaquettaire > 100 G/L

Dans les LAM, une RC est obtenue chez 60 a 80% des adultes jeunes (moins de 60
ans) et environ 40 a 60% des sujets agés (22).

Traitement de post-rémission ou de consolidation

Le traitement de consolidation est mis en route aprés obtention d’'une RC et a pour

but de maintenir le plus longtemps possible cet état de RC.

Cette phase comprend classiqguement une chimiothérapie intensive + une greffe de
cellules souches hématopoiétiques (HSC), la décision de traitement reposant
essentiellement sur le profil pronostique du patient (age et classification génétique) :

- Risque favorable :

La greffe de HSC n’est pas recommandée en premiére rémission (RC1). La
consolidation repose alors sur 'administration de plusieurs cures de cytarabine a

dose intermédiaire (IDAC), avec des posologies variables selon I'age du patient (22).
- Risque intermédiaire et défavorable :

Différents schémas thérapeutiques ont été évalués : la chimiothérapie intensive
conventionnelle, la greffe de HSC autologue ou allogénique (allogreffe) apres

chimiothérapie a hautes doses et le traitement d’entretien prolongeé.

La greffe allogénique de HSC est recommandée chez les sujets jeunes (<60 ans) en
raison de son plus faible taux de rechute. Elle est donc a privilegier en RC1. La
transplantation de HSC est précédée d’un conditionnement myéloablatif afin d’induire
une aplasie, celui-ci pouvant étre atténué pour les patients plus agés ou ayant des

comorbidités. Le recours accru a des donneurs non apparentés et non compatibles
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ainsi que le don de sang de cordon permet de trouver un donneur a la plupart des
patients. Chez les sujets agés, seule une minorité d’entre eux bénéficie de cette
thérapeutique en raison principalement de leur age avanceé, de la présence de
comorbidités, de l'incapacité a obtenir une RC, de la fréquence de rechute précoce

ou de leucémie réfractaire (53).

Chez les sujets jeunes, en cas de non faisabilité de la greffe, une chimiothérapie de
consolidation identique aux LAM a risque favorable peut étre administrée pour les
LAM a risque intermédiaire, alors qu’elle ne peut pas étre recommandée chez les

LAM a haut risque ou chez les sujets ageés.

Un cycle de chimiothérapie intensive suivie d'une greffe de cellules
hématopoiétiques (HCT pour Hematopoietic stem Cell Transplantation) autologue
utilisant les cellules CD34+ issue du sang périphérique constitue une autre
alternative thérapeutique pour les LAM a risque intermédiaire du sujet jeune. Dans
une étude randomisée, 'HCT autologue a permis I'obtention de meilleurs résultats en
matiere de survie sans rechute et de survie globale par rapport a la chimiothérapie

conventionnelle (40,54).

Enfin, ’TELN ne donne aucune recommandation précise concernant le traitement en

post rémission des sujets agés de risque intermédiaire ou élevé (22).

A I'heure actuelle, la chimiothérapie d’entretien ne fait pas partie du traitement

standard de la LAM en raison du manque de preuve de son bénéfice (55,56).

b. Patients non éligibles a une chimiothérapie
intensive

Chez les patients inaptes a recevoir une chimiothérapie intensive, différentes

thérapeutiques peuvent étre proposées :

- La cytarabine a faible dose (LDAC) est bien tolérée et offre des taux de
rémission de 15 a 25%, les résultats restent néanmoins modérés avec une médiane

de survie globale allant de 5 a 6 mois (57).

- Les agents hypométhylants : I'azacitidine ou la décitabine peuvent étre

administrés tous les mois jusqu'a progression de la maladie. Ces traitements
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donnent de meilleurs résultats en termes de survie globale par rapport au LDAC pour

les patients agés de plus de 65 ans (58,59).

- Enfin, un traitement de support incluant ’hydroxyurée est proposé pour les
patients ne pouvant supporter aucune autre thérapie ou pour ceux ne souhaitant pas

étre traités par chimiothérapie intensive (22).

c. Patients en rechute ou avec LAM réfractaire

Ces patients nécessitent une évaluation précise du ratio bénéfice/risque qu’une
chimiothérapie de rattrapage est susceptible de leur causer.Le principal objectif de la
thérapie de rattrapage est d’obtenir une RC avant la réalisation d’une greffe
allogénique de HSC si I'état général du patient le permet. En l'absence d’éligibilité
a la greffe de HSC, de nouvelles thérapies peuvent étre testées avant d’envisager

des soins de support.

1.8.2-  Thérapeutiques innovantes

a. Inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK)

Parmi les inhibiteurs de FLT3, deux générations successives d’inhibiteurs de la
tyrosine kinase (ITK) ont été développées : la midostaurine et le sorafenid font partie
de la premiere génération, tandis que la seconde génération comprend le quizartinib,
le crenolanib et le gilteritinib. lls visent a inhiber les formes mutées du récepteur
FLT3.

L’'essai RATIFY a évalué I'ajout de midostaurine versus placebo en chimiothérapie
d’induction et en consolidation chez des patients atteints de LAM FLT3 mutés. Les
résultats sont prometteurs : ce traitement permettrait une augmentation du taux de
RC et une amélioration de la survie globale (60). Ainsi 'ELN 2017 suggére de
considérer son utilisation — en association avec la chimiothérapie intensive - chez les

patients présentant une mutation de FLT3 (22).

L’ajout de sorafenid en chimiothérapie d’induction a également été exploré, les
résultats sont encourageants mais doivent étre confirmés et ne justifient pas de
modifier les protocoles utilisés actuellement (61,62).
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Enfin, le gilteritinib a montré un bénéfice en termes de survie globale pour les
patients FLT3 mutés en rechute ou réfractaire a une chimiothérapie d’induction

conventionnelle (63).

Le gilteritinib et la midostaurine ont ainsi été approuvés par la Food and Drug
Administration (FDA). D’autres ITK tels que les inhibiteurs de KIT ou les inhibiteurs
de PIBK/AKT/mTOR sont en cours d’évaluation clinique (22).

b. Modulateurs épigénétiques

Les inhibiteurs d’IDH1 et IDH2, fréequemment mutés dans les LAM sont également a
l'essai, les premiers résultats montrent des réponses durables et semblent
prometteurs (22). L’Enasidenib et I'lvosidenib, des inhibiteurs respectivement d’IDH2
et IDH1 sont des nouvelles thérapies approuvées par la FDA dans les LAM avec

mutations des génes concernés (63,64).

La guadécitabine (SGI-110), un agent hypométhylant de deuxiéme génération en fait
partie et est actuellement en phase 3 de développement (65). Elle présente
'avantage par rapport a la décitabine de résister a l'inactivation enzymatique de la

molécule qui posséde ainsi une activité in vivo plus longue.

c. Nouveaux agents cytotoxiques

Plusieurs essais s’intéressent au CPX-351 (également approuvé par la FDA), une
formulation liposomale combinant la daunorubicine et la cytarabine selon un ratio
molaire fixe (effet synergique). Des études de phase Il ont suggéré un effet
bénéfique de cet agent dans le traitement de premiére ligne des LAM secondaires
(LAM-t et LAM liées aux SMD) avec un taux de réponse plus élevé comparé au

traitement d’induction de référence « 3 + 7 » (66).

La vosaroxine, un inhibiteur de topoisomérase IlI, en association avec I'IDAC a
montré un léger bénéfice en termes de survie chez les patients agés de plus de 60
ans (67).
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d. Thérapies ciblées

Le Vénétoclax est un inhibiteur sélectif de BCL-2, protéine anti-apoptotique pouvant
participer a la chimiorésistance dans les LAM (68). Son utilisation a démontré un
avantage en termes de taux et de durée de RC et de rémission hématologique
incompléte (RCi) ainsi qu’en termes de survie globale (69,70). La FDA a récemment
approuvé son utilisation— en association avec un agent hypométhylant ou LDAC —

chez les patients de 75 ans et plus, non éligibles a une chimiothérapie intensive (63).

On compte également parmi ces thérapies ciblées le Glasdegib, qui vise a inhiber la
voie de signalisation Hedgehog, celle-ci pouvant étre surexprimée dans la LAM et

ainsi participer a la chimiorésistance des cellules leucémiques (71,72).

Anticorps et immunothérapies

De nombreuses autres pistes sont explorées comme les anticorps monoclonaux
dirigés contre les marqueurs exprimés par les blastes leucémiques ou les LSC. Ces
anticorps jouent un réle de médiateur dans le recrutement des cellules immunitaires.
lls peuvent également induire le blocage de voies de signalisation impliquées dans la
croissance des cellules leucémiques, ou étre utilisés pour libérer un agent
cytotoxique ou radio-isotope dirigé spécifiquement contre les cellules leucémiques
(73).

Le Gemtuzumab Ozogamicine (GO) est un anticorps monoclonal dirigé contre le
CD33 couplé a un cytotoxique. Aprés liaison au CD33 exprimé par 90% des LAM,
'anticorps est internalisé et I'agent cytotoxique libéré. Des essais randomisés
réalisés chez des sujets jeunes (< 60 ans) testant l'ajout de GO en thérapie
d’'induction, ont montré son efficacité chez les patients a risque favorable ou
intermédiaire avec une survie sans rechute (RFS) augmentée dans le bras GO. Ces
résultats n‘ont cependant pas été confirmés par I'équipe d’Amadori et al. chez une
population de sujets agés (> 60 ans) avec une mortalité précoce majorée dans le
bras GO et un rapport bénéfice/toxicité insuffisant, la principale toxicité étant

hépatique (74).

D’autres anticorps sont également étudiés dans le traitement de la LAM: anti -
CD123, anti-CD47, anti-CLL1, anti-CD64 (75). L'utilisation d’anticorps a pour but de
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cibler les cellules leucémiques et d’épargner le plus possible les cellules normales de

I’'hématopoiese.

Par ailleurs, I'utilisation de cellules T bispécifiques (BiTE), des anticorps a double
affinité (DART), ou encore des CAR-T cells dirigés contre le CD33 ou le CD123 (76)

sont actuellement en cours d’essai clinique précoce (22).

Les thérapeutiques innovantes tendent vers une personnalisation des traitements
des LAM, au vu de I'hétérogénéité clonale importante de cette pathologie entre les

patients mais aussi au cours de I'évolution de la maladie.

2- La maladie résiduelle dans la leucémie aigliie myéloide
(MRD-LAM)

2.1- Concept et définition

Si environ la majorité des patients atteints de LAM obtiennent une RC aprés la
chimiothérapie d’induction, beaucoup d’entre eux vont rechuter au cours du suivi.
D’un point de vue biologique la définition de RC repose sur des criteres cytologiques
et ne permet pas d’affirmer I'éradication totale du clone leucémique du fait du
manque de sensibilité de I'hnémogramme et du myélogramme pour la détection
d’événements rares. Par ailleurs, ces techniques s’avérent parfois d’interprétation
difficile dans certaines situations : moelle de richesse variable, présence de blastes

de régénération.

La rémission compléte hématologique (RC) est définie par une normalisation de
'hémogramme et par un pourcentage de blastes médullaires < 5% (22). Cette
définition correspond a une diminution de la charge leucémique d’environ 2 logig
entre le diagnostic et le suivi post induction, soit un passage d’environ 10* ou 10*2
cellules leucémiques au diagnostic & 10° ou 10™° cellules en suivi. Si le passage en
RC constitue un facteur de bon pronostique, il ne constitue pas un critere de
guérison en raison de la persistance de cellules leucémiques dans I'organisme a
I'origine d’une éventuelle rechute. Le but du traitement de consolidation est ainsi

d’éradiquer la totalité de la masse tumorale afin d’aboutir a la guérison.
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La maladie résiduelle (MRD) est définie par la persistance apres traitement de
cellules malignes présentes au diagnostic et non détectées par les techniques
morphologiques. Dans le cas des LAM, la recherche de la maladie résiduelle
consiste a mettre en évidence, la présence dans le sang ou la moelle osseuse de
blastes pathologiques résistants a la chimiothérapie et potentiellement responsables
de rechute (77).

A I'heure actuelle, il est possible de suivre la maladie résiduelle dans la LAM a la fois
en biologie moléculaire ou en cytométrie en flux. Ces deux techniques d’évaluation
de la MRD font désormais partie intégrante des criteres de réponse au traitement de
la LAM définis par 'ELN. Les recommandations 2017 intégrent en effet une nouvelle
catégorie de critére de réponse - « RC avec MRD négative » ou (CRyrp-) — afin de
confirmer ou infirmer la RC de facon plus précise que par les techniques
morphologiques classiques (22). L’évaluation de la MRD-LAM permet, en outre, de
prédire plus précocement la rechute : une MRD positive étant significativement

associée a un taux de rechute plus élevé (78,79).

Les techniques disponibles présentent une sensibilité variable selon la méthode
utilisée et selon le marqueur de suivi, et ne permettent pas de descendre en dessous

de 10 en biologie moléculaire et 10 en cytométrie en flux (figure 8) (33).

On parle de maladie résiduelle indétectable lorsqu’il n’a pas été mis en évidence de
cellules malignes par I'une de ces techniques.
Nombre de cellules

leucémiques
Limite de détection
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thérapeutique hématologique
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Figure 8 : La maladie résiduelle dans les leucémies aigués (33)
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La MRD peut étre évaluée a différents stades du traitement pour une détection
précoce des rechutes. Son évaluation aprés un premier cycle d’'induction permettrait
d’identifier plus précocement les patients mauvais répondeurs (78—-81), en vue d’'une
éventuelle stratification thérapeutique basée essentiellement sur lallogreffe de
moelle osseuse (22). Une MRD positive aprés l'induction peut néanmoins, étre

négative aprés la consolidation.

D’autres applications potentielles de la MRD incluent I'évaluation de la MRD avant ou
apres allogreffe de HSC, a visée pronostique ou en vue d’adapter la prise en charge
thérapeutique, ou dans le cadre d’essais cliniques visant a comparer un bras de
traitement par rapport a un autre ou pour évaluer l'efficacité de nouvelles molécules
(82).

2.2- Place de la biologie moléculaire pour I’évaluation la MRD-
LAM

2.2.1-  Marqueurs de suivi et technigues de quantification

La biologie moléculaire (BM) est un outil de choix pour le suivi de la maladie
résiduelle dans la prise en charge des LAM. Du fait de sa grande sensibilité (limite de
détection pouvant aller jusqua 10 pour certaines cibles), elle est réalisée en

premiére intention en présence d’'un bon marqueur de suivi (figure 9) (33,83).
Les qualités requises d’'un bon marqueur sont les suivantes (82) :

- leur spécificité vis a vis des cellules tumorales recherchées

- leur stabilité dans le temps

- leur fréquence élevée dans les LAM (40 & 70% des marqueurs)
- leur recherche accessible en routine pour un codt acceptable

Les principaux marqueurs de BM utilisables en suivi de MRD-LAM sont répertoriés

dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Marqueurs de biologie moléculaire utilisables en suivi de la MRD-LAM

Type de marqueurs de suivi en BM Anomalies moléculaires

PML-RARA
RUNX1-RUNX1T1
CBFB-MYH11
KMT2A-MLLT3
DEK-CAN
RPN1-MECOM (EVI1)
NUP98-NSD1
MYST3-CREBBP

Mutation génique NPM1

Transcrits de fusion

Surexpression génique WT1

Les transcrits de fusion RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, PML-RARA, KMT2A-
MLLT3 sont de parfaits candidats car ils répondent a la plupart des exigences citées
ci-dessus. Leur suivi est réalisé par technique de RT-gPCR en temps réel (Reverse
Transcription - quantitative Polymerase Chain Reaction) : méthode quantitative
basée sur l'utilisation de 'ARN. La sensibilité des techniques est de l'ordre de 10 a
10°.

Les mutations du géene NPM1 se sont rapidement révélées étre de bons marqueurs
de suivi de la MRD-LAM. En effet, leur fréquence élevée, la présence de mutations
récurrentes (A, B et D représentant environ 90% des mutations de NPML1) et leur
bonne stabilité au moment de la rechute permettent de suivre environ 30% des
patients atteints de LAM et 50% des LAM-CN avec une bonne sensibilité de I'ordre
de 107 (33).

Le suivi de I'’expression de WT1

WT1 est un géne suppresseur de tumeur physiologiqguement exprimé sur les cellules
souches hématopoiétigues normales. Une surexpression est retrouvée dans 60 a
80% des cas de LAM (84-86). Il est moins spécifique du clone leucémique et moins
sensible que les recherches des transcrits de fusion ou des mutations de NPM1. Son
suivi n'’est donc recommandé qu'en l'absence d’autre marqueur moléculaire
exploitable. Cependant, il s’agit d’'un marqueur relativement stable, présentant
'avantage de pouvoir étre suivi dans le sang avec une meilleure sensibilité que dans
la moelle, du fait de la diminution du bruit de fond causé par I'expression basale de
WT1 dans les tissus (33).
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En revanche, I'intérét de suivre d’autres mutations est plus limité. La mutation FLT3-
ITD, par exemple, manque de stabilité entre le diagnostic et la rechute, ce qui induit

un risque de résultat faussement négatif en MRD (87).

Enfin, un suivi des mutations est également envisageable par des techniques de
PCR digitale (ddPCR) avec une sensibilit¢ de I'ordre de 10 & 10™ pour certaines
mutations ou par NGS. Néanmoins, le développement en routine de ces techniques

est actuellement limité en raison de contraintes techniques et d’'un colt parfois trés

élevé (82).
/ LAM \

Caryotype
70-80% des LAM
1(8;21), inv(16), t(15;17) LAM sans translocation récurrentes
l Caryotype normaux, complexes, sans anomalies
RQ-PCR sur les transcrits /K
de fusion correspondants Mutation de NPM1  Mutation de NPM1
+ _

Suivi de la mutation de NPM1 WT1
par RQ-PCR

Figure 9 : Stratégie habituelle de suivi de la MRD-LAM en biologie moléculaire (83)

2.2.2-  Intérét de la MRD-LAM en biologie moléculaire

Le suivi de la MRD en biologie moléculaire a pour premier objectif de confirmer ou
infirmer la RC obtenue par les techniques cytologiques. Il semble constituer
également un outil puissant de suivi de la réponse au traitement et permettrait une

identification plus précoce des rechutes.

Dans les LAP, une étude prospective de Grimwade et al. réalisée en 2009, met en
evidence que la surveillance séquentielle rigoureuse de la MRD par RT-gPCR
amene un bénéfice significatif sur la prise en charge thérapeutique des patients. En
effet, chez les patients présentant une MRD positive persistante aprés la fin de la
consolidation, une intervention thérapeutique précoce a empéché une rechute

manifeste dans la majorité des cas : le taux de survie sans rechute a un an était de
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73%. La valeur pronostique de la MRD dans les LAP est désormais bien établie et la
conversion d’'une PCR négative en PCR positive confirmée est prédictive d'une

rechute a plus ou moins court terme (88).

Dans les LAM-CBF, le suivi des transcrits de fusion RUNX1-RUNX1T1 et CBFB-
MYH11 retrouvés respectivement dans les LAM avec t(8;21) et inv(16) a montré un
intérét pronostique en termes de risque de rechute. En effet, une réduction de la
MRD sur moelle inférieure a 3 logip en fin d'induction ou aprés la premiére

consolidation est associée a un risque de rechute plus élevé (89).

Concernant le suivi NPM1, les résultats des essais AML17 du National Cancer
Research Institute et du protocole ALFA 0702 ont montré que chez des patients
jeunes mutés NPM1, un résultat de MRD positif sur sang par RT-gPCR en post
induction était associé a un risque de rechute plus élevé et a une diminution de la

survie globale (OS) — indépendamment du caryotype et du statut FLT3-ITD (81,90).

C’est essentiellement pour les LAM de pronostiques favorable et intermédiaire (LAP,
LAM-CBF et NPM1 mutées) et pour celles ayant accés a une thérapeutique ciblée
que la MRD-LAM-BM serait susceptible de modifier sensiblement la prise en charge

du patient grace a une meilleure stratification thérapeutique.

Cependant, malgré la richesse de la littérature sur limpact pronostique de
I'évaluation de la MRD-LAM-BM au cours du traitement, peu de recommandations
prennent en compte le résultat de celle-ci sur le plan thérapeutique (indication
d’allogreffe, intensification thérapeutique, nouvelles thérapies). Une harmonisation

des pratiqgues semble nécessaire pour une utilisation a I'échelle individuelle.

Sur une échelle collective, dans le cadre d’essais cliniques ou pour I'évaluation de
nouvelles drogues, la MRD-LAM constitue en revanche un excellent critére de suivi

thérapeutique (22).

2.2.3- Limites de la MRD-LAM en biologie moléculaire

Un travail de standardisation des pratiques semble nécessaire a la fois sur le choix
des points de suivi, les marqueurs utilisés, les seuils de positivité, de progression ou

de rechute, la nature de I'’échantillon (sang ou moelle) et la technique utilisée - afin
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de valider en pratique clinique, hors protocole thérapeutique, la MRD en BM comme

marqueur de suivi et de stratification du risque.

Le suivi de la MRD-LAM grace aux différents transcrits de fusion et aux mutations de
NPM1 permet I'utilisation de la BM chez environ 60% des patients jeunes (0-60 ans).
Cependant, ces chiffres diminuent trés fortement avec 'age et ne représentent plus
que 32% des patients de plus de 60 ans (figure 10) (78). Ainsi, 40 a 70% des LAM
n‘ont pas de marqueur sensible et spécifique pour le suivi de la MRD en biologie
moléculaire, ces chiffres ne tenant pas compte du suivi de WT1. Pour ces patients

I'étude de la MRD en CMF trouve tout son intérét, comme le recommande I'ELN (22).

0-15 15-60 >60 t(15;17)/PML-RARA
t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1
inv(16)/CBFB-MYH11
11q23/MLL fusions
t(6;9)/DEK-CAN
NUP98-NSD1

68%

23% V
4% .

19% | 1% = 4%

4% 1% 1% 1% 2%

CBFA2T3-GLIS2
Other rare fusions

NPM1 mutant

OO0EIEEEEm

No marker

Figure 10 : Distribution en fonction de I'age de marqueurs moléculaires permettant un suivi
MRD-LAM par RT-qPCR (78)

2.3- Place de la Cytométrie en flux dans la MRD-LAM

2.3.1-  Principe de la Cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) est une technique de mesure de cellules en suspension.
Ces cellules sont entrainées par un liquide de gaine devant un rayon lumineux (une
source laser le plus souvent). Cette technique présente l'avantage de pouvoir

analyser en un temps réduit un nombre trés important de cellules.

L’échantillon doit se présenter sous forme de suspension cellulaire. Le sang ou la
moelle osseuse sont des prélévements parfaitement adaptés pour I'analyse en CMF.
Les cellules a analyser doivent étre préalablement marquées a l'aide d’anticorps
monoclonaux couplés a des fluorochromes, ciblant des molécules d’intérét extra ou
intracellulaires. Une étape préalable de lyse des globules rouges est réalisée avant

analyse au cytometre.
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Le cytomeétre se compose de trois systemes complémentaires: un systéeme

« fluidique », un systéme « optique » et un systéme « électronique ».
Systeme fluidique et focalisation hydrodynamique

Les cellules préalablement traitées sont entrainées par un liquide de gaine. Un flux
laminaire est créé dans la cellule de mesure par pressurisation du liquide de gaine.
La suspension cellulaire est injectée dans la cellule de mesure par pressurisation du
tube échantillon. L’objectif est de séparer les cellules les unes des autres afin de les
analyser individuellement. Ce phénoméne est appelé focalisation hydrodynamique
(figure 11).

Figure 11 : Représentation schématique de la focalisation hydrodynamique (documentation
Beckman-Coulter, Service formation — version L - juillet 2014)

Systéme optique

Il est constitué d’'une source d’excitation lumineuse (faisceau laser le plus souvent) et

d’une source d’émission lumineuse.

- Source d’excitation lumineuse

by

Exposées a une source lumineuse, les cellules émettent différents types de

signaux lumineux :

Un signal de diffusion qui permet de discriminer les différents types cellulaires par la
mesure des parametres de taille et de structure (figure 12) :
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- Diffusion petits angles (FS) : collecté dans I'axe du faisceau excitateur, il

correspond a de la diffraction et donne une indication sur la taille des cellules

- Diffusion grands angles (SS): collecté a 90° par rapport au faisceau
excitateur, c’est un mélange de diffusion, réflexion et réfraction, il donne des
indications sur la structure interne de la cellule telles que la granulosité et le rapport
nucléo-cytoplasmique

[Ungated] SS INT / FS INT
1000 CELLULES : 95,07%

| Granuleux

| — Monocytes

FS INT

. Lymphocytes,
Blastes

0 200 400 600 80 1000
SSINT

Figure 12 : Position des différents types cellulaires selon la représentation Side Scatter/
Forward Scatter (SS/FS) (données internes CHV)

Un signal de fluorescence appelé « autofluorescence » auquel se rajoute le signal
émis par les anticorps monoclonaux couplés a des fluorochromes dans le cadre de
immunophénotypage des leucocytes. Ces anticorps sont dirigés contre des
glycoprotéines membranaires ou intracytoplasmiques appelées « Cluster de

Différenciation » (CD).

- Source d’émission lumineuse et collection des signaux lumineux

Les différentes longueurs d’ondes lumineuses émises aprés excitation sont triées et
séparées par un systeme de filtres optiques et de miroirs dichroiques appelé « banc
optique » (figure 13), afin d’étre collectées au niveau de photo-détecteurs ou

photomultiplicateurs (PMT).
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Figure 13 : Représentation schématique d’un banc optique de cytométre (Documentation
Navios® Beckman Coulter, Service formation — version L - juillet 2014)

Cytométre 10 couleurs (3 lasers) avec systéme de filtres optiques et photomultiplicateurs en
« boulevard »

Systéme électronique et traitement du signal

Les signaux lumineux sont ensuite convertis de facon proportionnelle en signaux
électrigues via des PMT afin que ces données puissent étre exploitées
informatiquement. Les données ainsi recueillies pourront étre retranscrites sous

forme de graphigues mono ou bi-paramétriques (figure 14).
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Figure 14 : Exemples de graphiques mono- et bi-paramétriques (données CHV)

A gauche histogramme monoparamétrique avec intensité d’expression du CD3-AA750 pour la
population lymphocytaire en abscisse et nombre dévénements acquis dans chaque canal en
ordonnée ; A droite histogramme biparamétrique de distribution étudiant I'expression du CD3-AA750
et du CD19-ECD (représentation en nuages de points) sur la population lymphocytaire.
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2.3.2-  Stratégies d’analyse de la LAM en CMF

Dans la LAM, la CMF met en évidence les cellules leucémiques grace a I'expression

aberrante d’antigénes par les blastes leucémiques au diagnostic et en suivi.

a. Pré requis: connaissance de [I'hématopoiese
normale

Une parfaite connaissance des chemins de maturation normaux est indispensable

pour différencier les blastes leucémiques des cellules de I'hnématopoiése normale.

La maturation des cellules hématopoiétique est le résultat de [I'expression
séquentielle et régulée de génes et de leurs produits (91). Par conséquent,
I'expression des antigénes a la surface de ces cellules est prévisible et reproductible
avec une maturation qui est en corrélation avec les étapes morphologiques et
fonctionnelles (92). De nombreuses études se sont intéressées a I'expression
normale des cellules hématopoiétiques et les schémas de différenciation de celles-ci

sont a ce jour, bien connus.

Les figures 15 et 16 représentent les schémas de maturation normaux des lignées
granulocytaire et monocytaire. Les fleches indiquent I'évolution de I'expression des
différents antigenes leucocytaires : des stades les plus précoces aux plus

différenciés.
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Figure 15 : Maturation granulocytaire normale (92)

La maturation granulocytaire débute par les blastes précoces (jaune) puis tardifs (verts),
promyélocytes (bleu clair), myélocytes (bleu foncé), métamyélocytes (violet) et enfin neutrophiles
(rose). La population orange représente les polynucléaires éosinophiles

Grace aux combinaisons d’anticorps utilisés, il est ainsi possible d’identifier de
maniere précise les différents stades de maturation granulocytaire : des blastes
précoces aux cellules matures (polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles) (figure
15) (92).

Certains marqueurs sont exprimés uniguement par les précurseurs myéloides (CD34
et HLA-DR), d’autres marqueurs seront en revanche exprimés plus tardivement lors

de la maturation granulocytaire (CD11b et CD16 par exemple).
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Figure 16 : Maturation monocytaire normale (92)

La maturation monocytaire débute au stade monoblastique précoce (jaune) puis tardif (vert) pour aller
vers le stade de promonocytes (bleu) et enfin monocytes (violet).

b. Les différentes approches dans I'évaluation de la
MRD par cytométrie en flux

Deux stratégies sont principalement utilisées pour la quantification de la MRD-
LAMen cytométrie : Tlapproche LAIP (Leukemia-associated Aberrant
ImmunoPhenotype) et I'approche DfN (Different from Normal). Pour ces deux
approches, 'ELN recommande [l'utilisation de différents marqueurs de suivi : CD7,
CD11b, CD13, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD56, CD117, HLA-DR, avec
dans chacun des tubes la combinaison CD45, CD34, CD117, CD13, CD33, FS/SS.
Si nécessaire, il est possible d’ajouter un panel « monocytaire » incluant les
marqueurs CD64, CD11b, CD14, CD4 et HLA-DR (87). Enfin, d’autres marqueurs

ciblant les LSC sont en cours d’étude et de développement.

74



Approche LAIP

Principe

L’approche LAIP repose sur lidentification d’un ou plusieurs immunophénotype(s)
aberrant(s) associé(s) a la leucémie présents au diagnostic et leur suivi en cours de
traitement. Ces anomalies, permettant de différencier les blastes leucémiques des
blastes physiologiques, peuvent étre classées en 3 catégories (93) :

- Expression d’antigenes normalement non exprimés par la lignée myéloide. On
parle d’infidélité de lignée (par exemple : I'expression du CD7, marqueur lymphoide
T a la surface d’'un progéniteur myéloide) ou expression aberrante (expression du

CD56 a la surface des blastes myéloides)

- Modulation de lintensité d’expression de certains marqueurs de la lignée
myéloide par comparaison aux progéniteurs myéloides physiologiques (absence,

diminution ou sur-expression).

- Asynchronisme d’expression d’antigenes: c’est a dire une expression
d’antigénes de lignée qui ne sont physiologiquement jamais co-exprimés sur une
méme cellule au cours de la différenciation myéloide (exemple : co-expression de
CD34 et CD65) (figure 17).
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Figure 17 : Intensité d’expression physiologique des différents marqueurs au cours de la
maturation granuleuse (A. Orfao, ELNet Flow MDS 2008, Amsterdam)

Choix du LAIP

Un LAIP est généralement présent dans 80 a 90% des LAM. Le choix du ou des
LAIP est primordial, et doit combiner & la fois des critéres de sensibilité et spécificité.
Le LAIP étudié ne doit pas étre retrouvé dans une moelle normale ou étre présent a
des taux trés faible, de l'ordre de 10™ (93). L'ELN a ainsi fixé un seuil de
significativité a 0.1% a partir duguel une anomalie phénotypique permet d’affirmer la
positivité de la MRD (87). En termes de sensibilité, dans une étude publiée en 2013,
Feller et al. définissent des catégories de sensibilité distinctes en fonction de
I'expression initiale des LAIP sur les blastes leucémiques. Pour étre étudié en CMF,
un LAIP doit représenter au moins 10% des blastes au diagnostic, avec des niveaux

de sensibilité croissants selon le niveau d’expression (94).

Chez une faible proportion de patients (10 a 20% des LAM), aucune anomalie

phénotypique n’est retrouvée sur les blastes leucémiques (95).
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Hétérogénéité phénotypique et glissements phénotypiques

Les LAM sont des pathologies complexes et les blastes leucémiques présentent
freguemment une importante hétérogénéité immunophénotypique, rendant parfois
difficile le suivi en CMF (figure 18).
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Figure 18 : Hétérogénéité clonale au sein d’'une méme population blastique (Atelier de
I’Association Frangaise de Cytométrie, 5 juin 2018. Plesa et Roumier)

Cette figure illustre I'hétérogénéité phénotypique au sein d’une population blastique de leucémie aigué
myéloide : expression variable des antigenes de surface CD34, CD7, CD117 sur I'exemple illustré.

Un seul LAIP ne représente pas nécessairement I'ensemble des blastes et donc
plusieurs LAIP peuvent étre mis en évidence pour une méme LAM comme lillustre la
figure 18. En pratique, si cela est possible, il est recommandé de suivre plusieurs
LAIP.

L’approche LAIP constitue une approche personnalisée, qui, en l'absence de
protocole standardisé, nécessite que le suivi en CMF soit réalisé dans le méme
centre que celui qui a réalisé 'immunophénotypage au diagnostic. Cependant,
l'interprétation de cette approche peut étre délicate, en raison de la survenue de
possibles « glissements phénotypiques » au cours de I'évolution de la maladie. Baer
et al. ont mis en évidence des gains (CD4, CD13, CD33, CD34) ou pertes (CD56,
CD19, CD14, CD11b) d’expression d’antigénes au sein de la population de blastes
leucémiques entre le diagnostic et la rechute chez plus de 90% des patients (95).
Ces glissements phénotypiques peuvent étre liés au traitement et/ou a I'émergence

ou la sélection d’'un sous-clone, mineur et difficilement détectable au moment du
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diagnostic (96). Ainsi, certains patients en rechute ne présentent pas le ou les
mémes LAIP que celui ou ceux présents au diagnostic, la MRD via I'approche LAIP
risque d’étre faussement négative. Cette approche seule ne peut donc suffire pour

une évaluation optimale de la maladie résiduelle en CMF dans les LAM.

Approche Different from Normal (DfN)

La stratégie DfN (pour Different from Normal), est une stratégie proche et
complémentaire de la précédente. Elle consiste a distinguer les blastes leucémiques
des cellules normales grace a une combinaison d’antigénes déterminée,

indépendamment du diagnostic.

Une parfaite connaissance de I'hématopoiése normale a l'aide de moelles de
référence est donc indispensable pour objectiver la présence d’'une population

anormale, au profil de différenciation aberrant.

Méme si ces deux approches sont étroitement liées, la stratégie « différent du
normal » présente l'avantage de pouvoir étre appliquée en cas de glissement
phénotypique, et lorsque 'immunophénotypage des blastes au diagnostic n’est pas

accessible (87).

La figure 19 illustre, a l'aide d’'un exemple, le principe général de ces deux

approches :
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Figure 19 : Représentation schématique : stratégies de recherche MRD-LAM en CMF (93)

A et B. Représentation schématique de I'hématopoiese normale ; C. Diagnostic de leucémie aigué
myéloide avec deux clones (deux LAIP) : un majoritaire en vert, présent physiologiqguement en tres
faible quantité (A.) mais pouvant étre augmenté dans une moelle de régénération (comme en post-
chimiothérapie par exemple (E. et F.)) ; un minoritaire en rouge « différent du normal » (D.) ; G. et H.
Lors de la rechute, le LAIP rouge devient clone majoritaire, le vert est quasi absent et un nouveau
clone émerge (LAIP orange)

Approche Cellules Souches Leucémiques (LSC)

L’approche LSC vise a déterminer la proportion de cellules souches leucémiques au

diagnostic et en suivi.

Au diagnostic, une fréquence élevée de cellules CD34+ CD38-, compartiment riche
en LSC, constitue un facteur pronostic indépendant d’évolution péjorative (97). La
figure 20 illustre un exemple de LAM avec compartiment riche en cellules CD34+
CD38- (98).
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Figure 20 : LAM au diagnostic avec fréquence élevée de cellules CD34+/CD38- (données CHV)

En abscisse, l'intensité d’expression du CD34 et en ordonnée, intensité du CD38. Encadrée en rouge
la population CD34+/CD38-, compartiment riche en cellules souches leucémiques

Pour une estimation précise de la fréquence des LSC, il est essentiel de bien
connaitre leur profil immunophénotypique afin de les séparer au mieux des HSC et
autres progéniteurs hématopoiétiques normaux. De nombreuses études
s’intéressant a I'expression des marqueurs a la surface des LSC ont pointé leur

grande hétérogenéité, rendant difficile la classification de ces cellules.

Néanmoins, aujourd’hui, un certain nombre de marqueurs de surface critiques ou
spécifiqgues des LSC de LAM ont été identifiés. Par exemple, il a été montré que les
antigénes de surface CD90 et CD117 sont déficients sur les LSC (99,100) tandis que
CD123 (101), TIM-3 (102), CLL-1 (103), CD47 (104), CD97 (105), CD45RA (98) sont

plus fréquemment ou fortement exprimés a leur surface.

Les marqueurs de lignées lymphoides et NK CD2, CD7, CD19, CD22, CD56 peuvent
également étre exprimés a la surface des CSL, et sont classiquement absents des
CSH (106). Le CD33 est plus fortement exprimé a la surface des LSC.

Le tableau 7 reprend les principaux marqueurs ayant un intérét pour l'identification
des LSC CD34+ CD38- (107).
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Tableau 7 : Marqueurs d’intérét pour I'identification des LSC (107)

Marker Identified as Expression
Normal In AML (%) HSC CD34+ CD38— LSC

ILIRAP ILIR3 T cells 79 - +
CLL-1 CLECI12A, MICL, DCAL-2 Myeloid cells 70 - +
TIM-3 T-cell Ig Mucin 3 Activated T cells, NK cells 91 - +
CD2 SRBC, LFA2, T11 T cells, NK cells 87 - +
CD7 GP40, TP41, LEU-9 T cells 43 . +
CDI1b Integrin alpha M, Mac-1 Myeloid cells 55 - -+
CD22 BL-CAM, Siglec-2 B cells 51 — +
CD25 IL2RA, TAC Activated B and T cells 25 - +
CD33 P67, Siglec-3 Myeloid cells, NK cells 82 + ++
CD44 Adhesion molecule Ubiquitously 100 + ++
CD45RA  Tyrosine phosphatase receptor type C T cells, myeloid cells 65 - +
CD47 Integrin-associated protein (IAP) Ubiquitously 100 + -+
CD56 N-CAM, MSK39 NK cells, activated T cells 32 - +
CD96 TACTILE Activated T cells 33 - +
CD99 MIC2, single-chain type-1 glycoprotein  Myeloid cells 83 - +
CD123 IL3R Myeloid cells 82 + ++

AML =Acute Myeloid Leukaemia ; HSC = Hematopoietic stem cells ; LSC = Leukemia stem cells

En plus de permettre une meilleure identification de ces cellules, ces découvertes

suggerent I'élaboration de nouvelles thérapeutiques ciblant préférentiellement les

marqueurs de surface des LSC. Dans les LAM, différentes cibles potentielles sont en

développement incluant CD33, CLL1, CD123, CD47 (107,108).

Outre, leur profil d’expression antigénique, les propriétés physiques de taille (FSC) et

de granulosité (SSC) peuvent également différer entre les LSC et les HSC (figure 21)

(50).
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Figure 21 : Variations d’expression de différents paramétres entre les LSC et les HSC (50)

Les LSC colorisées en rouge présentent un signal FSC et SSC plus intense que les HSC colorisées
en vert. Les HSC et LSC peuvent également présenter des intensités d’expression différente pour le
CD34 et le CD45.

Il est a noter que le suivi de la MRD par I'approche LSC est le plus souvent réalisable
dans les LAM CD34+ (environ 80% des LAM), néanmoins la détection des CSL peut
également étre réalisée dans certaines LAM CD34- (exemple : LAM NPM1 muté
FLT3-ITD- CD34- pour lesquelles une fréquence élevée de LSC peut étre observée

(97)).

2.3.3- Points de suivi

Les points de suivi les plus pertinents pour le suivi de la MRD dépendent du type de
marqueur étudié, le choix des points étant par ailleurs trés variable d’'une étude a
'autre (87). Il semble néanmoins qu’une évaluation de la MRD sur un seul point de
suivi doive étre évitée compte tenu des glissements phénotypiques possibles et d’'un
manque de spécificité d'une telle stratégie (109). Une approche pragmatique
consiste a utiliser les mémes points de suivi quel que soit le type de LAM, incluant en

particulier un suivi en post induction, post consolidation et en pré-allogreffe.
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2.3.4- Intéréts

Tout comme la MRD en biologie moléculaire, la MRD en cytométrie en flux permet la
détection de cellules leucémiques résiduelles non détectables par les techniques
morphologiques. Elle constitue donc un marqueur plus sensible du statut de
rémission que la cytologie et semble pouvoir constituer un marqueur pronostic

intéressant pour le suivi thérapeutique et la stratification du risque dans les LAM.

De nombreuses études se sont intéressées a la valeur pronostique de la MRD en
CMF. En particulier, deux grandes études prospectives multicentriques réalisées
chez des sujets adultes atteints de LAM ont identifié la MRD par CMF comme facteur
pronostic de survie indépendant des autres parametres étudiés. Un résultat de MRD
positif est associé dans ces deux études a un risque de rechute plus élevé et a une
moins bonne survie globale (80,89).

Dans la majorité des études, I'évaluation de la MRD par cytométrie en flux a été
réalisée selon I'approche LAIP/DfN. En 2014, Terwijn et al. ont cherché a combiner
les informations apportées d’une part par la proportion de LSC et d’autre part par
'approche MRD LAIP et DfN pour une meilleure stratification pronostique. Ainsi,
quatre groupes de patients ayant des survies différentes ont pu étre séparés (figure
22) (50).
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Figure 22 : Valeur pronostique (impact sur la survie sans rechute) de I'approche LSC combinée
a I’approche LAIP/DfN (50)

A : Survie sans rechute évaluée par I'approche LSC seule ; B : Survie sans rechute évaluée par
I'approche MRD LAIP/DfN seule ; C: Survie sans rechute évaluée par la combinaison des deux
approches

De la méme maniére que pour la MRD LAIP/DfN, la mise en évidence d’'une MRD-

LSC positive avant ou apres transplantation allogénique de cellules souches est
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associée a un risque de rechute post-transplantation plus élevé et a une moins

bonne survie globale (110).

Enfin, a différents moments du traitement (induction I/Il et consolidation), la survie
sans rechute est systématiquement plus élevée chez les patients ayant un taux de
LSC plus faible (MRD-LSC négative) (50).

L’évaluation de la MRD en CMF présente, par ailleurs, 'avantage d’'étre applicable
dans environ 90% des LAM. Elle peut donc permettre un suivi chez des patients
n’ayant aucune anomalie en biologie moléculaire ou présentant des anomalies pour
lesquelles un suivi n'est pas réalisable (87,111). Elle est ainsi recommandée en
suivi chez les patients n’appartenant pas aux sous-groupes NPM1 muté, LAM CBF
ou LAP (87).

Par ailleurs, la CMF est accessible dans la majorité des centres, pour un coQt
relativement faible. Enfin, le délai de rendu des résultats est rapide et possible en

moins de 24h.

2.3.5- Limites de la MRD-LAM en CMF

a. Sensibilité de la technique

Les progres réalisés en cytométrie multiparamétrique ont permis d’atteindre un seuil
de sensibilité de I'ordre de 103, seuil minimal recommandé par I'ELN pour la MRD-
LAM. Ce niveau de sensibilité reste modéré et inférieur aux techniques de biologie
moléculaire. Des niveaux de sensibilité de 'ordre de 10 sont obtenus en combinant
les approches et en augmentant le nombre de fluorochromes étudiés (panel 8 ou 10
couleurs), ainsi que le nombre d’événements acquis (87). Cependant, ces niveaux
de sensibilité ne sont pas systématiquement obtenus, en raison de contraintes liées
aux caractéristiques propres a la LAM ou a la qualité du préléevement. Une évaluation
de la MRD sur différents points de suivi, aprés chaque cycle de chimiothérapie
permet de réduire le taux de faux négatifs, tout comme [I'utilisation combinée de
différentes approches d’évaluation de la MRD en CMF (approche LAIP/DfN/LSC)
(97).
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b. Spécificité de la technique

Le choix d’'un LAIP de qualité est déterminant pour I'évaluation de la sensibilité de la
technique, le seuil de positivité dépendant directement de I'expression physiologique
de ce LAIP au sein de moelles témoins. En 2009, Dumezy a étudié I'expression de
différents LAIP sur des moelles témoins, les meilleurs LAIP correspondant aux LAIP
présentant le plus faible niveau d’expression (taux < 0.05% pour les LAIP avec
« infidélité de lignée ») (figure 23) (112). Pour étre validé, moins de 0.1% des cellules

meédullaires normales doivent exprimer le LAIP.

Determination des seuils sur les moelles temoins
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Figure 23 : Détermination des seuils d’expression de différents LAIP sur des moelles témoins
(112)

Pourcentage d’expression des LAIP étudiés sur un pool de moelles témoins. Les LAIP avec « infidélité
de lignée » ont un taux d’expression généralement plus faible (fréquemment < 0.06%), par rapport
aux LAIP avec perte d’expression (CD34+ CD33- CD13+) ou asynchronisme d’expression (CD34+
CD117+ CD65+).

c. Défaut de standardisation

Il n'existe actuellement pas de protocole standardisé de suivi de la MRD-LAM en
CMF sur le choix du panel d’anticorps devant étre utilisé, le protocole technique et de
réanalyse a adopter, le seuil de positivité, ainsi que sur la définition des différents
points de suivi. Depuis 2018, 'ELN et la FDA ont émis des recommandations a ce
sujet intégrant le choix des échantillons, les approches recommandées, les points de
suivi et les seuils de positivité définis (87,97). L’intergroupe Francais des LAM a par

ailleurs réalisé un travail de standardisation dans la mise en place d’un panel de suivi
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de la MRD en CMF multiparamétrique (approche conjointe LAIP/DIN et LSC):
stratégie actuellement utilisée pour le suivi de la MRD des patients LAM de deux
études cliniques BIG-1 et ALFA-1200 (figure 24).
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Figure 24 : Stratégie d’harmonisation multicentrique de la MRD-LAM en cytométrie en flux,
pour I'intergroupe ALFA (Plesa et Roumier, communication écrite, ASH 2019)

Stratégie d’harmonisation mise en ceuvre par I'Intergroupe ALFA concernant le choix du panel, le
traitement de I'échantillon, le réglage des cytométres, et la stratégie de gating. Une harmonisation
« en miroir » des réglages des cytométres Navios® (Beckman Coulter) et Canto® (Becton Dickinson)
a été realisée de fagon a obtenir des profils de fluorescence comparables entre les différentes
plateformes de cytométrie.

La figure 25 présente les résultats des controles de qualité inter-laboratoires obtenus

au sein de I'intergroupe ALFA.
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Figure 25 : Exemples de résultats de contrbles inter-laboratoires de MRD-LAM de I’intergroupe
ALFA - automates Navios® (Beckman Coulter) et Canto® (Becton Dickinson) (Plesa et
Roumier, communication écrite ASH 2019)

Sont présentés les profils de fluorescence d’expression du CD117 et du CD38 & la surface des
cellules CD34+ (A), et les données de reproductibilité pour la détection d’évenements rares (B)
(stratégie de gating de la population CD34+CD38-). Mean = Moyenne ; SD = Déviation standard

Les résultats obtenus semblent valider la faisabilité d’'une approche multicentrique
standardisée d’évaluation de la MRD-LAM par cytométrie en flux. L’efficacité d’'une
telle stratégie d’harmonisation pour I'étude de la MRD-LAM en CMF a par ailleurs,
été montrée par Lacombe et al. dans le cadre d’'une étude prospective multicentrique

francaise (113).

d. Niveau d’expertise

L’approche MRD en CMF est relativement complexe et nécessite une expertise
importante. Dans I'étude de Feller et al., cing centres ont mis au point un protocole
commun de suivi de la MRD-LAM. Les résultats suggérent des performances
inégales entre les centres, avec de meilleurs résultats obtenus pour le centre de
référence par rapport aux autres centres. Ces disparités inter-centres ont néanmoins

été significativement diminuées aprés une phase d’apprentissage (94).
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e. Limites de I'approche « classique » des techniques
de cytométrie en flux

L’approche immunophénotypique conventionnelle fait appel a la subjectivité du
cytométriste dans la détermination des populations cibles. De plus, ces derniéres
anneées, le nombre de parametres analysés simultanément en cytométrie en flux a
considérablement augmenté. L’analyse conventionnelle des données repose sur
'analyse hiérarchique de multiples graphiques bi-paramétriques, avec le risque
d’omettre certaines informations pertinentes. Il est en effet difficile et fastidieux de
garder une vue d’ensemble de I'expression des marqueurs au sein des différentes
populations cellulaires. L'utilisation de nouveaux logiciels d’analyse des data semble

dés lors indispensable.

2.3.6-  Perspectives : Analyse non supervisée

a. Principe général

Récemment, de nouvelles solutions informatiques d’analyse de données ont ainsi été
développées afin de réaliser une analyse multidimensionnelle des données de CMF
(114,115). L'objectif est de représenter dans un espace a deux ou trois dimensions,
des espaces a n dimensions. Ces représentations sont des combinaisons
mathématiques d’intensité de signal pour les différents paramétres étudiés. Les
populations cellulaires de I'échantillon présentant des caractéristiques proches sont

représentées grace a I'analyse mathématique.

Différents logiciels d’analyse statistique et graphique ont ainsi été développés pour
pallier aux limites de I'analyse conventionnelle et permettre I'analyse de données de
plus en plus complexes. Le logiciel R, librement accessible (téléchargeable sur

https://cran.r-project.org) est un logiciel dédié a l'analyse statistique, permettant

d’'interagir avec les données, les visualiser et les interpréter. D'utilisation
« relativement » aisée, R est muni d’un langage de programmation et constitue une
interface par défaut pour l'utilisation d’outils d’analyse automatisée de données tels
que I'analyse en composantes principales (PCA), t-SNE (t-Stochastic Neighbourhood
Embedding) et FlowSOM (Self Organizing Map) (116).
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Parmi ces approches, FlowSOM est un outil de visualisation prenant en compte tous
les marqueurs simultanément. Il a pour but de regrouper les sous-populations
cellulaires les plus similaires en « nceudsy, visualisables sous forme d’arborescence.
A lintérieur de chaque nceud, un camembert permet de donner simultanément le
niveau d’expression de chacun des marqueurs (figures 26). Sa capacité a traiter
rapidement un grand nombre de données et sa simplicité d’utilisation en font un outil

intéressant pour I'étude des hémopathies malignes (114,115,117).

FlowSOM

L] Unknown M Becells M NKcells [0 DCs
[ Macrophages [ Tcells W NKTcells [ Neutrophils

Figure 26 : Exemple de représentation de données de CMF selon I’'analyse FlowSOM (117)

Représentation cellulaire sous forme d’arborescence : chaque nceud correspond a une sous-
population cellulaire (cluster), a l'intérieur d’un noeud la représentativité de chaque marqueur peut étre
visualisée sous forme de camembert.

Le processus d’analyse est composé de quatre étapes, comme décrit dans la figure
27 (114).
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Figure 27 : Stratégie d’analyse sur FlowSOM (114)

1: La 1°* étape de traitement des données consiste a lire les fichiers de cytométrie au format « .fcs »
et a élaborer une matrice avec, pour chaque cellule analysée, les valeurs des marqueurs mesurés

2 : Une carte « auto-organisée » est alors construite a partir de la matrice de valeurs

3: Les cellules sont réorganisées en clusters présentés sous forme d’une grille de « nceuds ». Les
nceuds sont ensuite connectés sous forme d’arborescence

4 : Enfin, un « metaclustering » est réalisé, permettant l'identification de populations cellulaires aux
caractéristiques similaires

b. Utilisation et perspectives dans la MRD-LAM

Plusieurs études se sont intéressées a l'utilisation d’algorithmes informatiques pour
le diagnostic et la classification des LAM. Les résultats suggerent que les méthodes
automatisées peuvent atteindre une précision suffisante pour une utilisation fiable
des données de CMF au diagnostic de LAM pour l'identification et la classification de

la population leucémique (115,118,119).

Concernant l'utilisation de ces outils informatiques pour I'évaluation de la MRD-LAM,
les analyses sont plus complexes en raison notamment de I'hétérogénéité clonale
inhérente a la pathologie, de la possibilité de glissements phénotypiques, des seuils
de détection recommandés pour la détection d’événements rares (115). Une
confrontation des deux approches « conventionnelle » et « non supervisée » reste a

ce jour indispensable pour une bonne interprétation des résultats.
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Objectifs

Les objectifs de ce travail sont :

De réaliser la mise en place, au Centre Hospitalier de Valenciennes d’un
protocole d’évaluation de la MRD-LAM selon I'approche LAIP/DfN-LSC de
I'intergroupe francais des LAM, en cytométrie multiparamétrique 10 couleurs
sur automate Navios® (Beckman Coulter), et disposer ainsi d’'un protocole
standardisé d’évaluation de la MRD-LAM avec le CHU de Lille.

D’évaluer les performances de notre technique en termes de sensibilité et
spécificité

D’évaluer la possibilité d’utiliser des algorithmes d’analyse non supervisée en
complément des techniques de cytométrie conventionnelle pour I'évaluation
de la MRD-LAM.

Les moyens mis en ceuvre pour arriver a ces objectifs sont :

De procéder a une harmonisation entre le laboratoire du CHV et celui du CHU
de Lille concernant le choix du panel d’anticorps, le traitement de I'échantillon,

le réglage des cytometres

D’appliquer le masque d’analyses du groupe MRD-LAM ALFA, de définir la

stratégie de réanalyse et de standardiser le mode de rendu des résultats

D’évaluer les performances de la technique mise en place en termes de

sensibilité et de spécificité

De comparer les résultats obtenus au CHV et au CHU de Lille : protocole

technique et stratégie de réanalyse

D’établir la concordance entre les résultats de MRD-LAM obtenus en

cytométrie en flux et en biologie moléculaire

D’analyser les résultats de MRD-LAM obtenus sur FlowSOM a ceux obtenus

par les techniques de cytométrie conventionnelle
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[1I- Matériel et méthodes

1- Population étudiée et prélevements

1.1- Population de I’étude

Les patients étudiés (patients atteints de LAM ou population témoin) ont été
hospitalisés ou admis en consultation entre juin 2019 et juin 2020 au CH de

Valenciennes ou au CHU de Lille.

Au CH de Valenciennes, tous les patients pour lesquels une LAM a été
diagnostiquée, et pour lesquels nous disposions d’un échantillon de moelle sur EDTA
au diagnostic ou en suivi, ont été inclus de facon prospective - a I'exclusion des LAP,

exclues de I'étude.

Au CHU de Lille, les patients atteints de LAM ont été sélectionnés selon les besoins

de I'étude a disposer d’une cohorte plus importante et de différents points de MRD.

1.2- Préléevements

Les moelles utilisées sont des échantillons prélevés sur tube EDTA BD Vacutainer®

et conservés a T°C ambiante pendant une durée maximale de 48 a 72h.

La majorité des échantillons de moelles de LAM ont été traités en paralléle, de fagon
prospective, sur les cytometres du CHU de Lille et du CHV : protocole technique et

stratégie de réanalyse réalisés sur les 2 sites.

Des échantillons supplémentaires, traités et analysés sur le site de Lille, ont été

réanalysés a posteriori par le CH de Valenciennes.

Un pool de 10 moelles témoins a été constitué au CHV afin de disposer d’un
échantillonnage suffisamment représentatif. Le choix des moelles de référence s’est

effectué selon plusieurs criteres :

- Disponibilité d’un prélévement médullaire prélevé sur EDTA et non utilisé pour

tout autre examen nécessaire au patient

- Patients adultes agés de 18 a 75 ans
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- Analyse cytologique approfondie du myélogramme ne mettant pas en
evidence d’anomalies qualitatives ou quantitatives et évoquant un aspect de

moelle normale, inflammatoire ou de régénération

- Indication du myélogramme et données clinico-biologiques validant I'utilisation
de I'échantillon comme moelle témoin (absence notamment d’antécédent ou

de suspicion de pathologie myéloide)

1.3- Recueil de données

Les données cliniques et biologiques sont celles obtenues lors d’'une consultation
et/ou hospitalisation et accessibles dans le Systeme Informatique de Laboratoire
(SIL) (DxLab® au CHV et Molis® au CHU de Lille) et a partir du logiciel de gestion
des patients (Millenium® au CHV et Sillage® au CHU de Lille).

2- Mise en place d’un nouveau protocole LAM en CMF

2.1- Matériel

2.1.1- Cytométres

L’ensemble des échantillons cellulaires a été acquis sur cytometre multiparamétrique
Navios® (société Beckman Coulter®), en configuration 10 couleurs (3 lasers). Le
laboratoire d’hématologie du CHU de Lille dispose de deux cytométres Navios®

validés en miroirs. Le CH de Valenciennes dispose d’un seul cytométre Navios®.
Le réglage de chacun des cytometres est vérifié quotidiennement :

- passage de billes Flowset® permettant de vérifier les tensions des
photomultiplicateurs (PMT), afin de s’assurer que la sensibilité du cytomeétre
reste stable tout au long de I'étude.

- passage de billes Flowcheck® permettant de contrbler la conformité optique

(alignement du laser) et la fluidique du cytometre.

Le réglage des compensations qui consiste a s’affranchir des fuites de fluorescence
d’un fluorochrome dans le canal d’'un autre fluorochrome di au chevauchement de

certains spectres d’émission est vérifié lors de la réanalyse des données.
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2.1.2-  Logiciel

Kaluza® (version 2.1) de la société Beckman Coulter est le logiciel utilisé sur les

deux sites pour la réanalyse des données issues des cytometres Navios®.

2.2- Mise en miroir des cytomeétres

Sur le cytometre Navios® du CHV, dans le cadre du protocole LAM, les voltages des
PMT ont été réglés de fagon a s’aligner sur les cibles des billes Flowset® du CHU de
Lille (tableau 8). Un passage du méme lot de billes Flowset® a ensuite été réalisé
sur le site du CHV afin de valider ces réglages.

Tableau 8 : Cibles FlowSet® du CHU de Lille

Canal Limites basses Cibles FlowSet® Limites hautes
- 15% Navios® Lille + 15%
FL1 73,36 86,30 99,25
FL2 100,30 118,00 135,70
FL3 106,25 125,00 143,75
FL4 71,40 84,00 96,60
FL5 29,07 34,20 39,33
FL6 8,47 9,97 11,47
FL7 81,01 95,30 109,60
FL8 62,39 73,40 84,41
FL9 66,47 78,20 89,93
FL10 160,65 189,00 217,35

2.3- Evaluation de la dilution du prélévement

Le résultat de MRD est a interpréter en fonction de la pureté du prélevement. Afin de
s’affranchir d’'une éventuelle hémodilution, il est préconisé de privilégier le premier

échantillon de moelle pour I'analyse de la MRD (87).

Une évaluation de la dilution du prélevement de moelle osseuse a systématiquement

été réalisée. Différentes stratégies ont été utilisées :

95



- Realisation d’'une formule médullaire au microscope aprés étalement d’un

frottis réalisé a partir du préléevement obtenu sur tube EDTA.

Un pourcentage de PNN matures supérieur a 40% et/ou d’érythroblastes inférieur a
5%, et/ou de lymphocytes >20% doit faire suspecter une hémodilution du
prélévement (120).

- Formule d’Holdrinet (121) basée sur une relation de proportionnalité entre les

érythrocytes et éléments nucléés du sang et de la moelle :

GR(MO GB(S
% pureté médullaire = <1 - < (MO) (59) ))x 100

GR(Sg) * GB (M0)

GR (MO) = globules rouges médullaires, GR (Sg) = globules rouges sanguins, GB (Sg) = globules blancs sanguins, GB (MO) =

globules blancs médullaires

Cette formule nécessite de disposer d’'une numération sanguine datant du méme jour
que le prélévement médullaire. Une pureté supérieure a 70% est en faveur d’'un

prélevement de moelle trés pur.

- Evaluation de la pureté médullaire basée sur la quantification des précurseurs

hématopoiétiqgues CD34+ :

Soit P = Pureté (en %) ; n = nombre de CD34+ observés ; L = nombre de leucocytes CD45+ observés ; s = proportion de
CD34+ théorique du sang (0.0005) ; m = proportion de CD34+ théorique médullaire (0.035)

Formule mise au point par le Dr F. Dumezy, CHU de Lille
Avec cette formule, pour une pureté supérieure a 10%, la majorité des cellules

CD34+ étudiées sont issues de la moelle. Une analyse sur minimum 2 000

évenements CD34+ est recommandée pour une analyse optimale de la MRD.

Ces différentes techniques d’évaluation de la pureté médullaire présentent leurs
avantages et limites. Une confrontation des différents résultats permet une

appréciation globale de la pureté médullaire.
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2.4- Choix du tampon de lyse

Une lyse macrovolume est recommandée (Bulk Lyse ou macrolyse). Différents types
de lyse ont été validées par le groupe incluant notamment une lyse a base de NH,ClI
comme utilisée au CHU de Lille, ou la Versalyse® commercialisée par Beckman
Coulter. L'Optilyse® est une lyse a base de formaldéhyde également commercialisée
par Beckman Coulter et utilisée au laboratoire de Valenciennes pour le typage des

hémopathies malignes.

Nous avons réalisé une comparaison d’échantillons traités en paralléle sur les sites
du CHU de Lille et du CHV avec la lyse NH4CI, I'Optilyse® et la Versalyse®. Une
lyse macrovolume ainsi qu’un ajustement de la suspension cellulaire a 10 millions de

cellules/mL ont été réalisés.

2.5- Anticorps et fluorochromes utilisés

2.5.1- Choix du panel d’anticorps

Le choix du panel s’est basé sur les recommandations du groupe CMF LAM BIG
ALFA (tableau 9). Il vient en remplacement de l'ancien panel utilisé au CH de
Valenciennes : panel utilisé uniquement au diagnostic et non validé pour le suivi de
la MRD-LAM.

Une comparaison des résultats obtenus avec I'ancien et le nouveau panel a été
réalisée sur 23 échantillons au diagnostic afin de valider ce nouveau panel (données

non présentées dans ce travail).

Tableau 9 : Panel d’anticorps recommandé par le groupe CMF-LAM BIG ALFA

Panel LAM sur moelle

FITC | PE ECD PC55 | PC7 | APC | AA700 AA750 PB KrO
Tulbe CD7 | CD13 | HLA-DR CD33 CD38 | CD34 CD56 CD19 CD117 CD45
Tuzbe CD90 | Mix* CD19 CD123 | CD38 | CD34 CD36 CD45RA CD117 CD45
Tusbe CD65 | CD4 [ HLA-DR CD33 | CD11b | CD34 CD36 CD14 CD117 CD45

*Mix = TIM-3 + CLL-1 + CD97

97




- Le tube 1 (Orientation) est le tube le plus utilisé pour la recherche et la définition
d’'un LAIP

- Le tube 2 (Cellules Souches Leucémiques) permet de caractériser précisément les
LSC a laide de marqueurs spécifiques (Mix, CD123, CD45RA, CD90...). Il est

indispensable pour la quantification des LSC au diagnostic et au suivi.

-Le tube 3 (Monocytaire) est particulierement utile pour les LAM a composante
monocytaire a I'aide de marqueurs spécifiques de lignée (CD14, CD11b, CD36).

Au CHV, un 4°™ tube (tableau 10) sera ajouté au panel du groupe LAM BIG ALFA,
uniquement au diagnostic. Ce tube composé d’anticorps liquides Beckman Coulter
integre les marqueurs intracytoplasmiques (ic) (MPOic, CD3ic, CD79aic) et quelques

autres marqueurs de surface.

Tableau 10 : Tube 4 du panel LAM sur moelle au diagnostic (CHV)

FITC PE ECD | PC5.5 PC7 APC AAT700 AA750 PB [ KrO

Tube 4 CD64 MPOic CD19 - CD34 CD79aic CD10 CD3ic CD2 | CD45

Ce panel commun « Diagnostic » a pour but de cibler rapidement I'appartenance des
blastes a la lignée myéloide ou lymphoide et détecter les rares LA de phénotype

mixte.

En suivi de MRD-LAM, les tubes 1 et 2 seront systématiquement réalisés. Le tube 3
sera essentiellement ajouté en cas de LAM a composante monocytaire et/ou LAIP

informatif sur ce tube.

2.5.2-  Nature des anticorps utilisés

Deux types d’anticorps ont été testés : des anticorps lyophilisés et des anticorps
liquides. Les anticorps lyophilisés sont commercialisés sous forme de tubes
Duraclones® (Beckman Coulter®) et contiennent pour chacun des tubes la
combinaison d’anticorps recommandée par le groupe MRD-LAM (mix d’anticorps

lyophilisés).
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Les anticorps liquides sont ceux utilisés en routine au CHU de Lille. La majorité des
anticorps utilisés sont commercialisés par Beckman Coulter®, quelques anticorps
spécifiques sont commercialisés par la société Becton Dickinson® (BD®) : il s’agit du
CD45RA-APC-H7, CD90-FITC, CD38-PC7, CD117-BVv421, CLL-1-PE, TIM-3-PE,
CD97-PE. Ces trois derniers anticorps composent le mix et sont rajoutés
extemporanément dans le tube 2 Duraclone®, celui-ci ne contenant aucun anticorps

couplé PE (Phycoérythrine).

Les intensités de fluorescence (MFI) obtenues entre les deux sites pour les différents
anticorps du panel ont été comparées grace aux fonctions « Composite » et
« Overlay » de Kaluza®. Un écart de médiane de fluorescence (X-MedBin) inférieur

a 10% était requis pour conclure a des intensités de fluorescence équivalentes.

Le choix de la population cellulaire testée pour comparer les anticorps et
fluorochromes a été défini en fonction de la cible antigénique étudiée et de son

expression cellulaire :

- Pour les principaux marqueurs myéloides et d'immaturité (CD34, CD13,
CD117, CD123) : MFI évaluées sur la population blastique ou cellules
mononucléées CD34+

- Pour les marqueurs exprimés par la lignée lymphoide (CD7, CD4, CD56,
CD19, CD45RA) : MFI évaluées sur les lymphocytes

- Pour les marqueurs exprimés par la lignée monocytaire (CD14, CD64, CD36,
CD38, CD33, HLA-DR, Mix, CD11b) : MFI évaluées sur les monocytes

- Pour les marqueurs exprimés par la lignée granuleuse (CD10, CD65) : MFI
évaluées sur les granuleux

- Enfin I'expression du CD90 peut étre évaluée sur les HSC

2.6- Traitement des échantillons

Aprés deux lyses successives des hématies, les cellules sont remises en suspension
dans du PBS puis incubées avec le panel d’anticorps : 1 a 1,5 millions de cellules par
tube sont incubées pendant 15 minutes a l'abri de la lumiére et a température
ambiante. Aprés ringage au PBS et centrifugation 5 min a 430g, le culot cellulaire est
repris dans 500uL de PBS.
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2.7- Acquisition au cytometre

Conformément aux recommandations de I'ELN (87), il convient d’acquérir un
minimum de 500 000 a 1 000 000 évenements CD45+ (leucocytes) pour une

interprétation optimale du résultat.

Afin de s’assurer qu’il n’y ait pas de contamination inter-échantillons des circuits du

cytometre un tube de PBS est passé avant chaque passage de tube de MRD.

2.8- Stratégie de réanalyse sur Kaluza®

Les données brutes du cytometre sont récupérées au format « .LMD » et sont
retraitées a I'aide du logiciel Kaluza®. Des protocoles de ré-analyse pour chacun des

tubes sont proposés par lintergroupe BIG-ALFA dans un souci de standardisation.

lls se composent chacun de plusieurs onglets :

- Un onglet « Gating » qui permet d’une part de vérifier la bonne distribution de
'ensemble des anticorps et d’autre part de définir et coloriser les différentes
populations cellulaires (blastes, granuleux, monocytes, lymphocytes,
hématogones)

- Unonglet « LAIP » qui permet leur définition et quantification

- Unonglet « LSC » uniguement pour les tubes 1 et 2

- Un onglet « Compensations » contenant tous les plots de compensations

- Enfin, le dernier onglet « Statistiques » regroupe les informations importantes
a retenir pour l'interprétation et le rendu de résultat

2.8.1-  Contrble des compensations

Une vérification préalable des réglages de compensation est systématiquement
réalisée pour chacun des tubes au niveau de I'onglet « Compensations » qui affiche
tous les plots de compensations et permet de détecter et corriger d’éventuelles

« fuites » de fluorescence de fluorochrome dans les canaux adjacents (figure 28).
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Figure 28 : Modification de compensation (exemple du tube 1)

A:Sur-compensation ; B : Compensation correcte

2.8.2-  Fenétrage initial ou « Gating »

L’onglet « Gating » du protocole permet de contrdler les marquages, d’identifier les

populations d’intérét et de positionner différents seuils.

a. Controles des marquages

Un contrble de marquage est réalisé en s’appuyant sur les 10 histogrammes bi-
paramétriqgues « FLx/SS ». Pour chaque anticorps, les différentes sous-populations
cellulaires servent de témoins internes. Un marquage positif permet de vérifier la

bonne distribution de I'anticorps dans le tube (figure 29).
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Figure 29 : Contrdle de marquage FLx/SS (exemple du tube 1)

Chaque population d’intérét est visualisée par un code couleur spécifique (granuleux en beige,
monocytes en vert, hématogones en mauve, lymphocytes en rose, blastes en rouge)
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b. Nettoyage et vérification de I'acquisition

Le fenétrage des cellules vivantes est réalisé au niveau de différents histogrammes

présentés en figure 30 :
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Figure 30 : « Nettoyage » de I'acquisition
- La fenétre Time sélectionne lI'ensemble des évenements acquis et permet

d’éliminer les artéfacts d’acquisition comme I'éventuelle aspiration de bulles d’air en
cas de tube vidé (30A)

- La fenétre LiveCells conditionnée sur Time élimine les débris comme les cellules
mortes (FS faible) en prenant soin de respecter les hématogones (FS et SS faibles)
(30B)

- La fenétre Singles conditionnée sur Livecells permet d’éliminer les doublets (30C)

c. Fenétrage des différentes populations d’intérét

1°" étape : Identification des « grandes » populations

Sur I'histogramme FS INT/SS INT, la fenétre Singles va permettre de sélectionner
différentes populations d’intérét (figures 31 et 32) :

- La fenétre WBC 45+ (31A) : cible les leucocytes apres élimination des débris et des
globules rouges et constitue la fenétre de travail des blastes CD45 faible/SS faible
Blasts et des granuleux SS variable en raison de leur structure complexe Granulo
(32A)
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- La fenétre MNC (31B) : cible les cellules mononuclées et constitue la fenétre de
travail des blastes CD34+ fort et modéré MNC34+ (31C)

[singles] CD45 / SS INT ingles] FS INT / SS INT » [MNC] CD45 / CD34
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Figure 31 : Identification des WBC45+ (A), des MNC (B) et des MNC34+ (C)

Pour les tubes 1 et 3, I'histogramme CD45/CD33 permet d’'identifier les lymphocytes
lympho45++33- et les monocytes mono45++33+ (32B)

Pour le tube 1, l'identification des lymphocytes B (CD19+) et T (CD7+) est réalisée a
partir de [I'histogramme bi-paramétrique CD7/CD19 conditionné sur les
lympho45++33- (32C).
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Figure 32 : Identification des granuleux en beige, blastes en rouge, monocytes en vert, et
lymphocytes B et T en rose

Pour le tube 2, I'histogramme CD45/Mix permet d’identifier les lymphocytes
lympho45+Mix- et les monocytes mono45+Mix+ (figure 33).
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[MNC] CD45 / Mix

3

Figure 33 : Identification des monocytes en turquoise et des lymphocytes en rose sur le tube 2

2éme

étape : Identification des hématogones (tubes 1 et 2)

L’identification des hématogones, précurseurs des cellules lymphoides, permet de
fixer différents seuils nécessaires a I'analyse des LSC. lls permettent en outre

d’apprécier la régénération médullaire.

Pour le tube 1, lidentification des hématogones (figure 34) est réalisée suivant

différentes étapes :
- Sélection des événements CD19+/SS faible CD19+SS- parmi les MNC (34A)
- Sélection parmi les CD19+SS- des cellules CD33 négatives CD19+SS-33- (34B)

- Sélection et coloration des hématogones CD38+, CD34+ ou CD34- selon leur stade
de différenciation (34C)
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Figure 34 : Identification des hématogones en mauve dans le tube 1
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Pour le tube 2 (figure 35) :

- L’histogramme CD45/Mix permet une pré-sélection des hématogones parmi les
MNC MNCmix- (35A)

- Les cellules sont ensuite reportées sur un histogramme CD123/SS pour ne
sélectionner que les événements CD123 négatifs MNC123-SS- (35B)

- L'histogramme CD117/CD45RA permet a partir de la précédente sélection de
fenétrer les cellules CD117 négatives CD45RA positives htg19+45RA+mix- (35C)

- L'histogramme CD45RA/CD45 permet la séparation des lymphocytes et des
hématogones (35D)

- Enfin I'étape finale consiste a sélectionner et colorer les hématogones a l'aide de
I'histogramme CD34/CD38 de la méme maniére que pour le tube 1 (35E)
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Figure 35 : Identification « indirecte » des hématogones en mauve dans le tube 2
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Séme

étape : Mise en place des seuils P6/P7/P8 (tubes 1 et 2) pour I'approche LSC

Parmi les MNC34+ coexistent trois sous-populations en fonction du niveau d’intensité
d’expression du CD38. Il en résulte une crosse de différenciation allant des cellules

les plus immatures (CD38-) aux cellules les plus matures (CD38+).
Ces sous-populations correspondent aux compartiments P6, P7 et P8 (figure 36) :

- La fenétre P6 contient les cellules les plus immatures CD34+ CD38- : c'est cette

fenétre qui permettra d’évaluer le taux de LSC qu'’il faudra distinguer des HSC
- La fenétre P7 regroupe les cellules intermédiaires CD34+ CD38+

- Le compartiment P8 contient les cellules les plus matures CD34+ CD38+

[Blasts] CD34 / CD38

T T T
108 10* 109 108
CD34

Figure 36 : Compartiments P6/P7/P8 pour I’étude des cellules souches leucémiques (LSC)

Le seuil de négativité du CD38 (seuil P6/P7) a été défini selon 'approche FMO
(Flurorescence Minus One) qui consiste a marquer les cellules d’'une moelle osseuse

normale avec I'ensemble des anticorps du panel a I'exception du CD38.

En paralléle, le seuil P7/P8 différenciant les cellules CD38 modéré des CD38 fort a
été déterminé en marquant le méme prélévement de moelle avec tous les anticorps
du panel y compris le CD38. Le seuil P7/P8 est fixé selon I'intensité de signal émise

par les hématogones (cellules CD38 fort marquées en mauve).

Ainsi fixés, ces seuils ne doivent plus étre modifiés dans le protocole de réanalyse

utilisé.
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2.8.3-  Stratégie LAIP/DfN au diagnostic

L’onglet « LAIP », présent et construit de la méme fagon dans les tubes 1 a 3,

permet de définir et de quantifier le ou les LAIP présents au diagnostic ou en suivi.

Un histogramme bi-paramétrique CD117/CD34 ciblé sur la population « blasts ou
MNC34+ » permet de sélectionner les blastes myéloides sur lesquels seront
appliguées les différentes fenétres LAIP du protocole (figure 37). A noter qu’en cas
d’absence d’expression du CD34 et/ou du CD117, il conviendra de réajuster la
fenétre BL34+ 117 afin d’intégrer la population blastique d’intérét (37B).

9 [blasts or mnc34+] CD117 / CD34 - [blasts or mnc34+] CD117 / CD34

BL34+/-117+/-: 70966

BL34+/-117+/-: 17682

CD34
CD34

10 7 1t')3 1(|)‘ 165 10°
CD117 A CcD117 B

Figure 37 : Fenétre CD117+ CD34+

A : moelle normale ; B : moelle de patient avec des blastes CD117-/CD34- au diagnostic

Une succession d’histogrammes bi-paramétrique conditionnés sur la population
blastique BL34+117+ permet de définir le profil phénotypique de la population
d'intérét et identifier un phénotype aberrant par comparaison aux profils
phénotypigues des blastes et cellules immatures physiologiques obtenues sur des
moelles témoins. Sur chaque histogramme bi-paramétrique, une fenétre LAIP

permet de cibler la population d’intérét.

Une fenétre booléenne MRD-LAIP combinant les évenements contenus dans

chacune des fenétres LAIP permet de visualiser et de quantifier le phénotype étudié :

MRD-LAIP-T1 = ((((((((((Time and Livecells) and singles) and MNC) and BL34+/-117+/-) and
LAIP 1) and LAIP2 ) and LAIP3) and LAIP4) and LAIP5) and LAIP6) and LAIP7
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Les blastes présentant le LAIP sont colorisés en noir, ce qui permet de visualiser par
rétrocontrole le phénotype étudié sur les différents histogrammes bi-parameétriques et

vérifier la clusterisation de la population (figure 38).
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Figure 38 : Exemple de masque LAIP
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Profil phénotypique étudié : CD34- CD117+ CD38+ CD33+ CD13- HLA-DR- CD7-

Le choix du LAIP est réalisé en repérant pour chaque patient les éventuelles
aberrations phénotypiques présentes sur les blastes leucémiques. Sur les
histogrammes CD13/CD33 et CD13/HLA-DR présentés en figure 38, les fenétres N
et P (en noir) permettent de localiser les crosses de maturation normale des blastes

physiologiques afin de faciliter l'identification de profils phénotypiques aberrants.
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2.8.1-  Stratégie LSC

La recherche et quantification des LSC est réalisée dans les tubes 1 et 2 & partir du
compartiment P6 (cellules CD34+ CD38-) préalablement défini dans l'onglet

« Gating ».

Si I'étude des LSC est possible sur ces deux tubes, le second permet une analyse
plus précise de cette population car il contient des marqueurs plus spécifiques
permettant de différencier les LSC des HSC physiologiques. Pour chaque marqueur
d’intérét, une population présentant un marquage positif ou négatif pour le
fluorochrome d’intérét (FLi) sert de contrdle interne afin de placer le seuil de

significativité (figure 39).
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Figure 39 : Contrdle interne — seuil de significativité LSC

Les fenétres HSC sont liées (A et B), sur cet exemple /a limite de positivité est définie a l'aide des
lymphocytes, contréle interne négatif pour le marqueur CD90 (B). La derniére fenétre (C) permet de
visualiser les LSC sur l'histogramme CD34 CD38

Deux fenétres booléennes d’identification LSC-T1 pour le tube 1 et LSC-T2 pour le

tube 2 des LSC permettent de les séparer des HSC :

LSC-T1 = ((((((((time and livecells) and blasts) and singles) and mnc) and mnc34+) and P6) and
P6-LSC117) and P6-LSC13) and (((P6-LSC7 or P6-LSC33) or P6-LSC19) or P6-LSC56)

LSC-T2 = ((((((Time and singles) and LiveCells) and mnc) and blasts) and mnc34+) and P6) and
((P6_LSCmix+ or P6_LSC123+) or P6_LSC45RA+)
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Avec cette construction de booléenne, la positivité d’un seul marqueur aberrant est
suffisante pour classer la population en LSC (expression aberrante de CD7, CD33,
CD19 ou CD56 pour le tube 1, expression aberrante du Mix, CD123 ou CD45RA
pour le tube 2). En l'absence de marqueur informatif sur un ou plusieurs
histogrammes FLx/CD38, tous les éléments du ou des histogrammes concernés

doivent étre sélectionnés (fenétre « large ») (figure 40).
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Figure 40 : Exemple de moelle avec phénotype LSC au diagnostic

Les cellules sont sélectionnées a I'aide du compartiment P6 (CD34+ CD38-) (carré rouge). En rose, la
population présentant le phénotype LSC. En bleu, les HSC résiduelles. Sur cet exemple, les LSC sont
CD90- CD45RA+ CD117dim

2.8.1- Données statistiques

Les résultats sont présentés dans I'onglet « Statistiques » et integrent les données

suivantes communes aux deux approches (LAIP/DfN et LSC) :

- Le nom du cytometre utilisé

- Le nom du fichier (identité du patient)

- La date d’acquisition

- La pureté médullaire CD34+ exprimée en pourcentage

- Le nombre de leucocytes acquis [WBC45+] et le nombre de blastes 34+ [MNC34+]
- Le nombre d’hématogones [hematogones19+33-] ou [hematogones]

- La limite de détection (LOD) en pourcentage pour 50 événements rendus
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Pour I'approche LAIP-DfN, sont précisés également :

- Le nombre de cellules présentant un LAIP [MRD-LAIP]
- Le pourcentage de cellules présentant un LAIP par rapport aux leucocytes totaux
[MRD-LAIP-Tn] en % des WBC45+.

Pour 'approche LSC, sont précisées les données relatives aux LSC et HSC:

- Le nombre de cellules souches hématopoiétiques (HSC) [HSC-Tn]

- Le nombre de cellules souches leucémiques (LSC) [LSC-Tn]

- Le pourcentage de LSC par rapport aux leucocytes totaux, pour le suivi [LSC-Tn]
MRD en % [WBC45+] et par rapport aux blastes totaux, pour le diagnostic [LSC-Tn]

au diag en % [Blasts].

3- Constitution d’un « merge » de moelles normales

Les moelles de référence ont été analysées avec le méme panel d’anticorps et selon
le méme protocole que celui utilisé sur les moelles de patients LAM. Pour chaque
LAIP étudié, les réglages du protocole d’analyse « masque » LAIP ayant permis
d’'obtenir un phénotype aberrant sont appliqués aux moelles témoins afin de
déterminer I'expression physiologique du LAIP étudié et donc sa spécificité. Un
exemple est présenté sur la figure 41.
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Figure 41 : Expression physiologique du LAIP étudié

A : pourcentage du LAIP chez le patient au diagnostic ; B : pourcentage du LAIP appliqué a une
moelle témoin
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La création d'un « merge » sur Kaluza® permet de fusionner les différents
échantillons en un seul fichier. Il est ainsi possible de rechercher I'expression du
LAIP sur 'ensemble des moelles témoins. Il reste cependant recommandé d’analyser

chaque moelle de référence indépendamment grace a un fenétrage Time (figure 42).
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Figure 42 : Fenétrage « Time » : sélection d’'une (A) ou plusieurs (B) moelles de référence

Pour notre étude, nous avons répertorié pour tous les patients la proportion de
cellules exprimant le phénotype des blastes au diagnostic (LAIP) dans le pool de

moelles de référence.

4- Evaluation de la MRD LAM LAIP/DfN-LSC

4.1- MRD-LAM selon I’approche LAIP/DfN

4.1.1- Identification et quantification de la MRD

Dans l'onglet LAIP, le « masque LAIP » obtenu au diagnostic est appliqué sur la
moelle de suivi dans le cadre de [l'évaluation de la MRD. Compte tenu de
I'hétérogénéité phénotypique des blastes de LAM et du risque d’émergence de sous-
clone en cours de traitement, un suivi sur deux LAIP distincts est recommandé. Dans
certains cas, aucun phénotype aberrant n’est cependant identifié, la stratégie

LAIP/DfN n’est donc pas applicable.

Un exemple de MRD positive est présenté en figure 43.
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Figure 43 : Recherche du LAIP étudié dans la moelle de suivi

A : tube 1 au diagnostic. Profil phénotypique étudié : CD34+ CD117+ CD38+ CD33+ CD13- HLA-Dr+
B : tube 1 en suivi. En noir la population leucémique correspondant au LAIP étudié
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En cas de sous-clone aberrant ou glissement phénotypique, détecté en suivi via
'approche DfN, un re-fenétrage est réalisé et le nouveau masque est appliqgué aux
moelles témoins afin d’étre validé. Le nouveau fenétrage est alors appligué aux
prélevements précédents afin de suivre la cinétique d’évolution du sous clone a

chaque point de suivi.

4.1.2-  Sensibilité et limite de détection de la technique

La sensibilité de la technique découle de la spécificité des masques LAIP testés. Le
seuil de significativité est égal a la « moyenne des taux de LAIP exprimés sur un pool
de moelles témoins » + « deux écarts-type ». Ce seuil de positivité devra toujours
étre inférieur au taux de LAIP le plus élevé mesuré sur « chacune » des moelles
témoins étudiées individuellement. Un LAIP est considéré comme spécifique si cette
valeur n’excéde pas 0,1% des leucocytes soit 1x103, seuil de sensibilité¢ de la

technique jugé pertinent pour un intérét pronostique (87).

La sensibilité de la technique dépend également du nombre d’évenements WBC45+
acquis. S’agissant d’évenements rares, les recommandations ELN préconisent
I'acquisition de minimum 500 000 a 1 000 000 de leucocytes par tube. Considérant
qu’une population cellulaire phéno-identique peut étre mise en évidence pour un
nombre minimal de 50 événements, la LOD de [I'échantillon est inversement

proportionnelle au nombre d’évenements WBC45+ acquis :

LOD = 50 (nombre significatif d'événements)
B Cellules vivantes WBC45 +

La LOD est considérée comme optimale si elle est inférieure ou égale & 10™.

Le seuil significativité ou limite de positivité de I'analyse correspond a la valeur la
moins sensible entre le seuil technique (LOD échantillon) et la valeur

« physiologique » observée pour le profil LAIP étudié sur des moelles de référence.

Nous avons souhaité par ailleurs évaluer la sensibilitté de notre technique en
réalisant une série de dilutions de cellules leucémiques dans un échantillon de

moelle témoin.
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Les cellules leucémiques isolées sur gradient de Ficoll avaient été préalablement
sélectionnées a partir d'une moelle de LAM au diagnostic. Dix points de dilution ont

été réalisés (tableau 11).

Profil du LAIP étudié : CD34+ CD38- CD117+ HLA-DRdim CD33dim

Le prélevement de moelle témoin a été traité selon le protocole technique de MRD-
LAM précédemment décrit. Les différentes dilutions ont été réalisées aprés les deux

étapes de lyse macrovolume et avant marquage selon le méme protocole.

Tableau 11 : Protocole de dilutions pour le calcul de la sensibilité - Exemple du tube 1

Tube Orientation Moelle témoin Ficoll (blastes) Sensibilité
(Tube 1) (cellules par tube) (cellules par tube) attendue
TO Tube 0 (témoin pur) 2 000 000 0

T1 Tube 1 (Ficoll pur) 0 1 000 000 1

T2 Tube 2 2 000 000 100 000 0,5x 10"
T3 Tube 3 2 000 000 20 000 10°

T4 Tube 4 2 000 000 10 000 0,5x 107
T5 Tube 5 2 000 000 5000 0,25 x 10”
T6 Tube 6 2 000 000 2000 10°

T7 Tube 7 2 000 000 1000 0,5x 107
T8 Tube 8 2 000 000 500 0,25x 10°
T9 Tube 9 2 000 000 200 10"
T10 Tube 10 2 000 000 50 0,25 x 10

4.1.3- Expression des résultats

Conformément aux recommandations du groupe ALFA, le compte-rendu d’analyse

doit préciser :

- Le profil LAIP utilisé pour I'analyse de la MRD
- Le nombre d'évenements WBC45+ acquis

- Le seuil de sensibilité de l'analyse

- Le résultat de la MRD :

- En cas de résultat positif (> 10°) : préciser la valeur chiffrée estimée en

pourcentage des leucocytes totaux WBC45+
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- En cas de résultat négatif (<107) :

o Détectable : préciser la valeur chiffrée et le seuil de sensibilité
o Non détectable : rendre « inférieur au seuil de sensibilité de

'analyse »

- En cas de non détection, un commentaire doit étre apporté si
nécessaire sur l'origine de la non-détection (part d’hémodilution, LAIP

peu robuste, seuil de sensibilité de la technique >107)

4.2- Approche LSC

4.2.1- Identification et quantification des LSC

Comme pour le diagnostic, l'identification et la quantification des LSC sont réalisées
a partir du compartiment P6 des cellules CD34+/CD38- (Onglet « Gating »,
booléennes [LSC-T1] et [LSC-T2]).

De la méme fagon que pour I'approche LAIP et si un suivi de MRD-LSC est possible,
'analyse consiste a rechercher sur le préléevement médullaire de suivi, la méme
population que celle détectée et quantifiée au diagnostic. Cependant, a la différence
de I'approche LAIP, les LSC possédent une base phénotypique connue. Ainsi méme
si le préléevement diagnostique est recommandé, il n'est pas indispensable pour la

recherche de LSC en suivi.

La quantification en MRD de cette population est effectuée par rapport au nombre de
leucocytes totaux WBC45+.

4.2.1-  Sensibilité et limite de détection de la technique

Le seuil de positivité de I'analyse MRD selon I'approche LSC a été estimé a 10 par
le groupe LAM BIG-ALFA, sous réserve que la LOD calculée pour chaqgue acquisition
n‘’exceéde pas cette valeur et considérant que la quantité de cellules exprimant un

phénotype de LSC dans une moelle t¢émoin est bien inférieure a ce seuil de 10™.

Pour I'approche LSC le seuil de significativité est défini comme la plus grande valeur

entre la LOD technique et le seuil de 10“. Comme pour I'approche LAIP, nous avons
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souhaité évaluer la sensibilité de notre technique en réalisant une série de dilutions

de cellules souches leucémiques (LSC) dans un échantillon de moelle témoin.

Profil phénotypigue des LSC : CD90- CD45RA+ CD117dim

Dix points de dilutions ont été réalisés a partir d'une concentration connue (au pur)
de cellules leucémiques, selon le méme protocole que celui décrit pour I'approche
LAIP/DfN.

4.2.2-  Expression des résultats

Conformément aux recommandations du groupe ALFA, le compte-rendu d’analyse

doit préciser :

Au diagnostic :

- Le profil utilisé pour identifier les LSC

- La quantification des LSC exprimée en valeur chiffrée sur les blastes totaux (%)
En suivi :

- Le profil utilisé pour identifier les LSC

- Le seuil de sensibilité de l'analyse

- Le résultat de la MRD-LSC :

- En cas de résultat positif (> 10™) : préciser la valeur chiffrée estimée en

pourcentage des leucocytes totaux WBC45+
- En cas de résultat négatif (<10™) :

o Détectable : préciser la valeur chiffrée et le seuil de sensibilité
o Non détectable : rendre « inférieur au seuil de sensibilité de

'analyse »

- En cas de non détection, un commentaire doit étre apporté si

nécessaire sur l'origine de la non-détection

Recommandations ALFA : essai BIG-1 : Protocole technique Cytométrie MRD LSC LAM- Annexe 2
V1 10-02-2018 A Plesa/C Roumier
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4.3- Approche en BM

4.3.1- Marqueurs et techniques

La maladie résiduelle en BM est réalisée au CHU de Lille. Elle permet de suivre par

RT-gPCR plusieurs types d’anomalies lorsqu’elles sont présentes au diagnostic :

- Transcrits de fusion : CBFB-MYH11 (type A, B ou E), RUNX1-RUNX1T1 (AML1-
ETO) et MLLT3-KMT2A (AF9-MLL) (type A, B ou D)

- Mutations NPM1 (type A, B ou D)

- Surexpression WT1: marqueur pouvant étre utilisé en suivi en cas de
surexpression au diagnostic supérieure a 10% sur prélevement sanguin ou

médullaire

4.3.2-  Seuils de positivité et sensibilité en MRD

Les transcrits de fusion ainsi que les mutations de NPM1 ne sont pas retrouvés
physiologiquement, la MRD est donc considérée comme positive lorsque celle-ci est
détectée et est supérieure au seuil de sensibilité de la technique soit 0,001% (10) et
0,01% (10™) respectivement.

En ce qui concerne la surexpression de WT1, les seuils de positivité sont supérieurs
sur moelle (seuil de 2%) que sur sang (seuil de 0,1%) en raison de I'existence d'une

expression physiologique médullaire de WT1.

4.4- Analyse des données

Les résultats de MRD-LAM traités en parallele au CHV et au CHU de Lille ont été
analysés puis comparés. Les critéres d’évaluation pour juger de la concordance des
résultats sont : le nombre de leucocytes CD45+ (dénominateur pour la quantification

de la MRD), le résultat de MRD en % et l'interprétation finale (positif ou négatif).

La comparaison des résultats de MRD obtenus en CMF et en BM a été évaluée par

un test de concordance et le calcul du coefficient kappa. La taille de la cohorte étant

119



insuffisante pour une analyse « statistique » précise, une simple analyse «

descriptive » des discordances entre les deux techniques a été réalisée.

Ont été intégrés les patients ayant bénéficié de I'évaluation de la MRD en CMF selon
I'approche LAIP/DfN et testés en paralléle en BM (sang ou MO). Ont également été
inclus les patients ayant bénéficié de I'évaluation de la MRD-LAM en CMF selon
I'approche LSC (au moins 1% de CSL parmi les blastes totaux, au diagnostic ou a la

rechute) et pour lesquels nous disposions d’au moins 4 points de suivi.

5- Analyses des données de MRD-LAM sur FlowSom

Dans ce travail, nous avons souhaité évaluer la possibilité d’utiliser des algorithmes
d’analyses non supervisées (FlowSOM) en complément des techniques de
cytométrie conventionnelle pour I'évaluation de la MRD-LAM. Pour cela, nous avons
utilisé le script développé par F. Dumezy dans le cadre de lintergroupe ALFA. Le
logiciel d’analyse statistique et graphique « R » constitue linterface permettant
d’utiliser I'outil FlowSOM.

51- Script«R»

Les données brutes du cytométre Navios® sont récupérées au format « .LMD » puis
exportées sous forme de fichier «.csv». Au préalable, «un traitement
préanalytigue » des données (élimination des artéfacts, vérification des
compensations, « gating » des populations d’intérét) est réalisé afin de s’affranchir

d’artéfacts d’acquisition.

L’évaluation de la MRD-LAM en analyse non supervisée consiste comme pour
I'analyse conventionnelle, a étudier pour chaque patient les blastes au diagnostic, les
blastes au suivi et les blastes physiologiques d’'un « merge » de moelles de

référence.

Trois fichiers « .csv » sont donc générés (figure 44) a partir des fichiers « .LMD »

suivants (figure 44) :
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- Blastes au diagnostic sélectionnés sur I'histogramme 117+ 34+ (44A)

- Blastes au suivi sélectionnés sur I'histogramme 117+ 34+ (44B)

- Blastes issus d’'un « merge » de moelles témoins sélectionnés sur le méme
histogramme 117+ 34+ (44C)

[blasts or mnc34+] 117 / 34 é [blasts or mnc34+] 117bv421 / 34 é [blasts or mnc34+] CD117 / CD34
BL34+/-117+/-: 4619 " IBL34+/-117+/-: 22918 " IBL34+/-117+/-: 81729

1054

34
CD34

/
164 165 100 10° 16‘ 165 100
117 A 117bv421 B

Figure 44 : Sélection des populations cellulaires d’intérét

A : Blastes au diagnostic ; B : Blastes au suivi ; C : Blastes « merge » de moelles témoins

Pour les blastes au diagnostic, I'exportation de 4 000 a 5 000 événements est suffisante, en revanche
pour les blastes au suivi, il est important d’exporter l'intégralité des évenements acquis dans la fenétre
BL34+ 117+ car nous recherchons des évenements rares.

Le script « R » appliqué a ces trois fichiers réalise les actions suivantes :
- Intégration des paramétres des trois fichiers « .csv »

- Construction des clusters et des métaclusters, leur nombre est défini au niveau du

script. Pour ce travail nous avons travaillé avec 100 clusters et 30 métaclusters
- Exécution de la fonction FlowSOM

- Création d’'un fichier « .fcs » avec des parametres supplémenaires : FlowSom, size,
x ety de la grille SOM, xNodes et yNodes de la map. Ce fichier « .fcs » regroupe les
données des trois fichiers « .csv » et peut étre analysé dans Kaluza® autorisant une

combinaison des fenétrages entre les nouveaux et anciens parametres
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5.2- Stratégie de réanalyse MRD-LAM FlowSOM

Le protocole de réanalyse utilisé se compose de deux onglets :
- Un onglet « gating »
- Un onglet « Compensations »

Une premiére fenétre « Time » permet de visualiser et de sélectionner les différents
prélévements analysés (figure 45)

[Ungated] TIME

2000
1500
SELECTION

1000

500

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
(x 10%)
TIME

Figure 45 : Fenétrage « Time »

En rouge : les blastes au diagnostic (cellules collées a I'axe des ordonnées), en vert : les blastes dans

le préléevement de suivi, en gris : les blastes dans les différentes moelles de référence (ici, au nombre
de 4)

Les nouveaux parameétres générés permettent la réalisation de différents

histogrammes que nous utiliserons pour I'analyse de la MRD-LAM :
- Arborescence FlowSOM (figure 46)

- Métaclusters (figure 47)
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Figure 46 : Arborescences FlowSOM de la population CD34+ CD117+

A : arborescence des blastes au diagnostic de LAM ; B : arborescence des blastes en suivi de LAM
(MRD négative) ; C : arborescence des blastes des moelles de référence

La représentation en arborescence permet lidentification de nceuds correspondant a des sous
populations cellulaires. Sur cet exemple, la répartition des nceuds entre le diagnostic (A) et le pool de
moelles de référence (C) est significativement différente (témoin du processus leucémique)
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800 4000+

1000

600 3000

= H
[follow-upMetacluster: ¢,(0,039% ReferencepMetacluster: [1p2,

H
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Figure 47 : Visualisation des différents métaclusters de la population CD34+ CD117+

En abscisse : classification de la population blastique en 30 métaclusters, en ordonnée : le nombre
d’éléments correspondant a chaque métacluster ; A : Blastes au diagnostic de LAM ; B : Blastes au
suivi de LAM ; C : Blastes dans les moelles de référence

La classification de la population blastique en métaclusters permet de cibler le cluster majoritaire
(encadré en rouge) présent au diagnostic au sein de la population blastique afin de les rechercher en
suivi et d’étudier leur expression dans les moelles de référence.

Enfin, un histogramme construit a partir de la fonction « Overlay » de Kaluza®
permet de superposer les métaclusters de la moelle de suivi et des moelles de
référence afin d’identifier les sous populations pathologiques dans le cadre de
I'évaluation de la MRD (figure 48). La quantification est réalisée en extrapolant le
pourcentage du cluster étudié par rapport au nombre de blastes sélectionnés puis

par rapport aux leucocytes totaux.

123



" I | |[follow-up] metaClustFSOM
| |[ref] metaClustFSOM

%Gated

0 I,‘ !Ill".'l.'r'.‘ll‘
0 10 20 30
metaClustFSOM

Figure 48 : Distribution des métaclusters de la population CD34+ CD117+ dans une moelle de
LAM en rechute par rapport a un pool de moelles de référence

En vert : proportion des métaclusters étudiés dans la moelle en suivi, en gris : proportion des mémes
métaclusters étudiés dans un pool de moelles de référence, encadré en rouge le métacluster
majoritaire retrouvé lors d’une rechute

Les sous populations ainsi identifiées peuvent étre réanalysées par « back gating »,
afin d’étre interprétées avec les outils classique de CMF. La projection des clusters
sur les histogrammes bi-paramétriques permet de préciser leur positionnement sur

les graphes usuels.

5.3- Analyse des données

Pour ce travail, les résultats de MRD évalués par I'approche FlowSOM ont été
comparés a ceux obtenus par I'approche conventionnelle LAIP/DfN-LSC pour quatre
patients, soit un total de 10 prélevements de MRD-LAM réanalysés selon I'approche
FlowSOM.

Une analyse descriptive des résultats obtenus a été réalisée afin d’estimer le

bénéfice éventuel apporté par cette double approche.
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IV- Résultats

1- Population étudiée et prélevements

1.1- Patients

Un total de 35 patients atteints de LAM a été inclus dans ce travail. Trois patients
atteints de syndrome myélodysplasique avec exces de blastes de type Il (SMD-EB-2)
ayant bénéficié d’'un suivi de MRD ont également été inclus dans I'étude. L’age au
diagnostic est compris entre 27 et 82 ans (moyenne = 60 ans ; médiane = 66 ans), le
sex-ratio H/F est de 1.125:

- 14 patients sont suivis au CHU de Lille

- 19 sont suivis au CHV

- 2 ont été suivis sur les 2 sites (transfert du CHV vers le CHU de Lille)

Les caractéristiques au diagnostic des patients inclus sont présentées dans le

tableau 22 en annexe.

1.2- Population témoin

Les principales caractéristiques de chaque moelle témoin (MT-n) sont répertoriées

ci-dessous :
Tableau 12 : Principales caractéristiques des moelles témoins (MT)
MT-1 MT-2 MT-3 MT-4 MT-5
Age/Sexe 28/H 71/F 54/F 59/H 43/H
Indication MRD-LAL Suspicion de Suspicion de Ré-évaluation Thrombopénie
myélogramme myélome mastocytose d’'une amylose
NFS @ cytopénie Hb : 9,3 d/dL @ cytopénie @ cytopénie Plg =55 G/L
Cytologie Absence de Absence d'excés  Absence de Moelle normale Moelle
blastose de plasmocytes mastocytes sur Absence d’excés normale
résiduelle les frottis de plasmocytes
examinés
MT-6 MT-7 MT-8 MT-9 MT-10
Age/Sexe 55/F 66/H 72/F 70/H 57/H
Indication MRD-LAL Myélome en RC Thrombopénie en  Suspicion de Suspicion de
myélogramme réanimation myélome (pic) myélome (pic)
NFS @ cytopénie Hb: 8,4 g/dL, Hb : 10,0 g/dL, Hb : 10,7 g/dL Hb: 11,2 g/dL
Plg : 133 G/L Plg : 29 G/L
Cytologie Absence de Aspect Aspect Absence d’excés  Absence
blastose réactionnel réactionnel de plasmocytes d’excés de
résiduelle plasmocytes
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1.3- Echantillons

Au total, 56 échantillons ont été testés en CMF au CHV selon le protocole MRD-LAM
du groupe ALFA : 10 échantillons de moelle de référence et 46 échantillons de

moelle de LAM (23 échantillons prélevés au diagnostic et 23 prélevés en suivi).

Les 23 prélevements des échantillons de suivi de LAM étaient répartis de la facon

suivante :

- 4 sorties d’aplasie post-induction (J15)

- 4 échantillons de MRD1 (pré-consolidation 1)

- 2 échantillons de MRD2 (pré-consolidation 2)

- 2 échantillons de MRD3 (pré consolidation 3 ou pré-allogreffe)

- 3 échantillons de MRD4 (fin de traitement ou post-allogreffe)

- 2 échantillons de rechute (ou échec de traitement)

- 6 échantillons autres (autre point de suivi, contréle a distance...)

Parmi les 56 échantillons testés, 24 d’entre eux ont été traités en parallele au CHV et
au CHU de Lille (protocole technique et de réanalyse).

2- Protocole technique MRD-LAM

2.1- Mise en miroir des cytomeétres

Le résultat du passage des billes FlowSet® au CHV est présenté en figure 49. Les

bornes appliquées correspondent au lot de billes FlowSet® du CHU de Lille.
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Figure 49 : Passage des billes FlowSet® au CHV (cibles du CHU de Lille)
Sur 'ensemble des canaux FL1 a FL10, le pic des billes se situe systématiquement

dans les curseurs cibles avec un pourcentage de billes dans les régions supérieur a
95%.

2.2- Choix du tampon de lyse

La comparaison des résultats obtenus entre les différentes lyses a été réalisée sur
plusieurs échantillons via le menu « Composite » de Kaluza®. Avec la lyse
macrovolume Optilyse® (bleu) et sur la majorité des anticorps du panel, on observe
une perte significative d’intensité d’expression des marqueurs (non superposition des
histogrammes) contre indiquant l'utilisation de I'Optilyse® pour cette technique
(figure 50 illustrant les profils de fluorescence du CD123, CD34, CD38 obtenus avec
le tube 2).
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[Blasts] CD123 [monod5++Mix+] CD38 [MHC34+] CD34

#00—

Count
Count
Count

CD23 CD38

Figure 50 : Comparaison des profils de fluorescence obtenus avec les différentes lyses

En bleu : passage au CHV avec macrolyse Optilyse®, en vert: passage au CHV avec macrolyse
Versalyse®, en rouge : passage au CHU de Lille avec macrolyse NH,ClI

Entre la lyse NH4Cl (rouge) et la Versalyse® (vert), nous n'observons pas de
différence significative d’intensité d’expression excepté pour le CD38, le CD117, le
CD123 (figure 51) et le CD90 pour lesquels une différence de MFI > 10% a été
observée (<15% pour le CD38 et le CD123 et de I'ordre de 35% pour le CD117).

[Blasts] CD23 [monod5++Mix+] CD38 o0 [MHC34+] CD17
1500
1504
o]
1000 a—
E E 100 5
38 3 S
500 2001
50—
o o- 4 o -
10° 104 w0 10 1w 0o w0 100 100 1"0* 1w 10
CD123 CD38 cD117
Marker X-MedBin Marker X-MedBin Marker X-MedBin
| AT 112,727 | 462,418 B an 294,794
O au 404,430 O au 564,076 O au 374,957
| AT 473,914 B au 632,175 B Al 582,812

Figure 51 : Comparaison des médianes de fluorescence obtenues avec les différentes lyses

En bleu : passage au CHV avec macrolyse Optilyse®, en vert : passage au CHV avec macrolyse
Versalyse®, en rouge : passage au CHU de Lille avec macrolyse NH,CI

Pour le CD123, la différence de MFI observée n’a pas été retrouvée sur les autres

tests effectués et était par ailleurs initialement peu significative (<15%).

2.3- Comparaison des anticorps utilisés

Pour un méme clone d’anticorps, la nature «liquide » ou « lyophilisée » des
anticorps n’impacte pas sur les profils de fluorescence obtenus, les profils de

fluorescence observés étant superposables (figure 52).
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O Au 747,500 O au 595,547 O au 666,673

E au 699,534 (ml 555,468 3 au 682,455

Figure 52 : Comparaison des médianes de fluorescence MFI obtenues entre les 2 sites
(anticorps liguides et Duraclones®)

En vert : passage au CHV avec anticorps d’un tube Duraclone®, en rouge : passage au CHU de Lille
avec anticorps liquides

Pour le CD38, le CD117 et le CD90, les clones utilisés pour les anticorps liquides
(BD®) du CHU de Lille sont différents de ceux utilisés dans les Duraclones® (BC®)
du CHV, ce qui explique les différences de MFI observées entre la Versalyse® et la
lyse NHACI. En effet, ces différences ont été corrigées en travaillant avec les mémes
clones d’anticorps (anticorps liquides BD® utilisés au CHU de Lille),

indépendamment du type de lyse utilisé (figure 53).

[P6] CD90 [Blasts] CD117 [hematogone19+] CD38

Count
Count
Count

T T
10° 10* 10° 10°

CD90 D117 CD38
Marker X-MedBin Marker X-MedBin Marker X-MedBin
O au 353,250 O au 225,139 O au 752,665
O Au 383,875 O3 au 242,958 3 au 787,773

Figure 53 : Comparaison des médianes de fluorescence MFI obtenues entre les 2 sites
(anticorps liquides)

En vert : passage au CHV avec macrolyse Versalyse® et anticorps liquides, en rouge : passage au
CHU de Lille avec macrolyse NH,CI

La réalisation des tests ultérieurs sur Duraclone® a été réalisée en pré-incubant la
suspension cellulaire avec 5ul de CD90 liquide (BD®) dans le tube 2 et 5 pl de
CD117-BV421 liquide (BD®) dans les tubes 1, 2 et 3.
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2.4-

Détermination des seuils P6/P7/P8

La technigue FMO a été réalisée sur une moelle témoin au CHV afin de valider les

seuils appliqués pour P7/P8 sur le masque de ré-analyse proposé par l'intergroupe

ALFA. La moelle sélectionnée, contenait par ailleurs une population importante

d’hématogones nous permettant également de fixer le seuil P6/P7 (figures 54-56).

[Ungated] CD34 / CD38

CcD38

IN++

104 10°

CD34

Figure 54 : Réglage du seuil P6/P7 par I’'approche FMO (Fluorescence Minus One)

Seuil P6 (en rouge) placé juste au-dessus du signal d’auto-fluorescence des cellules (fenétre

« Ungated »)

CD38

[MNC19+S5-33-] CD34 / CD38

[L]CD34 / CD38

IM++

CD38

10%

M--: 0,092% Réglage P8

1}13 154
CD34

108

153 1}14 1:15
CD34

Figure 55 : Réglage du seuil P7/P8

10°

Le seuil P7/P8 est placé juste en dessous des hématogones (en mauve), les plasmocytes (en rouge)
se trouvent juste au-dessus de ce compartiment

Pour le réglage du seuil de positivité du CD34, les MNC34+ servent de témoin positif,

un controle de négativité est réalisé avec les lymphocytes T et NK .
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Figure 56 : Réglage du seuil de positivité du CD34

Les MNC34+ servent de témoin positif, un contrle de négativité est réalisé avec les lymphocytes T et
les cellules NK

Enfin, grace a des fenétres liées, les trois boites P6, P7 et P8 sont fixées et ne

doivent en principe plus étre modifiées (figure 57).

[MNC34+] CD34 / CD38

CD38

T T T
10° 10° 10° 10°
CD34

Figure 57 : « Boites » finales P6/P7/P8 pour I’étude des cellules souches leucémiques (LSC)

La fenétre P6 inclut les cellules souches CD34+CD38-. La fenétre P7 inclut les CD34+CD38+ faible.
La fenétre P8 contient les cellules CD34+CD38+.

3- Sensibilité de la technique : épreuve de dilutions

3.1- Sensibilité de la technigue selon I'approche LAIP/DfN

Les résultats de I'épreuve de dilutions permettant d’évaluer la sensibilité de la

technique selon 'approche LAIP sont présentés en figures 58 et 59.

Le profil phénotypique des blastes au diagnostic, obtenu sur le tube 1 (tube
orientation) est le suivant : CD34+ CD38- HLA-DRdim CD33dim

La proportion de cellules exprimant ce LAIP dans la moelle témoin (tube TO) ayant

servi pour cette épreuve de dilutions a été quantifiée. Elle est de 0,52 x 10 (59B).
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Figure 58 : Profil phénotypique étudié pour I’épreuve de dilutions : LAIP au diagnostic
Proportion du LAIP étudié au diagnostic (T1) : 42.4% des leucocytes totaux (Y%oWBC45+)
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Figure 59 : Résultats de I'épreuve de dilutions (approche LAIP)

Pour chaque dilution (tubes T2 a T10), la proportion du LAIP étudié a été quantifié (résultat encadré

en rouge). Le tube TO présente I'expression du LAIP sur une moelle témoin : 0,052% soit 0,5 x 107,
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Une courbe d’étalonnage a été établie a partir des résultats obtenus (figure 60).

Epreuve de dilutions (approche LAIP)
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/ Seuil 10°®
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0.01 ° .. —
IRZ=11
° |
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Sensibilité observée (%)

Figure 60 : Courbe d’étalonnage de I'épreuve de dilutions réalisée sur le tube d’orientation
(approche LAIP)

Points bleus : résultats de I'épreuve de dilutions - Carrés orange : résultats théoriques attendus

Droite rouge : droite de régression de I'épreuve de dilution, avec équation de la courbe et coefficient
de corrélation calculé

Droite noire pointillée : droite de régression appliquée aux résultats théoriques attendus (R? = 1)
TO : expression du LAIP étudié sur la moelle témoin ayant servi pour I'épreuve de dilutions

La courbe d’étalonnage est linéaire jusqu’au tube T6 de notre épreuve de dilutions,
soit jusqu’a une concentration de 0,85 x 103. Au-deld, la sensibilité de la technique

est limitée par I'expression physiologique du LAIP mesurée sur une moelle témoin.

Pour chaque tube le nombre d’acquisition (> 500 000 événements) nous a permis

d’atteindre une LOD bien inférieure a ce seuil de sensibilité, de I'ordre de 0,1 x 10™.

3.2- Sensibilité de la technigue selon I'approche LSC

De la méme maniére, les résultats de I'épreuve de dilutions permettant d’évaluer la

sensibilité de la technique selon I'approche LSC sont présentés en figures 61 et 62.

Le profil phénotypique des blastes au diagnostic, obtenu sur le tube 2 (tube LSC) est
le suivant : CD34+ CD38- CD90- Mix- CD123- CD45RA- CD117+ CD19- CD36-
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La proportion de cellules exprimant ce phénotype dans la moelle témoin ayant servi
pour cette épreuve de dilutions est de 0.6 x 10 (62B).
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Figure 61 : Profil phénotypique utilisé pour I’épreuve de dilution : profil LSC au diagnostic

Proportion de LSC (en rose) au diagnostic (T1): 34,6% des leucocytes totaux (%WBC45+)
Les HSC sont représentées en bleu.
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Figure 62 : Résultats de I'épreuve de dilutions (approche LSC)

Pour chaque dilution (tubes T2 a T10), la proportion de LSC a été représentée (résultat encadré en
rouge). Le tube TO présente I'expression du profil LSC étudié sur une moelle témoin : 0,0064 % soit

0.6 x 10™

Une courbe d’étalonnage a été établie a partir des résultats obtenus (figure 63) :
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Figure 63 : Courbe d’étalonnage de I’épreuve de dilution réalisée sur le tube LSC

Points bleus : résultats de I'épreuve de dilutions - Carrés orange : résultats théoriques attendus

Droite rouge : droite de régression de I'épreuve de dilution, avec équation de la courbe et coefficient
de corrélation calculé

Droite noire pointillée : droite de régression appliquée aux résultats théoriques attendus (R2 =1)

TO : expression du profil LSC étudié sur la moelle témoin ayant servi pour I’épreuve de dilutions

La courbe d’étalonnage est linéaire jusqu’au tube T7 de notre épreuve de dilutions,

soit jusqu’a une concentration de 0,31 x 107,

Pour les tubes TO a T7 le nombre d’acquisition (> 500 000 événements) nous a
permis d’atteindre une LOD bien inférieure au seuil de sensibilité de la technique, de
I'ordre de 0,1 x 10™. Pour les points suivants, la sensibilité de la technique est limitée
par LOD (acquisition réalisée sur 200 000 a 300 000 évenements, seuil recommandé

de 500 000 a 1 000 000 non atteint en raison d’'un nombre insuffisant de cellules).
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4- Résultats de la MRD-LAM LAIP/DfN-LSC

4.1-

Caractéristiques des profils LAIP étudiés

Le tableau 13 précise les caractéristiques des profils LAIP étudiés dans notre étude.

Pour chaque LAIP, nous avons mesuré l'expression physiologique du LAIP sur le

pool

de moelles

témoin et sur

chacune des moelles

témoins étudiées

individuellement. Les résultats sont présentés sur le tableau 13 : moyenne du pool

de moelles témoins (MOY) * 2 écarts types (ECT).

Patient

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Tableau 13 : Description des LAIP étudiés et expression physiologique

Profil phénotypique des blastes au diagnostic

CD34- CD117- CD33+ CD11bpartiel CD36+ CD4+
CD14- (phénotype promonocyte)

CD34+ CD117+ CD33+ CD13-
CD34+ CD117+ HLADRpartiel CD33+
CD34- CD117- CD33fort CD4+ CD14+ CD36+

CD11b+ (phénotype monocytaire)
CD34- CD117+ HLADR+ CD33++ CD13+

CD34- CD117+ HLADR+ CD13dim CD33++
CD34+ CD117+ HLADR+ CD13+ CD33+ CD38dim
CD34+ CD117+ CD13+ CD33dim

CD34+ CD117+ HLADR partiel CD13+ CD33+
CD7+

CD34++ CD117+ HLADRdim CD33+ CD13++
CD38+

CD34+ CD117+ CD13+ CD33dim
CD34- CD117+ HLADR-CD13dimCD33+
CD34+ CD117+ HLADRdim CD13+ CD33+

CD34+ CD117+ /HLADR+ CD13+ CD33++ CD117+
CD34+ CD117+ HLADR+ CD13+dim CD33++

CD34+ CD117+ HLADR- CD13partiel CD33+

CD34+ CD117+ CD13+ CD33+ CD7faible

CD34- CD117partiel HLADR+ CD13- CD33+
CD38+

CD34- CD117- HLADRpartiel CD33++ CD4+
CD14- CD11bpartiel CD36+

Type de LAIP

Perte d’expression
(CD11b)

Perte d’expression
(CD13)

Perte d’expression
(HLA-DR)

Absence de LAIP

Modulation
d’expression (CD33)
Modulation
d’expression

(CD13 et CD33)
Absence de LAIP
robuste

Expression diminuée
(CD33)

Infidélité de lignée
(CD7)

Modulation
d’expression (CD34,
HLA-DR, CD13)
Expression diminuée
(CD33)

Expression diminuée
(CD13)

Expression diminuée
(HLA-DR)
Surexpression
(CD33)

Modulation
d’expression (CD13 et
CD33)

Perte d'expression
(HLA-DR, CD13)
Infidélité de lignée
(CD7)

Absence de LAIP
robuste

Perte d’expression
(HLA-DR)

Expression MO
témoins (%)
(MOY # 2 ECT)

0,02 £ 0,02

0,03 £0,06

Non fait car
diagnostic réalisé
avec ancien panel

0,53 +£0,48

0,06 £ 0,04

0,03 +£0,03

0,18 £ 0,18
0,02 £ 0,08

<0,01+0,01

0,003 +0,01

0,03 +£0,05
0,03 +0,03
0,08 £ 0,08

0,04 £ 0,06

0,03 +£0,05

< 0,01+ 0,006
0,02 0,07
0,14 +0,24
0,03+0,05
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Expression diminuée

20 CD34+ CD117+ CD13+ CD33dim (CD33) 0,07 £ 0,09
Infidélité de lignée /
21 CD34+ CD117+ CD13+ CD33+ CD7partiel CD56+ expression aberrante 0,02 + 0,06
(CD7 et CD56)
22 CD34- CD117partiel HLADR-CD13- CD33+ / - fggfs‘;' expression < 0,01+ 0,008
23 CD34- CD117+ CD33+ CD56+ (Ecxggeg)s'o” aberrante 0,02 + 0,03
. . Expression aberrante
24 ggig: CD117+ CD13+ CD33dim CD56partiel (CD56) et infidélité de 0,003 + 0,01
lignée (CD34+ CD10+)
25 CD34- CD117partiel HLADRdim CD13+ CD33+ Asynchronisme 0,007 £0,012
26 CD34- CD117- HLADRfaible CD13+ CD33+ CD36+ Absence de LAIP 0.13 + 0.22
CD14+ CD4faible robuste e
CD34+ CD117+ HLADRdim CD38+ CD13dim Expression diminuée
21 CD33+ (HLA-DR, CD13) 0,06£0,10
28 CD34+ CD117faible HLADR+ CD13+ CD33dim (Ecxgrse;s'on diminuée 0,04 + 0,06
CD34faible CD117- HLADR+ CD13+ CD33+ CD19+ Expression aberrante
29 LA a composante monocytaire avec présence de 2 (CD19) sur blastes < 0,01 + 0,002
populations myéloide
30 CD34+ CD117+ HLADR+ CD13+/CD33dim (Eé‘grsess)s'on diminuée 0,03+0,1
31 LA bi clonale (M+L), absence de suivi Non précisé Non déterminé
32 CD34+ CD117+ CD38- CD13+ CD33+ HLADR+ fgggg‘i expression 0,002 + 0,008
Infidélité de lignée Non fait car
33 CD34+ CD117+ CD13+ CD7+ (CD7) diagnostic réalisé
avec ancien panel
34 CD34+ CD117+ HLADR+ CD33+ CD7+ '(rgg%“te de lignee < 0,01 + 0,003
35 CD34+ CD117+ CD38- CD33dim Expression diminuée 0,05+ 0,04

(CD33)

La classification en type de LAIP est a interpréter avec précaution. En effet, il est parfois difficile de
définir le type de LAIP correspondant au profil phénotypique observé — plusieurs types de LAIP
pouvant coexister (asynchronisme = infidélité de lignée/expression aberrante + modulation ou perte
d’expression)

Spécificité des LAIP testés

La majorité des LAIP étudiés dans ce travail présentaient une expression
physiologique (pool de moelles témoins) inférieure & 0,1% soit 10, avec des niveaux
de sensibilité variable selon le type de LAIP étudié. Plusieurs exemples sont

présentés en figures 64.

En I'absence de LAIP robuste au diagnostic, un suivi en CMF a néanmoins été
réalisé (moindre sensibilité de la technique, seuil < 10°). Une perte d’hétérogénéité
de la population CD34+ CD117+ a été dans ce cas recherchée dans les moelles de

SUuivi.
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Blastes au diagnostic | Moelles de référence | Blastes au diagnostic | Moelles de référence

Surexpression du CD33 (patient 5) Diminution d’expression du CD33 (patient 28)
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Blastes au diagnostic | Moelles de référence | Blastes au diagnostic | Moelles de référence

Expression aberrante du CD7 (patient 29) Expression aberrante du CD19 (patient 29)

[BL34+/-117+/-] CD117 / CD7 [BL34+/-117+/-] CD117 / CD7 [BL34+/-117+/-] CD19 / CD33 [BL34+/-117+/-] CD19 / CD33
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ios) [LAIPS: 77,159%)
LAIP4: 59,763%) ;
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10° 10¢ 10° 10¢
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Figure 64 : Exemples de différents types de LAIP

Pour le patient 5, il existe une surexpression du CD33. Cette anomalie constitue un bon LAIP puisqu’il

est retrouvé a des taux de 0,06% dans le pool de moelles de référence.

Pour le patient 28, c’est au contraire une diminution d’expression du CD33 qui confere au LAIP une
trés bonne spécificité puisque son taux d’expression est retrouvé a 0,04% sur le « merge » des

moelles de référence.

Pour le patient 29, les blastes présentent une expression aberrante du CD19 et du CD7 (expression
partielle). L'expression de ce LAIP dans le pool de moelles de référence est retrouvée a un taux trés
faible : inférieur a 0,01%.

4.2- Caractéristiques des profils LSC étudiés

Les caractéristiques des LSC pour chaque patient ayant bénéficié de I'approche LSC
et pour lesquels nous disposions d’au moins quatre points de suivi, sont répertoriées

dans le tableau 14.
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Tableau 14 : Profil des cellules souches leucémiques (LSC) étudiés

_ % LSC au diagnostic _ Expression MO témoins (%)
Patient ou alarechute Profil LSC (MOY + 2 ECT)

(/blastes totaux)
10 CD34+ CD38- CD90 Mix+

3,20 (rechute) CD45RA+ 0,002 + 0,004
CD34+ CD38- CD90- Mix+
14
9,38 CD45RApartiel 0,001 £0,002
CD34+ CD38- CD90- Mix+
21
3,69 CDatR A 0,001 + 0,002
CD34+ CD38- CD90-
35 25,85 0,002 + 0,004

CD45RA+ CD117dim
*Suspicion d’oubli d’anticorps CD45RA dans le tube

4.3- Comparaison inter-centres des résultats

4.3.1-  Approche LAIP/DfN

Le tableau 15 présente la comparaison des résultats de MRD-LAM obtenus sur des
prélévements traités par les deux centres (CHU de Lille et CHV), le plus souvent a

24h d’intervalle (protocole technique et de réanalyse).

Tableau 15 : Comparaison inter-opérateurs des résultats de MRD-LAM selon I'approche
LAIP/DfN

Protocole technique et stratégie de réanalyse réalisés dans chaque centre

Patients Point Approche LAIP Concordance
de Acquisition par tube* MRD-LAIP (%) Interprétation
suivi nombre d'évenements CD45+ finale
CHU CHV CHU CHV CHU CHV

MRDA4 Négatif =~ Négatif .
11 771 830 419 311 0,03 0,03 <1073 <10° Oui

MRD2 Négatif = Négatif .
12 855 906 332438 0,02 0,04 <10 <10% Oui

MRD Négatif =~ Négatif .
13 autre 458 000 322 962 0,03 0.03 <10° <10° Oui

MRD Négatif = Négatif .
14 autre 788 000 398 269 0,04 0.02 <10° <10° Oui

MRD4 Négatif = Négatif )
15 282 000 210 140 0,03 <0,01 <103 <10% Oui

MRD4 914 000 587 532 004 o001 NNegaT  Negar oui
18

MRD Négatif =~ Négatif .

e 1370 000 323511 <0,01 0,01 <10° <10° Oui

MRD2 Négatif = Négatif .
19 1066 000 597 574 0,07 0,03 <10° <10° Oui

MRD Négatif =~ Négatif .
20 autre 450 000 557 887 0,03 0.02 <10° <10° Oui

MRD2 " . .
21 313 000 456 546 0,5 0,5 Positif | Positif Oui

*Acquisition optimale : > 500 000 événements — Acquisition acceptable : 400 000 - 499 000
Acquisition a interpréter : 100 000 - 399 000 évenements — Acquisition non acceptable <100 000
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Les résultats montrent une excellence corrélation inter-centres sur les taux de MRD-
LAM obtenus via l'approche LAIP/DIN. lls permettent de valider le protocole

technigue mis en place a Valenciennes.

A noter des variations inter-sites et inter-échantillons sur le nombre d’événements
CD45+ acquis. Le nombre d'événements acquis est dans la majorité des cas,

supérieur au CHU de Lille par rapport au CHV.

Ces variations inter-sites n’ont pas eu d’'impact sur l'interprétation finale de I'analyse.
Néanmoins, en deca de 400000 événements, en cas de MRD-négative, un
commentaire accompagnant le résultat doit étre signalé sur le compte rendu :
I'acquisition non optimale étant susceptible d’'induire une perte de sensibilité de la

technique (risque de résultat « faussement » négatif).

Afin de valider la stratégie de réanalyse sur un plus grand nombre d’échantillon, une
analyse conjointe des fichiers LMD a été réalisé sur le logiciel Kaluza® a la fois par

un opérateur du CHU de Lille et par un opérateur du CHV (tableau 16).
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Tableau 16 : Comparaison inter-opérateurs de la stratégie de réanalyse du protocole MRD-LAM
selon I'approche LAIP/DfN

Transfert de fichiers LMD inter-centres

Patients | Point de Approche LAIP Concordance
suivi WBC45+ (nombre MRD-LAIP (%) Interprétation finale
d'évenements)
CHU CHV CHU CHV CHU CHV
Négatif Négatif .
3 MRD1 580 891 599 263 0,01 0,01 <10° <1073 Oui
5 Suspicionde | 1495000 1197825 027 0,27 Positif Positif Oui
rechute
MRD2 731000 763821 @ <0,01 0,01 Hegell Négatif Oui
10 <10 <10
Suspicionde 395009 407 820 0,97 0,99 Positif Positif Oui
rechute
Négatif Négatif .
12 MRD3 1317000 1297721 0,03 0,05 <10° <10° Oui
Négatif Négatif .
13 MRD1 542 000 512 099 0,03 0,09 <10° <1073 Oui
MRD3 361 413 356 178 0,18 0,18 Positif Positif Oui
14
Négatif Négatif .
MRD autre 865 000 882 236 0,04 0,06 <10? <10° Oui
Négatif Négatif .
MRD3 536 000 523 703 0,09 0,09 <107 <107 Oui
15 Suspicionde 555 009 211130 2,0 2,9 Positif Positif oui
rechute
MRD2 660 000 693 166 0,30 0,14 Positif Positif Oui
17 Absencede 477009 g0 061 14,0 14,7 Positif Positif Oui
réponse
Négatif Négatif .
19 MRD2 1 066 000 1073792 0,07 0,06 <103 <103 Oui
MRD1 171 980 189 719 2,8 2,8 Positif Positif Oui
21
MRD2 313 000 324 649 0,55 0,51 Positif Positif Oui
Absence de . i, .
réponse 421 000 410 573 18,00 18,13 Positif Positif Oui
Absence de " - .
réponse 342 000 333 638 1,4 1,8 Positif Positif Oui
24 Absencede | goq 0y g7ga99 | 6,00 3,44 Positif Positif oui
réponse ) . ositi ositi ui
Absence de . - .
réponse 950 000 927 287 0,40 0,37 Positif Positif Qui
Absence de Non . . .
réponse précisé 409 552 3,0 2,1 Positif Positif Oui

Les résultats montrent une trés bonne corrélation inter-opérateurs pour la stratégie
de réanalyse. Aucune discordance sur l'interprétation finale n’a été retrouvée sur les

20 dossiers analysés par les deux centres.

Pour la MRD2 du patient 24, nous retrouvons un pourcentage a 3,44% contre 6%
pour le CHU de Lille. Le nombre d’événements CD45+ pris en compte pour I'analyse

(dénominateur) n’était pas discordant (878 499 et 866 000 respectivement).
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Plus que le taux précis, c’est dans ce cas la cinétique d’évolution du LAIP qui est

importante, et elle ne differe pas dans ce cas entre les deux sites.

Ces résultats permettent donc de valider la stratégie de réanalyse de la MRD-LAM

selon I'approche LAIP/DIN entre les deux sites.

4.3.2-  Approche LSC

Le tableau 17 présente la comparaison inter-centre des résultats de MRD-LAM
obtenus selon I'approche LSC : analyse par un opérateur du CHV des fichiers

« .LMD » provenant de diagnostics réalisés au CHU de Lille.
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Tableau 17 : Comparaison inter-opérateurs de la stratégie de réanalyse du protocole MRD-LAM
selon I'approche LSC

Transfert de fichiers LMD inter-centres

Approche LSC

Point de Concordance
Patient = suivi/tube WBC45+ MRD-LSC% Interprétation CHU de Lille/
2 CHV
CHU CHV CHU CHV CHU CHV
10 dse“rsepciﬂﬁt’; ND 531 758 ND 0,153 ND Positif NA
MRD1 ND 857 274 ND 0,016 ND Faipb(!;rﬂfem NA
MRD3 ND 322 337 ND 0,098 ND Positif NA
MRD4 ND 877 703 ND 0,005 ND Négatif < 10 NA
" MRD autre ND 811 866 ND 0,002 ND Négatif < 10 NA
MRD autre ND 405 907 ND 0,003 ND Négatif < 10 NA
MRD autre ND 876 563 ND 0,005 ND Négatif < 10 NA
MRD autre ND 874 169 ND 0,001 ND Négatif < 10 NA
MRD1 ND 176 797 ND 0,014 ND Positif NA
1 MRD2 ND 308 006 ND 0,005 ND Négatif < 10" NA
MRD3 ND 324 339 ND 0,003 ND Négatif < 10™ NA
MRD4 ND 897 820 ND 0,001 ND Négatif < 10 NA
Echec 145 000 211 719 5,6 4,312 Positif Positif Oui
MRD2 ND 816 856 ND 0,364 ND Positif NA
MRD3 714 000 817 348 0,5 0,362 Positif Positif Oui
% MRD4 ND 317 227 ND 0,001 ND Négatif < 10 NA
MRD autre ND 492 939 ND 0,025 ND Positif NA
MRD autre prNégi”Sé 283 216 3.4 2615 | Positif Positif Oui
MRD autre ND 28 945 ND 0,491 ND Positif NA

ND : Non déterminé ; NA : non applicable

Au CHU de Lille, la présence de LSC n’a été signalée qu’en cas de résultat
significativement positif (patient 35) et uniquement sur certains points de suivi. Dans
la majorité des cas, les résultats de la MRD obtenu selon I'approche LSC n’ont pas
été signalés sur le compte rendu de résultat, I'interprétation finale tenant compte en
premier lieu du résultat obtenu par I'approche LAIP/DfN. Il est donc difficile de

comparer les résultats inter-sites de la MRD-LAM selon 'approche LSC.

Néanmoins, pour les points de suivi pour lesquels nous disposions de résultats de
MRD-LAM-LSC inter-sites, aucune discordance de résultat n’a été observée. Des
variations peuvent étre observées sur le taux mesuré, mais restent modérees et sans

impact sur le résultat final.

Concernant les points de suivi pour lesquels des taux de MRD-LSC supérieurs a

0,01% ont été observés a posteriori au CHV et n’ont pas été signalés au CHU de
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Lille, chez la majorité d’entre eux, le fait de signaler ou non la présence de LSC ne
modifiait pas linterprétation finale du résultat de MRD-CMF, un résultat de MRD-
LAM positif ayant été observé selon I'approche LAIP/DfN.

Pour seulement I'un de ces prélevements (MRD1 post rechute du patient 10), un
résultat faiblement positif en MRD-LSC (résultats CHV) était associé a un résultat
négatif en MRD-LAIP/DfN. Le fait de signaler un taux de MRD-LSC positif modifiait
donc l'interprétation finale de la MRD-CMF

Pour ce patient, initialement le nombre de LSC par rapport aux blastes totaux au
diagnostic était de 0,15% ce qui ne permettait pas un suivi de la MRD par I'approche
LSC chez ce patient. A la rechute, un nombre plus important de LSC a 3,20% parmi
les blastes (0,15% des leucocytes) est mis en évidence. Le profil phénotypique
observé est CD90- CD45RA+ Mix+.

La MRD1 (post rechute) par I'approche LAIP/DfN conclue a une MRD négative. Sur
le tube 2, nous retrouvons une population de LSC CD34+ CD38- Mix+ CD90+
CD45RA-, quantifiee a 0,016%. Ce taux de MRD-LSC faiblement positive était
associé a une MRD en BM également positive pour le transcrit de fusion
CBFB-MYH11 (MRD positive a 0,395%/plasmide soit une diminution de moins de 3

logio par rapport a la rechute).

5- Etude de la concordance entre les résultats de MRD en
CMF et ceux de BM

Parmi les 35 patients inclus dans cette étude :

- 2 n‘ont pas bénéficié d’une recherche d’anomalies en BM au diagnostic et
n'ont pas eu de suivi de MRD-LAM

- 10 n’ont pas de marqueurs positifs en BM permettant un suivi de la MRD

- 23 présentent au diagnostic un ou plusieurs marqueurs permettant un suivi de

la MRD en biologie moléculaire :
* 21 avec une surexpression de WT1 et/ou une mutation de NPM1
* 1 avec un transcrit de fusion KMT2A-MLL (t(9;11))

* 1 avec un transcrit de fusion CBFB-MYH11 (inv(16)(p13g22))
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La concordance des résultats de la MRD-LAM obtenus en CMF et en BM (tous
marqueurs confondus) pour un méme point de suivi a été analysée de facon
rétrospective sur 61 prélevements (MRD1 a MRD4, rechute ou autres points de
MRD) (tableau 18).

Tableau 18 : Résultats de 'analyse de MRD-LAM en CMF et en BM

Positif BM Négatif BM Total
Positif CMF 16 0 16
Négatif CMF 15 30 45
Total 31 30 61

Les résultats entre les deux techniques sont concordants pour 46 prélevements sur
61 (16 résultats positifs et 30 résultats négatifs). Une discordance est retrouvée pour
15 échantillons avec un résultat de MRD positif en BM et négatif en CMF.

Le coefficient de concordance kappa est calculé a 0,512. Ce coefficient ne tient pas
compte des différences de nature de prélévement (échantillons de sang ou moelle
testés pour I'évaluation de la MRD en BM) mais uniquement du résultat final (positif
ou négatif au seuil de sensibilité) dans chacune des techniques : cytométrique ou

moléculaire.

Les discordances sont reprises dans le tableau 19.
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Tableau 19 : Patients présentant une MRD positive en BM et négative en CMF

Patient | Point de suivi LAIP en CMF Valeur Expression moelles Conclusion CMF = Marqueur positif Valeur MRD- Conclusion en BM* Rechute
MRD-CMF témoins (%) en BM BM (%)
(%) (MOY + 2ECT)
CD34+ CD117+ Négatif (MO) : 6,89 > seuil de positivité : .
LIRES HLADRpartiel CD33+ =z e <2.10° e (Sg) : 0,452 sang et moelle ou
CD34p?rtli)(TI CD117+fHIB,IADR- WT1 (MO) : 3,64 > seuil de positivité :
MRD1 (post = CD56+faible CD13+faible . P 3 (Sg) : 0,458 sang et moelle .
2 B ) 0,003 0,001 +/- 0,002 Négatif < 10 NPML (MO) : 5,21 > seuil de sensibilité : ol
(Sg): 1,36 sang et moelle
CD34partiel CD117+ HLADR- WT1 (MO) : 5,86 > seuil de positivité :
MRD4 (post  CD56+faible CD13- P 3 (Sg) : 0,588 sang et moelle
rechute 2) et DB e e e = 2D NPML (MO) : 0,016 > seuil de sensibilité : et
(Sg) : <0,01 moelle
MRD1 0,006 Négatif < 10° CBFB-MYH11 (MO) : 0,077 > seuil de sensibilité
P— 3 0 (MO) : 0,064 > seuil de sensibilité :
MRD2 CD34++ CD117+ HLADRdim 0,002 Négatif < 10 (A)/(‘I’a'e”.rde;' % (Sg): 0228 sang et moelle
] plasmide 25k "
MRD3 SR 0,037** B0z el Négatif < 10°® (MO) : 0,037 > seuil de sensibilité el
10 Valeur du
MRD4 0,003 Négatif < 10° T (|\£O) : 8555 > seunnde tSerznrlsltl)llllte :
VA i diagnostic = (59): O, SAllOCHNOCC
rechu(tE?St ARG G D, 4.2 (e ol s 0,003 0,02 +/- 0,05 Négatif < 10°  85,5%/plasmide (o) : 0,395 > seuil de sensibilité Non
12 MRD3 HLADR- CD34- CD13dim 0,03 0,03 +/- 0,03 Négatif < 10° WT1 ((SMgO)) e > seull dseaﬁgs'“‘”te : Non
13 MRDL1 ggg;ﬁ CD117+ HLADRdIm 0,03 0,01 +/- 0,03 Négatif < 107 WT1 ((SI%)) %i%é > seuil dseaggsmwte : Non
CD34+ CD117+ CD38dim : > seuil de positivité :
14 MRDaure  cpasfor 0,04 0,04 +/-0,06 Négatif < 10° WT1 (M) - 0,562 oang Non
HLADR+ CD34+ CD33++ o P 3 (MO) : 2,07 > seuil de positivité : .
15 LAIRDE CDi3+faible cD117+ cD3g+ 09 0,03 +/- 0,05 gl 0 WA (Sg) : 0,565 sang et moelle o
16 MRDL  Cpie il cossdm <001 0,004 +/- 0,06 Négatif < 10° WT1 o e | T Chasitivie: Non
19 MRD2 gbgg;?;rgg;el CD33++ 0,07 0,03 +/- 0,05 Négatif < 10° WT1 ((fﬂgg) _Oilgf > seull dseaﬁgs'“‘”te : Non
HLADRdim CD34+/CD117+ Non réalisé car panel P 3 (Sg) : 0,153 > seuil de positivité :
33 MRD1 <01 de diagnostic différent Négatif < 10 WT1 (MO) : 0,240 sang Non

*Une MRD est considérée comme positive si elle supérieure au seuil de sensiblité : 10™ pour le transcrit de fusion CBFB-MYH11 et 10 pour les mutations de NPM1.
Pour WT1, elle est rendue positive pour un seuil > 2% dans la moelle (MO) et > 0,1% dans le sang (Sg). NPM1 et WT1 sont rendues en %/100 copies d’ABL
**[_es valeurs en rouge correspondent aux MRD qui auraient été rendues positives si la limite de positivité était fixée par rapport a I'expression du LAIP dans les

moelles de référence
Les prélévements dont les cases sont grisées correspondent aux discordances médullaires ; en blanc : la MRD-LAM BM n’est positive que dans le sang
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Etude des discordances :

- Patient 3

Il s’agit d’un patiente atteint de LAM myélomonocytaire avec présence au diagnostic
d’'une surexpression de WT1 et mutation NPM1 de type A, permettant un suivi de la
MRD en biologie moléculaire. Pour I'analyse en CMF, le panel d’anticorps utilisé au
diagnostic en 2016 est différent de celui actuellement utilisé dans le cadre du suivi de

la MRD-LAM, ne permettant pas des conditions d’analyse optimale.

Le LAIP étudié en CMF (CD34+ CD117+ CD33+ HLA-DR partiel) en MRD4 est peu
robuste, car exprimé a un taux de 0.2% dans un pool de moelles de références, ce
qui ne nous permet pas d’atteindre un niveau de sensibilité suffisant pour I'étude de
la MRD (seuil recommandé < 0.1%). Par ailleurs, I'acquisition a été réalisée sur
seulement 137 000 évenements CD45+, ce qui peut induire une perte de sensibilité

de la technique a l'origine d’un éventuel résultat faussement négatif.

Lors d’'une premiére rechute en 2018, I'analyse en CMF montre I'émergence d’'un
profil phénotypique non détecté au diagnostic et sur les différents points de suivi
CD34 partiel CD117+ HLA-DR- CD13+ faible avec expression aberrante du CD56
(expression faible). La proportion de ce nouveau LAIP dans le pool de moelles de
référence est tres faible inférieure & 0,01%, attestant d’'une meilleure robustesse du
LAIP étudie. La MRD1 post rechute montre néanmoins une nouvelle discordance BM
(WT1/NPM1) et CMF, avec une acquisition non optimale réalisée sur 238 000

évenements malgré une bonne pureté médullaire.

Aprés une seconde rechute, La MRD1 post rechute montre de nouveau une
discordance BM/CMF malgré une pureté correcte du prélevement et des conditions
d’acquisition optimale (> 500 000 évenements).

- Patient 10

Pour ce patient atteint de LAM4 (variant éosinophile) avec inv(16)(p13g22) et
transcrit de fusion CBFB-MYH11 de type A, le suivi de la maladie résiduelle montre
une discordance CMF/BM pour I'ensemble des prélévements (MRD1 & MRD4 et
MRD1 post rechute) avec un résultat de MRD-LAM positif en BM (transcrit de fusion
CBFB-MYH1) et indétectable en CMF. Les conditions préanalytiques pour I'analyse
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en CMF étaient correctes : LAIP robuste (expression < 0,01% dans le pool de
moelles de référence), bonne pureté médullaire des prélevements et acquisition
réalisée sur un nombre d’évenements CD45+ suffisant. L’analyse phénotypique des
blastes au moment de la rechute montre un profil similaire a celui au diagnostic avec
néanmoins quelques variations d'intensité d'expression de certains marqueurs
(CD34, CD13, HLA-DR).

- Patient 12

Pour ce patient atteint de LAM1, les deux premiers points de suivi, MRD1 et MRD2
sont concordants entre la CMF (LAIP étudié CD34- HLADR- CD117+) et la
BM (surexpression WT1) avec une MRD indétectable pour les deux techniques.

En revanche pour le point de MRD3, qui correspond chez ce patient au bilan preé-
allogreffe, le résultat de MRD est positif en BM uniquement dans le sang, a un taux
faible (positivité du marqueur WT1: 0,133% pour un seuil de positivité a 0,1%).
L’'analyse en CMF a été réalisée dans des conditions optimales (pureté

médullaire/nombre d’événements acquis). Le patient est actuellement en rémission.

- Patient 13

Pour ce patient atteint de LAM1 avec t(11;19), del(12p), transcrit de fusion KMT2A-
ELL et surexpression WT1, une discordance est observée entre les deux techniques
sur le point de suivi MRD1 avec une MRD positive en BM uniquement sur le sang
(surexpression WT1) et négative en CMF (LAIP étudié : CD34+ CD117+ HLA-DR
faible). L’analyse en CMF a été réalisée dans des conditions optimales. Les points
de suivi MRD2 a MRD4 sont concordants entre les deux techniques avec une MRD
indétectable. Le patient a été allogreffé et au terme de plus de deux ans de suivi n’a

a ce jour pas rechuté.

- Patient 14

Ce patient atteint de SMD-EB-2 ayant acutisé en LAM a bénéficié d’'une allogreffe de
moelle osseuse avec suivi post-allogreffe de la MRD-LAM en BM (surexpression de
WT1) et en CMF (LAIP étudié: CD34+ CD117+ CD33++ CD38dim). Une

discordance est observée sur un point de suivi réalisé a distance : MRD positive en
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BM uniquement sur le sang (positivité du marqueur WT1 : 0,185% pour un seuil de
positivité a 0,1) associée a un résultat de MRD indétectable en CMF sur moelle.
L’'analyse en CMF a été réalisée dans des conditions optimales (pureté
médullaire/nombre d’événements acquis). Cette discordance n’a pas été retrouvée
sur le point suivi réalisé trois mois aprés. Le patient est a ce jour toujours suivi et n’a

pas rechuté.

- Patient 15

Pour cette patiente atteinte de LAM4, le point de suivi MRD3 réalisé lors du bilan pré
allogreffe montre une discordance BM/CMF. La MRD est positive en BM
(surexpression WT1 a 2,07% dans la moelle et 0,563% dans le sang). En CMF,
analyse du LAIP CD34+ CD117+ CD33++ CD13dim conduit a une MRD3
détectable mais a un taux de 0,09%, inférieure au seuil de 0,1% de la technique.
L’analyse en CMF a été reéalisée dans des conditions optimales (pureté
meédullaire/nombre d’événements acquis). La patiente a bénéficié d’une allogreffe de
moelle osseuse puis a rechuté ultérieurement. L’analyse phénotypique des blastes a
la rechute montre un léger glissement phénotypique avec une diminution
d’expression du CD13. La réanalyse a posteriori des blastes du point de MRD3,
avec le nouveau masque d’analyse ciblé sur la population blastique a la rechute,
conduit a une MRD légérement positive en CMF (taux 0,12%) (figure 65). Les points
de suivi réalisés ensuite n’ont pas montré d’autre discordance, le patient a bénéficié

d’'une seconde allogreffe et est actuellement en rémission.

- Patient 16

Pour cette patiente atteinte de LAM1 avec surexpression WT1 et mutation IDH2, le
point de suivi MRD1 montre une discordance entre les deux techniques avec une
MRD positive en BM (uniquement dans le sang) a 0,443% et une MRD indétectable
en CMF (LAIP étudié CD34+ CD117+ HLA-DR- CD33 fort CD13dim) dans des

conditions d’analyse optimales (pureté médullaire, nombre d’événements acquis).

Les points de suivi ultérieurs n’ont pas été évalués simultanément par les deux
techniques. La patientte a bénéficié d’'une allogreffe et est actuellement toujours en

rémission.
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- Patient 19

Chez cette patiente atteinte de LAM a composante monocytaire avec surexpression
de WT1 et mutation NPM1 de type B, une discordance entre les deux techniques est
observée sur le point MRD2. La MRD est uniquement positive en BM sur le sang et
seulement pour le marqueur WT1 a un taux de 0,105% pour un seuil de positivité a
0,1%. En CMF (LAIP étudié HLA-DR partiel CD33 fort CD36 patrtiel), la MRD reste
indétectable, dans des conditions d’analyse optimales (pureté médullaire, nombre
d’évenements acquis > 1 000 000). Le point de MRD suivant n’a pas montré de

discordance, le patient est actuellement en rémission.

- Patient 33

Chez cette patiente atteinte de LAM 2 avec surexpression de WT1, Le point de suivi
MRD1 montre une discordance entre les deux techniques avec une MRD positive en
BM, uniqguement dans le sang (surexpression WT1 a 0,153%) et un résultat de MRD
indétectable en CMF (LAIP étudié CD34+ CD117+ HLA-DR- CD7+). L’analyse en
CMF n’a pas été réalisée dans des conditions d’analyse optimales (nombre
d’événements CD45+ acquis < 400 000) Les points de suivi MRD2 a MRD4 sont
concordants entre les deux techniques avec une MRD indétectable. Le patient est a

ce jour toujours en rémission.

Deux exemples illustrant la cinétigue de la MRD-LAM en CMF sont présentés et

figures 65 et 66 et sont comparés aux taux de MRD en BM :

- Patient 15 (détaillé ci-dessus)

- Patient 13 : MRD négative que ce soit en CMF ou en BM

Sont encadrées en rouge, les résultats de MRD positives et en vert, les MRD
négatives (CMF et BM) et en mauve l'expression physiologique du LAIP dans le pool

de moelles témoins.
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Figure 65 : Cinétique de la MRD-LAM-CMF du patient 15
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Figure 66 : Cinétique de la MRD-LAM-CMF du patient 13
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6- Résultats de MRD-LAM sur FlowSOM

6.1-

Sélection des échantillons

Nous avons souhaité tester I'approche FlowSOM pour le suivi de MRD-LAM de

quatre patients de cette étude : les patients 10, 15, 21 et 35 ont été sélectionnés. Le

choix de ces patients s’est basé sur le souhait de disposer a la fois de résultats de

MRD-LAM positifs (positivité franche ou proche du seuil de sensibilité de 0,1%),

négatifs ou discordants avec les résultats obtenus en biologie moléculaire.

Au total, 10 prélevements de suivi de MRD-LAM ont été testés selon I'approche

FlowSOM.

6.2-

Comparaison des résultats selon les deux approches :

conventionnelle et FlowSOM

Pour les patients analysés selon I'approche FlowSOM, nous avons comparé les

résultats obtenus avec ceux rendus par I'analyse conventionnelle : tableau 20.

Tableau 20 : Evaluation de la MRD-LAM par I'approche FlowSOM et comparaison avec
I'approche conventionnelle

. Point de
Patient o
suivi

conventionnelle

<0,01

10 MRD1
Rechute

MRD2

MRD1

21 MRD2

MRD3

15

Echec
MRD1
MRD2
MRD3

35

Approche

2,94
0,14
3,25
0,40
0,02
56
0,6
0,6
0,27

Approche
FlowSOM

<0,01
1,73

<0,10
3,30
0,60
0,03

5,7

0,61
0,57
0,38

Interprétation finale

Approche

conventionnelle

Négatif < 10°
Positif
Positif
Positif
Positif

Négatif < 107
Positif
Positif
Positif
Positif

Trois exemples sont présentés en figures 67 a 69.

Approche
FlowSOM

Négatif
Positif
Négatif
Positif
Positif
Négatif
Positif
Positif
Positif
Positif

Concordance
(Oui/Non)

Oui
Oui
Non
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
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- Patient 10
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Figure 67 : Résultat d’'une MRD négative par I’'approche FlowSOM (patient 10)

A : Au diagnostic, ce patient présente un métacluster majoritaire en position 23 (encadré en rouge)
représentant 52% des blastes. Cette sous-population n’est pas refrouvée au sein des blastes de la
moelle de suivi et elle est tres faiblement représentée dans les moelles de référence (0,001%)

B : Expression des résultats sous forme d’arborescence. L'anomalie de répartition au diagnostic

témoigne du processus leucémique. Sur la moelle de suivi (MRD1),

la répartition des noeuds est

sensiblement équivalente a celle observée sur les moelles de référence, témoin d’une hématopoiese

normale (MRD < 0.01%)
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- Patient 15
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Figure 68 : Résultat d’'une MRD positive (rechute) (patient 15) par I'approche DfN (switch
phénotypique) ; approche FlowSOM

A : Au diagnostic, ce patient présente un metacluster majoritaire en position 27 (encadré en rouge)
représentant 44% des blastes étudiés. Ce metacluster représente 1% des blastes sur la moelle de
suivi mais également 2.2% des blastes des moelles de référence. La faible représentativité de ce
cluster dans la moelle de suivi par rapport a la moelle de référence est insuffisante pour conclure a
une MRD positive En revanche, le metacluster n°11 (encadré en bleu), présent en proportion non
significative au diagnostic, est majoritaire sur la moelle de suivi et représente 52% des blastes
étudiés, contre 4,8% dans les moelles de référence, soit une MRD-LAM positive estimée a 1,7%

B : Représentation en arborescence : anomalie de répartition des métaclusters au diagnostic et en
suivi : les blastes au diagnostic sont colorés en turquoise, ceux a la rechute en vert foncé, ces
metaclusters respectifs sont présents dans les moelles de référence a un plus faible taux

C : Sur I'histogramme bi-paramétrigue CD13 CD33 nous visualisons cette population au suivi (en vert)
CD33fort CD13faible, peu présente dans les moelles de référence (en gris). Cette population
correspond a la population de blastes a la rechute
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- Patient 21
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Figure 69 : Résultat d’'une MRD positive (MRD1) par I'approche FlowSOM (patient 21)

A : Au diagnostic, le metacluster n°15 est majoritaire, représentant 37% des blastes de la moelle. Ce
métacluster représente 22% des blastes au suivi (MRD1) et 0.55% des blastes dans les moelles de
référence. La surreprésentation dans la moelle de suivi par rapport a la moelle de référence du

metacluster n°15 nous permet donc de conclure a une MRD positive.

B : Expression des résultats sous forme d’arborescence : on retrouve le metacluster n°15 majoritaire
au diagnostic, en proportion significative sur la moelle de suivi (population en bleue)

C : Sur I'histogramme bi-paramétrique CD7 CD19 nous visualisons cette population au suivi (en bleu)
CD7+, elle se détache trés nettement des moelles de référence en gris
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Cette étude de faisabilité, réalisée sur un petit nombre d’échantillons montre des
résultats encourageants avec une bonne corrélation entre les deux approches
« conventionnelle » et « non-supervisée » (Flow-SOM). Sur les 10 échantillons
analysés, 9 présentent des résultats concordants entre les deux approches, que ce
soit en termes d’analyse quantitative (taux de MRD en %) que pour l'interprétation

finale (résultat de MRD positif ou négatif).

Une discordance est observée sur le point de MRD2 du patient 15, avec des taux
respectivement a la limite supérieure du seuil de significativité (approche
conventionnelle) et a un taux indétectable via I'approche Flow-SOM. La MRD-LAM
en CMF est positive ainsi qu’en BM (WT1 dans le sang a 0,236%). Le point de suivi
ultérieur (MRD3) est négatif en MRD CMF et BM, la patiente a ensuite été

allogreffée, elle est actuellement en rémission.
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V- Discussion

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des hémopathies clonales tres
hétérogenes, au pronostic péjoratif, touchant principalement le sujet agé. Si la
majorité des patients traités obtiennent une rémission cytologique compléte,
beaucoup d’entre eux rechuteront. Les techniques cytologiques ne sont ni sensibles,
ni spécifiques pour détecter la présence de clones leucémiques minoritaires
résistants a la chimiothérapie et potentiellement responsables de rechutes
ultérieures. Les recommandations de 'ELN prennent ainsi désormais en compte
I'évaluation de la MRD dans I'évaluation de la réponse thérapeutique des LAM.
Parmi les techniques d’évaluation de la MRD-LAM, la cytométrie en flux occupe une
place de choix dans le suivi thérapeutique des patients, en complément des

techniques moléculaires.

Le premier volet de notre travail a consisté a mettre en place un protocole
standardisé d’évaluation de la MRD-LAM en CMF selon I'approche LAIP/DfN-LSC de
I'Intergroupe frangaise des LAM (ALFA). Une harmonisation préanalytique a été
réalisée avec en premier lieu la mise « en miroir » des réglages des cytometres
entre le CHU de Lille et le CHV. Le choix de cibles de MFI communes pour le
passage de billes de calibration FlowSet® nous permet d’obtenir des profils de
fluorescence d’anticorps comparables entre les deux centres. De plus, la
participation bi-annuelle a des contrbles externes de qualité mis en place par le
groupe ALFA nous permet de valider ces réglages dans le temps (97). Sur le dernier
programme de juillet 2020 (en attente de rapport de résultats), une bonne corrélation
a été observée en termes d’intensités de fluorescence entre le CHU de Lille et le
CHV sur les différents tubes testés. Ce travail confirme ainsi les résultats obtenus au
sein du groupe ALFA entre des plateformes de cytométrie différentes et des
cytomeétres différents (97,114). Les résultats de Plesa et Roumier avaient déja
permis d’obtenir des profils de fluorescence des anticorps comparables entre
échantillons passés sur automate Canto® de la société BD® et Navios® de la
société BC® (97). Ces resultats confirment la stratégie de standardisation des

réglages mise en place au sein du groupe.

Le travail de standardisation préanalytique a concerné également le choix du
protocole de Ilyse utilisé pour la détection d’événements rares. Une lyse

macrovolume (Bulk Lyse), non agressive, est recommandée. Les profils de
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fluorescence obtenus avec les tampons de lyse NH4CI et la Versalyse® de chez
Beckman Coulter sont équivalents. L’utilisation de I'Optilyse® formulée a partir de
formaldéhyde n’a pas été validée dans le cadre de la MRD-LAM. Il s’agit d’'une lyse
fixante qui modifie les épitopes a la surface cellulaire, en particulier les épitopes
myeéloides plus sensibles a la dénaturation. De plus elle induit une détérioration de la
membrane responsable d’'une lyse cellulaire et semble donc moins adaptée a la
détection d’événements rares (122). Afin de répondre plus facilement aux exigences
qualités de la norme NF15189, le laboratoire du CHV a choisi de travailler avec la

lyse commerciale plutét que la lyse maison NH,CI.

Le panel utilisé pour I'évaluation de la MRD-LAM est celui proposé par l'intergroupe
ALFA, il est en accord avec les recommandations établies par 'ELN (87). Le choix
du CHV s’est porté en priorité sur les tubes Duraclones® (Mix d’anticorps lyophylisés
commercialisé par BC®) pour plusieurs raisons : gain de temps pour le technicien,
suppression du risque d’oubli d’anticorps dans les tubes, recrutement insuffisant
pour préparer des mix d’anticorps liquides « maison ». Nous avons montré qu’il n’y a
avait pas de différence entre les anticorps sous forme lyophilisée et les anticorps
liquides utilisés par le CHU de Lille, sous réserve qu’il s’agisse du méme clone
d’anticorps testé. Lorsque les clones utilisés sont différents, nous avons mis en
évidence des différences de MFI significatives entre les anticorps dirigés contre les
marqueurs CD90 et CD117 commercialisés par la société BD® (anticorps liquides
utilisés par le CHU de Lille) et ceux présents dans les Duraclones BC®. Pour le
CD38, les différences sont plus modérées mais le choix de l'anticorps utilisé est
fondamental pour I'évaluation de la MRD selon I'approche LSC. Dans un souci de
standardisation inter-sites, nous nous sommes harmonisés avec le CHU de Lille
pour ces anticorps. Nous avons donc fait le choix d’ajouter extemporanément aux
tubes Duraclones® 1 et 3 les anticorps CD38-PC7 et CD117-BV421 de la société
BD®. Les Duraclones 1 et 3 seront ainsi concus de fagcon a ne pas contenir
d’anticorps pour les canaux concernés (absence d’anticorps marqués en PC7 et PB

pour le tube 1 et absence d’anticorps marqué en PB pour le tube 3).

Pour le tube 2 (LSC), le choix de travailler avec des Duraclones® perd de son intérét
en raison du grand nombre de références d’anticorps liquides (CD97, TIM-3, CLL-1
CD38, CD90 et CD117) a ajouter extemporanément dans le Mix lyophilisé. Pour ces
anticorps le choix initial consiste donc a privilégier les anticorps liquides aux tubes

Duraclones®. Néanmoins, des tests complémentaires devraient nous permettre
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d’utiliser le tube Lyotube® 8 couleurs de chez BD, déja validé au sein du groupe
ALFA dans lequel nous aurons la possibilité de rajouter le CD36-AA700. Le Mix
(TIM-3 + CLL-1 + CD97) sera par ailleurs ajouté manuellement au Lyotube®.

Dans la stratégie DfN, la détermination des seuils P6/P7/P8 est un prérequis
indispensable a lidentification et la quantification précise des LSC. Le seuil P6
correspondant au seuil de négativité du CD38 a été obtenu par I'approche FMO
(Fluorescence Minus One) afin de tenir compte du marquage cellulaire non
spécifique et des éventuels shifts de fluorescence. Le passage ponctuel de moelles
«normales » nous permet de vérifier la robustesse des seuils mis en place
initialement en utilisant des populations contrdles (hématogones et plasmocytes en
particulier). A noter que d’autres approches telles que la technologie des spherotech
beads peuvent étre également utilisées pour la détermination du seuil P6, avec des

résultats intéressants, comme présenté dans I'étude de Hanekamp et al (123).

L’harmonisation sur le plan analytique inclut également un protocole d’acquisition
commun avec une acquisition recommandée sur minimum 500 000 a 1 000 000
d’évenements CD45+ et le choix d’un protocole d’analyse standardisé intégrant un
traitement préanalytique des données (élimination des débris, doublets, artéfacts
d’acquisition, réglage des compensations), et un « masque » de réanalyse commun
incluant un fenétrage des populations d’'intérét et des booléennes d’identification et
de quantification des LAIP et des LSC. La stratégie d’analyse consiste ensuite a
appliquer sur la moelle de suivi le masque d’analyse obtenu au diagnostic de LAM,
dans le cadre de I'évaluation de la MRD. Le masque est ensuite appliqué a un pool
de moelles de référence afin de déterminer I'expression physiologique du profil

phénotypique étudié.

Le choix des moelles témoins est primordial pour l'interprétation finale de la MRD-
LAM car il permet d’évaluer la spécificité du LAIP étudié et d’estimer la limite de
détection de la technique (LOD technique). Actuellement, il n’y a pas de consensus
quant a la sélection des moelles de référence. Il est cependant admis qu'il est
nécessaire de disposer d’'un panel représentatif de moelles témoins incluant des
moelles dites « normales » et des moelles de « regénération », la fréquence des
LAIP pouvant différer entre un pool de moelles « normales » et un pool de moelles
de « regénération » (124,125). Les moelles de régénération peuvent notamment étre

obtenues a partir d’échantillons de patients atteints de LAL en rémission, sur des
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moelles de LNH en rémission apres greffe autologue de CSH, sur des moelles de

myélome multiple MRD négative et autres moelles de régénération.

Dans ce travail, nous avons sélectionné 10 moelles de référence : 5 moelles
« normales » incluant des suspicions de pathologies hématologiques non avérées et
5 moelles « de régénération » obtenues dans le cadre du soin (fonds de tube),
incluant des thrombopénies réactionnelles et des pathologies hématologiques en

rémission (myélome multiple, LAL post induction MRD négative)

L’'un des enjeux futurs consisterait a harmoniser la constitution de ces pools de
moelles de référence. Pour les moelles dites « normales », il est préconisé d'utiliser
des échantillons de moelle osseuse apparié par age, provenant de donneurs sains
ou prélevés chez des patients présentant des maladies non hématologiques. Pour

les moelles dites « de régénération », une harmonisation semble étre plus délicate.

Le second volet de notre travail a consisté a évaluer les performances du protocole
mis en place en termes de sensibilité, spécificité, comparaison des résultats inter-

sites et comparaison des résultats obtenus en CMF et en BM.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux reésultats obtenues via
'approche LAIP/DfN. Les seuils de sensibilité généralement proposés pour
I'évaluation de la MRD-LAM en cytométrie en flux sont de I'ordre de 10 (82,87,126).
La sensibilité de I'analyse correspondant en théorie a la valeur la moins sensible
entre la LOD de I'’échantillon basée sur le nombre d’événements CD45+ acquis et le
nombre de blastes étudiés et la valeur physiologique observée pour le profil étudié

sur des moelles de référence (LOD technigue).

Un minimum de 20 a 50 évenements est nécessaire pour définir un cluster, avec
contrble de clusterisation par « backgating » sur les histogrammes FS/SS et
CD45/SS (126).

Les épreuves de dilutions permettent de valider pour le LAIP étudié le seuil de 107.
Pour atteindre ce seuil de sensibilité une acquisition sur 500 000 évenements est
recommandée. La sensibilité de la techniqgue étant dans ce cas limitée par

I'expression physiologique du LAIP au sein des moelles de référence.

L’expression physiologique varie selon le type de LAIP étudié. Dans notre travail,
nous observons des variations de fréquence allant d’un taux < 0.01% a > 0.1% des

leucocytes CD45+, les LAIP les plus sensibles correspondant aux LAIP avec
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infidélité de lignée (CD7, CD19). Il convient d’étre prudent a I'égard de I'expression
du CD56 notamment en situation de régénération ou celui-ci peut étre exprimé de
maniere plus importante (125) d’ou l'intérét de tester le LAIP étudié sur le pool de
moelles de référence incluant des moelles « de régénération ». En 2019, Rossi et al.
suggerent ainsi de définir des catégories de LAIP « fort », « bon » et « faible » sur la
base de leur fréquence dans le pool de moelles de référence. Les LAIP les plus
sensibles (taux inférieur ou égal & 0.01% (10 ayant été identifié le plus souvent en
présence de marqueur aberrant (CD7, CD19, CD2, CD4, CD56) (124). En revanche,
les co-expressions CD33+CD4+ ou CD33+CD56+, présentent a une fréquence
élevée dans les moelles de régénération, ne permettent pas a elles seules de définir
un bon LAIP (125).

En fixant le seuil de positivité de la MRD-LAM-LAIP a 0,1%, 88% des patients de
notre étude (30 sur 34) ont pu bénéficier d’'un suivi en CMF selon I'approche LAIP.
Ce pourcentage est cohérent avec les données de la littérature qui estiment entre 80
et 100% le pourcentage de LAM présentant un LAIP au diagnostic (84,93,94,111). A
noter également que la capacité a mettre en évidence le ou les LAIP au diagnostic
est dépendante de I'expérience de I'opérateur (94). Cette approche nécessite donc
un apprentissage approfondi et doit étre réservée aux centres expérimentés
conformément aux recommandation de 'ELN (87). Parmi les patients pour lesquels
nous n‘avons pas identifi€¢ de LAIP robuste, trois correspondaient a des LA a
composante monocytaire (LAM4 ou LAMS). Ces résultats confirment la difficulté a
mettre en évidence un LAIP robuste dans les LAM a composante monocytaire
souvent CD34-/CD117-. L’ajout d’'un troisiétme tube composé essentiellement de
marqueurs monocytaires, est dés lors utile, afin notamment de rechercher des
asynchronismes ou pertes d’expression (87). Dans notre étude I'ajout de ce 3°™

tube a permis un suivi LAIP pour 2 patients.

Dans ce travail, la comparaison des résultats entre le CHU de Lille et le CHV
montrent de tres bons résultats et valident la stratégie d’harmonisation inter-sites a la
fois en terme de réglages, de protocole technique et de stratégie de réanalyse. Ces
résultats ont pu étre obtenus gréce au travail de formation, a I'élaboration d’un
masque de réanalyse commun, a I'échange de fichiers LMD pour I'entrainement et a
la participation active aux réunions de travail au sein du groupe ALFA pour acquérir

I'expertise et limiter les différences inter-sites avec les centres experts.
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Les différences observées sont minimes et semblent plus liées a des contraintes
préanalytiqgues (délai de réalisation 24 a 72h apres le prélevement, cellularité et
quantité de I'échantillon ne permettant pas une acquisition optimale sur les deux
sites). En effet, pour la majorité des échantillons, I'analyse technique a été réalisée
au CHU de Lille, 'analyse au CHV ayant été réalisée sur les « fonds de tube » 24h
aprés le passage sur le cytométre du CHU de Lille. Concernant la stabilité
préanalytique, ces résultats permettent de valider une conservation du prélevement a
température ambiante contrélée jusqu'a trois jours, comme précisé par 'ELN (87).
Pour les conditions d’acquisition, le seuil optimal de 500 000 événements CD45+
acquis n’a le plus souvent pas été atteint au CHV (tableau 15). Si cela ne semble pas
avoir eu d’'impact sur linterprétation finale de I'analyse (absence de discordance
avec le CHU de Lille), ce point devra étre amélioré, le nombre d’évenements acquis
conditionnant la sensibilité de la technique. En effet, si une LOD de 0.1% (seuil 10)
calculée pour un minimum de 50 événements peut étre obtenue avec une acquisition
de 100 000 leucocytes, une acquisition sur 1 000 000 événements permettrait

d’améliorer la sensibilité de la technique en présence d’'un bon LAIP.

En cas de résultat MRD négatif inférieur & 10° en CMF, les recommandations du
groupe ALFA indiquent de préciser si une population est détectable au seuil de
sensibilité de la technique (valeur la moins sensible entre le seuil technique et la
valeur « physiologique » observée pour le profil LAIP étudié sur les moelles de
référence). Ces recommandations ne distinguent pas le seuil de LOD (limite de
détection) du seuil de LOQ (limite de quantification). Plusieurs études se sont
intéressées au seuil pertinent pour définir la LOD (127,128) et différencier ces deux
parametres. Ainsi, en définissant une LOD plus basse, calculée pour 20 évenements
détectés (128) et une LOQ calculée pour 50 événements détectés, une nouvelle
catégorie de rendu de résultat pourrait étre définie: MRD détectée mais non
quantifiée qui pourrait étre interprétée notamment en fonction d’autres paramétres

(hémodilution éventuelle de I'échantillon, cellularité...).

Concernant la stratégie de réanalyse, (tableau 16), une différence significative a été
observée sur le taux de MRD estimé pour un des points de suivi, avec un taux
estimé a 6% au CHU contre 3.4% au CHV. Cette différence de MRD peut s’expliquer
par un léger glissement phénotypique des blastes entre le diagnostic et le suivi,
ayant nécessité un nouveau fenétrage. Le fenétrage n’a pas été réalisé strictement

de la méme maniére entre les deux sites. Cependant, plus que le taux précis, c’est la
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cinétique d’évolution du LAIP qui est importante, et elle ne differe pas dans ce cas
entre les deux sites. Aucune discordance sur l'interprétation finale n’a par ailleurs été

retrouvée sur les 20 dossiers analysés par les deux centres.

Pour l'évaluation de la MRD-LAM selon I'approche LSC, une évaluation de la
sensibilité de la technique a également été realisée. Les résultats des épreuves de
dilutions confirment que I'approche LSC, lorsqu’elle est applicable, permet d’obtenir
une meilleure sensibilité que I'approche LAIP/DfN (seuil proche de 10 pour
I'approche LSC versus 10 pour I'approche LAIP). Pour atteindre ce niveau de
sensibilité, une acquisition de 500 000 a 1 000 000 événements est néanmoins
requise, ce qui n’a pas pu étre systématiquement réalisée lors de cette épreuve de

dilution (cellularité insuffisante dans les derniers tubes de dilution).

Dans notre travail, nous avons évalué la MRD-LAM selon I'approche LSC pour 4
patients chez qui un taux de LSC > 1% a été observé au diagnostic ou a la rechute,
et pour lesquels nous disposions de minimum quatre points de suivi. L’'expression
physiologique ou bruit de fond (background) observé sur un pool de moelles témoins

est inférieur au seuil de 10 attestant de la bonne spécificité de cette approche.

La stratégie LSC, complémentaire de I'approche LAIP/DfN est a l'étude dans
différents centres, mais n’est pas encore complétement répandue au sein des
équipes de I'Intergroupe Frangais des LAM. Différentes études ont montré qu’un taux
de LSC CD34+ CD38- supérieur a 1% au moment du diagnostic était corrélé a une
moins bonne survie globale et un taux de RC moins élevé (126,129). Par alilleurs, la
persistance de LSC au cours du suivi serait associée a un risque de rechute plus
élevé ainsi qu’a une moins bonne survie globale (126,129,130). Ces données
soulignent 'importance de rechercher et quantifier la proportion de CSL présentes au

moment du diagnostic et en suivi (82,126).

Il nexiste cependant pas de marqueur universel pour lidentification de cette
population, ce qui rend I'harmonisation de cette approche plus complexe. L’équipe
de Zeijlemaker et al. s’est intéressée a I'identification et a la quantification des LSC.
lls suggérent l'utilisation d’'un panel d’anticorps suffisamment large incluant la
backbone de marqueurs CD34, CD38, CD45 et les antigenes CD45RA, CD123,
CD33, CD44, CLL-1, TIM-3, CD7, CD11b, CD22, CD56, ces six derniers anticorps se
trouvent tous dans le méme canal de fluorescence PE (131). La combinaison de ces

marqueurs garantit une excellente spécificité de la technique : absence en particulier
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d’expression sur les HSC CD34+CD38- des 6 moelles de référence testées. Le
phénotype des LSC étant par ailleurs hétérogene entre les patients et pour un méme
patient, l'utilisation d’'un panel d’anticorps suffisamment large doit permettre la
détection de populations émergentes, pendant le traitement ou I'évolution de la
maladie (87). Grace a l'utilisation d’'un cocktail d’anticorps en PE, la précision de la
méthode d’identification des LSC n’est pas affectée, méme en cas de shift
d’expression sur un des marqueurs de LSC. Les performances obtenues sont par
ailleurs aussi bonnes que lorsque les anticorps sont étudiés individuellement (un
anticorps par canal) sur un plus grand nombre de tubes (131). Cette approche

s’avére également plus économique et permet un gain de temps.

Dans le protocole de I'Intergroupe Frangais des LAM, l'identification des LSC au sein
du compartiment CD34-CD38- utilise une stratégie équivalente. Le tube 2 du panel
MRD-LAM, plus spécifiguement dédié a la recherche de LSC, comprend des
marqueurs liés au blocage de différenciation ou I'expression aberrante liée a la
leucémogénese tels que CD45RA, CD123, CD90. L’'ajout dans le canal PE d’'un Mix
d’anticorps (CD97 + TIM-3 + CLL-1) permet d’étudier un plus grand nombre de
marqueurs dans un seul tube. La booléenne d’identification utilisée pour les LSC
permet de classer en LSC les cellules CD34+ CD38- exprimant un ou plusieurs
marqueurs parmi le CD45RA, le CD123 et les anticorps composant le Mix. Le
marqueur CD90, également présent dans ce tube ne rentre pas dans la booléenne
d’identification mais il a été observé une perte d’expression de ce marqueur sur les
LSC. A noter cependant une expression fluctuante du CD90 sur les HSC, une perte
d’expression du CD90 n’est donc pas suffisante pour classer les cellules CD34+
CD38- en LSC.

Le tube 1 non spécifiguement dédié a la recherche comprend également le
backbone de marqueurs CD34, CD38, CD45 ainsi que certains marqueurs
myéloides (CD13, CD33) et de lignées (CD7, CD19, CD56) également intéressant
pour la recherche de LSC. Enfin, une stratégie de retrogating permet de visualiser
I'expression du CD34 et du CD45 ainsi que les propriétés de diffusion FS/SS,
permettant de les différencier des CSH.

Dans notre étude, I'évaluation de la MRD selon I'approche LSC a été réalisée sur 19
points de suivi obtenus chez 4 patients pour lesquels un taux de LSC supérieur a 1%
avait été observé au diagnostic ou a la rechute. Les profils phénotypiques étudiés

incluent systématiquement une perte d’expression du CD90, associée a minimum
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une autre aberration phénotypique évocatrice de LSC: CD45RA+ et/ou Mix+
(CD97-TIM-3-CLL-1) et/ou CD117 diminué.

La comparaison des résultats obtenus entre les deux sites montre une bonne
corrélation. Une analyse sur un plus grand nombre d’échantillons devra néanmoins

étre réalisée pour apprécier la bonne concordance des résultats inter-opérateurs.

Pour I'un des patients, la population de LSC n’est pas présente a un taux significatif
au diagnostic mais émerge a la rechute. Des glissements phénotypiques sont par
ailleurs observés en suivi avec une perte d’expression du CD45RA, un gain
d’expression du CD90, le Mix étant par ailleurs resté positif. Ces observations
confirment les variabilités phénotypiques observées en cours de traitement. Pour ce
patient, une MRD faiblement positive (taux 0,016%), non signalée initialement, a été
identifiée a postériori pour le point de MRD2 post rechute. Pour ce point de suivi, la
MRD selon I'approche LAIP était négative et la MRD en BM était positive (transcrit
de fusion CBFB-MYH11 quantifié a 0.395%/plasmide). Le patient est actuellement en

rémission.

Ces résultats suggerent une complémentarité entre les différentes approches,
comme démontré par I'équipe de Gerrit Schuurhuis et repris dans la stratégie de

I'intergroupe frangais des LAM (50).

Dans notre travail, une analyse rétrospective des résultats de MRD-LAM obtenus en
CMF et en BM a été réalisée pour les échantillons ayant pu bénéficier de cette
double approche. Dans la cohorte étudiée, 70% des patients atteints de LAM ont pu
bénéficier d’un suivi de MRD en biologie moléculaire. Ces chiffres tiennent compte

du suivi de WT1 et sont relativement conformes a ceux observés dans la littérature.

La concordance MRD-CMF/MRD-BM calculée a l'aide du coefficient kappa est
modérée a 0,512. Ce résultat inclut les résultats obtenus a la fois sur sang et moelle.
Il est cependant difficile de comparer les techniques car I'analyte mesuré n’est pas le
méme, la nature de I'échantillon peut également varier (sang versus moelle osseuse)
et le nombre d’échantillons de notre étude est relativement faible. Toutefois, I'étude
de concordance permet de souligner quelques points intéressants. Tout résultat de
MRD-LAM positif au seuil de 10 en CMF a été retrouvé positif en BM.

Les differences observées concernent uniqguement des résultats positifs en BM, pour

lesquels un résultat de MRD a été rendu négatif au seuil de 10° en CMF. Ces
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différences peuvent tout d’abord s’expliquer par une différence de sensibilité des
techniques : les seuils de sensibilité des approches moléculaires étant généralement
meilleurs que ceux étudiés en cytométrie. Cependant, le seuil de 107 validé pour
chaque patient via 'approche LAIP pourrait étre abaissé a 10* en cas de LAIP trés
robuste. Ainsi, pour deux points de MRD pour lesquels nous avons observé une
discordance CMF/BM, un résultat négatif au seuil de 10° en CMF aurait pu étre
interprété positif en tenant compte de la LOD technique basée sur I'expression
physiologique du LAIP dans le pool de moelles de référence, mais ce seuil n’a pas
étée validé cliniguement (87). Le seuil de sensibilité de la technique est également
tres dépendant de la qualité de I'’échantillon. L’échantillon de moelle constituant le
gold standard pour I'analyse en CMF, un échantillon hémodilué ne permettra pas

d’atteindre une sensibilité optimale (87).

Actuellement, il est recommandé de suivre les patients présentant une mutation de
NPM1, une LAM CBF (transcrits de fusion CBFB-MYH11 et RUNX1-RUNX1T1) ou
une LAP (transcrit de fusion PML-RARA) par des techniques de BM. Pour les autres
patients, I'évaluation de la MRD par les techniques de cytométrie en flux est

recommandée (87).

Dans notre étude, un suivi moléculaire du transcrit de fusion CBFB-MYH11 a été
réalisé pour l'un des patients. Les résultats de MRD obtenus semblent confirmer la
meilleure sensibilité des techniques moléculaires puisque des discordances seront
retrouvées pour tous les points de suivi ayant précédés la rechute, avec des résultats
positifs en BM (avec perte de plus de 3 log;o entre le diagnostic et le point de MRD1)

et négatifs en CMF. Le patient est actuellement en rémission.

De fréquentes discordances ont été observées entre les deux approches en cas de
suivi de I'expression de WT1 par technique moléculaire, en tenant compte du résultat
de MRD-BM sur sang (le résultat étant négatif sur moelle). En effet, le suivi de
I'expression de WTL1 sur le sang est privilégié en raison de sa meilleure spécificité.
Pour les patients ayant rechuté, différentes conditions peuvent expliquer une
moindre sensibilité de I'approche en CMF : stratégie DfN privilégiée en I'absence
d'immunophénotypage au diagnostic réalisé avec le panel de suivi, LAIP peu
robuste, acquisition non optimale, glissement phénotypique entre le diagnostic et la
rechute. Pour les autres patients (suivi de I'expression de WT1 positif uniquement
sur sang), nous ne disposons pas de recul suffisant pour discuter un défaut de

spécificité de 'approche moléculaire ou un manque de sensibilité des techniques de
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cytométrie en flux. Il apparait cependant que les résultats positifs obtenus en BM
étaient systématiquement proches de la limite de positivité (taux compris entre 0,1 et
0,2%) et nont pas été confirmeés sur le point de MRD ultérieur. Les patients n’ont a
ce jour pas rechuté. Ces résultats confortent les recommandations de 'ELN : la
conversion d’un résultat négatif en un résultat positif doit étre confirmée quatre
semaines plus tard sur un deuxieme échantillon. La rechute moléculaire est
confirmée si 'augmentation de la MRD dans le deuxiéme échantillon est supérieure
a 1 logio (87).

Au total, nos résultats confirment qu’un résultat positif en CMF est trés en faveur
d’'une MRD positive en BM et est associé a une moins bonne survie globale et un
risque de rechute augmenté (80,89). En revanche, une MRD négative en CMF
n’exclue pas un résultat de MRD positif en BM. Les différentes approches sont
complémentaires, la CMF présentant I'avantage d’étre une technique accessible
dans de nombreux laboratoires, avec un délai de rendu des résultats possible en
théorie en 24-48h.

Enfin, le troisiéme volet de notre travail a consisté a évaluer I'utilisation d’algorithmes
de clusterisation non supervisé sur « R » associés a FlowSOM, pour la détermination
de la MRD-LAM en CMF. L’étude réalisée sur un petit nombre d’échantillons a
permis de montrer des résultats encourageants puisque que nous avons retrouvé
une bonne corrélation avec les résultats obtenus par I'approche conventionnelle.
Nous n’avons cependant pas observé de gain de sensibilité par rapport aux
techniques classiques de cytométrie. Néanmoins, I'échantillonnage étudié est ici
insuffisant pour permettre une évaluation précise des performances de cette

approche.

L’analyse non supervisée permet de s’affranchir de la subjectivité de I'opérateur,
notamment dans le choix des clusters a étudier. Cependant, comme pour les
techniques de CMF conventionnelles, les mémes difficultés semblent persister en
cas de LAIP peu robuste ou de résultats de MRD proches du seuil de significativité.
Un traitement préanalytique des data (élimination des débris, artéfacts d’acquisition,
correction des compensations...) semble par ailleurs indispensable pour éviter de

conduire a des non-sens biologiques.

Cette approche trés prometteuse nécessite également d’étre validée dans le cadre

d’études prospectives multicentriques pour permettre son application en clinique, ce
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qui impligue un travail de standardisation entre les plateformes de cytométrie

amenées a travailler ensemble.
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VI- Conclusion

Dans les leucémies aigués myeéloides, I'étude de la maladie résiduelle constitue un
marqueur pronostic, puissant et indépendant, du risque de rechute et de la survie
globale. Son applicabilité en clinique reste cependant limitée en raison notamment
du manque de standardisation des techniques utilisées, limitant la réalisation
d’études prospectives multicentriques. De gros efforts de standardisation ont ainsi
été réalisés ces derniéres années au sein de lintergroupe frangais des LAM dans
I'évaluation de la MRD en cytométrie en flux, avec la mise en place d’'un protocole
technique commun combinant les approches LAIP/DfN et LSC, comme recommandé
par I'ELN.

C’est cette approche que nous avons souhaité mettre en place au laboratoire de
Valenciennes. Le travail d’harmonisation réalisé avec le laboratoire d’'Hématologie du
CHU de Lille nous a permis d’obtenir une excellente concordance de résultats entre
les deux sites, validant ainsi le protocole technique et la stratégie de réanalyse mises
en place. Les performances de sensibilité sont conformes a celles recommandées
par 'ELN avec un seuil de 10 pour I'approche combinée LAIP/DfN et un seuil de

10™ pour I'approche LSC.

La mise en place de cette technique nous a permis par ailleurs d’approfondir nos
connaissances sur les caractéristiques immunologiques des sous populations
médullaires, et ceci a chaque stade de différenciation hématopoiétique, la
connaissance des chemins de maturation normaux étant un prérequis indispensable

a 'analyse en CMF.

L’utilisation de différentes approches complémentaires devrait permettre a la maladie
résiduelle de constituer a I'avenir un outil robuste et sensible pour une stratification
« personnalisée » dans les LAM, ainsi qu'un marqueur puissant de ['évaluation
thérapeutigue de nouvelles molécules. Néanmoins certaines difficultés persistent,
liées notamment a I'absence de standardisation sur le plan international, et a la
subjectivité du cytométriste dans le choix des populations cibles. Pour ce dernier
point, 'apport de I'intelligence artificielle et le développement de nouveaux outils de
représentation des données tels que FlowSOM, s’avére dés lors incontournable.
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Anhnexe

Tableau 21 : Anticorps utilisés pour la mise en place de la MRD-LAM-CMF

Anticorps

CD7 FITC
CD13 PE
HLA-DR ECD
CD33 PC5.5
CD38 PC7
CD34 APC
CDS56 AA700
CD19 AA750
CD117 BV421
CD45 KrO
CD90 FITC
CD97 PE
CLL-1 PE
TIM3 PE
CD19 ECD
CD123 PC5.5
CD36 AA700
CD45RA AA750
CD65 FITC
CD4 PE
CD11b PC7
CD14 AA750
CD64 FITC
MPOic PE
CD34 PC7
CD79a APC
CD10 AA700
CD3ic AA750
CD2 PB
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Tableau 22 : Caractéristiques au diagnostic des patients inclus dans ce travail

Patient Age Sexe NFS Type LAM BM Caryotype
1 69 F GB:2,48;Hb:11,8;Plg: 39 LAM 5a Absence d’anomalies +8
2 71 F GB:30,60;Hb:11,1;Plq: 28 LAM 1 AF9-MLL, surexpression EVI1 et WT1 t(9;11)
3 70 H GB:3,66;Hb:12,4; Plg: 99 LAM 4 NPM1 (A), TET2, surexpression WT1 Normal
4 79 F GB :194,08; Hb:10,4; Plg: 90 LAM 5 Absence d’anomalies +8
5 31 F GB:3,60;Hb:11,6;Plq: 145 Non précisé au diagnostic NPMZ1 (D), surexpression WT1 Normal
6 59 F GB:48,47 ;Hb:11,8; Piq: 118 LAM 2 NPML1 (A), surexpression WT1 Normal
7 66 H GB:2,59;Hb:13,0;Plg: 134 LAM 4 IDH2, surexpression WT1 +8
. . . . . s . . Clone tétradiploide caractérisé par
8 82 H GB:1,04;Hb:9,3;Plg:80 LAM 2 Non réalisé au diagnostic une del(5)(q31935)
9 51 H GB:2,35;Hb:12,9;Plg: 89 LAM 1 CEBPA, RUNX1, BCOR, TET2 Normal
. CHh-0Q- Dl - o CBFB-MYH11(A), KIT, NRAS, .
10 71 H GB:103,59;Hb:9,0;Plg: 42 LAM 4 éosino surexpressionWT1 inv(16)(p13g22)
11 35 H GB:2,97;Hb:8,9; Plq: 867 LAM secondaire post SMD Absence d’anomalies Normal
12 49 H GB: 47,14 Hb:11,0; Plq: 121 LAM 1 FLTS-ITD, NPM1(A), IDH2, Normal
surexpressionWT1
. . . . . KMT2A-ELL, FLT3-TKD, CEBPA, STAG2, .
13 32 H GB:109,82;Hb:4,9;Plg: 13 LAM 1 SUrexpressionEVIL et WT1 t(11;19), del((12p)
. . . . . R ; -5,-7,-14,-16, add(12)(p12),
14 44 H GB:1,41;Hb:6,9;Plg: 60 SMD-EB-2 TP53, surexpression WT1 add(17)(p11), add(21)(p11)
_ e A DI NUP98-NSD1, FLT3-ITD, FLT3-TKD,
15 39 F GB:102,76;Hb: 6.4 ;Plg: 84 LAM 4 CEBPA, ETV6, RAD21, surexpression WT1 Normal
16 45 F GB:12,69;Hb:6,6;Plg: 260 LAM 1 IDH2, surexpression WT1 +11, del(9)(g22) (sous-clone)
17 78 H GB:2.97;Hb:8.8;Plg: 599 LAM 2 NRAS, surexpression EVI1 et WT1 t(3;3)(021;926), -7
18 53 H Non renseigné Non précisé au diagnostic Absence d’anomalies Normal
19 71 F Non renseigné LAM5a NPM1(B), NRAS, surexpression WT1 Non renseigné
20 66 F GB:1,60;Hb:8,2;Plg: 31 LAM secondaire post SMD ASXLL, BCOR, RL.IJ_';.I)% SRSF2, STAG2, Normal
21 58 H GB:11,32;Hb:11,0;Plg: 13 SMD-EB-2 Surexpression EVI1 (positif faible) et WT1 -7
22 66 F GB:61,27 ;Hb:8,8;Plg: 71 Non précisé au diagnostic NPMZ1(A), IDH2, surexpressionWT1 Normal
23 74 F GB:167,52; Hb:7,1; Plq: 86 LAM 1 DNMT3A, NPM1 (rT“E“%“O” non précisee), Normal
. . . . . FLT3-ITD, DNMT3A, IDH2, RUNX1,
24 52 H GB:4,74;Hb: 12,7 ;Plg: 79 LAM 1 SMC1A, U2AF1, surexpressionWT1 +14
25 27 H GB:1,58;Hb:8,0;Plg:30 SMD-EB-2 * Surexpression WT1 Normal
. . . . . LAM composante
26 82 F GB:3,27;Hb:6,3;Plg: 61 monocytaire ASXL1, RUNX1, STAG2 Normal
27 74 H GB:181,44;Hb:6,4;Plg: 16 LAM O Surexpression EVI1 (positif faible) Perte du chromosome Y
28 79 H GB:3,01;Hb:10,5; Plq: 106 Non précisé au diagnostic Non réalisé au diagnostic Clone complexe monosomal
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LAM composante

FLT3-ITD, BCORL1, RUNX1,

29 45 F GB:3,79;Hb:9,1;Plqg: 200 monocytaire surexpressionWT1 Normal

30 85 F GB:0,89;Hb:10,0;Plg: 61 Non précisé au diagnostic Absence d’anomalies Normal

31 67 H GB:0,73;Hb:4,8;Plg: 67 LA bi-clonale Surexpression WT1 Normal

32 58 H GB:2,43:Hb:9,9; Plq: 30 LAM 0 Surexpression WT1 Clone hypOd'p'o'_dl‘e?'”C'“a”t -5, -7et
33 42 F GB:5,71;Hb:13,7; Plqg: 130 LAM 2 CEBPA, surexpression WT1 Normal

34 71 F GB:4,63;Hb:8,3;Plq: 148 Non précisé au diagnostic CEBPA, IDH2 Normal

35 60 F GB: 27,18 ;Hb: 8,7 ; Plq: 107 LAM4 FLT3-TKD, surexpression WT1 2 clones dont 1 monosomal

GB = globules blancs (leucocytes) en G/L ; Hb = hémoglobine en g/dL ; Plg = plaquettes en G/L

*LAM6 selon la classification OMS 2008.
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