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Introduction — Objectifs de ce travail de these

Ce travail de thése s’intéresse a la mise en évidence, par les techniques immuno-
hématologiques de routine, de double population ou d’'une perte d’expression
d’antigénes du systéme RH chez des patients présentant des hémopathies myéloides.
Chez ces patients, les causes fréquentes de double population, telles que la

transfusion ou la transplantation, ont été éliminées.

L’altération de I'expression d’antigénes de groupes sanguins érythrocytaires est
fréquente dans le cadre des hémopathies malignes. La modification de I'expression
des antigenes du systeme ABO est la plus frequemment identifiée (1) et a été mise en
évidence pour la premiére fois en 1957 (2). La perte ou [laffaiblissement de
'expression de I'antigéne RH1(D) est la deuxieme modification la plus fréquemment

signalée.

L’objectif de cette thése est d’identifier et de présenter les mécanismes moléculaires
a lorigine de l'observation de double population ou d’une perte d’expression
antigénique au niveau du systeme RH.

Ainsi, a partir de l'analyse de trois patients atteints d’hémopathies myéloides et
présentant des images de double population ou une perte d’expression antigénique, il
a été possible de démontrer, grace a des analyses moléculaires, I'acquisition d’une

anomalie sur le bras court du chromosome 1.
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I. Geénéralités

Les antigenes de groupe sanguin érythrocytaire sont des antigénes exprimés sur la
membrane des hématies. En février 2024, I'lSBT recensait 45 systémes de groupes
sanguins contenant 362 antigénes et déterminés génétiquement par 50 génes (Figure
n°l).

Ces antigenes sont capables d’induire la production d’anticorps spécifiques. Une
variabilité inter-individuelle au niveau de leur expression existe au sein d’'une méme
espece ; les groupes sanguins sont donc répartis en systemes constitués chacun
d’antigénes allotypiques.

Le phénotypage érythrocytaire résulte de la combinaison des antigénes
érythrocytaires d’un individu et est défini par leur présence ou leur absence dues a des

variations héréditaires.

IoKwy
Dombrock

Figure 1 : Les différents systémes de groupes sanguins.
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. SYSTEME RH

En 1939, Levine identifiait chez une patiente un anticorps capable d’agglutiner 85%
des hématies présentant le méme groupe sanguin ABO. A la suite d’'une hémorragie
de la délivrance, cette patiente avait subi une réaction transfusionnelle sévére aprés
la transfusion de sang de son mari. Le nouveau-né présentait quant a lui une anémie

hémolytique (3).

En 1940, Landsteiner et Wiener ont injecté du sang provenant des singes Macacus
Rhesus a des lapins. Les anticorps développés par les lapins avaient la capacité
d’agglutiner 85% des échantillons humains ; ils ont donc été nommeés « anticorps anti-
Rh ». Les échantillons agglutinés par le sérum étaient nommés « Rh + » et ceux ne

réagissant pas « Rh - » (4).

A partir de ces observations, le systtme RH a été décrit et correspond au systeme
« 004 » de la classification des systémes de groupes sanguins de I'lSBT (5). Il s’agit,
apres le systeme ABO, du systéme le plus important dans la pratique transfusionnelle
car ses antigenes sont trées immunogenes et peuvent entrainer des réactions
hémolytiques potentiellement sévéres aussi bien dans un contexte transfusionnel que

dans les incompatibilités foeto-maternelles.

D’aprés I'ISBT, il existe 56 antigenes dans le systeme RH (6) mais seuls cinq antigénes
sont explorés dans la pratique courante a des fins transfusionnelles : RH1(D), RH2(C),
RH3(E), RH4(c) et RH5(e).

A. SYSTEME RH ET POLYPEPTIDES RHESUS

Les antigenes du systeme RH sont codés par le locus RH. Ce locus est constitué de
deux genes : le gene RHD et le géne RHCE. Chacun de ces genes possedent dix
exons et les deux genes sont organisés en tandem-inversé, c’est-a-dire que leurs
extrémités 3’ se font face (Figure n°2) (7-9). Le gene RHD code pour le polypeptide
RhD alors que le gene RHCE code, selon sa forme allélique, pour quatre polypeptides :
RhCe, RhcE, RhCE et Rhce (10,11).
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Les genes RHD et RHCE, avec une taille respective de 57295pb et 57831pb, sont
localisés sur le chromosome 1, en position 1p34.3-p36.1. Une homologie de séquence
de 93,8% est retrouvée entre ces génes confortant l'idée selon laquelle ces deux

genes dériveraient de la duplication d’'un gene ancestral (11-13).

Les genes RHD et RHCE sont distants de 30000pb et sont séparés par le gene
TMEMS50A (ou SMP1). De plus, le géne RHD est encadré par deux boites rhésus d’'une
longueur d’environ 9000pb chacune, présentant une orientation identique et une
homologie de 98,6% (13).

Duphcation + inversion
Gona ancostral

RHD" . | , RHCE (ee)

| Protging RhD Protding RhCE
Figure 2 : Le locus RH
Lors de la division cellulaire, du fait de leur position en tandem inversé, les exons

homologues des genes RHD et RHCE, se retrouvent face a face, facilitant les

échanges nucléotidiques (Figure n°3).

Hybrides par conversion favorisés
par orientation inverse

(. 10

Figure 3 : Mécanismes facilitant les phénoménes de conversion génique dans le systeme
RH
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Dans la population caucasienne, les individus présentant le phénotype RH: 1 (D
positif) possedent les genes RHD et RHCE au sein du locus RH alors que seul le géne
RHCE est présent chez les individus RH : -1 (D négatif), du fait d’'une délétion du géne
RHD (7,11,14,15).

Dans les populations afro-antillaises, certaines mutations dans le gene RHD peuvent
entrainer un phénotype RH : -1 alors qu’un transcrit de RHD peut étre détecté par
biologie moléculaire (8,16-18).

Les antigénes RHC/RHc et RHE/RHe étant codés par un géne unique, la protéine
traduite résulte d’'un épissage alternatif d’'un seul transcrit du géne RHCE (10,19).

Les antigenes RHC/RHc et RHE/RHe sont antithétiques deux a deux, c’est-a-dire que
si 'un des antigénes est absent, l'autre sera forcément présent mais les deux

antigenes peuvent coexister (20).

La combinaison des deux génes RHD et RHCE forme un haplotype. Il est transmis en
un seul bloc lors de la méiose. Chaque individu posséde deux haplotypes : un d’origine
maternelle et un d’origine paternelle. L’association des deux haplotypes conduit aux
différents phénotypes RH (21,22).

Les phénotypes RH sont caractérisés par des fréquences variables et dépendent des
différentes populations ; en effet, les fréquences retrouvées dans la population
caucasienne sont différentes de celles retrouvées dans la population afro-antillaise ou

asiatique (Annexe n°1) (23).

La nomenclature du systtme RH a évolué selon différentes hypothéses (6). Tout
d’abord, Wiener avait émis le postulat de I'existence d’un seul géne au locus RH,
exprimé dans la terminologie Rh-Hr. Dans cette terminologie, la désignation des
groupes sanguins correspondait aux antisérums avec lesquels ils réagissaient (24).
Ensuite, afin de prédire la transmission héréditaire des antigenes RH, Fisher et Race
ont créé une deuxieme nomenclature reposant sur I'existence de trois paires d’alléles
liées : la nomenclature DCE (25,26). Enfin, aujourd’hui, la nomenclature internationale
et officielle du systéme RH de I'|SBT repose sur la nomenclature numérique proposée
par Rosenfield en 1962 au sein de laguelle chaque antigéne est relié a un nombre qui

lui est propre (27) (Tableau n°1).
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Nomenclature DCE Terminologie Rh-Hr Antigenes exprimeés
(Fisher-Race) (Wiener)
Dce RO RH1(D), RH4(c) et RH5(e)
DCe R? RH1(D), RH2(C) et RH5(e)
DcE R2 RH1(D), RH3(E) et RH4(c)
DCE R? RH1(D), RH2(C) et RH3(E)
dce r RH4(c) et RH5(e)
dCe r RH2(C) et RH5(e)
dcE r’ RH3(E) et RH4(c)
dCE ry RH2(C) et RH3(E)

Tableau 1 : Les haplotypes du systeme RH et les antigénes exprimés correspondants.

Les polypeptides RhD et RhCE ont une taille de 417 acides aminés, sont tres

hydrophobes et possedent douze domaines transmembranaires avec six boucles

extracellulaires et cing boucles intracellulaires (Figure n°4) (28-30). Les régions C et

N terminales, en position intracellulaire, sont bien conservées et une homologie de

plus de 90% existe entre leurs séquences d’acides aminés (11,12,31).

Gene RHD

C/c

l

E/e

Geéne RHCE

1IIIIIIIIF rﬂ]ﬂﬂ[ﬂ[ﬂ[ﬂﬂ@ﬂ

CyslGTrp
lle6OLeu
Ser68Asp

Clc Ser103Pro

%é.
¢
"9

,\é e Pro226Ala
& &
<

Figure 4 : Les polypeptides Rh (32)

Les polypeptides RhD et RhCE sont spécifiguement retrouvés sur les cellules de la

lignée érythrocytaire, peu importe le stade de maturation (33—36) et sont présents quel

que soit 'age de lindividu. En effet, la maturation de ces polypeptides se déroule
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durant la vie fecetale expliquant leur implication dans les incompatibilités foeto-

maternelles (37).

Structurellement, les polypeptides RhD et RhCE s’associent a la protéine RhAG pour
former le complexe Rh (38,39). La protéine RhAG est codée par le géene RHAG, qui

est situé sur le chromosome 6 en position 6p11-21, et possede dix exons (40,41).

Pour former la famille Rhésus, le complexe Rh s’associe aux « Rh accessory
proteins » parmi lesquelles figurent la glycoprotéine LW, le CD47, la glycophorine B,
la glycoprotéine FY5 et la protéine de bande 3 (42—44). Toutes ces protéines
présentent un défaut ou une absence d’expression chez un individu avec un
phénotype RHnui (45).

Le complexe Rh joue un role essentiel dans le maintien de l'intégrité de la membrane
érythrocytaire. En effet, 'absence d’expression des antigénes RH et RhAG dans le
phénotype Rhnu est associée a une morphologie et une fonctionnalité anormale des
hématies (46,47).

Les polypeptides Rh, associés a la protéine RhAG, pourraient également jouer un réle

dans le transport d’ammoniac (48).

B. POLYMORPHISME ET VARIANTS DE L’ANTIGENE RH1

Le polymorphisme de l'antigeéne RH1 est principalement représenté par son

expression ou non a la surface des hématies.

Des réarrangements du géne RHD sauvage, par conversion génique ou mutations

ponctuelles, peuvent conduire a des phénotypes RH1 variants.

1. Variants RH1 partiels

Les variants RH1 partiels sont principalement caractérisés par une anomalie

gualitative de I'antigéne RH1(D).
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L’antigéne RH1(D) est constitué d’'une mosaique d’épitopes. L'individu présentant un
phénotype RH : 1 partiel posséde un antigene RH1 dépourvu de certains épitopes et

peut développer des anticorps vis-a-vis des épitopes qu’il n’exprime pas (49,50).
De ce fait, les individus présentant un antigene RH1 partiel sont considérés comme

RH: -1 en tant que receveurs. lIs seront considérés comme RH: 1 en tant que
donneurs (51).

2. Variants RH1 faibles

Les variants RH1 faibles se caractérisent par une anomalie quantitative de I'antigéne
RH1(D) (52,53).

Le phénotype RH : 1 faible (ou phénotype RH : W1) se caractérise par la présence de
tous les épitopes de I'antigéne RH1(D) exprimés plus faiblement (53).

Chez un sujet RH : 1, les hématies possedent entre 10000 et 30000 sites antigéniques
(54,55). Chez un individu présentant un phénotype RH : 1 faible, les hématies

expriment moins de 4000 sites antigéniques (56).

En fonction de la sensibilité de la technique analytique utilisée, ce déficit quantitatif

peut difficilement, voire, ne pas étre détecté (53).

C. POLYMORPHISME RHCE

L’expression des différents antigénes issus des alleles RHCE est la conséquence de
la modification de I'haplotype ancestral Dce par mutation ou conversion génique
(Figure n°5).

L’haplotype DcE est obtenu, a partir de Dce, par une mutation spécifique dans
I’exon 5 du géne RHCE : 676G>C (Ala226Pro) (19,57).
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Délétion ‘
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dCE ¢—— Dce ———»dCe
Mu!ay &:versaon
—— DcE DCe

Recombinaison
— DCE

Figure 5 : La phylogénie des haplotypes RH (32)

L’haplotype DCe est obtenu par conversion génique de I’haplotype Dce. En effet,
'exon 2 du géne RHD est transféré dans le gene RHCE. Il existe différents
polymorphismes (mutations dans lI'exon 1 et 2; insertion d'une séquence

nucléotidique dans l'intron 2) au sein de I’haplotype DCe (19) (Figure n°6).

48G 676G

weEe  CHIHH H_ H H H H H]
" 48G 676C

RHCEE [CHIMH H ML H H HH ]
48C 676G

weece  [CHIHCH H_HH H H H]
48C 676C

wicece  [HIIHH ML M H HHH]

Figure 6 : Les alléles RHCE (58)
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. HEMOPATHIES MYELOIDES

A. Généralités

L’hématopoiése représente 'ensemble des mécanismes permettant la production de
toutes les lignées cellulaires sanguines. Celle-ci se déroule dans les organes
hématopoiétiques, principalement la moelle osseuse.

Au cours du développement, les cellules emprunteront I'une des deux voies de
différenciation suivantes : la voie de différenciation myéloide, a partir de la cellule
myéloide progénitrice (CMP), ou la voie de différenciation lymphoide, a partir de la
cellule lymphoide progénitrice (CLP) (Figure n°7). La lignée érythrocytaire, et donc les
hématies, dérive des CMP (59).

Les hémopathies myéloides correspondent a des pathologies impliquant la présence
d’'un clone malin au sein de la lignée érythrocytaire, plaquettaire et/ou granulo-
monocytaire. Les pathologies impliquant la lignée lymphoide n’appartiennent donc pas

aux hémopathies myéloides.

LT-CHS

> 19
=Y

ST-CHS

S @
@ L
° @ o0 ® & | ||

Figure 7 : L’hématopoiese humaine (60)
Abréviations : Cellule souche hématopoiétique a long terme (LT-CSH), Cellule souche
hématopoiétique a court terme (ST-CSH), Progéniteur multipotent (MPP), Progéniteur
myéloide commun (CMP), Progéniteur lymphoide commun (CLP), Progéniteur érythro-
mégacaryocytaire (EMP), Progéniteur granulo-monocytaire (GMP)
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Les hémopathies myéloides se distinguent selon le caractére aigu ou chronique, et le
caractere quantitatif ou qualitatif de la pathologie.

Comme son nom lindique, les leucémies aigues myéloides (LAM) sont des
hémopathies myéloides évoluant selon un caractere aigu et caractérisées par la
prolifération clonale de précurseurs hématopoiétiques. Elles sont définies par une
blastose médullaire = 20%. Le diagnostic de LAM peut également se faire, peu importe
la blastose médullaire, devant la présence de certaines translocations comme la
t(15;17) caractéristique de la leucémie aigue promyélocytaire (LAP) (61).

Evoluant tous les deux selon un caractere chronique, les syndromes myéloprolifératifs
(SMP) sont caractérisés par la prolifération d’'une ou de plusieurs lignées cellulaires
alors que les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont caractérisés par des
cytopénies et des dysplasies.

D’autres hémopathies, telle que la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC),

sont a la frontiére entre le SMP et le SMD.

B. Syndromes myéloprolifératifs

1. Définition

Les syndromes myéloprolifératifs (SMP), ou néoplasies myéloprolifératives (NMP),
sont des pathologies de la cellule souche hématopoiétique (CSH) caractérisées par la
prolifération d’'une ou de plusieurs lignées myéloides matures (62). Une blastose

sanguine et médullaire, inférieure a 20%, peut étre retrouvée dans les SMP.

2. Classification des syndromes myéloprolifératives

D’apreés la classification OMS 2022, les SMP sont séparés entre :
- Les SMP BCR::ABL1 positifs : la leucémie myéloide chronique (LMC)
- Les SMP BCR:ABL1 négatifs: la polyglobulie de Vaquez (PV), la
thrombocytémie essentielle (TE), la myélofibrose primitive (MFP), la leucémie
myélomonocytaire juvénile, la leucémie chronique a éosinophiles et la leucémie

chronigue a neutrophiles (61).
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a. Laleucémie myéloide chronique

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne indolente
touchant la CSH caractérisée par la prolifération du tissu myéloide, en particulier de la

lignée granulocytaire (63).

Le diagnostic de la LMC repose sur la détection du chromosome Philadelphie. Ce
chromosome résulte de la translocation réciproque et équilibrée entre les bras longs
des chromosomes 9 et 22 : la t(9;22)(g34;911) et conduit a la formation de I'oncogéne
BCR::ABL1 responsable de la pathogenése de la LMC (Figure n°8). La protéine BCR-
ABL1 est une tyrosine kinase constitutivement active ayant un réle dans la prolifération

des cellules myéloides et dans I'inhibition de I'apoptose (64).

LE CHROMOSOME DE PHILADELPHIE

M (M)
BCR
BCR g ABL
Chromosome
de Philadelphie
no 22
ABL U
n°9
o/
der 9

Figure 8 : Le chromosome Philadelphie résultant de la translocation t(9;22)(q34;q11)

b. Les SMP BCR::ABL1 négatifs

Les SMP BCR::ABL1 négatifs contiennent une mutation, présente au niveau de la
CSH, sur des génes codant des protéines ayant un role dans la voie de signalisation
JAK/STAT. Respectivement, les mutations acquises sur les génes JAK2, CALR et
MPL sont les plus fréquentes et entrainent un gain de fonction ; elles sont suffisantes
pour initier et favoriser la pathologie. Moins de 10% des patients sont « triple
négatifs », c’est-a-dire que ces trois génes ne sont pas mutés mais une activation
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constitutive de la voie JAK/STAT est tout de méme retrouvée (65). La voie JAK/STAT

a donc un réle prépondérant dans I'oncogenése des SMP.

i. Polyglobulie de Vaquez

La polyglobulie de Vaquez (PV) est une hémopathie maligne affectant la CSH
caractérisée par la prolifération du tissu myéloide, en particulier de la lignée

érythrocytaire.

Le diagnostic de la PV repose sur la mise en évidence d’'une augmentation de
I’'hémoglobine ou de I'hématocrite, associée a une hyperplasie médullaire des trois
lignées cellulaires. La détection d’'une mutation du gene JAK2 est un critére

diagnostiqgue majeur de la PV (66) (Figure n°9).

WHO PV criteria

Major criteria

1. Hemoglobin =16.5 g/dL in men

Hemoglobin =16.0 g/dL in women

or,

Hematocrit =49% in men

Hematocrit ==48% in women

ar,

increased red cell mass (RCM)*

2. BM biopsy showing hypercellularity for age with
trilineage growth (panmyelosis) including
prominent erythroid, granulocytic, and
megakaryocytic proliferation with pleomorphic,
mature megakaryocytes (differences in size)

3. Presence ot JAKAVE1TF or JAKSZ exon 12
mutation

Minor criterion
Subnormal serum erythropoietin level

Diagnosis of PV requires meeling either all 3 major criteria, or the first 2 major crilena
and the minor criteriont

Figure 9 : Critéres diagnostiques de la PV selon la classification OMS 2022 (61)

Le gene JAK2 est situé sur le chromosome 9 en position 9p24.1 (67) et code pour la
protéine JAK2.
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La mutation ponctuelle G1849T dans I'exon 14 du géne JAK2, entrainant la traduction
de la protéine JAK2 V617F, est une mutation acquise gain de fonction qui permet une
hypersensibilité aux cytokines et une indépendance a I’érythropoiétine (EPO) (68).

Aussi, il existe des mutations somatiques gain de fonction dans I'exon 12 de JAK2 (68).

Polycythemia Vera
(N=382)

Nonmutated
JAK2, MPL,
and CALRj

JAK2
Exon12 <5%

Figure 10 : Fréquence des différentes mutations retrouvées dans la PV (69)

La mutation clonale JAK2 V617F est présente chez 90% des patients (68). Les
mutations somatiques dans I'exon 12 de JAK2 sont retrouvées chez moins de 5% des
patients avec une PV (70). Les génes CALR et MPL ne sont jamais mutés (65,69)
(Figure n°10).

ii. Thrombocytémie essentielle

La thrombocytémie essentielle (TE) est caractérisée par une thrombocytose
chronique, associée a la mise en évidence, a la biopsie ostéo-médullaire (BOM), d’'une
prolifération de la lignée mégacaryocytaire avec présence de mégacaryocytes

matures.
Il est nécessaire d’exclure les autres néoplasies myéloides telles que la LMC, la PV,
la MFP ou un SMD, ainsi que les causes de thrombocytoses réactionnelles (Figure

n°11).
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La présence d’'une mutation JAK2, CALR, MPL ou d’'un autre marqueur clonal doit étre

mise en évidence (66).

WHO ET criteria

Major criteria
1. Platedot count =450 x 10"
2. BM bropsy showing peolferation mamnly of the megakaryocyte lindage with increased numbers of enlarged, mature megakaryocyles with hyperiobulated nuciei. No
significant increase or loft shift in neutrophll granulopolesis or erythropolesis and very rarely minor (grade 1) increase in reticulin fibers
3. Not meeting WHO criteria for BCR-ABLT™ CML, PV, PMF, myeslodysplastic syndromes, or other mysiosd neoplasms
4. Prosence of JAK2, CALR, or MPL mutation
Minor criterion
Presence of a clonal marker or absence of evidence for reactive thrombocytosis
Diagnosis of ET requires moeting all 4 major criteria or the first 3 major criteria and the minor criterion

Figure 11 : Critéres diagnostiques de la TE selon la classification OMS 2022 (61)

Tout d’abord, le gene CALR est situé sur le chromosome 19 en position 19p13.13
(71) et code pour la protéine CALR. La protéine CALR est une protéine chaperonne
du réticulum endoplasmique ; elle contréle le repliement correct des protéines
glycosylées et active la voie JAK/STAT via la protéine MPL.

Les mutations de CALR résultent d’insertions ou de délétions situées dans I'exon 9 du
gene CALR, entrainant un décalage du cadre de lecture et sa traduction en une
protéine CALR mutante. Ainsi, la présence d’'une mutation dans CALR permet une
croissance cellulaire indépendamment des cytokines grace a l'activation constitutive

et inappropriée de MPL (69).

Par la suite, le gene MPL est situé sur le chromosome 1 en position 1p34 (72) et code
pour la protéine MPL. La protéine MPL est le récepteur a la thrombopoiétine (TPO).
En situation physiologique, la TPO se lie au récepteur et entraine 'activation de la voie
JAK/STAT (65).

La mutation du gene MPL entraine une activation constitutive de ce récepteur et une
croissance des lignées cellulaires indépendamment des cytokines telles que la TPO
(62). Ainsi, les CSH mutées deviennent hypersensibles aux cytokines impliquées dans
’hématopoiese (73).

Généralement, les mutations, se situant au niveau de I'exon 10 du géne MPL, sont
des mutations faux sens et conduisent le plus souvent aux protéines MPL avec les
mutations W515K et W515L (65).
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Essential Thrombocythemia
(N=311)

Nonmutated

JAK2, MPL,
and CALR
10-15% ‘I

MPL mutation
~5% %

Figure 12 : Fréquence des différentes mutations retrouvées dans la TE (69)

La mutation clonale JAK2 V617F est présente chez 50 a 60% des patients (68). Les
mutations somatiques dans I'exon 12 de JAK2 ne sont jamais retrouvées (68). 25%
des patients présentent une mutation dans le géne CALR (69), et 5 a 7% ont une
mutation somatique dans le gene MPL (65,74). Cependant, 10 a 15% des patients ne

présentent pas de mutation de ces trois genes (Figure n°12).

iii. Myélofibrose primitive

La myélofibrose primitive (MFP) est une hémopathie maligne caractérisée par la
prolifération myéloide prédominant sur la lignée mégacaryocytaire, d’'une fibrose

meédullaire et d’'une hématopoiése extramédullaire.

Fréequemment, les patients présentent une splénomégalie (SMG), une
érythromyélémie, une blastose sanguine et il est possible d’observer des dacryocytes

au frottis sanguin (75).

Comme dans la TE, il est nécessaire d’exclure les autres néoplasies myéloides et de
mettre en évidence une mutation de JAK2, CALR, MPL ou d’un autre marqueur clonal
(66) (Figure n°13).
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WHO overt PMF criteria

Major criteria
1. P 0 of mogakaryocytic proli n and atypia, accompaniod by either reticulin and/or collagen Sbrosis grades 2 or 3°
2. Not meeting WHO criteria for ET, PV, BCR-ABL1" CML, myelodyspk Syr S, Of other myelokd neoplasms

3. Presence of JAK2, CALR. or MPL mutation or in the absence of thase mutations, prasence of another clonal marker,t or absence of reactive myelofibrosisg
Minor criteria
Presence of at least 1 of the following, confirmed in 2 consecutive determinations:

a. Anemia not attributed 10 & comorbid condition

b. Leukocytosis =11 x 10°L

¢. Palpable splenomegaly
d. LDH increased 10 above upper normal limit of institutional reference range

¢. Leukoerythroblastosis
Diagnosss of overt PMF requires meeting all 3 major criteria, and at least 1 minoe criterion

Figure 13 : Critéres diagnostiques de la MFP selon la classification de 'OMS 2022 (61)

La mutation clonale JAK2 V617F est présente chez 50 a 60% des patients (68).
Comme dans la TE, les mutations somatiques dans I'exon 12 de JAK2 ne sont jamais
retrouvées (68). 35% des patients présentent une mutation dans le gene CALR (69),
et 5 a 10% ont une mutation somatique dans le gene MPL (65,74) (Figure n°14).

Primary Myelofibrosis
(N=203)

Nonmutated
JAK2, MPL,
and CALR y

CALR
mutation

35%

JAK2
mutation

50-60%

MPL mutation I
~5-10%

Figure 14 : Fréquence des différentes mutations retrouvées dans la MFP (69)

42



iv. Autres SMP BCR::ABL1 négatifs

Il existe d’autres syndromes myéloprolifératifs beaucoup plus rares tels que la

leucémie myélomonocytaire juvénile, la leucémie chronique a éosinophiles ou la

leucémie chronique a neutrophiles :

La leucémie myélomonocytaire juvénile se caractérise par une monocytose,
une splénomégalie et 'absence de chromosome Philadelphie. Une mutation
somatique dans le géne PTPN11, KRAS, NRAS, NF1 ou CBL est retrouvée
chez les patients (66) (Figure n°15).

JMML diagnostic criteria

I. Clinical and hematologic features (all 4 features mandatory)
= PB monocyte count =1 x 10%L
= Blast percentage in PB and BM =205
= Splenomegaly
= Absence of Philadelphia chromosome (BCR/ABL1 rearrangement)
ll. Genetic studies (1 finding sufficient)
= Somatic mutation in PTPNTT* or KHAS" or NRAS®
» Clinical diagnosis of NF1 or NF1 mutation
= Gemn line CBL mutation and loss of heterozygosity of CBLT
lil. For patients without genetic features, besides the clinical and hematologic
features listed under I, the following criteria must be fulfilled:
» Monosomy 7 or any other chromosomal abnormality or at least 2 of the following
criteria:
« Hemoglobin F increased for age
= Myeloid or erythroid precursors on PB smear
= GM-C5F hypersensitivity in colony assay
= Hyperphosphorylation of STATS

Figure 15 : Criteres diagnostiques de la leucémie myélomonocytaire juvénile selon la

classification OMS 2022 (61)

La leucémie chronique a éosinophiles est un SMP rare caractérisé par une
prolifération clonale des polynucléaires €osinophiles et de ses précurseurs dans

les compartiments sanguin et médullaire (66).

La leucémie chronique a neutrophiles (LCN) est une hémopathie rare qui se
définit par un nombre élevé de polynucléaires neutrophiles matures dans le
sang périphérique, associée a une moelle osseuse hyperplasique et une
hépatosplénomégalie (76). Le diagnostic de la LNC se réalise par élimination

des neutrophilies réactionnelles et des autres SMP. Une mutation du gene
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CSF3R est tres frequemment retrouvée et fait partie des critéres diagnostiques
de cette hémopathie car considérée comme I'anomalie déterminante de la
pathologie (66,77).

Le géne CSF3R est situé sur le chromosome 1 en position 1p34.3 (78) et code pour
la protéine CSF3R. Cette protéine est le récepteur pour le facteur de stimulation des
colonies de granulocytes (G-CSF, CSF3) et a un réle dans la croissance, la survie et
la différenciation des granulocytes (77).

Les mutations activatrices du gene CSF3R entrainent une surexpression constitutive
du récepteur, une perturbation de sa capacité a réguler la différenciation des granuleux
et une augmentation de leur prolifération (77).

C. Syndromes myélodysplasiques

1. Définition des SMD

Les syndromes myélodysplasiques (SMD), ou néoplasies myeélodysplasiques (NMD)
(61), sont des maladies clonales caractérisées par une différenciation aberrante et une
apoptose accrue des lignées myeéloides conduisant a la présence de dysplasies
cellulaires et de cytopénies sanguines (79). Le risque d’évolution vers une LAM est

élevé.

2. Physiopathologie des SMD

Dans les SMD, un taux élevé d’apoptose prématurée des cellules issues du clone

pathologique est observé conduisant a une hématopoiese inefficace (80).

Fréqguemment, les cellules tumorales présentent des altérations génétiques. En effet,
la différenciation aberrante des cellules dans les SMD peut étre attribuée a une
meéthylation anormale de 'ADN et a des mutations touchant les genes régulant
I'épigénétique, tels que les génes TET2, DNMT3A, EZH2 ou ASXL1 (79).

De plus, une dérégulation des voies de signalisation cellulaire, essentielles au
développement hématopoiétique, liée a la mutation des génes TP53, RUNX1 ou RAS,

peut-étre détectée (79).
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3. Diagnostic des SMD

Le diagnostic des SMD repose sur la mise en évidence des dysplasies médullaires

d’'une ou de plusieurs lignées cellulaires, associées a des cytopénies persistantes.

La clinigue est non spécifique et dépend des cytopénies sanguines : syndrome

anémique, syndrome infectieux et/ou syndrome hémorragique.

Des anomalies cytogénétiques et moléculaires sont respectivement décelées dans
50% et 80% des SMD (81,82).

La plupart du temps, les anomalies cytogénétiques sont non équilibrées (83).

Pour I'exploration des SMD, des analyses de NGS sont couramment réalisées et les
panels de genes recherchés contiennent, par exemple, les genes ASXL1, CSF3R,
RUNX1, PPM1D, MPL, TET2 ou encore TP53 (84,85).

Cependant, les anomalies cytogénétiques et moléculaires ne sont pas spécifiques car

retrouvées dans d’autres hémopathies myéloides, telles que la LAM (86).

Pour réaliser le diagnostic de SMD, les autres néoplasies myéloides doivent étre
eliminées. De méme, la blastose médullaire ne doit pas excéder 20%. Ainsi, le
diagnostic de ce dernier va dépendre d’un faisceau d’arguments cliniques et
biologiques, en prenant en compte les anomalies cytologiques, cytogénétiques et

moléculaires (87,88).

4. Classification des SMD

Depuis la classification de TOMS de 2022, une distinction est faite entre les SMD avec
des anomalies cytogénétiques et les SMD définis morphologiquement (Figure n°16)
(61).

Parmi les SMD définis génétiguement, nous retrouvons :
- Les SMD sans exces de blastes et une délétion isolée du 5q (MDS-5q)
- Les SMD sans exces de blastes et une mutation de SF3B1 (MDS-SF3B1)
- Les SMD avec une inactivation biallélique de TP53 (MDS-biTP53)
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Parmi les SMD définis morphologiquement, nous retrouvons :
- Les SMD hypoplasiques (MDS-h)
- Les SMD sans exces de blastes (MDS-LB)
- Les SMD avec exceés de blastes (MDS-IB) :
e En fonction du nombre de blastes, MDS-1B1 ou MDS-IB2
e Les SMD avec fibrose (MDS-f)

MDS with defining genetic
abnormalities

MDS with low blasts and isolated
5q deletion (MDS-5q)

MDS with low blasts and SF38)
mutation® (MDS-SF381)

MDS with biallelic TP53 inactivation
(MDS-biTP53)

MDS, morphologically defined
MDS with low blasts (MDS-LB)
MDS, hypoplastic” (MDS-h)
MDS with increased blasts (MDS-1B)
MDS-1B1
MDS-82

MDS with fibrosis (MDS-f)

<5% BM and <2% PB

<20% BM and PB

<5% BM and <2% PB

5-9% BM or 2-4% PB

10-19% BM or 5-19%
PB or Auver rods

5-19% BM; 2-19% P8

Cytogenetics

5q deletion alone, or with 1 other
abnormality other than monosomy 7
or 7q deletion

Absence of 5q deletion, monosomy 7,
or complex karyotype

Usually complex

SF381

Two or more TPS3 mutations, or 1
mutation with evidence of TP53 copy
number loss or cnlOH

*Detection of >15% ring sideroblasts may substitute for SF381 mutation. Acceptable related terminology: MDS with low blasts and ring sideroblasts.
"By definition, <25% bone marrow cellularity, age adjusted.
BM bone marrow, P8 peripheral blood, cnl OH copy neutral loss of heterozygosity.

Figure 16 : Classification des SMD, d’aprés la classification OMS de 2022 (61)

D. Syndromes myélodysplasiques / syndromes myeéloprolifératifs

Les syndromes myélodysplasiques / syndromes myéloprolifératifs (SMD/SMP) sont
des néoplasies myéloides associant :

- Une composante proliférative hyperleucocytose, monocytose ou
thrombocytose

- Une composante dysplasique : cytopénie mono ou multilignée (61).

1. Leucémie myélomonocytaire chronique

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une hémopathie myéloide rare

se caractérisant par une monocytose sanguine persistante, associée a la présence de
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mutations somatiques dans les génes impliquant I'épigénétique (tel que le géne TET?2),

le spliceosome ou les genes de transduction du signal (61).

Aucun signe clinique n’est spécifique de la LMMC.
Fréquemment, une anémie et une thrombopénie sont observées, contrastant avec

'expansion du compartiment granulo-monocytaire (89).

Pour réaliser le diagnostic de LMMC, les autres néoplasies myéloides doivent étre
éliminées et le pourcentage de blastes, sanguin et médullaire, ne doit pas excéder
20%.

En fonction de la valeur de la monocytose, des criteres complémentaires doivent
s’ajouter aux critéres prérequis : la dysplasie d’'une ou de plusieurs lignées cellulaires ;
une partition anormale des sous-ensembles de monocytes sanguins ; ou, la présence

d’anomalies cytogénétiques ou moléculaires (Figure n°17).

En fonction de la valeur absolue des leucocytes, la LMMC peut étre classée en deux
sous-types :

- La LMMC myélodysplasique (LMMC-MD) si les leucocytes < 13 G/L

- La LMMC myéloproliférative (LMMC-MP) si les leucocytes = 13 G/L

La blastose, sanguine et médullaire, permet de classer la LMMC en deux sous-
groupes :
- La LMMC-1 si la blastose sanguine < 5% et la blastose médullaire < 10%
- La LMMC-2 si la blastose sanguine entre 5 et 19% ou la blastose médullaire
entre 10 et 19%
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Prerequisite criteria
1. Persistent absolute (=0.5 x 10% L) and relative (=10%) peripheral
blood monocytosis.

2. Blasts constitute <20% of the cells in the peripheral blood and bon
marrow.”

3. Not meeting diagnostic criteria of chronic myeloid leukaemia or
other myeloproliferative neoplasms.”

4. Not meeting diagnostic criteria of myeloid/lymphoid neoplasms
with tyrosine kinase fusions.”

Supporting criteria

1. Dysplasia involving =1 myeloid lineages.”

2. Acquired clonal cytogenetic or molecular abnormality.

3. Abnormal partitioning of peripheral blood monocyte subsets.”
Requirements for diagnosis

- Pre-requisite criteria must be present in all cases.

- If monocytosis is = 1 x 10°/L: one or more supporting criteria mus
be met.

- If monocytosis is 0.5 and <1 x 10°/L: supporting criteria 1 and 2
must be met.

Subtyping criteria
- Myelodysplastic CMML (MD-CMML): WBC < 13 x 10°/L
- Myeloproliferative CMML (MP-CMML): WBC = 13 x 10%/L

Subgrouping criteria (based on percentage of blasts and
promonocytes)

CMML-1: <5% in peripheral blood and <10% in bone marrow
CMML-2: 5-19% in peripheral blood and 10-19% in bone marrow

Figure 17 : Criteres diagnostiques de la LMMC selon la classification OMS 2022 (61)

2. Leucémie myéloide chronique atypique

Depuis la classification OMS de 2022, la leucémie myéloide chronique atypique (LMC
atypique), renommée SMD/SMP avec neutrophilie, a été classée dans les SMD/SMP
(61).

La LMC atypique se caractérise par une polynucléose neutrophile, associée a une
myélémie et une moelle osseuse hypercellulaire. Contrairement a la LMC classique,
le chromosome Philadelphie n’est pas retrouvé. Une mutation du géne CSF3R a été

rencontrée chez 59% des patients (77).
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V. MATERIELS ET METHODES

A. ANALYSES IMMUNO-HEMATOLOGIQUES

Le principe d’hémagglutination, c’est-a-dire la reconnaissance spécifique d’antigénes
érythrocytaires par des anticorps, est a la base de toutes les analyses immuno-
hématologiques. Ces réactions permettent la formation spontanée d’'un réseau (si
I'anticorps est de type IgM) ou par le biais d’antiglobuline humaine (AgH) (si I'anticorps
est de type 1gG). La formation de ce réseau permet le rapprochement des hématies et
donc leur agglutination macroscopiquement visible.

Dans notre cas, ce sont les antigenes du systéme RH qui sont reconnus par les réactifs

constitués d’anticorps monoclonaux de type IgM (90).

1. Techniques immuno-hématologiques utilisées au laboratoire de I'EFS

de Lille pour la mise en évidence de doubles populations

Différentes techniques sont utilisées au laboratoire :
- Les techniques en microplaque
- Les techniques de microfiltration en gel ou en microbilles

- Les techniques manuelles en tube

a. Technique en microplaque (Qwalys®, EM® Technology)

La technique en microplaque Qwalys® repose sur le principe de la magnétaphérese.
En effet, un champ magnétique est appliqué apres liaison de particules de fer sur la
glycophorine A érythrocytaire. Celui-ci permet d’attirer les hématies au fond du
micropuits ou se trouve I'anticorps monoclonal IgM. Aprés agitation, si les antigénes
du systéme RH sont présents, un agglutinat unique et compact est observable (Figure
n°18a). A linverse, si I'antigéne RH est absent, la réaction est négative et la

suspension globulaire sera homogene (Figure n°18b).
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1

Figure 18 : Réaction positive (a) et réaction négative (b) dans la technique Qwalys®

La technique Qwalys® est peu couteuse et de cadence élevée. Elle ne nécessite pas
de centrifugation des mélanges réactionnels d’ou un gain de temps dans la réalisation
des analyses.

Cependant, cette technique est moins sensible qu’une technique en filtration pour
détecter les anomalies de phénotypage érythrocytaire ; la visualisation des doubles

populations n’est donc pas optimale (90).

b. Technique de microfiltration en gel (IH500® Biorad) ou microbilles
Vision Max®, Ortho)

Les techniques en microfiltration se réalisent sur des colonnes constituées d’un gel ou
de microbilles en verre contenant I'anticorps monoclonal. Aprés ajout des hématies du
patient dans une micro-cupule surmontant la colonne puis centrifugation, les hématies
agglutinées avec I'antisérum sont séparées des hématies non agglutinées. La réaction
est considérée comme négative si les hématies se situent en bas de colonne et
forment un culot uniforme (Figure n°19a). Une réaction est considérée comme positive

(4+) lorsqu’'une bande en haut du gel est observée (Figure n°19b).
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Figure 19 : Réaction négative (a) et réaction positive (b) dans la technique Biorad®

Malgré leur codt plus élevé, ces techniques sensibles et robustes sont trés utilisées.

Les réactions sont faciles a lire et stables dans le temps (90).

c. Technique manuelle en tube

Les hématies du patient sont préalablement mises en contact avec le réactif contenant
les anticorps anti-RH. Aprés homogénéisation et centrifugation, le culot globulaire est
[égérement agité. La réaction est considérée comme négative si la suspension
globulaire est homogéne et qu’aucun agglutinat n’est observable (Figure n°20a). Si
lors du décollement du culot, 'agglutinat ne se dissocie pas, la réaction est considérée

comme positive (Figure n°20b).

Figure 20 : Réaction négative (a) et réaction positive (b) dans la technique manuelle en tube.
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Malgré sa rapidité et sa sensibilité, cette technique historique n’est pas utilisée en
premiére intention et nécessite du personnel formé et expérimenté réservant cette

technique aux seuls laboratoires spécialisés en immuno-hématologie (90).

2. Les doubles populations

Une double population (DP) est observée lorsqu’il existe simultanément des hématies
exprimant un antigéne et des hématies ne I'exprimant pas. Le pourcentage des
hématies au sein de chaque population est trés variable selon I'origine. Leur détection
est également fonction de la technique utilisée.

Les images de DP se caractérisent par :
- La présence d’agglutinats sur fond d’hématies libres dans les méthodes en
microplaque et en tube (Figures n°2l1a et n°21c)

- La coexistence d’hématies a la base et au sommet de la colonne dans les

techniques de microfiltration (Figure n°21b) (90).

Figure 21 : Images de doubles populations dans la technigue Qwalys® (a), dans la technique

Biorad® (b) et dans la technique manuelle en tube (c).

Les DP peuvent étre observées dans différentes situations (Figure n°22) :

- Phénotypage érythrocytaire réalisé en post-transfusionnel (cause la plus
fréquente). Les DP peuvent étre observées dans les quatre mois suivant une
transfusion et nécessitent de connaitre les antécédents transfusionnels du
patient. En effet, si le patient est RH : 1 et a été transfusé avec des CGR de
phénotype RH : -1, une DP sera observée au niveau de I'antigéne RH1.
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- Lors d’'une greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH), si le patient
présente un phénotype érythrocytaire différent du donneur, une DP transitoire
sera observée. Celle-ci va progressivement disparaitre parallélement a la prise
de la greffe.

- Chez un patient présentant une hémopathie maligne, il est possible d’observer
une DP qui évoluera avec la pathologie et sera le reflet du clone malin : en effet,
la DP disparaitra en cas de rémission et réapparaitra en cas de récidive (1,59).

- La présence d’'un affaiblissement antigénique

- En cas de gémellité dizygote

- Encas de prélévement de sang de cordon (par mélange entre le sang maternel

et celui du nouveau-né) (90).

Imege de double populstion :
présence d'aggiutinats sur fond dhidmaties libres

Contexte
clinique

= N o Explorations complémentaires ’
particulier

[ n 5 3 |
| N . |
:‘ Suspicion de p_henotvpes vatuanu —t ? confionetion

!

! i ' ' : :

Tranfusion Greffe Hémopathie Gémelling Nouvesd-hé Sujot

érythrocytaire de CSH maligne dizygote : trés dgé

Doubdle population Double population Double population Chiméve Echantilion Véritable
lide & Is durée de vie lide 3 la priso réversible hématopoiétique de sang de cordon Mosaique scquise
des hématies do greffeou d la on fonction par transfert do associant
transfusdes récidive des cellules de I'évolution cellvies souches | hématies matemelies
do I'hote de la maladie durant la grossesse ot néonatales
ou par extension
chimére dispermique

Figure 22 : Les causes de double population du phénotype RH (90)
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B. ANALYSES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

1. Séquencage ciblé de ’ADN et analyse du nombre de copies par NGS

a. Technologie NovaSaq600 d’lllumina®

Un séquengage de 'ADN génomique par technique NGS, basé sur la capture, a été
réalisé chez les patients présentant des images de DP ou une perte d’expression des

antigénes RH dans les techniques immuno-hématologiques.

Tout d’abord, afin de préparer les banques d’ADN, 'ADN est extrait et fragmenté.
Selon la solution d’enrichissement de Twist BioScience®, des adaptateurs sont
ajoutés aux fragments d’ADN afin que les fragments soient capturés. La capture de

ces fragments permet la reconnaissance des séquences d’intérét.

Par la suite, les fragments d’ADN sont amplifiés par PCR et permettent I'obtention de
la librairie d’ADN.
La préparation de la librairie est primordiale car elle permet de sélectionner les genes

d’intérét. Dans notre cas, un panel de 154 génes a été utilisé.

Le séquencage des librairies a été reéalisé grace au séquenceur haut débit
NovaSeq600 d’lllumina®.

Il repose sur le principe de séquencage par synthése (SBS) ; lors de l'incorporation
d’'une base nucléique sur le brin en cours de synthése, une fluorescence unique est
émise permettant I'identification de celle-ci. Les fluorochromes sont réversibles ; ils
sont clivés aprés I'incorporation de la base permettant I'ajout d’'une autre base.

La synthése nucléique se réalise dans les deux sens (synthése sens et synthese anti-
sens) afin de vérifier 'absence d’erreur de la Taq polymérase. En effet, la mutation
doit étre présente sur les deux brins d’ADN pour étre prise en compte.

De plus, dans notre cas, la profondeur médiane est a 3600X ce qui signifie que chaque
zone est lue 3600 fois. En cancérologie, il est nécessaire que la profondeur soit

importante car les mutations sont acquises et plusieurs clones coexistent (91).

Il est possible de mesurer la VAF, correspondant a la fréquence d’un alléle mutant

spécifique dans I'’échantillon. En pratique, la VAF est calculée en faisant le rapport
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entre le nombre de lectures présentant la mutation et le nombre total de lectures. La
VAF dépend du nombre de cellules. Ainsi, une VAF > 50% est due : soit, a la présence
d’'une mutation sur les deux chromosomes (paternel et maternel) ; soit, & la duplication
d’un des deux chromosomes (92). Une VAF de 50% peut, quant a elle, étre trouvée si
'ensemble des cellules est muté de facon hétérozygote ou si certaines cellules sont
mutées de fagcon homozygote mais que des cellules saines (non mutées) sont

présentes dans I’échantillon.

Les données brutes issues du NGS sont analysées a l'aide des logiciels MuTect2 (93)
et VarDict (94) et I'appel des variants permet d’identifier les mutations, pathologiques
ou non, et les SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Les SNP sont des variations
génétiques courantes, basés sur la modification d’'un seul nucléotide dans la séquence
d’ADN pouvant étre présents dans n’'importe quelle région du génome.

Grace a la base de données pour le génome sur le logiciel gnomAD, il est possible
d’obtenir les variants pathologiques en excluant les artéfacts et les variants non

pathologiques.

Il est aussi possible d’analyser le nombre de copies des génes et ainsi, d’'identifier les
variations du nombre de copies (CNV).

Pour cela, 'amplification des genes issus du prélévement du patient est comparée a
celle obtenue pour les autres patients. L’amplification pour un géne donné est aussi
comparée avec les amplifications des autres génes de ce méme patient.
L’amplification augmente donc lorsque le prélevement du patient présente un gain du
nombre de copies des genes et diminue lorsqu’il y a une perte du nombre de copies.
Le logiciel USCS permet de représenter, sur les différents chromosomes, certains
genes a des positions connues. Ainsi, si deux genes ne sont plus reconnus, il est

possible de dire que I’ADN entre ces deux genes est perdu.

b. Avantages et inconvénients de la technologie Illumina®

Le séquencage NGS est une technique robuste, sensible et ciblée puisqu’il est
possible d’amplifier certains génes ou régions d’intérét.

La technologie Illlumina® permet d’obtenir plus de données précises puisque ce
séquencage repose sur le principe du « séquencage par synthese ».

Enfin, cette technique permet de calculer la VAF d’une mutation et d’identifier les

variations du nombre de copies.
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Cependant, le séquencage NGS ne permet pas la mise en évidence des pertes
d’hétérozygotie sans anomalie du nombre de copie (CN-LOH).

2. Détection des CN-LOH par SNP-Array

a. Les LOH et les CN-LOH

Dans les tumeurs, les LOH acquises sont principalement causées par une perte
d’hétérozygotie sans anomalie du nombre de copie (CN-LOH) ou par une délétion

d’une région chromosomique (Figure n°23) (59,95,96).

Figure Z. Mitotic mechanisms of formation of CH- A

LOH. (A) CN-LOH can occur &8 tha rosull of miloss

recombinabon babeian homologous dhromosomas, De B =
pending on how e chromosomes ane sored during

mitosis, daughler colls with CH-LOH can arise. (B CN

LOH can also arise as tho consequonce of deletion

folicwed by recombination using the homolog as a tem-

plate for comection W

Figure 23 : Les mécanismes mitotiques a I'origine des CN-LOH (92)

Il existe deux types de CN-LOH : les CN-LOH acquises (ou somatiques) et les CN-
LOH constitutionnelles (ou germinales) (Figure n°24) (92).
Pour qualifier une CN-LOH, il faut analyser la localisation et la taille de cette anomalie :
- Toutes les CN-LOH télomériques, peu importe leur taille, sont de nature
somatique (74,92,95,97).
- Siles CN-LOH sont interstitielles, il faut que celles-ci aient une taille importante

pour étre qualifiées d’acquises (92,95,98).
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Figure 24 : La classification des CN-LOH (92)

La CN-LOH peut se réaliser de maniere aléatoire ; a la suite d’'une recombinaison
mitotique pour tenter de corriger une perte de matériel chromosomique (95,99) ; ou,
pour initier la tumorigenése (96) ou participer au processus pathologique (100). Ainsi,
la CN-LOH, entrainant 'homozygotie de la mutation, pourrait conférer un avantage
sélectif en permettant une augmentation de la croissance des cellules présentant le
clone tumoral (95,97,101).

L’identification de loci fréquemment touchés par une CN-LOH a facilité la découverte
de génes présentant un risque élevé de mutation biallélique (comme les genes FLT3
et RUNX1) (101) et de genes suppresseurs de tumeurs (comme le gene c-CBL) (92).
Les CN-LOH des chromosomes 9p et 1p ont conduit, respectivement, a la mutation
biallélique des genes JAK2 (101,102) et MPL (103).

Ainsi, les CN-LOH sont des défauts chromosomiques trés fréquemment retrouves

dans les hémopathies myéloides, tels que les SMP, les SMD, les LAM et les SMP/SMD
(comme la LMMC) (95,99,104).
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b. Technologie Cytoscan HD de Thermofisher®

Afin d’identifier les CN-LOH, des analyses de SNP-array peuvent étre réalisées chez
les patients.

Le SNP-array est une technique de cytogénétique moléculaire.

L’ADN génomique est extrait grace au kit QlAamp Tissue Kit (Qiagen®) (105) puis
digéré enzymatiquement.

Aprés ligation des amorces, les brins sens et anti-sens de 'ADN génomique sont
amplifiés par PCR sans sélection préalable des génes d’intérét. Les produits de PCR
sont fragmentés puis marqués par un fluorochrome (100).

Par la suite, les échantillons sont hybridés, sans compétition, a une sonde
complémentaire sur une puce Cytoscan HD (Thermofisher®) (105).

Ces sondes sont informatives car elles sont complémentaires de chaque SNP
possible. En effet, les amorces sont congues pour contenir la base polymorphe en

position centrale afin de permettre la détermination de chaque SNP (97).

Physiologiquement, chaque échantillon contient 50% de matériel génétique d’origine
maternelle et 50% d’origine paternelle. L’analyse de SNP-array permet la visualisation
d’'une possible hybridation et d’'un possible déséquilibre entre le matériel génétique

paternel et maternel.

Aprés I'hybridation, le signal, représentant le nombre de copies et dépendant du ratio
entre la matériel maternel et paternel, est mesuré.

Les données issues de Ilhybridation sont analysées grace au logiciel ChAS
(Chromosome Analysis Suite) (Thermofisher®) (105). L’observation du signal de
plusieurs sondes évoluant dans le méme sens permet de déterminer s’il y a une perte
(diminution du signal) ou un gain (augmentation du signal) de matériel chromosomique
(99).

Il doit y avoir deux copies : une d’origine paternelle et une d’origine maternelle. La CN-
LOH, se définit par la perte de loci hétérozygotes et par 'absence de délétion ou de
gain de matériel chromosomique (95). Ainsi, 'examen du signal permet d’identifier la
cause de la LOH (97).

Afin de calculer le signal de fond, certaines sondes contiennent des oligonucléotides

mal appariés.
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c. Avantages et inconveénients de la technologie SNP-array

La technique de SNP-array présente de nombreux avantages :

Tout d’abord, il s’agit d’'une technique robuste, précise, ne dépendant pas de
culture cellulaire et permettant I'étude de 'ensemble du génome en une seule
technique (99).

Le SNP-array permet la détection des LOH, des CN-LOH et des anomalies du
nombre de copies (92,97,99,101).

Des CN-LOH sont mises en évidence dans des hémopathies malignes alors
que le caryotype est normal et qu’aucun marqueur clonal n’est identifié. Ainsi,
le SNP-array permet la détection des Iésions qui étaient cryptiques et donc non
détectées par caryotype. Le SNP-array est donc une technique plus sensible
gue le caryotype (92,98,101,106).

L’utilisation d’algorithmes bio analytiques, associée au SNP-array, a permis un
diagnostic plus précis des LOH (92).

Grace a sa haute résolution, qui est supérieure a celle du caryotype, le SNP-
array permet la détection fiable d’'une anomalie acquise de l'ordre de I'exon
méme si le pourcentage de cellules clonales ne représente que 25 a 50% du
nombre total des cellules (92,99).

Enfin, au vu du nombre tres élevé de sondes utilisées, il est possible de détecter
des polymorphismes (par utilisation de marqueurs de SNP polymorphes) et de

procéder au génotypage de I'’échantillon du patient (92).

Cependant, le SNP-array présente aussi quelques inconvénients :

Tout d’abord, il s’agit d’'une technique longue et dont la sensibilité dépend du
nombre de cellules clonales présentes dans I'’échantillon. En effet, quand le
contenu tumoral diminue, le taux de détection des LOH diminue (104).

Le SNP-array ne permet pas la détection des lésions chromosomiques
équilibrées et des mutations (98).

Enfin, le SNP-array ne fournit pas d’information sur le mécanisme moléculaire
a l'origine de la LOH (98).
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V. RESULTATS

Dans cette partie, nous allons présenter trois patients (Monsieur R, Madame C et
Madame V) qui ont présenté des changements d’expression d’antigenes du systéme
RH en lien avec I'évolution de leur hémopathie myéloide.

Ces trois cas permettent d’illustrer deux mécanismes moléculaires a I'origine de la
perte d’expression d’antigénes du systéme RH associée aux hémopathies : la CN-
LOH, associée a la duplication d’'une mutation oncogéne (telle que MPL ou CSF3R)

avec la perte de l'alléle normal, et la délétion du chromosome 1p.

A. CN-LOH associée a la duplication d’une mutation oncogéne

1. CN-LOH associée a la duplication d’une mutation MPL

Monsieur R, patient de 72 ans, diagnostiqué huit années plus t6t, avec une LMMC a
caryotype normal et mutation du gene TET2, et connu comme étant de phénotype
RH: 1,2,-3,4,5, se présente aux urgences pour une hyperleucocytose majeure et une
blastose sanguine inférieure a 10%. Lors de son hospitalisation dans le service des
Maladies du Sang, les explorations hématologiques ne mettent pas en évidence
d’acutisation mais une simple prolifération. Le bilan immuno-hématologique montre,

guant a lui, une perte d’expression des antigénes RH1 et RH2.

Sur le plan moléculaire, une analyse par NGS, retrouve deux mutations du géene TET2
avec des VAF respectives de 46% et 45% : exon3 c.2843delA : p.K948SfsX5 et exon4
c.3415delA : p.11139LfsX13, ainsi, qu’'une mutation du gene MPL avec une VAF de
96% : exonl0 c.1544G>T.pW515L ; 'analyse du nombre de copies, par SNP-array,
montre une CN-LOH acquise de la région 1p36.33-p31.3 de 60,9Mb, ainsi qu’une
délétion de la région 13g12.3-q14.3 ; un caryotype, sur prélevement médullaire,
retrouve un clone anormal & 46 chromosomes avec une délétion interstitielle des bras
longs des chromosomes 13 en ql3g21 dans 20 métaphases analysées :
46,XY,del(13)(q13g21)[20].
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Figure 25 : Etude des polymorphismes du chromosome 1 par SNP-array (Affymetrix®
Chromosome Analysis Suite). La perte d’hétérozygotie sans anomalie du nombre de copies
est identifiée lorsque des déséquilibres sont présents (disparition du signal central) avec un

nombre normal de copies du chromosome.

Suite a la perte d’expression des antigénes RH1 et RH2, une analyse des génes RHD
et RHCE en biologie moléculaire est réalisée. Les résultats sont compatibles avec la
prédominance d’un clone leucocytaire circulant exprimant uniquement un haplotype

dce chez un individu initialement DCe/dce.

Ce patient, présente donc une perte de I'haplotype DCe, en lien avec la CN-LOH de
la région 1p36.33-p31.3 et a l'origine de la perte d’expression des antigenes RH1 et

RH2 nouvellement observée par les tests sérologiques de routine (Figure n°25).

La CN-LOH acquise du chromosome 1p permet la duplication d’'une région de ce
chromosome, concomitamment a la perte de I'alléele normal (92,100). Ici, 'anomalie
acquise du chromosome 1p permet la duplication du gene MPL.

Le mécanisme moléculaire a l'origine de la perte de I'haplotype RH peut étre illustré
par la figure n°26. Dans I'exemple ci-dessous, le patient possede les haplotypes RH
DCeldce, le phénotype RH : 1,2,-3,4,5 et deux alleles MPL non mutés. Dans le cadre

de son SMP, le patient acquiert une mutation du géne MPL conduisant a la protéine
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MPL W515K. Au fur et a mesure de I'évolution de son hémopathie, une CN-LOH du
chromosome 1p a entrainé la duplication de la mutation oncogéne MPL W515K et la
perte de la région chromosomique contenant I'allele MPL normal et I'haplotype DCe.
Ainsi, le patient va présenter une homozygotie pour l'alléle MPL, codant pour la
protéine MPL W515K, et pour I'haplotype dce. Ce patient présentera donc le
phénotype RH: -1,-2,-3,4,5 (si la perte de I'haplotype est totale) ou le phénotype
RH : DP1,DP2,-3,4,5 (si la perte de I'haplotype est partielle) (92,107).

Cette figure permet de montrer le lien de causalité entre la perte de I'haplotype DCe

et 'acquisition de 'homozygotie de la mutation MPL observé chez Monsieur R.

DCe MPL DCe MPL dee MPL W515K
dbc——> _ _ _ _ _ NG = o c—" T —
o} = e () mls e— g e
dee MPL dee MPL W515K dece MPL W515K
CN-LOH 1p36.33-p34 2
Cytogenetics: Congenital Acquired MPL point mutation MPL W515K homozygosity
MPHN: MNone Essential Thrombocythemia Fibrotic progression
RhD Typing: RhD positive RhD positive RhD negative

Figure 26 : Les étapes d’une CN-LOH conduisant & 'apparition d’un clone homozygote pour
la mutation MPL (107)

Le patient a recu 17 CGR et 19 MCPS depuis la mise en évidence de la perte
d’expression des antigénes RH1 et RH2. Tous les CGR transfusés respectaient le
phénotype érythrocytaire acquis de Monsieur R (a savoir RH : -1,-2,-3,4,5). Parmi les
19 MCPS transfusés, 7 étaient phénotypés RH : 1. Dans la pratique transfusionnelle,
les MCPS sont poolés a partir de huit couches leucoplaquettaires issus de dons de
sang. Les MCPS sont phénotypés pour I'antigeéne RH1 mais pas pour les autres
antigenes du systéme RH ; une allo-immunisation vis-a-vis d’antigénes du systéme
RH peut donc avoir lieu lors de la transfusion de MCPS mais il s’agit d’'un événement
rare (108).

Le suivi de la RAI (Recherche d’agglutinines irréguliéres) n’a été possible que pendant
51 jours apres la premiére transfusion de MCPS sans mettre en évidence d’allo-

immunisation anti-érythrocytaire.
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2. CN-LOH associée a la duplication d’'une mutation CSF3R

Madame C, patiente de 79 ans, est suivie depuis 2015 pour un SMD avec une discréte
dysérythropoiese. Au moment du diagnostic, le caryotype était normal et la patiente
était connue avec un phénotype RH : 1,-2,3,4,-5.

Lors d’une hospitalisation en juillet 2021, une DP sur I'antigéne RH1 est détectée sans
notion de transfusion récente.

Six mois plus tard, lors de sa consultation dans le service des Maladies du Sang, il est
remarqué une perte totale de I'antigéne RH1 dans les techniques usuelles du
laboratoire. Le phénotype acquis RH : -1,-2,3,4,-5 est rare car seul 0,01% de la
population caucasienne posséde ce phénotype (109) (Annexe n°l) entrainant une
absence de CGR compatibles disponibles. Ce changement de phénotype

s’accompagne de 'apparition d’'une dépendance transfusionnelle.

Sur le plan moléculaire, une analyse par NGS, retrouve une mutation du géene ASXL1
avec une VAF a 35% : exonl2 ¢.1934dup : p.G646WfsX12, une mutation du géne
CSF3R avec une VAF a 78% : exon 17 ¢.2326C>T : p.Q776X, ainsi, qu’une mutation
du gene RUNX1 avec une VAF a 42%: exon 5 ¢.362T>C : p.L121P ; I'analyse du
nombre de copies, par SNP-array, montre une CN-LOH acquise de la région 1p36.33-
p34.3 de 37,74Mb; un caryotype, sur prélevement meédullaire, retrouve une

monosomie 7.

Devant 'absence de détection de I'antigene RH1 par les techniques sérologiques de
routine, une technique de sensibilisation, basée sur le principe de fixation-€élution, a
permis de montrer une tres faible persistance résiduelle de I'antigene RH1. Cette
technique se déroule en deux étapes : la premiere étape consiste en la « fixation » qui
permet la mise en contact des hématies du patient avec un réactif polyclonal anti-RH1 ;
la seconde étape consiste en I'élution et I'identification des éventuels anticorps fixé.
Cette technique permet de conclure a la présence, ou non, de I'antigéne RH1, méme
en tres faible quantité, a la surface des hématies (32).

Une analyse du gene RHD a été réalisée au CNRGS (Centre National de Référence
pour les Groupes Sanguins) et retrouvait la présence de I'allele RHD*01 devant coder
un antigene RH1 commun, concluant a la perte partielle de I'hétérozygotie de
I'haplotype DcE.

64



Cette patiente, trés probablement initialement d’haplotypes DcE/dcE, présente donc
une perte totale de I'haplotype DcE, en lien avec la CN-LOH de la région 1p36.33-
p34.3 et a 'origine de la perte d’expression de I'antigéne RH1 nouvellement observée
(Figure n°25).

La patiente possede une CN-LOH du chromosome 1p et une mutation du géne CSF3R
avec une VAF a 78%. Le mécanisme moléculaire a I'origine de la duplication de la
mutation oncogéne CSF3R n’a jamais été décrit mais, étant donné que ce géne est
situé sur le chromosome 1p, il est possible de supposer, en se référant a la figure n°26,
gue la CN-LOH acquise du chromosome 1p, entrainant ’'homozygotie de la mutation

du géne CSF3R, a conduit a la perte de I'haplotype DcE et au phénotype RH acquis.

La patiente a recu 60 CGR et 23 MCPS depuis la mise en évidence de la perte
d’expression de [l'antigene RH1. Au vu du phénotype érythrocytaire acquis
extrémement rare dans la population caucasienne, 58 CGR RH: 1 et 22 MCPS
RH : 1 ont été transfusés a Madame C. Le suivi de la RAI a été réalisé pendant 625
jours a compter de la premiere transfusion de MCPS RH : 1 incompatibles sans mettre

en évidence d’allo-immunisation anti-érythrocytaire.

B. Délétion du chromosome 1p

Madame V, patiente de 70 ans, diagnostiquée une année plus tét avec un SMD
multiligné a haut risque devant une dysmégacaryopoiese et une dysérythropoiese, et
connue antérieurement comme étant de phénotype RH : 1,2,-3,4,5, présente le jour
de sa consultation dans le service des Maladies du Sang, une DP vis-a-vis des
antigenes RH1 et RH2, non constatée auparavant et non expliquée par des

transfusions récentes.

Sur le plan moléculaire, une analyse par NGS, retrouve une mutation du gene PPM1D
avec une VAF a 5% : exon 6 ¢.1349del : pL450X ; 'analyse du nombre de copies, par
SNP-array, montre une délétion du chromosome 1p (emportant les génes ARID1A et
ID3, et donc les génes RHD et RHCE), ainsi qu’une délétion du chromosome 5q ; un
caryotype, sur prélevement sanguin, retrouve un clone anormal avec la délétion des
bras longs du chromosome 5 associée a la délétion terminale des bras courts des

chromosomes 1 dans 10 métaphases analysées, ainsi que I'évolution d’un sous-clone
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ayant acquis une trisomie 8 dans 4 métaphases :
46,XX,del(1)(p34),del(5)(q15933)[10] / 47,s1,+8[4].
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Figure 27 : Analyse ciblée du nombre de copies des génes grace au logiciel USCS. La
délétion du bras court du chromosome 1 incluait la perte d’une région s’étendant au
minimum des géenes ID3 a ARID1A, encadrant les génes RHD et RHCE

Cette patiente, trés probablement d’haplotypes DCe/dce, présente donc une perte
partielle de I'haplotype DCe, en lien avec la délétion du chromosome 1p (Figure n°27)

et a 'origine de I'apparition des DP nouvellement observées.

En raison d’un score M-IPSS de 6 (risque élevé de transformation en LAM), associé a
un bon état physique de la patiente, une allogreffe de CSH avec donneur non
apparenté, a été réalisée chez cette patiente. Les analyses réalisées en post-greffe ne
détectent pas de mutation significative, résultat cohérent avec la prise de greffe et

'observation du phénotype RH-KEL du donneur, sans DP, pres de 11 mois aprés la
greffe.
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Avant l'allogreffe de CSH, Madame V présentait des images de DP au niveau des
antigénes RH1 et RH2 et arecu 11 CGR RH : 1,2. Le suivi de la RAI, réalisé pendant
715 jours, & compter de la premiére transfusion de CGR RH : 1,2 jusqu’a son déces,
n’a pas montré d’allo-immunisation anti-érythrocytaire.
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C. Récapitulatif des résultats

Monsieur R Madame C Madame V
Pathologie LMMC SMD SMD
Phénotypage
érythrocytaire RH:1,2,-3,4,5 RH:1,-2,3,4,-5 RH:1,2,-3,4,5
initial
Haplotypes DCel/dce DcE/dcE DCe/dce
probables
Phénotypage
érythrocytaire RH:-1,-2,-3,4,5 RH:-1,-2,3,4,-5 RH : DP1,DP2,-3,4,5
acquis
Mutation MPL (VAF 96%) ASXL1 (VAF 35%)

(VAF en %)

TET2 (VAF 46% et
45%)

CSF3R (VAF 78%)
RUNX1 (VAF 42%)

PPM1D (VAF 5%)

CN-LOH de la région CN-LOH de la
Anomalies en 1p36.33-p31.3 région 1p36.33- Délétion du chromosome 1p
SNP-array Délétion de la région p34.3 Délétion du chromosome 5q
13912.3-q14.3
Caryotype 46,XY,del(13)(q13g21) 45,XX,-7 46,XX,del(1)(p34),del(5)(g15933)
[20] [10]/ 47,s1,+8 [4]
Transfusion 0 CGR 58 CGR 11 CGR
CGR/MCPS 7 MCPS 22 MCPS 0 MCPS
incompatibles
Allo-
immunisation Non Non Non
(durée de (51 jours) (625 jours) (715 jours)
suivi)

Mécanisme a

I'origine de la

modification

du phénotype
RH

CN-LOH du bras court

du chromosome 1

CN-LOH du bras
court du

chromosome 1

Délétion du bras court du

chromosome 1

Tableau 2 : Tableau récapitulant les phénotypes érythrocytaires, les haplotypes, les

mutations détectées par NGS, les anomalies caryotypiques et détectées par SNP-array de

Monsieur R, Madame C et Madame V permettant la mise en évidence des CN-LOH et de la

délétion du bras court du chromosome 1
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VI. DISCUSSION

Nous avons étudié trois patients présentant des images de DP ou de perte
d’expression d’un ou de plusieurs antigénes du systéme RH.

Les principales causes de DP ont été éliminées : les patients n‘ont pas regu de
transfusion avant la réalisation des phénotypages érythrocytaires ; la DP n’était pas
présente sur les précédentes analyses immuno-hématologiques, éliminant la
présence d’'un variant ; et, seule Madame V a bénéficié d’'une greffe de CSH mais les
DP étaient observables avant celle-ci.

Devant ces profils non expliqués, nous avons souhaité en explorer la cause. Ces trois
patients étaient atteints d’hémopathies myéloides : Monsieur R avait une LMMC,

Madame C et Madame V avaient un SMD.

Les examens moléculaires réalisés dans le cadre de ces hémopathies myéloides ont
permis de mettre en évidence différentes anomalies dont trois directement liées a nos
anomalies de phénotypage RH : la mutation des génes MPL et CSF3R et la délétion
du chromosome 1p.

A patrtir de ces trois anomalies, nous avons identifié deux mécanismes moléculaires :
la CN-LOH (pour Monsieur R et Madame C) et la délétion du chromosome 1p (pour
Madame V).

La CN-LOH est un mécanisme bien connu dans les pathologies myéloides. Celle-ci,
déja décrite comme étant associée a des mutations du gene JAK2 (101,102) chez des
patients atteints de PV, de TE ou de MFP, est également connue pour étre associée
a des mutations du gene MPL (103).

L’association entre les modifications de phénotype RH et certaines pathologies
myéloides était déja décrite (59). La description du mécanisme de la CN-LOH liée a la
mutation du gene MPL dans les modifications du phénotype RH est plus récente (107)
et est liée a la mise au point de techniques de biologie moléculaire comme la SNP-
array.

Dans ce travail, nous avons également pu mettre en évidence pour Madame C,
'association entre la mutation du géne CSF3R et des anomalies acquises du
phénotype RH (perte de I'expression de I'antigéne RH1) par le mécanisme de la CN-
LOH. A notre connaissance, cette association n’a jamais été décrite dans la littérature.

Cela peut s’expliquer par le fait que les mutations du géene CSF3R sont moins
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fréquentes que celles du gene MPL. De plus, les hémopathies associées a la mutation
du géne CSF3R sont beaucoup plus rares que les hémopathies associées a la
mutation du gene MPL.

Le second mécanisme identifié correspond a la délétion du bras court du chromosome
1. Ce mécanisme moléculaire n’a, a notre connaissance, jamais été décrit comme
pouvant entrainer une modification de I'expression du phénotype RH. En effet, dans
la littérature, les LOH acquises du chromosome 1p ont déja été décrites. Mais le plus
souvent chez ces patients, les analyses de cytogénétique retrouvent un caryotype
normal ; une délétion du chromosome 1p ne semble donc pas étre la cause de la LOH
acquise (110,111).

Monsieur R a acquis une mutation du gene MPL au cours du développement de sa
LMMC. Il s’agit d’'une mutation rarement retrouvée dans cette pathologie.

En effet, le premier cas rapporté date de 2019 (112). Dans celui-ci, la VAF était proche
de 50% et concomitante a I'observation d’'une accélération de la pathologie (majoration
de la leucocytose et de la monocytose) ; suggérant une mutation biallélique du géene
MPL par CN-LOH (112).

La mutation du gene MPL est déja connue pour étre associée a un mauvais pronostic
dans les SMD et les LAM (113).

Lors de la découverte de la perte d’expression des antigénes RH1 et RH2, Monsieur
R présentait une mutation du gene MPL avec une VAF de 96% et une accélération de
sa pathologie. L'association entre une VAF > 50% pour le géne MPL muté, suite a une
CN-LOH du chromosome 1p, et I'accélération de 'hémopathie est montrée par de
nombreuses équipes (75,103,107,114-117).

Monsieur R présentait, des son diagnostic, une mutation du gene TET2. Ce gene est
muté dans 50 a 60% des LMMC (89,118) et fréquemment touché par des CN-LOH
(89). Cette mutation, en I'absence d’un géne ASXL1 muté associé, présente un impact
favorable sur la survie globale des patients (118).

Monsieur R présentait également une délétion du bras long du chromosome 13. |
s’agit d’'une anomalie cytogénétique n’ayant pas d’impact pronostique identifié dans
cette pathologie (118). De méme, cette anomalie est rarement retrouvée dans les SMD

(fréquence inférieure a 2%) (119).
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Madame C a acquis la mutation du gene CSF3R au cours de I'évolution de son SMD.
Cette mutation n’est pas limitée aux LCN et aux LMC atypiques (120) car elle est
retrouvée chez 3% des patients présentant un SMD (121). D’ailleurs, un patient, qui
présentait un SMD hypoplasique, a développé une LNC et la mutation du géne CSF3R
a contribué a la transformation de sa pathologie, a partir du clone fondateur de son
SMD (122).

Les neutropénies congénitales séveres (NCS) sont caractérisées par des altérations
de la maturation des granulocytes neutrophiles. L’acquisition de mutations, telles que
les mutations du géne CSF3R, entraine une progression maligne de la NCS vers le
SMD ou la LAM (123,124).

Madame C présentait une mutation du gene CSF3R avec une VAF de 78% ; cette
mutation était donc présente a I'état homozygote. Cependant, la CN-LOH du
chromosome 1p conduisant a la mutation biallélique de CSF3R et a une modification
du phénotype RH n’a jamais été rapportée dans la littérature.

Les patients avec un SMD ou une LMMC et présentant une mutation du géne CSF3R
sont caractérisés par un age avance, des taux de mutations somatiques éleves et un
pronostic défavorable (125).

Madame C présentait aussi un age avancé (79 ans au moment de la découverte de la
mutation du gene CSF3R avec une VAF de 78%), des taux de mutations somatiques
elevés (elle présentait des mutations des genes ASXL1 et RUNX1 avec des VAF
respectives, de 35 et 42%) et une anomalie cytogénétique (Madame C présentait une
monosomie 7). La découverte de la perte de I'antigéne RH1 chez Madame C coincide
avec I'aggravation de sa pathologie.

Les mutations ASXL1 et RUNX1 sont frequemment rencontrées dans les SMD, avec
des fréquences respectives de 11 et 20% (81). Elles ont des impacts défavorables sur
la survie sans progression, sur le pronostic et sur le risque de transformation en LAM
(81,84).

La monosomie 7 est une anomalie cytogénétique fréquente dans les SMD (fréquence
de 15%) et est associée a un risque plus élevé de progression vers une LAM et a une

survie plus courte (119).
Madame V présentait une délétion du chromosome 1p. Cette anomalie cytogénétique,

visualisable au caryotype, est peu rapportée dans les SMD et son impact pronostique

n’est pas connu (119). Le plus souvent, les LOH acquises du chromosome 1p ne sont
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pas dues a une délétion car le caryotype ne rapporte pas d’anomalie de ce
chromosome (110,111).

Elle présentait aussi une mutation du gene PPM1D. Ce gene est plus frequemment
muté dans les SMD post-traitement (50%) que dans les SMD primaires (10%) (84).
Parallelement, la patiente présentait une délétion du bras long du chromosome 5 et
une trisomie 8. Ces anomalies sont frequemment rencontrées dans les SMD ; en effet,
la délétion du chromosome 5q et la trisomie 8 sont respectivement retrouvées dans
27% et 19% des cas de SMD (119). Cependant, la présence d’un caryotype complexe
(présence d’au moins trois anomalies cytogénétiques) est associée a une maladie plus
agressive, a un risque plus important de transformation en LAM, a un pronostic plus
grave et a une survie plus courte (81,119). Ces différents arguments biologiques et le
bon état général de la patiente ont conduit a I'allogreffe de CSH.

La détection des anomalies du phénotype RH chez nos trois patients s’est
accompagnée a chaque fois d’une évolution de leur hémopathie : dépendance
transfusionnelle pour Monsieur R et Madame C et nécessité d’une allogreffe de CSH
pour Madame V. Comme précédemment décrit, I'altération du phénotype RH peut
interférer avec les examens de phénotypage érythrocytaire et indiquer une maladie
hématologique ou une évolution de celle-ci (59). Les anomalies acquises du
chromosome 1p, impliquant le locus RH, peuvent conduire a un mosaicisme RhD
acquis (107).

En effet, I'acquisition de nouvelles mutations ou d’anomalies cytogénétiques et
'augmentation de la VAF des mutations oncogénes sont des éléments indiquant une
évolution de ’'hnémopathie et sont associées a un pronostic défavorable (65,73,92,103).
Monsieur R et Madame C présentent une CN-LOH du chromosome 1p. Or, cette
anomalie est associée a de mauvais résultats cliniques et a un pronostic péjoratif (111)

et est fréequemment rencontrée (30%) dans les LAM secondaires a un SMD (110).

Les CN-LOH touchant le chromosome 1p ne sont pas spécifiques des hémopathies ;
en effet, ces anomalies acquises sont fréquemment rencontrées dans d’autres
pathologies non hématologiques telles que les mélanomes (126), les adénomes
parathyroidiens (127), les cancers du sein (128), les cancers colorectaux (129), les
neuroblastomes (130) et les phéochromocytomes (131). Cependant, contrairement
aux hémopathies myéloides, ces différentes pathologies ne dérivent pas d’'une CSH.

Les antigénes du systéme RH n’étant exprimés que sur les hématies, les mutations
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présentes dans des pathologies non myéloides n’auront pas d’influence sur le

phénotype RH.

L’anomalie détectée par les techniques immuno-hématologiques va dépendre de
I'expression homozygote ou hétérozygote des haplotypes RH chez le patient.

En effet, si le patient exprime deux haplotypes de facon hétérozygote (par exemple,
DCe/DcE), son phénotype sera RH : 1,2,3,4,5. S’il présente une perte partielle de
'haplotype DCe, il présentera le phénotype RH: 1,DP2,3,4,DP5 ; alors que s’l
présente une perte totale de cet haplotype, le phénotype deviendra RH : 1,-2,3,4,-5.
Au contraire, si le patient exprime un haplotype de fagon homozygote (par exemple,
DCe/DCe et phénotype RH : 1,2,-3,-4,5), son phénotype RH restera identique en cas
de perte partielle ou totale d’'un des deux haplotypes.

Ainsi, en cas de LOH acquise, les anomalies immuno-hématologiques ne pourront étre
observables que si le patient est hétérozygote pour les haplotypes RH.

Dans la population caucasienne, environ 36% des personnes présentent des
haplotypes homozygotes et 64% de la population exprime des haplotypes
hétérozygotes (Annexe n°1). Ainsi, en cas d’anomalie acquise du chromosome 1p, au
niveau de la région codant le locus RH, seule cette proportion de patients
hétérozygotes présentera une modification de son phénotype RH.

Associées aux anomalies du phénotype RH, il a été décrit des anomalies des
antigenes FY. En effet, le géne codant pour le systéme Duffy est également situé sur
le chromosome 1 (59,132). L’analyse d’autres systémes de groupes sanguins pourrait
étre une alternative pour les patients présentant des haplotypes homozygotes mais,
en pratique, la sélection des patients a tester dans ces autres systemes serait tres

difficile car soumise a des informations cliniques que nous n’avons que trés rarement.

Le type d’anomalie du phénotype RH observé (DP ou perte d’expression antigénique)
peut s’expliquer par la fréquence de la présence de 'anomalie acquise au sein des
CSH clonales du patient (133).

En effet, si une majorité des CSH présente cette anomalie sur le chromosome 1p, les
antigenes RH, codés par le locus RH, ne seront pas détectés par les techniques
immuno-hématologiques de routine. Les antigénes RH, présents en trés faible
guantité, ne pourront étre détectés que par des techniques plus sensibles, reposant

sur le principe de la fixation-élution.
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Cependant, si seule une proportion des CSH présente cette anomalie chromosomique
en 1p, seule une partie des hématies ne présentera pas les antigenes RH codés par
I'haplotype RH partiellement perdu, engendrant une image d’affaiblissement ou de DP
dans les techniques immuno-hématologiques usuelles (1).

Cela est illustré par le cas de Madame C. Initialement, elle exprimait I'antigéne RH1.
Au fur et a mesure de I'évolution de sa pathologie, le phénotype érythrocytaire montrait
une DP au niveau de I'antigéne RH1 puis une perte totale de celui-ci. Les analyses
moléculaires du géne RHD, quant a elles, ont pu montrer la présence d’un alléle
RHD*01 codant pour un antigéne RH1 commun. Ainsi, au fur et a mesure de I'évolution
péjorative de son SMD, I'expression de I'antigéne RH1 a diminué jusqu’a ne plus étre
détecté par les techniques usuelles du laboratoire. L’antigéne RH1 a pu étre détecté
par une technique sensibilisée, ce qui nous démontre que la totalité des cellules n’est

pas touchée par la mutation.

Cette observation a un intérét dans la conduite a tenir transfusionnelle et le choix des
PSL pour ces patients.

En effet, nous avons pu observer que les trois patients de I'étude ont présenté une
augmentation de leur besoin transfusionnel coincidant avec I'apparition de la
modification du phénotype RH.

Devant le peu de recul bibliographique sur une possible allo-immunisation dans ce
type de cas, I'attitude transfusionnelle était de respecter le phénotype acquis des
patients lors de transfusions de CGR (134,135).

Devant la rareté du phénotype RH acquis dans la population caucasienne (0,01%),
aucun CGR compatible n’était disponible pour transfuser Madame C ; elle a donc recgu
58 CGR incompatibles. Madame V a recu, elle aussi, 11 CGR incompatibles.

Malgré la trés forte immunogénicité de I'antigéne RH1 (85%) (136), aucune allo-
immunisation des patients n’a pu étre mise en évidence.

Madame V présentait des DP au niveau des antigenes RH1 et RH2 ; ainsi, une
proportion de ses hématies exprimait ces antigenes, empéchant une possible allo-
immunisation lors de la transfusion de CGR.

Pour Madame C, malgré I'absence de détection de I'antigéne RH1 par les techniques
sérologiques de routine, ce dernier a pu étre mis en évidence par une technique plus
sensible, basée sur la fixation-élution. De méme, le géne RHD a pu étre détecté par
PCR. La persistance résiduelle d’'une tres faible quantité d’antigéne RH1 pourrait

expliquer I'absence d’allo-immunisation de la patiente malgré I'incompatibilité des
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transfusions de CGR. Ce profil peut étre rapproché de I'antigene RH1 faible de type
Del. Le phénotype Del correspond a une présence trés faible d’antigéne RH1 a la
surface des hématies (<200 antigénes / hématie), non détectée par les techniques
usuelles, mais mis en évidence par technique de fixation-élution et par 'absence d’allo-
immunisation en cas de transfusion de PSL RH : 1 (23,137-141).

De plus, Madame C a recu 22 MCPS incompatibles ; ces transfusions peuvent

immuniser le patient mais sont moins immunogéenes que les CGR (108).

Dans ce travail de thése, nous ne nous sommes intéressés qu’aux patients atteints
d’hémopathies myéloides présentant des anomalies au niveau du phénotypage RH.
Or, certaines anomalies peuvent étre retrouvées chez des patients apparemment en
bonne santé ou précédant une hémopathie (59). Il pourrait étre intéressant de réaliser
des analyses complémentaires chez des patients présentant des DP ou des pertes
d’expression des antigénes RH et apparemment en bonne santé afin de détecter les

prémices d’'une hémopathie ayant acquis des anomalies sur le chromosome 1p.
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Conclusion — Quverture sur le mémoire de D.E.S

L’étude de l'association des mutations retrouvées dans le cadre d’hémopathies
myéloides et des anomalies d’expression des antigénes RH de nos trois patients nous
a permis de caractériser deux mécanismes. Le premier, la CN-LOH du chromosome
1p, retrouvée chez deux patients, est le résultat d’'une recombinaison mitotique entre
des chromosomes homologues et est associée, dans les hémopathies myéloides, a la
duplication de mutations oncogénes (ici, mutation des genes MPL et CSF3R) avec une
perte concomitante de I'allele normal. Ce mécanisme est associé a la progression de
la pathologie et est surtout observé dans les stades avancés des pathologies. Dans le
second, la délétion du chromosome 1p, a entrainé la perte du locus RH et donc
'absence d’expression des antigénes RH chez un troisieme patient. Ce mécanisme
n’a jamais été décrit dans la littérature.

Il pourrait étre intéressant d’étudier une possible corrélation entre I'évolution de la
pathologie et le pourcentage de DP observé par les techniques immuno-

hématologiques usuelles.

Parallelement a l'acquisition d’anomalies sur le chromosome 1p, aucune allo-

immunisation n’a été mise en évidence chez nos trois patients.

Enfin, chez les patients présentant une DP inexpliquée et n’ayant pas d’hémopathie
diagnostiquée, il pourrait étre intéressant d’étudier la valeur prédictive de cette

anomalie.

Le travail de mémoire du D.E.S de biologie médicale aura pour intérét d’étudier une
cohorte de patients plus importante et de réaliser une étude rétrospective afin de tenter
de répondre aux différentes problématiques de ce travail de thése telles que la possible
allo-immunisation a la suite de la transfusion de produits sanguins ne respectant pas
le phénotype acquis ou la corrélation entre I'évolution de la pathologie et le

pourcentage de DP observé.
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Annexe 1 : Fréquences des différents phénotypes RH et génotypes RH dans la

population caucasienne (109)

Phénotype Génotypes Fréquence (%)

RH:1,2,-3,-4,5 DCe/DCe 17,68
DCe/dCe 0,82

RH:1,-2,3,4,-5 DcE/DcE 1,99
DcE/dcE 0,34

RH:1,-2,3,-4,5 Dce/dce 2,00
Dce/Dce 0,07

RH:1,2,-34,-5 DCE/DCE <0,01
DCE/dCE <0,01

DCe/dce 32,68

RH :1,2,3,-4,5 DCe/Dce 2,16
Dce/dCe 0,05

DcE/dce 10,97

RH:1,-2,3,4,5 DcE/Dce 0,73
Dce/dcE 0,06

DCe/DCE 0,20

RH:1,2,-3,4,5 DCE/dCe <0,01
DCe/dCE <0,01

DcE/DCE 0,07

RH:1,2,3,4,-5 DCE/dcE <0,01
DcE/dCE <0,01

DCe/DcE 11,87

DCe/dcE 1,00

RH:1,2,3,4,5 DcE/dCe 0,28
DCE/dce 0,19

Dce/DCE 0,01

Dce/dCE <0,01

RH:-1,2,-3,-4,5 dCe/dCe 0,01
RH:-1,-2,3,4,-5 dcE/dcE 0,01
RH:-1,-2,3,-4,5 dce/dce 15,10
RH:-1,2,-3,4,-5 dCE/dCE <0,01
RH:-1,2,3,-4,5 dCe/dce 0,76
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RH:-1,-2,3,4,5 dcE/dce 0,92
RH:-1,2,-3,4,5 dCe/dCE <0,01
RH:-1,2,3,4,-5 dcE/dCE <0,01
RH:-1,2,3,4,5 dcE/dCe 0,02

dCe/DCE <0,01
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