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|. Laleucémie myelomonocytaire chronique
A. Définition

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une hémopathie
myeéloide clonale affectant la cellule souche hématopoiétique (CSH). Cette
pathologie a tout d’abord été décrite comme appartenant au groupe des syndromes
myeélodysplasiques lors de la classification cytologique du groupe French-American-
British (FAB) établie en 1976 (1). En intégrant les données cytogénétiques, 'OMS
classe en 2001 la LMMC parmi les syndromes myélodysplasiques/myéloprolifératifs
(2). Ce groupe est renommé néoplasies myélodysplasiques/myéloprolifératives
(SMD/NMP) par la classification OMS 2008, révisée en 2016 (3).
D’autres pathologies figurent parmi ce groupe : la leucémie myéloide chronique
atypiqgue ; la leucémie myélomonocytaire chronique juvénile ; les SMD/NMP avec
sidéroblastes en couronnes et thrombocytose ; les SMP/NMP inclassables.

Les critéres permettant de catégoriser la LMMC, d’aprés 'OMS, sont basés
sur la cytologie sanguine et médullaire (morphologie, cytochimie, taux de blastes et

de monocytes) ainsi que sur les techniques de biologie moléculaire (Tableau 1).
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Criteres diagnostiques de la LMMC selon ’OMS 2016

O. Monocytose persistance = 1G/L et représentant 210% des leucocytes sanguins.

2. Absence de transcrit de fusion BCR-ABL, d’antécédents ou de critéres diagnostiques de
leucémie myéloide chronique, thrombocytémie essentielle, polyglobulie de Vaquez ou de
myeélofibrose primitive.

3. En cas d’hyperéosinophilie, absence de réarrangement de PDFGRa, PDGFR[, FGFR1 et de
translocation PCM1-JAK2.

4. Moins de 20% de blastes dans la moelle osseuse et dans le sang (blastes, myéloblastes,
monoblastes, promonocytes).

5. Dysplasie sur au moins une des lignées myéloides. Si la myélodysplasie est absente, au
moins 1 des critéres suivants :

- Anomalie clonale cytogénétique ou moléculaire acquise dans la lignée hématopoiétique (TET2,
ASXL1, SRSF2, SETBP1).

- Monocytose persistant > 3 mois.

- Les autres causes de monocytose ont été exclues.

Tableau 1 : Critéres diagnostiques de la LMMC adaptés selon la classification
OMS 2016.(3)

B. Epidémiologie

La LMMC est une pathologie du sujet 4gé dont 'age médian de diagnostic
varie entre 65 et 75 ans, avec une prédominance masculine (sex-ratio : 2). C’est le
plus fréquent des SMD/NMP, représentant 10% des SMD et 2% des hémopathies
malignes de l'adulte (4). L'incidence de la pathologie est de 0.5/ 100 000 cas par
an (tout age confondu), celle-ci augmente avec I'age et atteint 3 / 100 000 cas par

an chez les sujets de plus de 60 ans.

L’étiologie est souvent inexpliquée. Selon les antécédents, elle peut étre secondaire
a une chimiothérapie ou radiothérapie dans le traitement d’un cancer. Certains
facteurs environnementaux peuvent également étre incriminés: benzene,
hydrocarbures aromatiques ; ainsi que l'usage de produits phytosanitaires :

pesticides.

24



C. Physiopathologie

La LMMC résulte d’'une anomalie clonale de la CSH entrainant une expansion
de la lignée granulo-monocytaire dans la moelle osseuse, le sang périphérique et
la rate ; contrastant avec une anémie et une thrombopénie. L’expansion de la lignée
granulo-monocytaire est expliquée par une sensibilité augmentée au Granulo-
Monocyte Cell Stem Factor (GM-CSF).

Les récents progres de la biologie moléculaire appliguée aux hémopathies
malignes ont permis une meilleure compréhension de la physiopathologie et de
'oncogénése de la LMMC. Les analyses par séquencage de nouvelle génération
(NGS) ont permis la mise en évidence d’anomalies moléculaires récurrentes dans

cette pathologie. Ces altérations génétiques fréquentes touchent notamment :

La méthylation de 'ADN (TET2)
La modification des histones (ASXL1)
Le splicéosome (SRSF2)

La voie de signalisation du GM-CSF (NRAS, KRAS, CBL)

1. Physiologie de la lignée monocytaire

Les premieres techniques de coloration ont permis I'identification des différentes
cellules du sang puis la description des monocytes sanguins nommés autrefois
« cellules transitionnelles » par Paul Erlich en 1879. Le terme « monocyte » est
apparu en 1910, proposé par Arthur Pappenheim (5). Les découvertes ont permis
de suggérer que les macrophages dérivaient des monocytes ayant migrés du
compartiment sanguin vers les tissus. En 1972 Ralph van Furth et Zanvil Cohn
publient « The mononuclear phagocyte system: a new classification of
macrophages, monocytes, and their precursor cells » (6) déterminant ainsi 'origine

médullaire des monocytes, la transition sanguine puis la migration tissulaire (7).
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La monocytopoiése s’effectue en plusieurs étapes dans le compartiment
médullaire. Une cellule souche hématopoiétique se différencie en cellule souche
myéloide, correspondant au progéniteur commun Colony Forming Unit-Granulocyte
Erythroblastic Megacaryocytic and Monocytic (CFU-GEMM). Sous l'influence du
micro-environnement médullaire et de cytokines telles que le GM-CSF et I'lL-3, la
différenciation est orientée en progéniteur granulo-monocytaire CFU-GM.

L’action du M-CSF permet d’orienter le progéniteur granulomonocytaire
commun CFU-GM en CFU-M. La différenciation monocytaire aboutit & partir du

monoblaste au promonocyte puis au monocyte (6). (Figure 1)

Compartiment des
cellules souches A
CSH
.................................................... CRUGEMM 118 e
Compartiment des
précurseurs
CFU.GM | |GM-CSF
. |
. 1. . R
Compartiment des
récurseurs
prece M- CSF

Monoblaste

Promonocyte

Compartiment circulant

Monocyte

Figure 1 : Schéma de la monocytopoiese.

Les monocytes circulants ont une durée de vie moyenne de 24h en conditions
homeéostasiques (8). La cytométrie en flux a permis a I'équipe de Gunnar Heine en
2011 de démontrer la présence de 3 sous-types de monocytes :

Les monocytes classiques (CD14++, CD16-) : ces monocytes ne quittent pas la
circulation. Ils constituent une étape intermédiaire dans la différenciation
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monocytaire, avant de migrer dans certains tissus comme l'intestin, le cerveau, le
poumon, le foie, le derme etc... Aprés migration dans un tissu, les monocytes
classiques sont capables de se différencier en monocytes intermédiaires ou de
constituer un pool de monocytes classiques intra-tissulaires qui pourra étre
monopolisé en cas de syndrome inflammatoire et ainsi revenir dans la circulation
sanguine. (9)

Les monocytes intermédiaires (CD14++, CD16+): sous-type de monocytes
hétérogénes ; une partie dérive des monocytes classiques et une autre d’un
progéniteur indépendant. On retrouve les monocytes intermédiaires uniguement
dans les compartiments tissulaires. En cas de syndrome inflammatoire entrainant
une monocytose réactionnelle, une expansion des monocytes intermédiaires peut
étre observée.

Les monocytes non classiques (CD14+, CD16++) : leur durée de vie est de 7 jours
en conditions homéostasiques, celle-ci peut étre de deux semaines lorsqu’un
syndrome inflammatoire monopolise les monocytes classiques. La conversion de
monocyte classique a non classique s’opére via la reconnaissance d’un motif delta-
like 1 (DLL1) des cellules endothéliales par le motif NOTCH2 des monocytes
classiques. (8)

Les monocytes exercent deux fonctions principales : une fonction immunitaire et
une fonction réparatrice via la phagocytose. Les monocytes différenciés en
macrophages tissulaires sont responsables de I'immunité innée par leur capacité
de phagocytose de la matrice extra-cellulaire lors de son renouvellement, ainsi que
des débris tissulaires. Lors d’'un syndrome inflammatoire, le monocyte est activé
pour exercer son réle de cellule présentatrice d’antigene (CPA) qui permet de

déclencher la réponse immunitaire adaptative. Son activation nécessite un
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environnement inflammatoire induit par différentes cytokines : IL-6, IL-4, GM-CSF
etc... (8)
2. Oncogeneése de la leucémie myélomonocytaire chronique

La physiopathologie de la LMMC reste partiellement expliquée a ce jour.
L’hypothése évoquée est celle dune hypersensibilité des progéniteurs
hématopoiétiques CFU-GM au GM-CSF, comme dans la leucémie
myélomonocytaire juvénile (LMMJ), forme de prolifération des lignées
granulomonocytaire chez I'enfant. Cependant, aucune mutation spécifiqgue de la
LMMC n’a été mise en évidence, contrairement a la LMMJ pour laquelle des
mutations récurrentes de la voie de signalisation du GM-CSF ont été identifiées
(10). Les récentes données génétiques ont permis d’établir I'architecture clonale de
la pathologie (11).
Des études menées par whole genome sequencing (WGS) ont démontré que la
LMMC présente environ 500 mutations somatiques (substitution ou
insertions/délétions) dont environ 15 présentes dans des régions codantes : 'exome
(12). Les principaux genes mutés peuvent étre rassemblés en 4 familles
d’oncogeénes :
Genes de méthylation de 'ADN : TET2, IDH1/2, DNMT3A
Genes de modification des histones : ASXL1, EZH2, KDM6A
Genes du spliceosome : SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2

Genes de transduction du signal GM-CSF : NRAS, KRAS, JAK2, CBL, RIT1

D’autres genes peuvent étre touchés, notamment RUNX1 dans 20-25% des cas,

souvent associé a des thrombopénies (13).
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Figure 2 : Schéma des mutations somatiques de la LMMC. D’apres Patel A. et al.
(14)
a) Génes de méthylation de '’ ADN
La méthylation de 'ADN est un mécanisme épigénétique de controle de
I'expression génique. Plusieurs protéines régissent cette voie de contréle, avec des
mécanismes différents.
TET (ten eleven translocation) :

La famille de génes TET comporte trois membres: TET1, TET2 et TETS.
L’'oncogene TET2 est situé sur le chromosome 4 et code pour une oxydase
dépendante du 2-oxoglutarate et du fer (Fe Il). L'enzyme convertit le 5-
méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine, permettant la régulation de la
meéthylation de 'ADN et la régulation de I'expression des génes, notamment les

génes de I'hématopoiése.
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Les mutations ciblant TET2 sont des mutations perte de fonctions. Ce sont des
évenements précoces lors de la leucémogénése. Cependant, les mutations de
TET2 ne sont pas spécifiques de la leucémogénese, plusieurs études ayant
démontré que celles-ci s’intéegrent dans les processus d’hématopoiése clonale
physiologique au vieilissement (15). Les mutations de TET2 sont les plus
fréquentes dans la LMMC : 60% (11).

IDH (isocitrate deshydrogénase) :

La famille des génes IDH codent pour des protéines enzymatiques du cycle de
Krebs. Ces enzymes catalysent la réaction de transformation de lisocitrate en
alpha-cétoglutarate. Il existe trois isoformes d’IDH : IDH1 (chromosome 2), IDH2
(chromosome 15) et IDH3. Ces isoformes varient par leur localisation cellulaire :

IDH1 est cytoplasmique alors qu’IDH2 est mitochondrial.

Les mutations des géenes IDH1 et IDH2 sont des mutations gains de fonctions,
permettant la conversion de [lalpha-cétoglutarate en 2-hydroxyglutarate, qui
dispose d’un réle oncométabolite ; ce métabolite permet I'inhibition des fonctions de
TET2. Ces mutations permettent donc une hyperméthylation de 'ADN aboutissant
a une inhibition de la différenciation des CSH.

DNMT (DNA methyl-transferase) :

Le géne DNMT3A est situé sur le bras court du chromosome 2, il code pour une
protéine exercant une activité méthyl-transférase sur les cytosines des
dinucléotides CpG de I'ADN. Ces il6ts sont en amont des genes et leur
hyperméthylation permet la répression de la transcription. La mutation la plus

fréguemment retrouvée est R882H, ciblant le domaine catalytique de la protéine.
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b) Geénes de modification des histones
La modification des histones est un mécanisme épigénétique permettant la
répression de la transcription par des mécanismes d’enroulement de la chromatine.

Plusieurs protéines interviennent dans la régulation des histones.
ASXL1 (31dditional Sex Comb Like 1):

Ce géne est situé sur le bras court du chromosome 20, il code pour une protéine
membre du complexe polycomb PRC2 et trithorax trxG. Ces complexes
interviennent dans le remodelage de la chromatine, permettant de moduler
I'expression de certains génes cibles. Lors de la leucémogénese, les mutations de
ce géne sont des évenements précoces. L’évenement le plus fréquemment retrouvé
est une duplication de guanine entrainant un décalage du cadre de lecture. Il en
résulte un effet perte de fonction et un complexe polycomb PRC2 incomplet.

EZH2 (histone-Lysine N-méthyltransférase) :

Le gene EZH2 est situé sur le bras court du chromosome 7 ; il code également
pour une protéine du complexe polycomb PRC2. Le complexe intervient dans la
méthylation des lysines 27 et des histones 3 (H3K27), conduisant a la répression
des génes cibles.

La présence de mutations sur le gene EZH2 induit un effet perte de fonction pour
la protéine, entrainant une dérégulation du systeme de régulation des génes.

c) Genes du splicéosome

Le splicéosome est un complexe d’épissage : assemblage de 5 protéines
(SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, U2AF65) nécessaires pour passer d’'un ARN pré-
messager contenant des introns (non-codants) et exons (codants) a un ARN
messager ne contenant que des exons.

SRSF2 (Serine/Arginine riche splicing factor):
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Ce géne est situé sur le bras long du chromosome 17. La protéine sélectionne
le site d’épissage en 3’ de 'ARN pré-messager, assemble le complexe puis effectue
I'épissage conventionnel et alternatif.

Les mutations de ce gene sont parmi les mutations les plus frequemment
retrouvées dans la LMMC. Leur apparition est précoce lors de la leucémogénese et

souvent associés a d’autres mutations : RUNX1, ASXL1 ou IDH (11).
SF3B1:

Le gene est situé sur le bras long du chromosome 2, ce gene code pour la sous-
unité 1 du facteur d’épissage 3B ; il permet I'ancrage du complexe d’épissage a
'ARN pré-messager. Les mutations de SF3B1 sont le plus souvent associée a un
sous-type de SMD : les SMD avec sidéroblastes en couronnes ou ring sideroblast
(SMD-RS). Les LMMC mutées SF3B1 sont plus souvent de type myélodysplasique
gue myéloproflifératives (16).

U2AF1 (U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor):

Le géne est situé sur le bras long du chromosome 21. La protéine U2AF1 forme

avec U2AF2 un hétérodimeére capable de se lier au dinucléotide accepteur en 3'AG

de l'intron cible de 'ARN pré-messager.

Selon le site de mutation, on peut observer des effets gains ou pertes de fonction
entrainant un défaut de splicing. Ces mutations sont le plus souvent associée a

ASXL1 ou DNMT3A.

d) Genes de transduction du signal

La fixation d’'un récepteur a son ligand entraine une cascade d’événements
ayant pour but d’activer la cellule. La transduction du signal est médiée par de
nombreuses protéines. Lors de la découverte de la LMMC, la recherche de mutation

spécifigue de la voie de signalisation du GM-CSF entrainant une prolifération
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granulomonocytaire était I'hypothése privilégiée. Aujourd’hui on retrouve des
mutations sur la voie de transduction dans la plupart des LMMC, sans qu’aucune
de ces mutations ne soit spécifique.

RAS :

La famille des protéines RAS contient de nombreuses protéines membranaires
capables de réguler les signaux de divers récepteurs : GM-CSF, FLT3, c-KIT etc...
Ces protéines ont un réle d’activité GTPasique, capable de moduler 'activation de
ces récepteurs. Il existe notamment 3 génes fonctionnels : NRAS, KRAS, HRAS ;

mis en causes lors d’hémopathies mais aussi de nombreux cancers solides.

Les mutations des genes NRAS et KRAS ont un effet perte de fonction sur ces
protéines : I'activité GTPase n’étant pas active, une transduction continue du signal
entraine une prolifération de la lignée granulomonocytaire.

JAK2 (Janus Kinase) :

La famille des protéines JAK est activée lors de la dimérisation du récepteur. La
transduction du signal est alors effectuée par la voie JAK-STAT, entrainant une
prolifération cellulaire et un signal de survie. Le géne JAK2 est situé sur le bras court
du chromosome 9 ; de nombreuses mutations de ce géne sont retrouvées dans la
LMMC mais surtout dans d’autres syndromes myéloprolifératifs : la polyglobulie de

Vaquez, la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose primitive.

Les mutations de JAK2 sont associées a une perte de fonction, entrainant une
perte de leffet auto-inhibiteur du domaine JH2. Ces mutations conférent un
avantage de survie et de prolifération aux cellules leucémiques.

CBL :

Le géne CBL est situé sur le bras long du chromosome 11. La protéine CBL est

responsable de la transduction du signal dans le cytoplasme. Elle dispose d’un réle
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E3-ubiquitine ligase, régulateur négatif des voies de signalisation des récepteurs a
activité tyrosine kinase. Les mutations du gene CBL sont plus fréquemment situées
sur les exons 8 et 9, codants pour le domaine RING. Les mutations sont de type

non-sens, entrainant une perte de fonction de la protéine.

L’étude de la LMMC par NGS a permis d’établir 'ontogénése de la maladie : une
CSH ayant développé une mutation clonale (TET2) au cours du temps sera
susceptible de développer des mutations secondaires : ASXL1, EZH2, SRSF2 ;
entrainant un phénotype cytologique de myélodysplasie. L’acquisition de mutations
supplémentaires de la voie de signalisation : CBL, JAK2 ; apporte une capacité de
prolifération : la LMMC sera alors catégorisée en stade myéloprolifératif. Des
mutations additionnelles peuvent amener une incapacité de différenciation associée
a une capacité de prolifération, entrainant une évolution de la LMMC vers une

leucémie aigué myéloide (14).
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Mutation Involved

Gene frequency (%) Type residue(s)/mutation
TET2 40-60 LOF Various

SRSF2 40-50 GOF Prog9s

ASXL1 30-50 LOF/GOF Various

RUNXT 20-25 LOF D171, various

NRAS 15-25 GOF Codons 12, 13, and 61
CBL 15-20 LOF Linker. 352-380; Ring: 381-419
KRAS 10-15 GOF Codons 12, 13, and 61
SETBPT 5-15 GOF Residues 868-871
L2AFT 5-10 GOF 534, Q157

EFHZ 5-10 LOF Various

JAKZ 7-8 GOF Ve17F

SF3B1 5-7 GOF Ke66, K700

DNMT3A 2=10 LOF Various, R882
BCOR/BCORL 3-10 LOF Various

FRSR2 3-8 LOF Various

PHF& 3-7 LOF Various

IDH2 5 GOF R140

cuxi =5 LOF Various

FLT3 <5 GOF FLT3-ITD, FLT3-TKD
BRAF <5 GOF Ve0o

PTENTT =5 GOF Various

MNF1 =5 LOF Various

TP53 1-3 LOF Various

DH1T <1 GOF R132

LOF: loss-offunction; GOF: gain-of-function.

Tableau 2 : Caractéristiques des mutations de la LMMC. D’aprés Patel A. et al.
(14).
D. Diagnostic

1. Clinique
Le tableau clinique de la LMMC est hétérogene et non-spécifique, varie d’'un
patient a un autre. Des symptdomes liés aux cytopénies sont le plus souvent
présents : syndrome anémique, susceptibilité aux infections, manifestations
hémorragiques (11). La présence de symptdomes généraux peut également étre
décrite : perte de poids, altération de I'état général parfois accompagnés de sueurs
nocturnes. Une splénomégalie plus ou moins importante est classiquement décrite,

avec une hépatomégalie et de rares adénopathies. D’autres symptémes liés a la
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LMMC ont été décrits: épanchement péricardique et des séreuses (17),
manifestations auto-immunes de type vascularite ou maladie de Horton (18). Des
glomérulopathies et atteintes rhumatismales peuvent é&tre observées
secondairement a une hyperuricémie, une hémosidérose ou encore une infiltration
synoviale par les monocytes (19). Il est également possible d’observer une atteinte
cutanée initiale ; l'infiltrat dermique n’étant pas habituel, il est considéré comme un
signe de progression vers la leucémie aigle (20).
2. Hémogramme

La leucocytose sanguine au diagnostic est variable (3 — 100 G/L) selon le
stade évolutif de la maladie : une forme myélodysplasique si les leucocytes sont
inférieurs a 13 G/L ou myéloproliférative si les leucocytes sont supérieurs a 13 G/L
(3). La monocytose sanguine est toujours supérieure a 1 G/L, avec une moyenne
située entre 2 et 8 G/L ; pouvant atteindre 80 G/L. Elle représente toujours au moins
10% des leucocytes. Les monocytes ont un aspect dystrophique au frottis sanguin,
avec présence d’atypies nucléaires ou cytoplasmiques. Tous les stades de
maturation peuvent étre présents : monocyte mature et immature, promonocyte,
monoblaste. La blastose sanguine est toujours inférieure a 20%, elle permet de
catégoriser la LMMC selon 'OMS : LMMC-1 (blastes <5% ), LMMC-2 (blastes 5-
19%) (3).

Les polynucléaires neutrophiles sont le plus souvent supérieurs a 1.8GI/L,
dans les formes myélodysplasiques qui concernent 60% des patients au diagnostic,
il est important de noter la dysgranulopoiése fréquemment observée : aspect

pseudo-Pelger, hypogranulation.
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Les polynucléaires éosinophiles peuvent étre modérément augmentés. S’ils
sont supérieurs a 1.5G/L, il faut s’orienter vers un syndrome myéloprolifératif avec
eosinophilie et anomalies génétiques spécifiques.

La myélémie peut étre présente, représentant moins de 10% de la formule
leucocytaire. Si celle-ci représente plus de 10%, il est possible de s’orienter vers

une leucémie myéloide chronique atypique.

Une anémie peut étre observée chez 50 a 60% des patients, avec une
hémoglobine médiane de l'ordre de 10 g/dL ; une thrombopénie est souvent
présente entre 80 et 100 G/L (21).

Les automates de cytologie utilisés pour la réalisation des numérations
formules sanguines et numérations globulaires sont une aide pour le diagnostic de
LMMC. Sur les automates XN10-Sysmex®, un score a été établi par Schillinger et
al. en 2018 pour confirmer le diagnostic de LMMC et écarter une monocytose
réactionnelle : le score « mono-dysplasie ». Ce score fait intervenir trois variables :
la monocytose, le ratio neutrophile / monocytes ainsi que le Ne-WX, qui est un
parametre obtenu par analyse du nuage des polynucléaires neutrophiles par la
fluorocytométrie en flux du XN-10 (22). Ce score dispose d'une sensibilité de 97%

et d’'une spécificité de 98% pour le diagnostic de la LMMC.

Figure 3 : Aspect de monocytes sanguins dystrophiques.
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3. Myélogramme

Le myélogramme est systématiquement réalisé en cas de suspicion de
LMMC. Il permet de confirmer et catégoriser la maladie ; I'étude du caryotype sera
également réalisée a visée pronostique. La richesse médullaire est le plus souvent
normale ou augmentée. Une dysgranulopoiese est souvent présente (au moins
10% des cellules de la lignée) : hypogranulation, hypersegmentation, anomalies
pseudo-Pelger du noyau, présence de caryoschizes etc... On peut également
observer des signes de dysmégacaryopoiéese : noyau hypolobé, de petite taille, ou
un noyau séparé du cytoplasme associé ou non a la présence de
micromégacaryocytes. Une dysérythropoiese peut également étre observée :
anomalie de fragmentation du noyau et du cytoplasme, parfois associées a un
aspect mégaloblastique ou la présence de sidéroblastes en couronnes. On note
également une hyperplasie de la lignée monocytaire (= 5% des éléments
médullaires) inconstante ; un contingent monocytaire limite n’étant pas défini dans
la moelle, a I'inverse du sang périphérique (= 10%) (23) . La distinction cytologique
entre les monocytes et les précurseurs granuleux peut s’avérer difficile compte-tenu
des aspects dystrophiques et prolifératifs de ces lignées. Une coloration par les
estérases permet de différencier la lignée monocytaire, celle-ci n’est pas toujours
réalisée. L'évaluation de la blastose médullaire comprend : blastes indifférenciés,
myeéloblastes, monoblastes et promonocytes (24). Son évaluation permet de

catégoriser la LMMC selon 'OMS (Tableau 3).
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LMMC-0 LMMC-1 LMMC-2

Blastes sang <2% 2a4% 5a19%
périphérique
Blastes moelle osseuse Et <5% Et/ou 5 a 9% Et/ou 10 &
19%
Corps d’Auer Et Absence Et Absence Et/ou
Présence

Tableau 3 : Classification LMMC selon 'OMS (2).

En France, la biopsie ostéomédullaire (BOM) n’est pas réalisée
systématiquement, uniquement en cas de fibrose médullaire. Elle met en évidence
des nodules monocytaires marqués par un anticorps anti-CD123. La BOM montre
une moelle riche, un rapport des lignées myéloide/érythroide élevé, une
augmentation des cellules myélomonocytaires et une localisation anormale des
précurseurs immatures évalués par une immunohistochimie : CD117 et CD34 (25).

4. Immunophénotypage

a) Immunophénotypage monocytaire

L'immunophénotypage des monocytes est réalisé par cytométrie en flux
(CMF). Cette technique est basée sur [l'utilisation d’anticorps monoclonaux
spécifiqgues de lignées couplés a des fluorochromes, afin étudier leurs spectres
d’émissions lors du passage du laser. Cependant, seuls quelques marqueurs sont
spécifiqgues de la lignée monocytaire, et il est difficile de déterminer un stade de
maturation donné. La caractérisation précise de la cellule nécessite des
combinaisons d’anticorps regroupés au sein de panels d’analyse. Les monocytes
circulants sont caractérisés par leur expression du CD14, marqueur spécifique des

monocytes classiques ; ainsi que les marqueurs CD13, CD33, CD11b, CD18, CD4
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et CD64. Chacun des marqueurs correspond aux différentes fonctions des
monocytes. D’autres marqueurs peuvent étre étudiés pour :
Leur capacité d’adhérence : CD54, CD49d
Leur état d’activation : CD68, CD69, HLA-DR
Les récepteurs aux chimiokines : CCR1, CCR2, CCR3, CCR4 et CCR5.
Le role de limmunophénotypage des monocytes sanguins est multiple. La
classification OMS 2016 a permis de donner une place a la cytométrie dans le
diagnostic de la LMMC, au méme titre que la cytogénétique ou la biologie
moléculaire (3).
b) Immunophénotypage des monocytes sanguins dans la LMMC

Une étude menée par Selimoglu et son équipe publiée en 2015 a permis de
caractériser les sous-populations monocytaires dans la LMMC (26). On distingue
alors 3 populations :
Monocytes classiques (MO1) CD14+ / CD16-
Monocytes intermédiaires (MO2) CD14+ / CD16+

Monocytes non-classiques (MO3) CD14'% / CD16+

Le CD14 est un co-récepteur du lipopolysacharride bactérien et le CD16 est un
récepteur de faible affinité pour les IgG (Fcy-Ill receptor).

La stratégie d’identification de ces populations repose sur un fenétrage d’exclusion :
exclusion des populations CD14- / CD16- n’étant pas composée de monocytes

(Figure 4).
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Figure 4 : Cytométrie en flux des sous-populations monocytaires caractérisées
parles CD14 et CD16. D’apreés ltzykson, adapté de Selimoglu. (11).

L’aspect caractéristique de la LMMC en « bulbe d’oignon » peut parfois étre
masqué par une monocytose réactionnelle lors d’un état inflammatoire. Lorsque
limmunophénotypage est difficile, le marqueur Slan peut étre utilisé : ce marqueur
est présent uniqguement sur les monocytes, et plus spécifiguement sur les
monocytes non-classiques (MO3). Les monocytes non-classiques sont diminués au
cours de la LMMC, ainsi les MO3 exprimant le marqueur Slan ne doivent pas

excéder 1.7% d’apres une étude récente (27).

Les résultats de I'étude de Selimoglu et al. a montré pour 96.6% des patients
atteints de LMMC une augmentation de la sous-population des monocytes
classigues CD14+ / CD16- par rapport aux patients non-LMMC. Le seuil de
significativité est de 94% de monocytes MO1 alors que les sous-populations de
monocytes intermédiaires et non-classiques sont diminuées.

L’analyse par courbe ROC sur la cohorte d’essai a démontré que l'utilisation du
pourcentage de monocytes classiques (MO1) pour contribuer au diagnostic de
LMMC (Figure 5). En ciblant les patients répondant aux criteres de monocytose

périphérique chronique : =1G/L sur plus de 3 mois ainsi que le critere
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d’augmentation des MO1 au-dessus de 94%, I'étude a obtenu une spécificité de

100% et une sensibilité de 90.4%.

Sensitivity
—_—

0254

Area under the curve
ww— | =0.977

o0d [ e 0= ars 100

1- Specificity

Figure 5 : Courbe ROC de la sensibilité et de la spécificité du pourcentage de
monocytes classiques sur un panel de patients LMMC étudiés. D’apres Selimoglu
et al. (26).

5. Caryotype

Le caryotype est systématiquement réalisé au diagnostic de LMMC, méme si
70% des patients ont un caryotype normal (21). Aucune anomalie cytogénétique
spécifique n’a été retrouvée dans la LMMC. Cependant, le caryotype permet une
évaluation pronostique de I'évolution de la maladie dans certains scores tels que
'IPSS ou CPSS. Le score IPSS définit le caryotype normal, la délétion du
chromosome 20q, Y et 5 comme le groupe a faible risque ; le groupe de haut risque
est constitué de patients avec un caryotype complexe ou des anomalies du

chromosome 7 ; le groupe intermédiaire comporte les autres anomalies du

caryotype (28).
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En 2011, Such et al. proposent un score « CMML-specific cytogenetic risk
classification» établi a partir d’'une cohorte rétrospective de 414 patients. Ce score

présente I'avantage d’'étre spécifique de la LMMC, il détermine trois groupes :

Risque faible : caryotype normal, délétion Y
Risque intermédiaire : autres anomalies du caryotype
Risque élevé : trisomie 8, anomalies du chromosome 7, caryotype complexe.
Cette classification permet de donner un pronostic de survie et d’acutisation (29).
6. Biologie moléculaire

La biologie moléculaire a permis une meilleure compréhension de la
physiopathologie de la LMMC. Elle est utilisée pour exclure les autres pathologies,
mais également pour établir un pronostic. Les criteres de ’'OMS pour le diagnostic
de la LMMC incluent une recherche de transcrit BCR-ABL négative pour éliminer
une leucémie myeéloide chronique. D’autre part, une recherche de mutations JAK2
et CALR négative pour éliminer les autres syndromes myéloprolifératifs : la
myélofibrose primitive, polyglobulie de Vaquez et la thrombocytémie essentielle (2).
La recherche de réarrangements de PDFGRa et PDGFRB spécifiques de
néoplasies myéloides associés a une hyperéosinophilie doivent également étre
recherchés en cas d’hyperéosinophilie. D’autres mutations génétiques peuvent étre
recherchées dans les laboratoires spécialisés utilisant une technique de next-
generation sequencing (NGS). Un panel élargi de 50 génes est utilisé, celui-ci est
commun au diagnostic des leucémies aigties et aux syndromes myélodysplasiques
(30).
Ces mutations peuvent étre utiles pour établir le pronostic de la maladie (31);
cependant, au vu de leur manque de spécificité, elles n’apportent pas de critére

diagnostique (11).
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Les données moléculaires participent au pronostic de la maladie et a sa prise en
charge thérapeutique (32). Cependant a I'’heure actuelle il n’existe aucun modele
pronostique intégrant les données cytogénétiques et moléculaires.

En aodt 2018, un groupe d’experts internationaux a établi des consensus
diagnostiques grace a I'apport de la biologie moléculaire. Les travaux sont publiés
en 2019 par Peter Valent (33) et apportent un éclairage diagnostique pour les

monocytoses (Annexe 1).

E. Scores pronostiques

De nombreux scores pronostiques ont été pensés pour évaluer la
progression de la LMMC, cependant les difficultés diagnostiques ont souvent mené
a une mauvaise classification de la maladie. En 2015, une étude menée par Calvo
et al (34) compare 3 scores pronostiques: le MD Anderson pronostic score
(MDAPS) (35), le CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) (36) et le Mayo
prognostic model (37). Cette étude a mis en évidence une légére supériorité du
CPSS notamment en termes de survie globale et du risque d’acutisation en
leucémie aigue. De plus, le regroupement de I'ensemble des paramétres
constituant les 3 scores a permis de démontrer par analyse multivariée la supériorité
des paramétres utilisés pour le score CPSS : leucocytose, blastose, caryotype et

dépendance transfusionnelle.
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LMMC-0 LMMC-1 LMMC-2

Classification OMS LMMC-1 : <5% blastes LMMC-2 : 5-19% -
dans le sang ou <10% blastes dans le sang ou
de blastes dans la 10-19% de blastes
moelle. dans la moelle.
Classification FAB LMMC-MD (<13G/L) LMMC-MP (213G/L) -
Risque Faible Intermédiaire Elevé

cytogénétique

Dépendance Non Oui -

transfusionnelle

Tableau 4 : Adapté de Such et al. (Blood 2013) (36).

Le score est interprété de la fagcon suivante :
Risque faible : score =0
Risque intermédiaire 1 : score =1
Risque intermédiaire 2 : score =2 ou 3
Risque élevé : score =4 ou 5
La probabilité d’acutisation en LAM est corrélée a 'augmentation du score CPSS ;
ainsi les probabilités d’acutisation a 2 ans sont respectivement de 7%, 14%, 37%,
73% pour les risques faible, intermédiaire 1, intermédiaire 2 et élevé.
F. Prise en charge
1. Traitements symptomatiques

La décision de traitement dépendra du stade de la LMMC (myélodysplasique

ou myeloproliférative), de I'dge du patient et de sa capacité a recevoir une
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chimiothérapie. Pour la LMMC de faible risque, au vu du faible risque d’évolution en
LAM, le traitement repose sur la prise en charge des cytopénies. Des thérapies non
toxiques seront privilégiées pour ameéliorer la qualité de vie du patient. Ces
traitements de support sont également utilisés pour les LMMC de haut risque dans
le but de corriger les cytopénies iatrogénes. (38)
a) Traitements de 'anémie
L’anémie sera traitée par transfusion de culots globulaires principalement.
L’ANSM recommande la transfusion au deca de 8g/dL d’hémoglobine. En cas de
transfusions répétées, l'utilisation de chélateur du fer peut étre envisagée pour
pallier a I'hémochromatose secondaire. Une surveillance d’apparition d’allo-
immunisation est également a prévoir. La thérapie pourra alors étre basée sur des
agents stimulants de I'érythropoiése : érythropoiétine ou un dérivé de synthése
d’action prolongée. Cependant, ces molécules n’ont pas I'autorisation de mise sur
le marché (AMM) en France dans le cadre de la leucémie myélomonocytaire
chronique (38).
b) Traitements de la thrombopénie
La dysmyélopoiése caractéristigue de la LMMC entraine parfois une
thrombopénie. En cas de découverte d’'une thrombopénie sévére (<20G/L), une
transfusion de plaguettes pourra étre envisagée, cependant ce cas ne concerne que
3% des LMMC (38). La thrombopénie est présente chez 20% des patients au
diagnostic.
c) Traitements de la neutropénie
Le traitement des neutropénies est basé sur une antibioprophylaxie a large

spectre. En dehors des chimiothérapies, I'utilisation de facteurs de croissance
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granulocytaire (G-CSF) tels que le filgrastim ou Iénograstim n’ont pas dAMM en
France pour le traitement de la neutropénie (38).
2. Traitements spécifiques

Le traitement le plus utilisé dans la LMMC est un agent hypométhylant : le
Vidaza® (5-azacytidine), analogue de la pyrimidine dont le mécanisme d’action
n’est pas totalement élucidé. Son mécanisme reposerait sur plusieurs actions : une
incorporation a 'ADN, entrainant I'inactivation des ADN méthyl-transférase ; ainsi
gu'un mécanisme cytotoxique lors de la synthese d'ADN et dARN.
L’hypométhylation des genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire
entraine une réexpression des génes suppresseurs de tumeurs et de leurs
fonctions. Il existe un autre agent hypométhylant : la décitabine ; celui-ci ne dispose
pas de 'AMM en France, il est cependant utilisé aux USA. Plusieurs études ont
démontré I'efficacité de I'azacitidine dans le traitement de la LMMC, notamment une
étude d’Adés et al. (2013) : les patients ont été suivis entre 2004 et 2009 dans trois
programmes et recevaient au moins un cycle de traitement (75mg/m2/jour pendant
5 a 7 jours tous les 28 jours) ; cette étude a permis d’inclure 76 patients atteints de
LMMC. Le traitement a permis une rémission chez 43% des patients dont 17% de
rémission complete (39). Cependant, chez les patients répondeurs, 11 d’entre eux
ont acutisé en LAM un an apres le début du traitement. Une autre étude réalisée
aux USA par Costa et al. (2011) a permis un taux de réponse global de 39% chez
36 patients. Cette molécule semble disposer d’'un effet notable sur la pathologie,

cependant elle doit étre évaluée sur de plus grandes cohortes.

Le traitement entraine des effets indésirables pouvant mener a une altération
de la qualité de vie du patient notamment cytopénies et asthénie. Plus récemment,

au congres de 'ASH 2020 ; Itzykson et al. ont présenté les résultats de I'étude
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DACOTA qui a permis d’évaluer lintérét des agents hypométhylants avec
'hydroxyurée myélofrénateur versus [I'hydroxyurée seule dans les LMMC
myéloprolifératives (z13G/L). Les données suggérent la non-supériorité des agents
hypométhylants en comparaison au groupe hydroxyurée seul pour les LMMC
myéloprolifératives préalablement non-traitées (40).
3. Traitement curatif

A ce jour, la greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) constitue le
seul traitement curatif de la LMMC mais rarement la premiere ligne de traitement
(30). L’allogreffe est décidée en fonction de : la classification pronostique, les
facteurs de risques associés a la maladie et au patient, 'age et les comorbidités du
patient, la disponibilité d’un donneur HLA, la réponse aux traitements de
chimiothérapie.

En 2013, Park et al., avec la Société Francaise de Greffe de Moelle osseuse
et de Thérapie Cellulaire (SFGMTC), ont publié les résultats de I'allogreffe chez 73
patients atteints de LMMC en France (41). La survie globale a 3 ans est de 32%, la
mortalité sans rechute est de 35%. Les facteurs de risques identifiés sont la
splénomégalie et la présence d’une infection avant greffe ; alors que le caryotype
n'a pas d’influence sur la survie globale des patients greffés. L’étude montre
également la non-supériorité des patients greffés en rémission complete (RC) en
comparaison aux patients greffés sans RC (p=0.89 pour la comparaison RC VS

non-RC) sur la survie globale (41).

48



[1l. Matériel et méthodes

A. L’'immunophénotypage
1. Principe de la cytométrie en flux

Le principe de la cytométrie en flux repose sur le marquage des cellules
d’intérét par des anticorps couplés a des fluorochromes suivi d’'une analyse par un
cytometre. Les cellules marguées sont soumises a un passage par un liquide de
gaine en haut-débit devant une source laser. Cette source va permettre un
classement des cellules en fonction de leur taille (lumiére dans I'axe direct du laser)
et de leur structure (lumiéere diffusée a 90°C) ainsi que leur composition antigénique
extracellulaire (par émission de fluorescence). La lumiére ainsi que la fluorescence
diffusée vont étre captées par des détecteurs et interprétées par un ordinateur. Les
données seront analysées par un logiciel de traitement spécifique (Kaluza®) pour

les présenter sous forme d’histogrammes ou de graphiques.
La cytométrie en flux repose sur trois systemes :

Le systeme fluidique : il permet une focalisation hydrodynamique, c’est un flux
laminaire permettant aux cellules en suspension de passer I'une aprés l'autre
devant le faisceau laser.

Le systeme optique : il est composé d’un ou plusieurs lasers. Le laser correspond a
un faisceau lumineux monochromatique qui excite un fluorochrome a une longueur
d’onde déterminée. Les fluorochromes excités vont alors émettre une radiation de
longueur d’onde supérieure (longueur d’onde d’émission) lors du retour a I'état
fondamental. Les signaux sont séparés par des filtres et collectés par des
photomultiplicateurs pour étre amplifiés, numérisés et analysés.

Le systéme électronique : les signaux lumineux sont transformés en signaux

électriques puis digitaux. Un logiciel d’analyse dédié va permettre d’analyser ces
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données grace a des représentations en histogrammes et graphiques bi-
parameétriques.
2. Immunophénotypage monocytaire
a) Etape pré-analytique
L’analyse est réalisée sur un échantillon sanguin dans un tube EDTA. La
premiére étape consiste a réaliser une numération leucocytaire de I'échantillon. On
prend un volume de sang contenant 10 x10° leucocytes, puis on réaliser une lyse
macrovolume des globules rouges. Un lavage est ensuite réalisé dans du PBS avec
1% de SAB (5minutes, 430G a 20°C), on reprend alors les cellules dans du PBS +
1% SAB pour une quantité de 500 pL.
En paralléle, on prépare un tube d’anticorps : 50 pL de PBS +1% SAB avec 10 pL
d’anticorps dilué. On distribue alors 100 pL de suspension cellulaire dans le tube
d’anticorps. On reéalise ensuite une incubation de 15 minutes a température
ambiante et a I'abri de la lumiére ; puis un lavage en PBS 5 minutes a 430G. On
reprend les cellules marquées dans 500 uL de PBS. Lors du passage sur le
cytomeétre (Navios®), il est nécessaire d’acquérir au moins 40 000 monocytes.
b) Immunophénotypage monocytaire : stratégie et analyse
Pour I'étude des monocytes sanguins, nous disposons d'un panel de 7

anticorps.

Marqueur SLA CD CD2 CD5 CD14 CD1 CD4

Les anticorps utilisés dans ce panel permettent de sélectionner les monocytes

sanguins, ainsi que les lymphocytes NK (CD56), les polynucléaires neutrophiles et
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la myélémie (CD16, CD24). Le gating CD45, SSC va permettre de sélectionner une
fenétre monocytes large, cependant celle-ci peut étre contaminée par d’autres
cellules. Une cytométrie d’exclusion est alors réalisée : les CD2 et CD56 vont
permettre d’exclure respectivement les lymphocytes T et NK ; les CD16 et CD24,
selon leur niveau d’expression, vont permettre d’exclure la myélémie et les

polynucléaires neutrophiles ; en accord avec les stratégies établies par Tarfi et al.
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Figure 6 : Graphiques en stratégie d’exclusion des lymphocytes T, NK et B.

L’étude des monocytes sanguins se fera donc avec le marquage CD16 et CD14,
définissant ainsi les trois sous-populations monocytaires :

CD14++, CD16- : MO1, monocytes classiques

CD14++, CD16+ : MO2, monocytes intermédiaires

CD14'°¥, CD16+ : MO3, monocytes non-classiques

Le seuil fixé par I'équipe de Selimoglu et al. (26) pose le seuil de MO1= 94% pour
conclure a une LMMC. Cependant, notre protocole local contient un lavage
supplémentaire apres incubation avec les anticorps en comparaison au protocole

proposé ; notre seuil d’analyse est donc fixé tel que les MO1 = 95%.
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Figure 7 : Graphique CD14/CD16 avec 99,169% de MO1 compatible avec une

LMMC.
B. Analyse de biologie moléculaire : panel NGS-SMD

1. Panel NGS-SMD

Lors du diagnostic des SMD, 'ELN recommande la recherche de mutations
portant sur 23 génes fréequemment mutés dans les myélodysplasies (42) : SF3B1,
TET2, RUNX1, ASXL1l, SRSF2, TP53, U2AF1l, NRAS/KRAS, DNMT3A,
ZRSR2,EZH2, IDH1/IDH2, ETV6, CBL, NPM1, JAK2, SETBP1, SF3Al, SF1,
U2AF65, PRPF40B.
Le panel étudié comprend 36 genes : ASXL1 (exons 11 et 12), BCOR (exons 2 a
5), BCORL1 (exons 1 a 12), CALR (exon 9), CBL (exons 8 et 9), CSF3R (exon 14),
DNMT3A (exons 2 a 23), ETV6 (exons 1 a 8), EZH2 (exons 1 a 8), FLT3 (exon 20),
GATAZ2 (exons 2 a 6), IDH1 (exon 4), IDH2 (exon 4), JAK2 (exons 12 et 14), KIT
(exons 8 et 17), KRAS (exons 2 et 3), MPL (exon 10), NIPBL (exons 2 a 47), NPM1
(exon 11), NRAS (exons 2 et 3), PHF6 (exons 2 a 10), PTPN11 (exons 3 et 13),
RAD21 (exons 2 a 14) RIT1 (exons 2 a 6), RUNX1 (exons 1 a 9), SETBP1 (exon

4), SF3B1 (exons 13 a 18), SMC1A (exons 1 a 25), SMC3 (exons 1 a 29), SRSF2
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(exon 1), STAG2 (exons 3 a 35), TET2 (exons 3 a 11), TP53 (exons 2 a 11), U2AF1
(exons 2 a 6), WT1 (exons 7 et 9), ZRSR2 (exons 1 a 11).
2. Isolement, amplification, séquencage
a) Isolement

Les culots pour I'extraction de ’'ADN sont préparés a partir de prélevements
de moelle osseuse ou de sang périphérique récupérés sur tube EDTA. La premiere
étape associe la lyse des globules rouges et I'isolement des cellules mononuclées
par gradient Ficoll. A la suite de I'isolement, une numération est réalisée sur un
aliquot de 200uL. L’ADN des culots est ensuite extrait avec une colonne QIAMp®
(DNA Mini Kit) de Qiagen®. Cette méthode permet de purifier TADN (élimination
des inhibiteurs et des protéines) sans le détériorer et I'obtention de fragments
jusqu’a 50kb (principalement 20-30kb). Chaque culot est repris dans 200uL de PBS,
20uL de protéinase K (dégrade les membranes cellulaires et nucléaires) et 200uL
de tampon. Aprés vortex et centrifugation, on ajoute 200uL d’éthanol absolu pour
précipiter TADN ; 'ensemble de la solution est transféré sur une colonne en suivant
les recommandations du fabriquant. La derniére étape consiste a récupérer 'ADN
apres élution dans 200uL de tampon AL chauffé a 70°C. La conservation des
aliquots est réalisée a -20°C.

b) Amplification

L’étape d’amplification débute par une préparation de la librairie au préalable.
Les ADN sont dosés par la méthode Picogreen : une molécule fluorescente
intercalante de 'ADN permet une mesure de la concentration en ADN. Les ADN
sont dilués pour obtenir 112.5ng d’ADN dans un volume de 22.5uL. Seize enzymes
de restriction vont ensuite digérer ’ADN en de nombreux fragments. Le design

permet une coupe franche ce qui assure une meilleure couverture et profondeur de
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lecture possible. L’ADN digéré est hybridé avec des sondes Ampliseq®. Ces sondes
disposent de deux zones de reconnaissance a ’ADN, spécifique de la région choisie
via les enzymes de restriction, coupées par un index (un index correspond a 8
acides-aminés spécifiqgues du patient analysé). Chaque sonde est associée a une
molécule de biotine en 5'. Le processus est alors divisé en deux étapes : une étape
de dénaturation de 'ADN (95°C pendant 10 minutes) et une dégradation des
enzymes de restriction, suivie d’'une étape d’hybridation et de circularisation de
'’ADN (54°C pendant 3h).

Ces hybrides ADN/sondes sont capturées par des billes magnétiques
marquées a la streptavidine par liaison non-covalente entre la streptavidine et la
biotine. L’ADN est couplé a l'index par une ADN-ligase. L’ajout d’hydroxyde de
sodium permet une dénaturation de la liaison streptavidine-biotine, entrainant
I'élution des hybrides sans impact sur 'ADN. On obtient alors un ADN libre,

circulaire et dépourvu de bille magnétique.

L’amplification de 'ADN est réalisée par PCR (polymerase chain reaction). Cette
réaction permet d’augmenter de fagon exponentielle un fragment d’ADN d’intérét.
Cette technique est basée sur I'utilisation de deux amorces spécifiques délimitant
la zone a amplifier et d’'une enzyme de polymérisation thermostable (Tag-
polymérase) en présence de désoxyribonucléosides (ANTPs) et de MgCI2. Chaque

cycle PCR se compose de trois étapes :

Dénaturation de 'ADN a 98°C
Hybridation des amorces aux extrémités a une température de 50-60°C

Elongation par incorporation des dNTPs a 72°C

Apres chaque cycle, les brins d’ADN servent de matrice pour les brins suivants.

A la suite de ces réactions, on purifie les amplicons obtenus : élimination des
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amplicons ou des débris de taille < 150pb. La quantification des amplicons est
réalisée sur TapeStation d’Agilent Technologies®. On regroupe les solutions afin
de composer la libraire finale & séquencer ; celle-ci est normalisée et quantifiée sur
Bioanalyzer d’Agilent Technologies®.
c) Séquencage

La librairie préalablement constituée sera séquencée sur le séquenceur
lonS5® (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) et amplifiée afin de générer des
clusters d’amplicons. Le séquencage lon Torrent est une méthode basée sur la
détection d’ions hydrogénes libérés durant la polymérisation de 'ADN. C’est une
méthode de séquencage par synthése durant laquelle un brin complémentaire est
créé a partir d’'une matrice. L’ajout d’'un dNTP a un polymére d’ADN libére un ion
hydrogéene, entrainant une variation de pH, elle-méme détectée au niveau de la
couche mince (technologie semi-conductrice) située au fond de chaque puits.
L’ensemble des données brutes générées est transcrits sous forme d’ionogrammes.

A l'issu du run de séquencage, le fichier .DAT regroupant les données sera analysé.

Cette technigue de séquencage possede une limite technique, le séquencage de
ASXL1 (c.1934dupG) est donc réalisé en technique Sanger. Au vu de la sensibilité
du séquencage Sanger, nous considérons que la VAF est supérieure a 10% en cas
de mutation.
3. Analyse des données

Les données sont récupérées sur deux pipelines : Torrent Browser (Thermo
Fisher) et SeqNext (JSI Medical System, Los Angeles, CA, USA) ; qui permettent
'alignement des séquences et la comparaison avec une séquence de référence.
Chaque anomalie détectée est analysée pour éliminer les artéfacts de

séquencages.
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Les variants sont analysés selon plusieurs régles afin d’affirmer ou non leur

caractére somatique :

Les variants doivent avoir une profondeur de lecture suffisante (50 reads minimum),
Les mutations non-sens et les insertions ou délétions entrainant la formation d’un
codon stop sont considérés comme mutations somatiques,

Les mutations faux-sens et autres insertions/délétions in frame doit disposer de
certains criteres :

Etre décrites comme mutation somatique dans la base de données COSMICS,
Etre décrites comme un polymorphisme dans les bases de données eXac et
dbSNP,

La prédiction des conséquences fonctionnelles des variants est étudiée via des
logiciels d’analyses dédiés (MAPP, PhD-SNP, PolyPhen...) et chaque VAF (variant
allele frequency) est pris en compte pour établir le SNP ou la mutation somatique.
Une analyse bibliographique est réalisée pour les variants non-décrits.

Certaines anomalies doivent étre vérifiees par une seconde technique de
séquencage haut-débit ou par séquencage Sanger. Le caractere somatique de
certaines anomalies est confirmé par une disparition ou diminution notable de la

VAF sur un prélevement de suivi en RC.
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V. Etude rétrospective monocentrique au CHU de Lille

A. Contexte et objectif de I'étude

La LMMC est une pathologie clonale de la cellule souche hématopoiétique
ciblant le sujet agé. Classée en 1982 comme syndrome myélodysplasique par le
groupe FAB, elle a finalement été reclassé en SMD/SMP en 2001 par TOMS ; la
présentation hétérogéne de la maladie, a la fois sur le plan biologique et clinique,

rend son diagnostic difficile.

Nous avons ainsi réalisé une étude rétrospective monocentrigue au
laboratoire d’hématologie du CHU de Lille sur une période de trois ans (2017-2020).
Dans un premier temps, nous avons recueilli les résultats des différents
immunophénotypages réalisés devant une suspicion de LMMC. Dans un second
temps, nous avons confronté ces résultats aux données suivantes : NGS myéloide,
numération formule sanguine et exploration médullaire lorsque celle-ci était
réalisée. L’ensemble de ces données a ensuite été confronté au diagnostic retenu.
L’objectif final de cette étude est donc I'obtention d’'une conduite a tenir en cas de

discordance entre les résultats des différents examens biologiques réalisés.
B. Patients

1. Recueil de données

Cing cent quatre-vingt-un immunophénotypages ont été réalisés pour
suspicion de leucémie myelomonocytaire chronique au CHU de Lille sur une
période de trois ans (janvier 2017 — décembre 2020) ; 248 patients (43%) ont
bénéficié d’'un NGS-SMD en paralléle. Pour les 333 autres demandes (57%) : 125
n’ont pas eu de demande de NGS-SMD mais de 'ADN a été congelé, 208 n’ont pas

eu de demande.
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Nous avons ainsi restreint notre étude aux 248 patients pour lesquels nous
disposions de 'immunophénotypage et d’'un résultat de NGS-SMD. Cependant, 67
patients sont issus de centres extérieurs pour lesquels nous avons réalisé les
analyses ; ne disposant pas de renseignements cliniques pour ces patients, ils

seront exclus de leurs groupes respectifs lors de I'analyse.

2. Analyse de la distribution

CMF et NGS disponibles
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Figure 8 : Schéma de la distribution de la cohorte étudiée selon
I'immunophénotypage et le NGS. (NA= Non-acquis)

Nous disposons de 248 patients avec a la fois des résultats
d'immunophénotypage (CMF) et de NGS-SMD.

L’immunophénotypage est considéré comme positif si le taux de monocytes
classiques (Mol : CD14+ CD16-) est supérieur ou égal a 94% comme recommandé
(Mo1 =94%). Pour les résultats de biologie moléculaire, nous avons précédemment
détaillé la complexité des mutations présentes lors des différents stades de la

LMMC ; le but ici étant d’éviter les faux négatifs, nous considérons comme « NGS
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positif » le fait d’avoir au moins une mutation compatible avec un aspect de LMMC :
TET2, ASXL1, SRSF2, CBL, ZRSR2 ; avec une VAF > 10%.

A partir des résultats, nous avons établi 4 groupes :
Phénotypage positif, NGS positif : n = 99 patients

Ce groupe désigne des patients avec un aspect mutationnel et
immunophénotypique compatible avec une LMMC. 37 patients proviennent de
centres extérieurs, nous n‘avons pas acces a I'ensemble des données clinico-
biologiques pour notre étude. Nous avons appliqué aux 62 patients de notre centre
les criteres OMS 2016 : monocytes = 1G/L et = 10% de la numération leucocytaire
sanguine. On obtient alors deux sous-groupes : celui avec des monocytes = 1G/L
(n=47) et celui ou les crittres OMS ne sont pas respectés (monocytes < 1G/L
(n=15)). Un patient présente une monocytose supérieure a 1G/L mais pas de
monocytose relative (monocytes < 10%).
Phénotypage négatif, NGS positif : n = 41 patients

Ce groupe représente les patients sans aspect de LMMC d’un point de vue
immunophénotypique, mais avec une ou plusieurs mutations au NGS. 12 patients
proviennent d’autres centres, les données fournies sont insuffisantes pour notre
étude. Nous allons donc nous intéresser aux 29 patients provenant de notre centre.
Phénotypage négatif, NGS négatif : n =79 patients

Ce groupe désigne les patients pour lesquels les profils n’évoquent pas une
LMMC. 9 patients proviennent d’autres centres dont les données fournies ne
permettent pas l'inclusion a notre étude. Les 70 patients provenant de notre centre

ont un profil évoquant une monocytose dans un contexte réactionnel.

Phénotypage positif, NGS négatif : n = 29 patients
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Ce groupe désigne les patients pour lesquels le profil mutationnel n’évoque pas
une LMMC, mais le profil immunophénotypique est en faveur de la maladie. 9
patients proviennent d’autres centres et ne seront pas intégrés a I'étude. Parmi les
20 patients de notre centre, nous appliqueront les criteres OMS 2016 : 8 patients
présentent une monocytose = 1 G/L et 12 patients n’'ont pas de monocytose.

3. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SPSS 28.0 (IBM
Corp., Armonk, NY, USA). Les comparaisons entre les groupes ont été testées par
les tests de Mann-Whitney ou le test de Student pour les variables continues et par
le test du khi-deux ou test exact de Fisher pour les variables catégorielles. La

significativité des tests est évaluée a 5%.

Les statistiques descriptives de la cohorte sont disponibles en annexe 2.
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D. Résultats

1. Cytométrie et séquencage concordants

a) Monocytes = 1G/L : patients LMMC
Cette catégorie regroupe les patients qui répondent aux criteres
diagnostiques OMS de la LMMC évoqués dans le Tableau 1, avec un
immunophénotypage montrant un excés de monocytes classiques. Les patients
sont divisés en 3 sous-groupes : LMMC-0, LMMC-1 et LMMC-2 selon les critéres

OMS.

Nos données sont semblables a celles de la littérature concernant I'épidémiologie
de la LMMC ; on retrouve également des fréquences mutationnelles similaires a
celles précédemment décrites, avec une prédominance des mutations de TET2,
SRSF2 et ASXL1 (Figure 9, 10). On retrouve parfois des mutations évocatrices de
LAM, notamment pour 2 patients mutés FLT3-TKD : un patient a évolué en LAM, le
sous-clone étant probablement a I'état émergent au moment du diagnostic ; et une
autre patiente présente une VAF a 1% évocatrice d’'une CHIP, sans signes
d’évolution 4 ans plus tard.

Pour les 2 patients avec mutation de TP53 : un patient avait une VAF a 1%
suggérant une CHIP. L’autre patient présente une VAF a 9% : il est décédé d’'une
leucémie aigle myéloide 3 ans apres le diagnostic.

Un patient ne présente aucune anomalie des 3 genes les plus fréquemment mutés
(TET2, SRSF2, ASXL1), mais présente une mutation sur 3 genes codant des
protéines de la voie RAS : CBL, NRAS, PTPN11, mutations fréquentes dans la

LMMC, ainsi que deux mutations de RUNX1.
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Figure 9 : Fréquences des catégories de genes mutés dans la cohorte LMMC.
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Figure 10 : Fréquences des génes mutés dans la cohorte LMMC avec CMF et

NGS-SMD concordants.
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b) Monocytes < 1G/L
Ce groupe est composé de 15 patients pour lesquels le NGS-SMD ainsi que
le phénotype sont compatibles avec un aspect de LMMC ; cependant au diagnostic
les criteres OMS ne sont pas respectés : les monocytes sont < 1G/L et/ou < 10%

de la formule leucocytaire.

Six patients ont présenté une monocytose =1G/L de maniére chronique dans
'année suivant le diagnostic, ce qui a permis de les classer en LMMC (Annexe 3).
Ces patients présentaient par ailleurs un taux de monocytes 210% de la formule
leucocytaire, ce qui pourrait correspondre a I'évolution de I'état d’oligo-monocytique
LMMC vers une LMMC (23).

Neufs patients n‘ont pas de monocytose =1G/L a ce jour mais toujours une
monocytose relative = 10% des leucocytes sanguins. On peut donc s’interroger sur
le devenir de ces patients et une éventuelle évolution vers une LMMC. Une des
patientes présente une mutation germinale de TET2 décrite (43), elle est toujours
en phase oligomonocytaire a ce jour.

Un patient présente un immunophénotypage positif avec 400 monocytes/mm?3
représentant 3,3% de la formule leucocytaire ; ce patient présente une maladie de
Horton traitée par corticoides, or il a déja été démontré que le traitement par
corticoides peut donner un faux positif sur 'immunophénotypage (44). Cependant,
ce patient présente également 2 mutations TET2 et une mutation SRSF2 a des VAF
>210% : le profil moléculaire est donc positif selon nos criteres. Il est fréequent que
des manifestations auto-immunes accompagnent une leucémie myélomonocytaire
chronique (17). On peut penser que ce patient présente un clone d’aspect
compatible avec une LMMC, mais les traitements anti-inflammatoires jouent un role

freinateur sur la progression de la maladie.
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2. Cytométrie négative, séquencage concordant
Vingt-neuf patients ont un immunophénotypage négatif avec un NGS-SMD
concordant avec une LMMC. Ces patients présentent une certaine hétérogénéité

sur le plan mutationnel et diagnostique :

9 patients présentent une leucémie myélomonocytaire chronique

8 patients ont un syndrome myélodysplasique

6 patients présentent un état oligomonocytaire d’'une LMMC

2 patients présentent un syndrome myéloprolifératif

2 patients ont une leucémie aigiie myéloide

1 patient présente une hémopathie lymphoide avec envahissement médullaire

1 patient présente une mutation isolée d’ASXL1 (VAF : 16%)

Chez les 14 patients présentant une LMMC ou un état oligomonocytaire, le profil
mutationnel est identique a celui des patients décrits avec un immunophénotypage
positif (Figure 10). On remarque cependant que les mutations de ZRSR2 sont plus
fréquentes et plus nombreuses. Le taux de monocytes classique est de 88,2 +
6,2% ; il est possible que ces patients correspondent a des faux-négatifs sur le
phénotype. Il est décrit qu’un état inflammatoire associé a la LMMC peut entrainer
un faux-négatif (26) ; chez ces patients, le test a été renouvelé uniguement chez 4

d’entre eux et un seul est positif au second test (Mol : 96%).

Pour un des patients, 2 ans apres le diagnostic initial de LMMC-O0, le clone portant
une t(1 ;1)(g36 ;g21) a acquis un chromosome Philadelphie t(9 ;22)(q34 ;q11) avec

un transcrit minor-BCR (p190).

64



Diagnostic
TET2
ASXL1
ZRSR2
neas || J[1] 1 |
cae (||| | |-
JAK2 [
srsez (|[]] Il
SF3B1 I
staGz2 || |
PHE6 0
RUNX1 ] 8%
SETBP1 ] 8%
U2AF1 | 8%
FLT3-TKD | | i 8%
kras | (|| | 8%
CSF3R 0%
DNMT3A 0%
ETV6 0%
EZH2 0%
GATAZ 0%
IDH1 0%
IDH2 0%
KIT 0%
MPL 0%
NIPBL 0%
NPM1 0%
PTPN11 0%
RAD21 0%
RIT1 0%
SMCIA 0%
SMC3 0%
P53 0%
WT1 0%
BCOR 0%
BCORL1 0%
CALR 0%

Figure 11 : Carte mutationnelle des patients atteints d’'une LMMC (vert foncé) ou

d’une LMMC oligomonocytique (vert clair) avec un immunophénotypage négatif.

Les deux patients atteints de syndromes myéloprolifératifs présentent une

polyglobulie de Vaquez et une leucémie myéloide chronique atypique. Chez le

65



patient atteint d’'une polyglobulie de Vaquez, on retrouve une mutation JAK2 V617F
caractéristique de la maladie (45), associée a une mutation de TET2. D’autre part,
le patient atteint d’une leucémie myéloide chronique atypique présente des
mutations d’ASXL1, CBL et TET2 ; I'aspect moléculaire seul peut évoquer une
LMMC, mais les criteres OMS ne permettent pas de poser le diagnostic. Pour ces
deux cas, d’aprés les criteres de Valent et al. (33), on peut parler dune LMMC
variante, correspondant a une LMMC secondaire se développant en contexte
myéloprolifératif.

Le patient atteint d’'une hémopathie lymphoide (myélome multiple) présente une
mutation de TET2 (VAF 39%) ainsi qu’une faible mutation de TP53 (VAF 1%). Les
explorations médullaires ne permettent pas de poser le diagnostic de syndrome
myélodysplasique.

Un patient présente une mutation isolée d’ASXL1 (VAF 16%) ; on retrouve chez ce
patient une monocytose chronique en accord avec les criteres OMS 2016 : le

diagnostic de LMMC peut étre posé.

3. Cytométrie et séquencage négatifs

Cette catégorie peut étre divisée en deux sous-groupes : 38 patients ont une
absence de mutation ; en fonction du contexte et de la chronicité de la monocytose,
une conclusion sera établie sur son caractere réactionnel. Dans le cas contraire, en
absence de cytopénies on pourra conclure a une idiopathic monocytosis of

undetermined signifiance (IMUS).
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Figure 12 : Carte mutationnelle des monocytoses réactionnelles.

Les 32 patients porteurs d’au moins une mutation présentent des profils

moléculaires tres hétérogenes :

14 CHIP (11 CHIP DNMT3A; 1 CHIP DNMT3A et TET2; 1 CHIP DNMT3A et TP53;
1 CHIP TP53)

9 syndromes myélodysplasiques

3 syndromes myéloprolifératifs (1 myélofiborose primitive, 1 syndrome
myéloprolifératif avec t(8 ;13)(p11 ;q12) et 1 leucémie myéloide chronique (46))

2 leucémies aigues myéloides

1 hyperéosinophilie idiopathique

1 profil oligomonocytaire de leucémie myélomonocytaire chronique
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1 hémopathie lymphoide (leucémie lymphoide chronique)

1 patient présente un variant de signification indéterminée de TET2 associé a un
syndrome myélodysplasique

Un seul patient de ce groupe présentant un profil oligomonocytaire de LMMC, a
évolué en LMMC. Le profil mutationnel du clone est atypique : DNMT3A, RUNX1,
SF3B1; il n'a pas acquis de mutations supplémentaires lors de I'évolution de la
maladie et I'immunophénotypage monocytaire sanguin a montré un excés de

monocytes classiques 6 mois plus tard, permettant de caractériser la LMMC.

4. Cytométrie concordante, séquencage négatif

Les 20 patients retrouvés dans cette catégorie peuvent étre répartis en 4 sous-
groupes :

15 patients ne présentent aucune mutation au séguencgage

2 patients présentent une CHIP

2 patients ont un syndrome myélodysplasique

1 patient présente une LMMC avec une seule mutation d’'U2AF1

Pour les 15 patients ne présentant pas de mutations, 2 patients ont présenté une
monocytose =1G/L et 210% pendant plus de 3 mois sans qu’aucun argument de
séquencage ne soit identifié ; on peut formuler 'hypothése que les mutations
seraient atypiques et non identifiables sur notre panel de 36 genes. En absence de
mutation, nous concluons sur une IMUS. Les treize patients ne présentant pas de
monocytose ni d’arguments moléculaires posent la question de faux positifs a
limmunophénotypage ; ces faux positifs sont décrits comme pouvant survenir en
sortie d’aplasie, traitement par corticoides ou immunoglobulines intraveineuse (48)

et en cas d’infection, notamment a la Covid-19 (49).

68



Deux patients présentent une CHIP : CBL, DNMT3A et TET2; ces anomalies
n’expliqguent pas le phénotype positif. De méme, deux patients présentent un
syndrome myélodysplasique avec mutation de SF3B1, orientant le diagnostic vers
un syndrome myélodysplasique avec exces de sidéroblastes en couronnes (50).
Un patient a été identifié rétrospectivement comme porteur d’'une anomalie du géne
UBA1 caractérisant un syndrome Vexas (47); la pathologie ayant été décrite
récemment, il est possible que cette anomalie clonale améne un excés de
monocytes classiques.

Un patient (#175) présente une mutation isolée d’'U2AF1 (VAF: 43%) avec
monocytose, ces criteres orientent vers une LMMC. A l'exclusion de ce patient
présentant une LMMC, les résultats de 'ensemble des patients de cette catégorie
sont récapitulés en Annexe 4.

En s’intéressant au nombre d’événements acquis sur le cytomeétre pour ces
patients, on s’apercoit que la fenétre CD14*/CD16  contient moins de 10 000
évenements. Les travaux de Selimoglu et al. considérent le phénotype comme
positif si la fenétre de MO1 comprend 50 000 événements, seuil difficilement
atteignable en routine de laboratoire. Cependant, il serait intéressant pour ces cas

au diagnostic difficile d’augmenter le seuil d’acquisition.
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VIII. Discussion

A. Orientation diagnostique si séquencage compatible, phénotypage négatif

Dans notre étude, le résultat de séquencage compatible inclus des mutations
de TET2, ASXL1, SRSF2, ZRSR2 et CBL avec une fréquence allélique = 10%.
D’aprés Valent et al., un résultat de phénotypage négatif exclut le diagnostic de
LMMC et reclasse le patient dans la catégorie CMUS. En pratique, il est
indispensable de renouveler le résultat de 'immunophénotypage pour s’assurer de
la concordance de la pathologie avec les résultats biologiques. Des faux négatifs
peuvent s’observer en cas d’état inflammatoire, et il n'est pas rare d’observer
également des manifestations auto-immunitaires ou des infections au moment du
prélevement pouvant amener a un résultat faussement négatif de
limmunophénotypage. D’autre part, I'étude de Selimoglu-Buet et al. a démontré que
le taux de monocytes classiques augmente avec le stade de la maladie (LMMC-O,
LMMC-1 et LMMC-2) ; notre étude décrit certains patients avec une monocytose
relative = 10% mais < 1G/L, ainsi il est possible que le séquencage puisse détecter
ces états pré-LMMC de maniére plus sensible par rapport a 'immunophénotypage.
D’autres études sont nécessaires pour étayer cette hypothése et notamment
'évolution associée a ces états pré-LMMC. Dans notre cohorte, nous avons
également un patient présentant une mutation isolée d’ASXL1 avec une VAF a 16%
et monocytose chronique respectant les criteres OMS, nous pouvons ici conclure a
une LMMC ; le nombre de génes mutés n’ayant pas d'importance pour établir le

diagnostic.
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B. Orientation diagnostique si  phénotypage positif, séquencage

incompatible

Un résultat de phénotypage positif sans argument moléculaire doit amener a
considérer la possibilité d’un faux-positif a I'immunophénotypage. Lors de la
demande d’examen, il est important de prendre en considération les maladies non-
hématologiques du patient (maladies auto-immunes, infection etc...) ainsi que
certains traitements (corticoides, immunoglobulines IV...) pouvant amener a une
anomalie de la distribution des monocytes sanguins. Plus récemment, il a été
montré qu’une infection par Covid-19 peut entrainer un faux positif a 'examen (49),
d’autres infections pourraient avoir le méme effet. De plus, nous avons vu que les
patients de cette catégorie avaient souvent un nombre d’événements acquis par le
cytometre limité : augmenter I'acquisition pour ces cas pourrait permettre une
estimation plus précise des MO1.

Le résultat de séquencage incompatible avec une LMMC dite « classique »
ne veut pas dire qu’aucune mutation n’est présente. Nous avons par exemple mis
en évidence un cas de mutation isolée d’'U2AF1 avec une fréquence allélique de
43% et monocytose s’intégrant dans les criteres OMS. Méme si cette mutation n’est
pas la plus frequente dans la LMMC (5-15% d’aprés Itzykson et al. (51)), la
monocytose chronique et 'argument de clonalité suffisent a classer ce patient en
LMMC. Nous avons vu que parmi les patients avec un phénotypage positif sans

argument de clonalité, aucun n’a développé de LMMC ou d’hémopathie.
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C. Stratégie diagnostique des leucémies myélomonocytaires chronigues

Le diagnostic d’un état de prolifération myélomonocytaire chronique peut étre
envisagé des lors que la monocytose relative est = 10% de la formule leucocytaire
de maniére chronique et apres avoir exclu une cause réactionnelle. Si la
monocytose est = 1G/L, on pourra évoquer une IMUS, un CMUS ou une LMMC.

Dans le cas contraire, on pourra penser a un CMUS ou une CHIP.

L’examen du frottis sanguin peut nous donner une indication sur la présence
éventuelle de dysplasie, celle-ci pouvant étre retrouvée dans les états de LMMC
oligomonocytaire ou de LMMC. En paralléle, un immunophénotypage monocytaire
sanguin peut étre réalisé, celui-ci orientera vers une LMMC ou son semblable
oligomonocytaire ; cependant un interrogatoire doit étre effectué, notamment sur les
traitements éventuels en cours, et une CRP doit étre réalisée pour écarter toute
infection pouvant mener a un faux positif. Un séquencage par NGS peut étre réalisé
sur le sang ; cependant si un avenir thérapeutique est envisagé chez le patient, il
est préférable de réaliser un myélogramme, permettant ainsi la réalisation du
caryotype, du NGS et du frottis médullaire pour poser formellement le diagnostic et

pronostic.

En cas d’absence d’anomalie au phénotype et d’'une CHIP au séquencage, on
parlera de CHIP ou de CMUS selon le taux de monocytes.

En cas d’anomalies présentes au phénotype, au séquencgage et d’'une monocytose
21G/L , le diagnostic de LMMC peut étre posé. Si la monocytose est comprise entre
0.5 et 1G/L, la pathologie sera considérée comme une LMMC oligo-monocytaire.
En cas d’anomalie au phénotype mais sans anomalie au séquencage, il faudra

répéter 'examen immunophénotypique, en excluant notamment les conditions
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pouvant amener a un faux-positif. Nous proposons I'algorithme décisionnel de la

figure 13.
Suspicion LMMC
{monocytose chronique > 1G/L et > 10%)
Immunophénotypage monacytaire
(CD14/CD16)
Mol = 94% Mol = 94%
Mutations l
- Autre SMD ou SMP  +——— ”‘{”'EVOC&WCE P NGS - LMMLC : compléter avec NGS pour
d'une LMMC anomalies pronostiques (ASXLI, EZH2...)
| Négatif ‘ ‘ Positif ‘
- Monocytose réactionnelle - LMMC

- Simonocytes < 1G/L : early-LMMC

Figure 13 : Proposition d’algorithme décisionnel au diagnostic de la LMMC.
En cas d’absence d’anomalie au phénotype mais de présence d’anomalie au
séquencage, il faudra répéter le phénotype pour exclure un faux-négatif ; cette
situation peut étre délicate dans les cas de manifestations auto-immunes associées
a une LMMC. Cependant, d’autres marqueurs peuvent étre utilisés en cytométrie
pour établir 'argument phénotypique : le Slan, marqueur monocytaire présent sur
les monocytes de type 3. Ce marqueur est significativement moins présent sur les
MO3 (seuil de MO3 Slan+: 1,7%) lors d’'une LMMC. Ce marqueur peut donc

apporter une aide précieuse pour certains cas d'immunophénotypage douteux (27).
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X. Conclusion

La leucémie myélomonocytaire chroniqgue est une hémopathie myéloide
clonale tres hétérogene sur le plan clinigue et diagnostique. Les criteres OMS 2016
n’étant pas toujours respectés, il peut exister différents états de la pathologie. Il est
nécessaire de déterminer si celle-ci survient de novo ou en accompagnement d’'un
autre syndrome myéloprolifératif : polyglobulie, mastocytose... La cytologie
sanguine sert de point de départ : lorsqu’une monocytose chronique concernant =
10% de la formule leucocytaire est mise en évidence, il est nécessaire de réaliser
des examens complémentaires. Ces pathologies touchant le sujet agé, la réalisation
du myélogramme est parfois difficile compte-tenu de I'état du patient ou de sa
volonté. L'immunophénotypage monocytaire peut étre réalisé sur prélévement
sanguin, ainsi que le séquencage ; ces deux €léments permettent de classer la
pathologie lors de leur concordance. En cas de discordance, il est important de
regarder la fréquence allélique des mutations au séquencage afin d’écarter une
CHIP ou de poser le diagnostic de CMUS; il faut également répéter
limmunophénotypage en cas de discordance, pouvant notamment étre expliqguée

par un traitement, un état infectieux ou auto-inflammatoire.

Dans un premier temps, nous avons montré que dans 73% des cas, le résultat de
limmunophénotypage et du séquencage concordent, ce qui permet de poser ou
d’écarter le diagnostic. De plus, le séquencage permet d’établir pour chaque patient
le pronostic de la maladie en fonction des génes mutés.

Dans un second temps, il est apparu que certains patients présentent une
monocytose relative = 10% des leucocytes sans monocytose =1G/L, avec
myeélodysplasie, argument clonal mais sans argument phénotypique ; ces patients

posent la question d’'un état pré-LMMC peu caractérisé dans la littérature. L’avenir
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de ces patients est hétérogene : certains évoluent en authentique LMMC alors que
d’autres non. La classification ainsi que le pronostic de ces patients restent en

suspens a ce jour et d’autres études sont nécessaires.

Finalement, nous avons montré que le diagnostic de la LMMC nécessite des
approches multidisciplinaires : implication des cliniciens et des biologistes, avec une
bonne coopération pour une meilleure interprétation des résultats (traitements, états
infectieux et inflammatoires...) ; ainsi qu’une diversité de techniques pour établir au

mieux le diagnostic et le pronostic du patient.
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XV. Annexes

ANNEXE 1 : Tableau récapitulatif du diagnostic de monocytose adapté de Valent

et al.(33)
IMUS CHIP CMUS O-CMML CMML
Monocytose = 0.5 G/L + +/- + + +
Monocytose = 1G/L +/- - +/- - +
Monocytose relative 2 + - + + +
10%
Dysplasie - - - + +
Cytopénie(s) - - - +/- +/-
Blastes médullaires < 5% < 5% < 5% < 20% < 20%
Exces de MO1 - +/- - ++ +
Anomalie - +/- - ++ ++
cytogénétique
Anomalie moléculaire* - + + ++ ++

IMUS : idiopathic monocytosis of undetermined significance

CHIP : clonal hematopoiesis of inderterminate potential
CMUS : clonal monocytosis of undetermined significance
O-CMML : oligomonocytic-CMML.

(*) Une VAF 22% est significative pour établir le diagnostic de CHIP ou de CMUS
mais pour étre considérée comme un critere au diagnostic de LMMC, celle-ci doit

étre 210%.
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Statistiques descriptives de la cohorte

ANNEXE 2
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ANNEXE 3 : Tableau des patients en état pré-LMMC avec cytométrie positive
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ANNEXE 4 : Tableau des patients CMF positive
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Résumé

Introduction : La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une
pathologie clonale de la cellule souche hématopoiétique s’intégrant parmi les
syndromes myélodysplasiques/myéloprolifératifs (SMD/SMP). Dans cette étude,
nous avons évalué I'apport de 'immunophénotypage monocytaire et du
séquencage de nouvelle génération (NGS) dans la prise en charge diagnostique
de la LMMC.

Méthodes : Le recueil de données s’est étendu sur une période de 3 ans (2017-
2020). Au total, 181 patients étudiés de maniere prospective lors du diagnostic (ou
suspicion) d’hémopathie ont été inclus dans ce recueil. L'immunophénotypage
monocytaire était considéré comme positif pour un taux de MO1 = 94%. Un panel
NGS incluant 36 génes fréquemment mutés dans les hémopathies myéloides a été
réalisé en paralléle. D’aprés les données de la littérature, nous avons considéré le
résultat comme pouvant correspondre a une LMMC en cas de mutation clonale
(VAF 210%) parmi les genes TET2, ASXL1, SRSF2, CBL, ZRSR2.

Conclusion : Nos résultats montrent que dans 73% des cas, le résultat du
séquencgage concorde avec celui de 'immunophénotypage. Dans les cas ou
'immunophénotypage est positif sans argument moléculaire il est important de
répéter 'examen ultérieurement pour éliminer un faux positif (contexte auto-immun
associé, infection ou traitement en cours).
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